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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Nozizeption

Der Begriff Nozizeption bezieht sich auf den Erhalt und die Verarbeitung von Signalen
im zentralen Nervensystem (ZNS), die von freien sensorischen Nervenendigungen
primérer afferenter C- und Ad- Nervenfasern (Nozizeptoren) hervorgerufen werden und
Informationen Uber Gewebeschaden vermitteln. Kommt es in der Peripherie zu einer
noxischen Reizung, die chemischer, thermischer oder mechanischer Natur sein kann, so
wird eine Signalkaskade ausgeltst, beginnend mit der Aktivierung eines Nozizeptors
(Rezeptorpotential). Uberschreitet dieses einen bestimmten Schwellenwert, entsteht ein
Aktionspotential, das zu den zentralen Enden der primér afferenten Nervenfasern geleitet
wird. Die primar afferenten Fasern sind im Rickenmark mit spezifischen
Projektionsneuronen iber Synapsen in den duReren dorsalen Schichten des Riickenmarks
(Lamina I und 11) verschaltet, die den Reiz dann weiterleiten. Von dort aus gelangen die
Signale entlang des Rickenmarks Uber verschiedene aufsteigende Trakte
(spinothalamischer Trakt, spinoreticularer Trakt, spinomesencephalischer Trakt) zu
héheren Zentren im Gehirn. Hier sind der Thalamus, der primére und der sekundare
somatosensorische  Cortex, sowie das limbische System an der zentralen
Schmerzverarbeitung beteiligt. In bestimmten Bereichen des somatosensorischen Cortex
fuhrt die Integration von sensorisch-diskriminativen und emotional-cognitiven Signalen

schlieBlich zu einer bewussten Schmerzwahrnehmung.

1.1.1 Schmerzarten

Schmerz ist nach der Definition der 1ASP (International Association for the Study of
Pain) "ein unangenehmes Sinnes- und Gefiihlserlebnis, das mit aktueller oder potenzieller
Gewebeschédigung verkniipft ist oder mit Begriffen einer solchen Schéadigung
beschrieben wird".

Neben dem akuten physiologischen Nozizeptorschmerz, der entsteht, wenn noxische
Reize auf gesundes Gewebe treffen, existieren zwei weitere Schmerztypen, die mit einer
Reizung verletzten Gewebes einhergehen. Der pathophysiologische Nozizeptorschmerz
entstent bei Schadigung und Entziindung nicht neuronalen Gewebes, wahrend der
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neuropathische Schmerz durch eine Verletzung oder Dysfunktion im peripheren oder
zentralen Nervensystem initiiert oder hervorgerufen wird [1]. Die Neuropathie
manifestiert sich durch sensorische Symptome und Zeichen [2]. Zu den Ursachen z&hlen
u.a. Infektionen, Traumata, Operationen, Tumorinfiltrationen, sowie metabolische
Abnormalitaten. Typisch fur diese anhaltenden Schmerzzustdnde sind Antworten auf
einen normalerweise nicht noxischen Stimulus (Allodynie) und das gesteigerte
Schmerzempfinden auf noxische Reize (Hyperalgesie). Die zugrunde liegenden

Phanomene werden als periphere und zentrale Sensibilisierung definiert.

1.1.2 Mechanismen der Schmerzsensibilisierung

1.1.2.1 Periphere Sensibilisierung am Nozizeptor

Gewebsverletzungen konnen zu einer erhdhten Erregbarkeit der primar afferenten
Nervenendigungen fihren, einem Zustand, den man als periphere Sensibilisierung
bezeichnet.

Periphere Auslaufer (Nozizeptoren) myelinisierter A3- oder unmyelisierter C-Fasern besitzen
eine Vielzahl von lonenkanélen und Rezeptoren, mit deren Hilfe sie auf chemische,
thermische oder mechanische Reizung reagieren koénnen. Bei Aktivierung solcher
Rezeptoren kommt es zu einem verstérkten Calcium- oder Natriumeinstrom und somit zur
Generierung eines Aktionspotentials am Nozizeptor. Ein Beispiel fiir solche Rezeptoren
ist die Familie der Transient Receptor Potential-(TRP) lonenkanéle, welche selektiv in
peripheren  Neuronensubtypen exprimiert werden [3]. Die Mitglieder dieser
Rezeptorfamilie werden durch verschiedene noxische Reize aktiviert. Beispielsweise
reagieren TRPA1-Kandle auf mechanische Reizung und Inhaltsstoffe des Senfs. TRPV1-
Kanale reagieren auf Hitze, Capsaicin (Inhaltsstoff von Chilli) und Protonen, wohingegen
TRPM8-Kandle sensitiv auf Kéltereize und Menthol ansprechen. Eine Sensibilisierung
dieser Rezeptoren erfolgt meist durch Phosphorylierung. Die Phosphorylierung des
Vanilloid-Rezeptor-1 (TRPV1)-Rezeptors beispielsweise wird durch wéhrend der
Entzindung freigesetzte Prostaglandine (z.B. PGE;) oder Sphingolipide (z.B. Sphingosin-
1-Phosphat) und deren nachgeschaltete Signalwege vermittelt [4].

Eine Entziindung wird durch die Einwanderung von Immunzellen, wie T- und B-Zellen,

Granulozyten und mononuklearen Phagozyten, aus dem Blut in das Zielgewebe
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charakterisiert [5]. Neutrophile spielen eine wichtige Rolle in der friihen entziindlichen
Antwort und sind die ersten Zellen, die zur Entziindungsstelle rekrutiert werden. Wenn
aktiviert, besitzen sie phagozytische Fahigkeiten, generieren reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) und setzen Schmerzmediatoren (z.B. Nerve Growth Factor (NGF), Bradykinin,
Histamin, Leukotriene) und proinfammatorische Cytokine (z.B. Il-13 und TNF-a) frei [6].
TNF-o und IlI-1B induzieren in Makrophagen u.a. die Expression der therapeutisch
wichtigen Cyclooxygenase-2 (COX-2) [7]. Diese katalysiert die Umwandlung von durch
Phospholipase A, (PLA,) freigesetzten Arachidonséure in PGH,, welches dann Gber PGE-
Synthasen zu PGE; metabolisiert wird. PGE; aktiviert die am Nozizeptor exprimierten G-
Protein-gekoppelten EP-Rezeptoren mit nachfolgender Aktivierung der Adenylatzyklase,
dem Enzym, welches die intrazellulare cAMP-Konzentration regluliert (Abbildung 1.1).
Die vermehrte Bildung von cAMP flhrt zu einer verstarkten Stimulierung der
Proteinkinase A (PKA) und somit u.a. zur Phosphorylierung von (TRPV-1) Kanélen.
Deren Aktivierungsschwelle wird durch die Phosphorylierung herabgesetzt, was einen
erleichterten Einstrom von Calcium und Natrium bedingt und die Erregbarkeit des
Nozizeptors erhoht [8]. Diese gesenkte Erregungsschwelle steigert die Feuerungsrate und
induziert die Freisetzung von exzitatorischen Aminosauren, Substanz P, Calcitonin Gene
Related Peptide (CGRP) und Stickoxid.

1.1.2.2 Zentrale Sensibilisierung

Wiederholte Reizung von zentralen Neuronen durch periphere sensorische Neurone fiihrt
zu funktionellen Anderungen in Riickenmarksneuronen, die eine erhéhte Erregbarkeit
bedingen (zentrale Sensibilisierung).

Man unterscheidet im Ruckenmark zehn Regionen (Laminae), von denen die ersten sechs
das Hinterhorn bilden, in das die peripheren Ad- und C-Nervenfasern projizieren. In
Laminae | und Il werden die primar afferenten Nervenfasern mit den zentralen Neuronen
verschaltet. Die peripheren Neurone setzen Glutamat und andere exzitatorische
Aminoséuren, Neuropeptide wie Substanz P und Calcitonin Gene Related Peptide
(CGRP), Adenosintriphosphat (ATP), das Gas Stickstoffmonoxid (NO) und
Neurotrophine  (Wachstumsfaktoren)  frei, was zu einer  Aktivierung der

Projektionsneurone fiihrt [9].



Einleitung 4

Nach wiederholter Stimulation setzen die nozizeptiven primaren Afferenzen vermehrt
Glutamat zusammen mit Neuropeptiden und Neurotrophinen frei und aktivieren unter
anderem ionotrophe und metabotrophe Glutamat-Rezeptoren (Abbildung 1.1). Das
Zusammenspiel der Rezeptormechanismen von Glutamat, Neuropeptiden und
Neurotrophinen, wie dem Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), bedingt einen
gesteigerten Ca®*-Einstrom in postsynaptische Riickenmarksneurone und die Entwicklung
einer Langzeitpotenzierung (LZP). Alpha-Amino-3-Hydroxyl-5-Methyl-4-1soxazole-
Propionat-Rezeptoren [10] und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren sind an der
Induktion spinaler LZPs entscheidend beteiligt [11]. Beide Rezeptortypen sind in einer
hohen Dichte im Dorsalhorn des Riickenmarks zu finden. NMDA-Rezeptoren werden im
Ruhezustand durch Magnesiumionen blockiert, wobei bei starker Depolarisation der
Membran der spannungsabhéngige Magnesiumblock aufgehoben wird. Glutamat kann
anschlieRend einen Ca®*-Einstrom verursachen [12]. Die Entstehung von LZPs wird
dariiber hinaus durch die PKA vermittelte Phosphorylierung metabotropher Glutamat-
Rezeptoren (mGIuRs) unterstutzt, was deren Kopplung an GTP-Bindeproteine inhibiert
und zu einer langanhaltenden verstarkten Transmission an glutamatergen Synapsen fiihrt
[13].

Die Projektionsneurone konnen neben der Aktivierung (Depolarisation) durch
Schmerzfasern auch durch Signale inhibitorischer Neurone hyperpolarisiert werden.
Schnelle inhibitorische Neurotransmission im Sdugetier ZNS wird durch zwei
Aminosduren Glycin und Gamma-Aminobutterséure vermittelt [14, 15]. Im Rickenmark
werden GABAerge Interneurone in der grauen Substanz verstarkt in Laminae I-111
gefunden. Ein Neuron wird als GABAerg bezeichnet, wenn es ein oder beide Glutamat
Decarboxylase (GAD)-Syntheseenzyme (GADG65, GADG67) beinhaltet. Weitere
inhibitorische Neurotransmitter sind Serotonin und Noradrenalin. Auch Effekte an
solchen inhibitorischen Neuronen konnen die neuronale Erregbarkeit und die
Schmerzverarbeitung erhdhen. Beispielsweise fuhrt die Phosphorylierung von Glycin-
Rezeptoren der inhibitorischen Interneuronen, zum Verlust ihrer erregungshemmenden
Wirkung (Abbildung 1.1) [16].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der nozizeptiven Ubertragung im Hinterhorn
des Riuckenmarks. Die Stimulierung priméar afferenter Neurone (grun) fihrt zur Sekretion von
Glutamat in den synaptischen Spalt. Dieses aktiviert die in den Membranen von Projektionsneuronen
sitzenden N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und Alpha-Amino-3-Hydroxyl-5-Methyl-4-1soxazole-
Propionat-Rezeptoren. Das Zusammenspiel der Rezeptormechanismen von Glutamat und
Neurotrophinen, wie dem Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), bedingt einen gesteigerten
Ca’*-Einstrom in  postsynaptischen Riickenmarksneuronen und die Entwicklung von
Aktionspotentialen. Der Schmerzmediator PGE, aktiviert EP-Rezeptoren, die u.a. zur Aktivierung
der Adenylatzyklase, dem Enzym welches die Bildung von cAMP Kkatalysiert, fihren. cAMP
stimuliert die Proteinkinase A (PKA) und vermittelt dadurch Phosphorylierungen der NMDA-
Rezeptoren (Aktivierung) und Glycin-Rezeptoren der inhibitorischen Interneuronen (gelb), welche
dadurch ihre erregungshemmende Wirkung einbuif3en. Modifizierte Abbildung nach Mutschler et al.
[17].
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1.2 Sphingosin-1-Phosphat

1.2.1 Die Synthese von Sphingosin-1-Phosphat

Sphingolipide wurden erstmals 1884 isoliert und auf Grund ihrer rétselhaften
Eigenschaften nach der Sphinx benannt [18]. Sie sind in allen eukaryotischen Zellen hoch
konserviert und weisen in der Plasmamembran eine irregulére Verteilung auf. Neben der
Funktion, die Plasmamembran mechanisch zu stabilisieren, agieren einige Sphingolipide
als bioaktive Lipidmolekule, darunter auch Sphingosin-1-Phosphat [19]. S1P besteht aus
drei Komponenten, einer polaren Kopfgruppe, einem langkettigen basischen C18-
Sphingosin-Ruckgrad und einer Fettséure, die uber eine Amidbindung an die Base
gekoppelt ist (Abbildung 1.2). S1P kann von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen als
Antwort auf extrazelluldare Stimuli, wie Wachstumsfaktoren (z.B. NGF, VEGF) oder
TNF-a, gebildet werden und spielt in nahezu allen Organen und Systemen eine Rolle.
S1P, bzw. dessen Vorlaufer Ceramid, kann de novo synthetisiert oder mittels
Sphingomyelinasen aus Sphingomyelin, dem Grundbaustein der Plasmamembran,
freigesetzt werden [20]. Die de novo Synthese von Ceramid beginnt mit der Palmitoyl-
CoA-Serin-Tranferase-vermittelten Kondensation von Palmitoyl-CoA und Serin zu 3-
Keto-2S-Sphinganin, welches mittels 3-Ketosphinganin-Reduktase zu Sphinganin
umgesetzt wird [21]. Dieses kann entweder Uber Sphingosin-Kinasen (SPHKSs) zu
Sphinganin-1-Phosphat (dihydro-S1P) phosphoryliert werden, oder Gber Acylierung und
anschlieBender Bildung einer Doppelbindung durch die Sphinganin-Desaturase zu
Ceramid umgewandelt werden. Die enzymatische Neubildung von Ceramid wird u.a.
durch Stressfaktoren, wie Hitze, UV-Strahlung oder Cytokine, stimuliert. Das entstandene
Ceramid kann anschlieBend durch Ceramidasen zu Sphingosin metabolisiert werden.
Dieser Vorgang kann durch die Aktivitdt von Ceramid Synthasen in umgekehrter
Richtung verlaufen. Der letzte Schritt zur Bildung von S1P, die Phosphorylierung von
Sphingosin, wird durch die SPHKSs, vermittelt (Kapitel 1.2.1.1).

Die intrazellulare S1P-Konzentration wird durch ein Gleichgewicht zwischen S1P-
synthetisierenden und S1P-abbauenden Enzymen reguliert, wobei in den meisten Zellen
die Aktivitat abbauender Enzyme hoher ist und damit die S1P-Konzentration auf
niedrigem Niveau gehalten wird [19]. Am Abbau von S1P sind Mitglieder mehrerer
Enzymklassen beteiligt (Abbildung 1.2). Zum einen dephosphorylieren S1P-Phosphatasen
(SPP1/-2) S1P, was die Ruckbildung von Sphingosin zur Folge hat [22]. Zum anderen
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kann S1P durch S1P-Lyasen (SPL) an der C2-C3-Bindung geschnitten und irreversibel zu
Hexadecenal und Phosphoethanolamin, beides Glycerophospholipid-Vorlaufer, abgebaut
werden [23]. Bei diesen Abbauenzymen handelt es sich um im Endoplasmatischen
Retikulum lokalisierte integrale Membranproteine, deren Expression u.a. im Gehirn
nachgewiesen wurde [24, 25]. Die Regulation der S1P-katabolisierenden Enzyme erfolgt
sowohl auf transktiptioneller als auch auf posttranslationaler Ebene, im Falle der SPL z.B.
durch Phosphorylierung oder Nitrosylierung [24]. Die Expression von SPP2 kann durch
LPS und TNF-a stimuliert werden [26].

Es wird vermutet, dass auch andere Enzyme der Lipidphosphat-Phosphatase (LPP)-
Familie am Abbau von S1P beteiligt sein kénnten [27], welche, anders als die SPPs, nicht
strikt substratspezifisch agieren, sondern eine Vielzahl phosphorylierter Substanzen
erkennen konnen. Es sind drei LPP Familienmitglieder in Sdugetieren bekannt (LPP1,
LPP2 und LPP3) die sémtlich primar an der Plasmamembran lokalisiert sind. Ihre aktiven
Zentren sind zum extrazellularen Raum ausgerichtet, sodass sie die Mdéglichkeit besitzen,
extrazellulares S1P zu degradieren.

Die Aufrechterhaltung der Balance zwischen S1P, Sphingosin und Ceramid ist von
entscheidender Bedeutung fir das Zellschicksal. Beispielsweise fuhrt die stressbedingte
Uberexperssion von S1P-Phosphatasen zu einem Anstieg der Ceramid-Konzentration,
was eine erhohte Apoptose-Rate zur Folge hat [25]. Eine Anreichung von S1P im
Gewebe, ausgelost durch die Hemmung der S1P-Lyase, kann eine Immunsuppression
nach sich ziehen [28].
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Zellmembran  Sphingomyelin

Sphingomyelinase l ;e novo-Synthese

Ceramid
Ceramidase \”\ Ceramid-Synthase

Sphingosin OH

X OH

NH,
Sphingosin-Kinase 1/2 \”\ S1P-Phosphatase 1/2

Sphingosin-1-
Phosphat ©H ©OH __OH

P
/\/\/\/\/\/\/\\/Y\o’ N
o

NH,

l S1P-Lyase

Hexadecenal + Phosphoethanolamin

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Sphingosin-1-Phosphat-Synthesekaskade.

Die grun dargestellten Enzyme sind an der S1P-Synthese und die blau dargestellten Enzyme am S1P-
Abbau beteiligt. Der Vorlaufer von S1P, Ceramid, kann de novo synthetisiert, oder mittels
Sphingomyelinasen aus Sphingomyelin freigesetzt werden.

1.2.1.1 Sphingosin-Kinasen

Sphingosin-Kinasen (SPHKSs) phosphorylieren Sphingosin zu S1P. Sie bestehen aus einer
katalytischen Doméane mit ATP-Bindestelle und funf konservierten Domanen (C1-C5),
welche eine Rolle in der Substraterkennung spielen. Derzeit sind zwei SPHK-Isoenzyme
in Sdugetieren bekannt, die durch die Gene SPHK-1 und SPHK-2 kodiert werden [29].
Diese Gene werden differentiell in mehreren transkriptionellen Varianten exprimiert. Auf
Protein-Ebene ist die SPHK-1 hauptséchlich im Cytosol lokalisiert und wird bei
Aktivierung  zur  Plasmamembran transloziert [19]. SPHK-2 besitzt vier
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Transmembrandoménen und ist daher hauptséchlich in internen Membranen, wie dem
Nukleus zu finden. Beide SPHKSs kdnnen Erythro-Sphingosin, Sphinganin (dihydro-
Sphingosin) und Phytosphingosin phosphorylieren. SPHK-2 besitzt dartiber hinaus die
Féhigkeit, FTY720 (Fingolimod) zu FTY720-P, einem S1P Rezeptor-Agonisten, zu
phosphorylieren. Stimuliert werden SPHKSs durch eine Vielzahl von Rezeptor-Agonisten,
einschlieBlich Liganden G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (z.B. Acetylcholin, LPA oder
S1P). Dariiber hinaus werden die SPHKSs durch Agonisten von Rezeptor Tyrosin-Kinasen,
wie z.B. epidermal growth factor (EGF), PDGF oder nerve growth factor (NGF) aktiviert
[30]. Die Stimulation der SPHKSs durch ihr eigenes Produkt S1P (positive Rickkopplung)
erfolgt in menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) (iber die Aktivierung eines
Gi-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptors [31]. Viele Stimuli verursachen eine schnelle und
flichtige Aktivierung der SPHKSs, vermittelt auf posttranskriptioneller Ebene durch
Phosphorylierung, Protein-Protein Interaktionen oder Veranderung der subzelluldren
Lokalisation. So induziert beispielsweise das pro-entziindliche Cytokin TNFa (iber seinen
Rezeptor eine ERK1/2-Aktivierung und damit die Phosphorylierung und anschlie3ende
Translokation der SPHK-1 an die Plasmamembran [19]. Andere Substanzen verursachen
eine zweiphasige Aktivierung, zusammengesetzt aus einem zunéchst schnellen Anstieg
der enzymatischen Aktivitat, gefolgt von einer lang anhaltenden Regulation auf
transkriptioneller Ebene. Eine solche transkriptionelle Hochregulation von SPHK-1 wird,
u.a. durch Histamin, tiber die PKC und die ERK Signalkaskade stimuliert [32].

SPHKs sind Dbeteiligt an Proliferation, Apoptose, Migration, Regulation der
Calciumhomdostase, Entwicklung und Regulation des kardiovaskuléren- und Nerven-
Systems, Entziindung, Immunabwehr und Krebswachstum [33]. Aus der Literatur ist
bekannt, dass SPHKs kompensatorische, (Uberlappende oder unterschiedliche
physiologische Funktionen austiben kénnen, abhéngig von den Zellen oder dem Gewebe
in dem sie exprimiert werden [34]. Ein Beispiel fir die gegenséatzliche Funktion ist die
Beeinflussung der Apoptose. SPHK-2 verstarkt Apoptose, wohingegen SPHK-1 eine anti-
apoptotische  Wirkung aufweist [35]. Es wird angenommen, dass die zelluldre
Lokalisation von SPHK-1 und SPHK-2 und demnach die Produktionsstelle von S1P, die
gegensatzlichen Effekte der Isoformen bedingen [36].

Trotz der unterschiedlichen Funktionen der SPHKs weisen SPHK-1- und 2-Knockout
Mause keine Abnormalitaten auf, was auf den kompensatorischen Effekt zuruckzufiihren
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ist [37]. Der Knockout beider Isoformen ist aufgrund einer fehlerhaften Entwicklung des

vaskuldren Systems embryonal lethal [38].

Tabelle 1.1: Eigenschaften der Sphingosin-Kinasen-1 und -2

Eigenschaften SPHK-1 SPHK-2

Lokalisation im 17q925.2 19q13.2
menschlichen Genom

Splicevarianten 384 As, 399 As, 470 As 618 As, 654 As [19, 39].
(human)
Starkste Genexpression Lunge, Niere, Blut und Niere Leber, Niere, Gehirn
und Herz
Proteinlokalisation Cytosol, Plasmamembran Cytosol, Nukleus und andere
Membranen

Phytosphingosin, D-erythro-

Phytosphingosin, D-erythro- Sphingosin und D-erythro-
Substratspezifitat Sphingosin und D-erythro- Dihydrosphingosin,
Dihydrosphingosin Dihydrosphingosin (DHS) und
FTY720

DL-threo-DHS, NN-

Dimethylsphingosin (DMS), DL-threo-DHS,
Inhibitoren hohe Salzkonzentrationen, NN-Dimethylsphingosin (DMS),
BML-258 [40] Triton-X 100 [41]

SK1-11; 2-(p-Hydroxyanilino)-4-
(p-chlorophenyl) thiazol

1.2.2 Signaltransduktionsmechanismen von S1P

Es ist bekannt, dass S1P an der Regulation einer Vielzahl von biologischen Prozessen
beteiligt ist, wobei S1P intrazellular als second messenger und extrazellular tber G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren fungiert. Intrazellular beeinflusst S1P unter anderem Ca®*
Mobilisierung aus intrazelluléren Speichern, DNA-Synthese und Apoptose [42]. S1P kann
von den meisten Zelltypen effizient ber Transporter exportiert werden. Der Stimuli-
abhéngige Transport verlauft Gber ATB-binding cassette (ABC)-Transporter und bendtigt
ATP als Energiequelle [43]. Darlber hinaus scheint es einen weiteren Calcium-
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abhéngigen Transporter zu geben [44]. Im extrazellularen Raum agiert S1P als
extrazellulares Signalmolekul, indem es an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bindet. Es
wurden funf hoch affine G-Protein-gekoppelte Rezeptoren fiir S1P (S1P;.s, friiher bekannt
als Endothelial Differentiation Gene-Rezeptoren (EDG-1, EDG-5, EDG-3, EDG-6 und
EDG-8) charakterisiert [24, 45]. Darlber hinaus existiert eine Gruppe von Orphan G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren, welche die Mitglieder GPR3, GPR6, GPR12 und GPR63
umschlieBen, die eine maRige Affinitat zu S1P und dihydro-S1P aufweisen [46, 47]. Diese
Rezeptorfamilie ist am starksten im Gehirn exprimiert und koppelt an die Gus und G,
Der Rezeptor GPR3 (Originalname Human Adenylate Cyclase Constitutive Activator
(hACCA) vermittelt beispielsweise in verschiedenen S&ugetierzellen via G die Bildung
von CAMP.

S1P;_s weisen eine hohe Sequenzhomologie zueinander auf und binden S1P und dihydro-
S1P mit einer hohen Affinitat, die sich meist im nanomolaren Bereich befindet [48]. Die
Expression dieser Zelloberflachenrezeptoren wurde in verschiedenen Zelltypen des ZNS
nachgewiesen. Oligodendrozyten exprimieren vorwiegend S1P; und S1Ps, Neurone und
Astrozyten hingegen verstarkt S1P; und S1Ps; und in geringem Mal3e S1P, [49]. Die S1P-
Rezeptoren sind an Mitglieder dreier G-Proteinfamilien gekoppelt, Gi, Gy und G
(Abbildung 1.3) [50, 51, 52]. Diese heterotrimeren G-Proteine dissoziieren bei
Aktivierung in ihre Untereinheiten und leiten die Signale an nachgeschaltete Wege weiter
[19]. S1P; interagiert beispielsweise ausschlieRlich mit G; [53], wobei S1P, und 5 sowohl
mit G; als auch mit Gy, interagieren. Zu den nachgeschalteten Signalwegen gehoren unter
anderem der Phospholipase C (PLC)-, Proteinkinase C (PKC)-, ERK-, Rho- und
Adenylylzyclase-Weg. Letzterer kann durch Aktivierung der S1P-Rezeptoren, welche an
Gi koppelt, inhibiert werden [51].
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Abbildung 1.3: Signalwege von S1P. S1P kann entweder intrazellular als Second Messenger die

Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern bedingen oder Gber ABC Transporter aus der
Zelle freigesetzt werden. Extrazellular kann S1P an funf verschiedene G-Protein-gekoppelte S1P-
Rezeptoren (S1P,.s) anbinden. Die S1P-Rezeptoren sind an Gj-gekoppelt, alle aulRer S1P; koppeln an
G, und S1P, und S1P; koppeln an G,. Die S1P-Rezeptoren regulieren u.a. Phospholipase C (PLC),
Adenylatzyklase (AC), Phospholipase D (PLD) und Protein Kinase C (PKC) [49].

1.2.3 S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten

Mittlerweile wurden verschiedene S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten
entwickelt. Der bekannteste und wohl am besten untersuchte S1P Agonist ist FTY720.
Bei FTY720 (Fingolimod, 2-amino-2-[2-(4-octylphenyl)ethyl] propane-1,3-diol) handelt
es sich um eine immunosuppressive Substanz, welche sich von dem Sphingosin-ahnlichen
Pilzmetabolit Myriocin ableitet [54]. FTY720 stellt ein strukturelles Analogon zu S1P dar
[55, 56] und kann aus diesem Grund in vivo durch die SPHK-2 zu FTY720-P
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phosphoryliert werden. Dieser Phosphatestermetabolit von FTY720 ist ein hochaffiner
Ligand der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren S1P; und S1Pss [18] (Tabelle 1.2). Die
immunosupressiven Eigenschaften von FTY720 basieren auf dessen Fahigkeit, den
Wideraustritt von Lymphozyten aus sekundédren Iymphoiden Organen durch
Herunterrregulation von S1P;-Rezeptoren auf Lymphozyten zu verhindern [57].
Urspriinglich wurde FTY720 zur Unterdrickung von AbstoRungsreaktionen in der
Transplantationsmedizin entwickelt [58]. In einer Klinischen Phase-111-Studie konnte
FTY720 keine Besserung bei der AbstoBung der Nierentransplantate hervorrufen und
dartiber hinaus wurde eine erhéhte Bildung makularer Odeme beobachtet, so dass die
Forschungen mit FTY720 auf diesem Gebiet zundchst eingestellt wurden [59].
Mittlerweile gibt es neue Erkenntnisse, dass die durch FTY720 hervorgerufenen
makularen Odeme nach Transplantationen reversibel sind [60]. FTY720 ist dariiber
hinaus effektiv bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen wie Multiple Sklerose
[61].

Neben FTY720-P, bei dem es sich um einen nicht-selektiven S1P-Rezeptor-Agonisten
handelt, existieren Agonisten, die selektiv einzelne S1P-Rezeptoren aktivieren kdnnen.
Ein Beispiel fir einen solchen selektiven Agonisten ist der S1P;-Agonist SEW2871.
Diese Substanz besitzt einen ECso von 10-20 nM [62]. Wie endogenes S1P aktiviert
SEW2871 den S1P;-Rezeptor und kann dadurch dessen Internalisierung und Recycling
verursachen. Letzteres ist der Unterschied zu FTY720-P, das Internalisierung verursacht
aber zur Degradation des Rezeptors fuhrt.

Dariiber hinaus sind auch mehrere Antagonisten beschrieben worden. Zu den am meisten
verwendeten S1P-Rezeptor-Antagonisten gehort der S1P, Antagonist JTE-013. Es wurde
nachgewiesen, dass JTE-013 die Bindung radioaktiv markierten S1Ps an Zellmembranen,
welche den humanen S1P,-Rezeptor exprimieren, mit einem ICso von 1746 nmol/Il
inhibiert [63]. Die Wirkung des S1P, selektiven Antagonisten wurde bereits in
Krankheitsmodellen getestet. So fordert beispielsweise die simultane Gabe von S1P und
JTE-013 den Wundheilungsprozess bei diabetischen Mausen [64]. Weitere selektive S1P-
Rezeptor-Antagonisten sind der S1P; Antagonist W123, mit unbekannter Selektivitat zu
den anderen S1P-Rezeptoren [65], und der S1P; selektive Antagonist CAY 10444, der bei
einer Konzentration von 10 uM den Calciumanstieg in HeLa Zellen um 40 % herabsenkt
(Datasheet Cayman).
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Tabelle 1.2: S1P-Rezeptor-Aonisten und -Antagonisten

Eigenschaften

Name

Details

FTY720-P
(2-amino-2-[2-(4-octylphenyl)
ethyl] propane-1,3-diol-phosphat)

S1P;, S1P,4 und S1Ps
Agonist,
partieller S1P; Agonist
ECso =210 pM, 4,9 nM, 4,3 nM, und 1
nM fur S1P;, S1P;, S1P, und S1P5 [66]

Antagonisten

pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-yl]-4-(3,5-
dichloro-4-pyridinyl)-semicarbazid)

S1P-
Rezeptor- SEW2871
Agonisten (5-(4-phenyl-5-trifluoromethylthiophen- S1P, selektiver Agonist
2-y)-3-(3-trifluoromethylphenyl)-(1,2,4)- ECso = 10-20 nM [62]
oxadiazol)
VPC23153
(R)-Phosphorséure mono-[2-amino-2-(6- S1P;, S1P3,
octyl-1H-benzoimiazol- S1P, und S1Ps Agonist [67]
2-yl) ethyl] ester kein ECs, vorhanden
CAY 10444 S1P; selektiver Antagonist
kein 1Csy vorhanden
S1P- JTE-013
Rezeptor- (1-[1,3-Dimethyl-4-(2-methylethyl)-1H- S1P, selektiver Antagonist

1Cs=0,017 pM [68]

W123
(3-{[3-hexyl-phenylcarbamoyl)-methyl]-

amino}-propionat)

S1P; Antagonist
K;i=0,69 uM auf SEW2871-
induzierte Aktivierung von S1P; [65]
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1.2.4 Regulation neuronaler Funktionen durch S1P

Im zentralen Nervensystem konnte die Expression der Rezeptoren S1P;.3 bereits wahrend
der embryonalen Entwicklung im Gehirn nachgewiesen werden [69]. Auch im adulten
Gehirn und Rickenmark werden alle funf S1P-Rezeptoren exprimiert [70]. Es ist
erwiesen, dass Oligodendrozyten S1Ps exprimieren und dieser an der Modulation des
Zelluberlebens beteiligt ist [71]. S1P wirkt darlber hinaus anti-apoptotisch in Neuronen
und Astrozyten und vermittelt den NGF-stimulierten Neuritenwachstum [51, 72].

Uber eine mdgliche Funktion von S1P bei der Regulation synaptischer Funktionen ist
wenig bekannt. Studien mit S1P,”" Mausen beziiglich neuronaler Funktionen liegen
zurzeit nicht vor, da der Verlust des S1P;-Rezeptors aufgrund kardiovaskulérer
Fehlbildungen lethal ist. S1P,” Mause wiesen eine Hypererregbarkeit von pyramidaler
Neurone im Neocortex auf, die sich in epileptischen Anfallen duRerten. Dies lasst auf
einen inhibitorischen Effekt von S1P; auf die neuronale Erregbarkeit schlie3en [73].
Vorarbeiten zur Aufklarung der neuronalen Funktion von S1P zeigten, dass Anderungen
der spinalen S1P-Konzentration die spinale nozizeptive Schmerzverarbeitung beeinflusst.
Es konnte eine signifikante Abnahme der S1P-Konzentration in der cerebrospinalen
Flussigkeit adulter Ratten nach peripherer nozizeptiver Stimulation festgestellt werden,
wahrend die Sphingosin- und Ceramidkonzentrationen nahezu unverdndert blieben.
Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass erhdhte spinale Konzentrationen von S1P
eine Antinozizeption bewirkten, wahrend eine Verringerung der spinalen S1P-
Konzentrationen eine Reduktion der Schmerzschwellen zur Folge hat [70]. Die
Auffassung, dass S1P-Rezeptor Aktivierung im Ruckenmark einen antinozizeptiven
Effekt bedingt, wurde durch weitere Vorarbeiten unterstiitzt, die belegten, dass die
intrathekale Applikation von dihydro-S1P und FTY720-P das Schmerzverhalten von
Tieren in verschiedenen Schmerzmodellen reduzierte [74]. Zusétzlich wurde ein
inhibitorischer Effekt von FTY720 auf die Sekretion von Eicosanoiden im Blutplasma
von Ratten nachgewiesen. Die intraperitoneale (i.p.) Injektion von FTY720 fuhrte zu einer
signifikanten Abnahme der Plasmakonzentrationen von Prostaglandin E; (PGE)),
Prostaglandin D, (PGD;) und Thromboxan A, (TXA;). Die Generierung von
Eicosanoidmetaboliten spielt in einer Vielzahl von pysiologischen und pathologischen
Ereignissen eine wichtige Rolle, inklusive der Schmerzsignaltransduktion. Es ist bekannt,
das eine Hemmung der Prostaglandinsynthese im Rickenmark antinozizeptiv wirkt [75].
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In der Literatur ist beschrieben, dass FTY720 unabhdngig von seinem
Phosphorylierungsgrad und S1P-Rezeptor Aktivierung zu einer Senkung der Freisetzung
von PGD, aus Mastzellen und von PGE, aus RAW264.7 Makrophagen fiihrt [42].
FTY720 vermittelt diese Wirkung tber direkte Bindung an die Gruppe VA cytosolische
PLA; (cPLAza), dem initialen konzentrationslimitierenden Enzym der Eicosanoid
Biosynthesekaskade. Die cytosolische PLA; setzt die mehrfach ungeséttigte Fettsaure
Arachidonsdure (AA) frei, welche von Cyclooxygenasen (COX) zu PGH, umgesetzt
wird, das entweder nicht-enzymatisch oder durch verschiedene terminale Prostaglandin
Synthasen zu Prostaglandinen, Prostacyclin oder Thromboxan reduziert wird [76]. Diese
Befunde brachten die Mdéglichkeit auf, dass die antinozizeptive Wirkung von FTY720 auf
einer Reduktion der Prostaglandinsynthese durch direkte Inhibierung der cPLAa basiert.
Demnach besitzt FTY720 den Prostaglandin-inhibierenden Effekt der nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAIDs), welche mit den Opioid-Analgetika zu den weltweit am
haufigsten zur Behandlung von Schmerzen eingesetzten Arzneimitteln zéhlen [77]. Die
Reduktion der Hyperalgesie durch Opioide wird mit deren CAMP-reduzierenden Wirkung in
Verbindung gesetzt [78, 79]. Auch von FTY720 ist bekannt, dass es die intrazellulare cAMP
Akkumulation herabsenken kann [55]. Es vereint demnach den cAMP-reduzierenden Effekt
der Opioide und den Prostaglandin-inhibierenden Effekt der NSAIDs und ist daher ein viel

versprechendes ,Tool’ zur Behandlung von Schmerzen.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Mit Hilfe der durchgefihrten Experimente sollte, aufbauend auf den bisherigen
Erfahrungen, die Bedeutung von Sphingosin-1-Phosphat fur die nozizeptive
Signalverarbeitung und -weiterleitung im Ruckenmark geklart werden. Die
Arbeitshypothese war, dass S1P ein wichtiger Modulator der spinalen nozizeptiven

Transmission ist und somit sowohl Enzymsysteme, welche die spinale S1P-Konzentration
regulieren als auch spezifische S1P-Rezeptoren und deren Aktivatoren und Inhibitoren
potentielle Targets fur eine suffiziente Schmerztherapie sein kénnten.

Es sollte zunéchst die Expression der S1P-Rezeptoren S1P;5 im Zentralen Nervensystem
untersucht werden. Des Weiteren sollten den S1P-Rezeptoren nachgeschaltete
Signalswege pharmakologisch und zellbiologisch charakterisiert werden, die an der
Vermittlung der antinozizeptiven Effekte von S1P beteiligt sind. Zur Aufklérung der
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Regulation der S1P-Konzentration im Rlckenmark nach peripherer nozizeptiver
Stimulation sollte die Aktivitdt der S1P metabolisierender Enzyme néher betrachtet
werden. Es sollte die spinale Expression der SPHKs untersucht und mit Hilfe von Knockout
Mausen die Regulation der SPHK-lsoenzyme nach spinaler nozizeptiver Stimulation
charakterisiert werden. Weiterhin sollten die Folgen einer SPHK-1 Hemmung im
Ruckenmark auf die Sphingolipidsynthese und das Verhalten von Mausen in einem
inflammatorischen Schmerzmodell charakterisiert werden.

Die Untersuchung von neu synthetisierten FTY720-Analoga sollten weitere Grundlagen
fur eine neuartige, pharmakololgische Schmerztherapie liefern. Hierzu sollten zunéchst
die F&higkeiten der neu synthetisierten Substanzen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und
speziell S1P-Rezeptoren zu aktivieren oder zu inhibieren, aufgeklart werden. Des
Weiteren sollte der Einfluss der neu synthetisierten Substanzen auf die intrazellulére
CAMP-Konzentration und die Prostaglandinsynthese naher analysiert werden. Mit Hilfe
der Ergebnisse dieser Experimente sollte es moglich sein zu beurteilen, wie sich die Gabe von
FTY720-Analoga auf den Eicosanoidmetabolismus auswirkt und ob eine Eignung fir die

Schmerztherapie besteht.



Material und Methoden

18

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Substanz:
1,4-Dithiothreitol
2-Mercaptoethanol

Aceton

Acrylamid

Agar-Agar

Agarose

Ammoniumacetat

APS

Borsaure

Borax

Bromphenolblau

BSA

Calcimycin A23187
Calciumchlorid x 2 H20
CAY10444
Cytosine-R-D-arabin-furanosid
DAPI

DMSO
Deoxyribonukleinsdure
Dichlormethan
Digoxygenin-11-Uridin-5’-triphosphat
Dihydro-Sphingosin-1-Phosphat
Dinatriumhydrogenphosphat x 2 H20
DNase (RNase frei)
Chloroform

EDTA

Essigsdure 100%

Ethanol absolute

Ethanol 70%
Ethidiumbromid

Forskolin aus Coleus
FTY720

Gentamxcinsulfat

Glukose

Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Isopropanol 100%

JTE-013

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kollagenase Type CLS VI

Hersteller:

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Serva Electrophoresis, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Merck, Darmstadt

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Promega, Madison, USA

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Merck, Darmstadt

JT Baker Deventer, Holland

Apotheke, Universitatsklinik Frankfurt
Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Witega, Berlin

BioWittaker, USA

Carl Roth, Karlsruhe

AppliChem, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Gibco, Paisley, Schottland

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

EMD Chemicals, NJ, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Biochrom AG, Berlin
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Lipopolysacharid (E-coli)
Magnesiumchlorid x 6 H20
Methanol 100%
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
NBD-Sphingosin
NBD-Sphingosin-1-Phosphat
NGF 7S

NMDA

Paraformaldehyd

Penicillin G/Streptomycin
Ponceau S

RNAse A

RNase Inhibitor

Saccharose

Salzséure, rauchend

Sawady ,Hot” Tag-DNA-Polymerase
SDS

SEW2871
Sphingosin-Kinase Inhibitor (SK1-11)
Sphingosin-1-Phosphat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Merck, Darmstadt

JT Baker Deventer, Holland
Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Avanti Polarlipids, AL,USA

Avanti Polarlipids, AL,USA
AppliChem, Darmstadt

Tocris, Ellisville, USA

Merck, Darmstadt

Gibco, Paisley, Schottland

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Peglab, Erlangen

AppliChem, Darmstadt

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
EMD Chemicals (Calbiochem), NJ, USA
Tocris Bioscience, MO, USA

TEMED Carl Roth, Karlsruhe

TNFa [56] PeproTech, Hamburg

Trichloressigsdure AppliChem, Darmstadt

Tris-HCI AppliChem, Darmstadt

Triton X-100 Merck, Darmstadt

tRNA Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Tween® 20 AppliChem, Darmstadt

Uridin Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
VPC23153 Avanti Polarlipids, AL,USA

W123 Cayman Chemical, Ann Arbor, USA
Wasserstoffperoxid 30% Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze
Zymosan A Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze

2.2 Zellkulturmedien und Zusatze

B27

Fotales Kélberserum
L-Glutamin

Neurobasal ™™

RPMI 1640 + GlutaMAX
Trypsin/EDTA

Gibco, Paisley, Schottland
Gibco, Paisley, Schottland
Gibco, Paisley, Schottland
Gibco, Paisley, Schottland
Gibco, Paisley, Schottland
Gibco, Paisley, Schottland
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2.3 Puffer und Lésungen

Ponceau Farbeldsung
0.5% w/v Ponceau S
3 % Eissessig

TN Puffer
50 mM Tris pH 7.4
100 mM NaCl

Laemmli-Puffer 4 x
100 mM Tris pH 7,8
5% SDS

40% Glycerol

0,06% Bromphenolblau
5% Mercaptoethanol

Phospholammli

% Endvolumen 4x Lammli

5 mM NaPyrophosphat

10 mM NaF

5 mM aktiviertes Na-ortho-Vanadat
100 mM Naz2HPO4

2,5mM EDTA

SDS PAGE Laufpuffer
25 mM Tris pH 8.3

200 mM Glyzin

0.1% (w/v) SDS

SDS PAGE Transferpuffer
50 mM Tris pH 8.3

190 mM Glyzin

20% (v/v) Methanol

Extrazellulare Losung (pH 7,2)
136 mM NaCl

Hybridisierungspuffer
50% Formamid

5,4 mM KCI 0.6 M NacCl

1,8 mM CaClz PE 10x

1 mM MgClz2 10% BSA

0,33 mM NaH2PO4 20% SDS

10 mM HEPES 5% Heparin

10 mM Glukose 10 mg/ml tRNA (aus Backerhefe)
NTMT Na-ortho-Vanadat (aktiviert)

100 mM NaCl 200 mM Na-ortho-Vanadat (pH 10)
100 mM Tris/HCI (pH 9,5) mehrfach aufkochen bis die Flussigkeit
50 mM MgCl, klar bleibt

0,1% Tween-20

Boratpuffer (pH 8,5) PE 10x

50 mM Borsaure
23,6 mM Borax

100 mM PIPES (pH 6,8)
10 mM EDTA (pH 8,0)

Tris/Glycinpuffer

SSC 20x (pH 7,0)

100 mM Tris 3 M NaCl

100 mM Glycin 300 mM Na-Citrat
NTE TNT Puffer

500 mM NaCl 50 mM Tris pH 7.4
10 mM Tris/HCI (pH 7,0) 100 mM NacCl
5mM EDTA (pH 8,0) 0.1% Tween 20
Puffer B (pH 7,4) MABT

50 mM Tris/HCI

MAB + 0,1% Tween-20

MAB (pH 7,5) Puffer A (pH 7,4)
100 mM Maleinsaure 10 mM Tris/HCL
150 mM NaCl 290 mM Saccharose
TBS 10x (pH 7,5) 2x Freezing Medium
100 mM Tris 65% Glycerol

150 mM NacCl 100 mM Formamid
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1x Denhardts Losung 4% PFA (pH 7,4)
0,02% BSA 40 g Paraformaldehyd
0,02% Ficoll ad. 1000 ml PBS
0,02% Polyvinylpyrrolidon
2.4 Antikorper
Antigen Verdinnung Hersteller Peptidsequenz
IF WB MELK
Anti- 1:1000 Roche, Mannheim, D
Digoxygenin-
AP, Fab
Fragment
ATP- 4 Upstate-Millipore,
Synthase pg/ml Eschborn, D
7AAD 1:200 BD
Pharmingen, San Jose, CA
CD56 1:100 20 BD
ug/ml | Pharmingen, San Jose, CA
CD146 Chemicon, Temecula, CA
FITC-IB-4 1:100 | 1:2000 | 1:100 Sigma, St.Louis, MO
FITC- 1:10 Sigma,
Phalloidin St.Louis, MO
GADG67 1:50 Chemicon, Temecula, CA
GFAP 1:50 Chemicon, Temecula, CA
HSP-90 1:1000 BD Biosciences,
Heidelberg
IBA-1 1:50 Wako,
Richmond, VA
Neu-N 1:300 | Chemicon, Temecula, CA
phospho897- Upstate-Millipore,
NR1 Eschborn, D
phosphoT286 Promega, Madison, WI
CamKIlI
S1P-1 1:750 1:50 CRLTFRKNISKASRS
S1P-2 1:750 1:50 ETLDMGETPSRKVAC
S1P-3 1:750 1:50 CLAGRLRDPPEGSTL
S1P-4 1:750 1:50 CLRPRDSFRTSRSLS
S1P-5 1:750 1:50 CNARRLRAGPGSRRA
SPHK-1 1:200 Santa Cruz, CA, USA
(M-13)
SPHK-2 1:200 Santa Cruz, CA, USA
(P-19)
VGLUTY/ 1:100 1:50 Synaptic Systems,
VGLUT2 Gottingen, D
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2.5 Versuchstiere

Tiere Hersteller
Sprague Dawley Ratten Janvier, Frankreich oder
C578BL/6 Mause Harlan, Niederlande
SPHK-1 und -2 KO und SPHK-2-WT Novartis, Schweiz
(Balb/c)

2.6 Statistische Auswertung

Alle nachfolgenden Versuche wurden mittels des ungepaarten t-Tests ausgewertet. Dieser
dient zum Vergleich von zwei unabhéngigen Gruppen kontinuierlicher Variablen, wenn
diese annahernd normal verteilt sind. Die Versuchsergebnisse sind als Mittelwert +

Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt, sofern nichts anderes angegeben.

2.7 Tiermodelle

2.7.1 Versuchstiere

Die Tiere wurden unter konstanten Bedingungen gehalten (Raumtemperatur 22 + 0,5°C;
Hell-/Dunkelzyklus 6/18 Uhr) und erhielten Trockenfutter und Wasser ad libitum. Alle
Experimente wurden durch die zustandige Tierethikkommission genehmigt. Bei der
Beurteilung des Verhaltens war der Beobachter unwissend (ber Genotyp oder
Behandlung. Als Wildtypkontrolle wurden Tiere gleichen Geschlechts, etwa dem gleichen

Alter und dem gleichen genetischen Hintergrund verwendet.

2.7.2 Hot-Plate Test

Zur Analyse der akuten thermalen Nozizeption wurde der Hot-Plate Test wie in Tegeder
et al. beschrieben durchgefiihrt [80].

2.7.3 Zymosan-induzierte thermale Hyperalgesie

Der Zymosan Test wurde von Herrn Dong Dong Zhang wie in Hofacker et al. beschrieben
durchgefiihrt [81]. Es wurden 20 pl einer 3 mg/ml Zymosan A-L&sung intraplantar
injiziert. Die Auswertung erfolgte durch eigene Arbeit.
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2.7.4 Implantation lumbarer intrathekaler Katheter

Die Implantation intrathekaler Katheter in das Riickenmark adulter Mduse wurde von
Herrn Dong Dong Zhang wie in Hofacker et al. beschrieben durchgefiihrt [81]. Die
Préparation der lumbalen Bereiche L4-L5 des Rickenmarks und die statistische
Auswertung der LC/MS-MS-Daten erfolgte durch eigene Arbeit.

2.7.5 Periphere nozizeptive Stimulation mit Zymosan

Herr Dong Dong Zhang injizierte 20 pl einer 12,5 mg/ml Zymosan A-Ldsung intraplantar
in eine oder beide Hinterpfoten der M&use. Nach ein- bzw. zweistiindiger Inkubation mit
Zymosan A wurden die lumbalen Bereiche (L4-L5) des Rickenmarks entnommen, das

Dorsalhorn prépariert und die Sphingolipidkonzentrationen mittels LC/MS-MS bestimmt.

2.8 Genotypisierung

2.8.1 Isolierung genomischer DNA

Die genomische DNA wurde mit dem REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit (Sigma, St
Louis, MO, USA) aus Mauseschwanzen nach Angaben des Herstellers isoliert. Die PCR
erfolgte in den Eppendorf Mastercyclern personal bzw. gradient (Eppendorf, Hamburg,
D). Die GroRen der PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese (Kapitel 2.7.3)
uberprift.

2.8.2 PCR

Genotypisierung der SPHK-1- bzw. 2-/- Mé&use:
1x PCR Ansatz:

4 ul DNA Mix

10 pl REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix
je 0,4 ul 10 uM forward-Primer

je 0,8 ul 10 uM reverse-Primer
je 0,4 ul 10 uM Neo-Primer
add. 20 pl dest. H,O
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PCR Programm:

95°C 5 Minuten

95°C 30 Sekunden

60°C 30 Sekunden 35x
72°C 30 Sekunden

72°C 5 Minuten

Fragmentgrolien:

SPHK-1: WT: 534 bp
KO: 735 bp

SPHK-2: WT: 511 bp
KO: 733 bp

Genotypisierung der SPHK-1 bzw. 2-/- Mause:

Primername Sequenz

SPHK-1 Cont12 rev 5GCG AAG TGC CCA ACACCAGC
SPHK--1 Ex6fw 5ATG TGA AGC TGT GCA GGG CC
SPHK-1- Neol fw 5TGATAT TGT TGA AGAGCT TGG CGG C
SPHK-2 EX7 fw 5AGG CAT TGT CAC TGT GTC TGG
SPHK-2-Neo6 5GGC CGG AGA ACCTGC

SPHK-2 EX5 rev 5AGG TCAACACCGACAACCTGCTC

2.8.3 Gelelektrophorese mit Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels 0,8-1%igen Agarosegelen in
Gelelektrophoresekammern (Thermo Fisher, NY, USA) unter Verwendung eines
Elektrophorese Powersupply (Labortechnik Frobel, Lindau, D) bei 80-120 V. Als
Laufpuffer wurde 1x TBS und als Molekulargewichtsstandard wurde der PeqGold
Proteinmarker (Peglab, Erlangen, D) eingesetzt. Durch funfmindtige Inkubation in einer
Ethidiumbromidlésung (5 pg/ml) wurden die Agarosegele angefarbt, 10 Minuten in dest.
H,O gewassert und mit Hilfe eines GeneGenius Gel-Imagine-Systems (Syngene,

England) ausgewertet und dokumentiert.
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2.9 Real-Time-PCR

Die Real-Time-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fiir Nukleinsdauren, die auf dem
Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und zuséatzlich die
Quantifizierung der gewonnenen DNA mittels Fluoreszenz Messungen ermdglicht. Die
Aufreinigung der hierzu benttigten RNA aus dem Rickenmark adulter Mé&use erfolgte
wie in Kapitel 2.11.1 beschrieben. Anschliefend wurde die isolierte RNA mit Hilfe der
reversen Transkriptase in komplementédre DNA (cDNA) umgeschrieben (Kapitel 2.11.2).

Fir die Real-Time-PCR des SPHK-1-Gens wurde der ABsolute™Blue QPCR SYBR®
Green ROX Mix von Thermo Fisher Scientific (Schwerte, D) verwendet. Dieser Puffer
enthélt alle notwendigen Substanzen auBer den Primern und der zu untersuchenden
cDNA. Die Negativ-Kontrolle erfolgte ohne Zusatz von cDNA. Fir die Real-Time-PCR
der 18S rRNA Kontrolle wurde der ABsolute™Blue QPCR ROX Mix von Thermo Fisher
Scientific (Schwerte, D) verwendet. Als Primer wurde 18S-RNA der Firma Applied
Biosystems (Weiterstadt, D) eingesetzt. Die PCR wurde in 10 pl-Ansétzen durchgefihrt,
wobei flr die Proben Dreifach- und fir die Wasser Kontrollen jeweils Einfachansatze
amplifiziert wurden. Die Messung erfolgte in einem 7500 Fast Real-Time PCR System

(Applied Biosystems, Weiterstadt, D).

Ansatz fir SPHK-1-Gen oder das Referenz-Gen Aktin:
5 pul ABsolute™Blue QPCR SYBR® Green ROX Mix

1 pl 10 uM forward-Primer

1 pl 10 uM reverse-Primer

0,5 ul cDNA (1:25 fiir Aktin)

2,5 pl dest. H,O

Ansatz fur die 18S rRNA Kontrolle:

5 pl ABsolute™Blue QPCR ROX Mix
0,52 pl PNAR-Primer

0,5 ul cDNA (1:25)

3,98 ul dest. H,O
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PCR Programm:

50°C 5 Minuten

95°C 15 Minuten

95°C 15 Sekunden | 45x
60°C 1 Minute }

Fragmentgrolien:
SK1: 188 bp (Exon 5-6)
Aktin: 170 bp

Real-Time-PCR Primer

Primername Sequenz

SK1 mfw 5TCC AGAAACCCCTGT GTAGC
SK1 mrev 5 GAG CCG CAG CCC AGA AGC AG
Aktin fw 5TCC ATC ATG AAG TGT GAC GT
Aktin rev 5GAG CAATGATCTTGATCTTCAT

Die unterschiedliche Expression wurde als n-fache Expression mit Hilfe des AACt-Wertes
angegeben. Der Ct-Wert (engl. Cycle Threshold) beschreibt den Zyklus, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant tber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die Ct-
Werte werden voneinander abgezogen (ACt), die beiden ACt-Werte der einzelnen
Gruppen voneinander abgezogen (AACt-Wert) und in die Gleichung n-fache Expression

—AA
2 Ct

(Gruppe A zu Gruppe B) = eingesetzt.

2.10 Bestimmung der Leukozyten-Anzahl im Blut

Méuse wurden mittels CO, getotet und 250 pl Blut durch Herzpunktion entnommen. Die
frisch heparinisierten Blutzellen wurden unter Verwendung eines Cell Dyne cytometer

(Abbott Diagnostics, Wiesbaden) nach Angaben des Herstellers gezahlt.
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2.11 Immunochemische Methoden

2.11.1 Gewebepraparation und Herstellung von Gefrierschnitten

Zur Gewinnung des Rickenmarkgewebes wurden die Mause nach Toétung durch CO;
unter Verwendung von 4% PFA/PBS (pH 7,4) perfundiert. Der lumbale Bereich L4-L5
des fixierten Rickenmarks wurde herausprapariert, 45 Minuten in 4% PFA/PBS (pH 7,4)
und anschlieRend in 30% Saccharose tiber Nacht inkubiert. Zum Einbetten des Gewebes
wurde Tissue Freezing Medium (Jung, Leica Instruments, Nussloch) verwendet. Die unter
Einsatz eines Kryostaten (Leica CM 3050 S, Leica, Nussloch) angefertigten
Gefrierschnitte wurden auf Objekttragern (SuperFrost® Plus, Menzel Gléser,
Braunschweig) aufgezogen, getrocknet und bis zur Durchfiihrung
immunohistochemischer Analysen oder in situ Hybridisierungen bei -80°C gelagert.

2.11.2 Immunohistochemie

Die wie in Kapitel 2.10.1 beschrieben hergestellten Gefrierschnitte wurden zun&chst
aufgetaut, getrocknet und mit 0,1% Triton X-100/PBS 10 Minuten inkubiert. Im
Anschluss erfolgte eine einstiindige Blockierung der Schnitte bei RT in 3% BSA/PBS.
Der Erstantikdrper wurde in 3% BSA/PBS verdlnnt auf die Schnitte gegeben und diese
bei 4 °C (iber Nacht gelagert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Schnitte
mit den Fluoreszenzmarker gekoppelten Sekundarantikérpern in 3% BSA/PBS fir 1
Stunde bei 37°C inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte mit PBS gewaschen und fiir
20 Minuten mit einer DAPI-PBS-L6sung (1-2 pg/ml) uberschichtet. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS erfolgte die Einbettung mit Flouromount G (Southern Biotech,
Birmingham, USA) unter einem Deckglas (Marienfeld, Lauda Ko&nigshofen). Die
Fluoreszenzbilder wurden mit einer Kappa DX20H Kamera (Kappa, Gleichen) an einem
Nikon Eclipse® E600 Mikroskop (Objektiv 20x) (Nikon, Dusseldorf) aufgenommen.

2.11.3 Multi-Epitop-Ligand-Kartographie (MELK)

Zur Férbung von priméren embryonalen Rickenmarkszellen mit dem MELK-Roboter
wurden diese auf Poly-L-Lysin beschichteten Deckglésern kultiviert (Kapitel 2.12.4) und
nach FRET-Analyse (Kapitel 2.12.7) mit 4% PFA/PBS fixiert. Um die Fluoreszenz
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auszubleichen, die von den in die Zellen transfizierten Konstrukten pPCDNA-CAT-CFP
und pCDNA-RII-L20-YFP ausging, wurden die Zellen fir 10 Minuten mit 6 M
Guanidinium-HCL inkubiert und anschlielend erneut mit 4 % PFA/PBS fixiert. Die
Permeabilisierung der Zellen erfolgte fir 10 Minuten in 0,2% Triton X 100/ PBS und die
Blockierung fir eine Stunde in 10% Ziegenserum/PBS. Anschlielend wurden die Zellen
unter einem invertierten Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop (Leica DM IRE2; x63 Ollinse
NA 1.32) platziert. Durch einen automatisierten Prozess wurden die Zellen zunéchst fur
15 Minuten in 1% BSA/PBS mit FITC-markierten Antikorpern (hergestellt nach Schubert
et al.[82]) inkubiert und anschlieBend mit Waschpuffer abgespiilt. Phasenkontrast und
Fluoreszenzsignale wurden mittels einer Kamera (Apogee KX4; Apogee Instruments,
Roseville, CA) abgebildet. Um das spezifische Signal eines zugegebenen Markers zu
entfernen, wurden die Zellen durch Lichteinwirkung mit der Anregungswellenldnge
gebleicht bevor der Zyklus mit einem neuen Antikdrper wiederholt wurde. Dreli
Gesichtsfelder wurden wéhrend jedem MELK-Lauf gleichzeitig aufgezeichnet. Die
verwendete Software wurde von der Firma MelTec (Magdeburg) generiert. Unter
Verwendung der korrespondierenden Phasenkontrastbilder wurden die von jedem
Fluoreszenzmarker produzierten Fluoreszenzabbildungen bildpunktweise abgeglichen.
Die Abgleiche erreichten eine Auflésung von +/- 1 Bildpunkten. Die Abbildungen
wurden fur Beleuchtungsfehler korrigiert und Artefakte wurden mittels eines

Maskierungsprozesses ausgeschlossen.

2.12 In situ Hybridisierung

2.12.1 Isolierung von RNA aus Gewebe

Die Aufreinigung von RNA aus dem Rlckenmark adulter Maduse erfolgte unter
Verwendung des Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben.

Die Entfernung genomischer DNA aus der isolierten Ruckenmarks-RNA erfolgte durch
einen DNase | Verdau. Hierzu wurden 50 pul RNA mit 1x DNase I-Puffer, 1x TE, 2,5 U
RNase-Inhibitor und 3,3 U DNase | versetzt, mit H,O dest. auf 200 ul aufgefullt und 2
Stunden bei 37°C inkubiert. Die anschlieBende Aufreinigung erfolgte nach dem RNA-
Cleanup Protokoll aus dem RNeasy Mini Kit nach Angaben des Herstellers.
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2.12.2 Erststrang cDNA-Synthese

Bei der Erststrang-cDNA-Synthese wird RNA mit Hilfe der reversen Transkriptase in
komplementére DNA (cDNA) umgeschrieben. Hierzu werden 2 ug RNA (add. 10 pl dest.
H,0) 10 Minuten bei 70°C denaturiert und anschlieend auf Eis abgekihlt. Wahrend
diesem Schritt erfolge die Zugabe des cDNA-Synthese-Mix (siehe unten) Die Erststrang-
Synthese erfolgte bei 37°C. Anschlielend folgte die Inaktivierung der reversen
Transkriptase durch 10 mindtige Inkubation bei 94°C.

cDNA-Synthese-Mix:

1 mM dNTP-Mix (Promega, USA)

1x Puffer (Invitrogen, USA)

6,25 uM Oligo(dt)16-Primer

1,7 ul RNasin (MBI Fermentas, USA)

7,5 U/ul MMLV-Reverse Transkriptase (Invitrogen, USA)

2.12.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Durch Reverse Transkriptase-PCR wurde die S1P-Rezeptorspezifischen cDNA
Abschnitte amplifiziert und deren GroRe mittels Gelelektrophorese (Kapitel 2.7.3)
uberprift.

1x PCR Ansatz:

1 pl cDNA

2 pl dNTP-Mix (10 mM)

5 pl 10x Reaktionspuffer S (Peglab, Erlangen)

10 pl 5x Enhancer Solution (Peglab, Erlangen)

0,25 pl Sawady ,Hot’Tag-DNA-Polymerase (Peqlab, Erlangen)
je 2 ul 10 pM forward-Primer

je 2 ul 10 uM reverse-Primer

add. 50 pl dest. H,O
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Gradienten-PCR Programm:

95°C 5 Minuten

95°C 30 Sekunden

60+ 10°C 30 Sekunden » 35x
72°C 30 Sekunden

72°C 5 Minuten

Fragmentgrolien:
S1P;: 420 bp
S1P,: 383 bp
S1P3: 510 bp
S1P,: 446 bp
S1Ps: 389 bp

PCR zur Herstellung der S1P-Rezeptor-Genamplifikate:

Primername Sequenz

S1P; fw 5 TGTCTGGAGAAGTACCACCCC
S1P;rev 5 ATACTTCCTTCCCGCAGAAAC
S1P, fw 5 TTGCTCCACTGCTGCC

S1P; rev 5 CACAGCAGGGGCCTCAGTA
S1P; fw 5 TCAGGGAGGGCAGTATGTTC
S1P3rev 5 CTGACTCTTGAAGAGGATGG
S1P, fw 5 TGCTGTCAGGAACTCGCA
S1P4rev 5 CACGGTGTTGAGTAGCCTGC
S1Ps fw 5 TGTGCGCTCTATGCAAGG

S1Ps rev

5 TGCAAACTGTTGGAGGAGTCT
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2.12.4 Ligation

Die Ligation der S1P-Rezeptorspezifischen cDNA-Sequenzen in den pCR®II-TOPO®-
Vektor (Invitrogen, Carlsbad, USA) erfolgte unter Verwendung der T4-DNA-Ligase
(Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Herstellerangaben Giber Nacht bei RT.

2.12.5 Transformation mittels Hitzeschock

50 pl kompetente TOP-10 Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 2-4 pl Ligationsansatz
versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock erfolgte fir 30 Sekunden in
einem 42°C heilen Wasserbad (Neolab, Heidelberg, D). Das Gemisch wurde
anschlieRend 2 Minuten auf Eis inkubiert, mit 250 pul SOC-Medium versetzt und 1 Stunde
bei 37°C geschdttelt. Von diesem Transformationsansatz wurden 50-100 pl auf LBamp-
Selektionsplatten (100 pg/ml Ampicillin, 40 pg/ml X-Gal, 48 pg/ml IPTG) ausplattiert
und tber Nacht bei 37°C im Brutschrank bebrdtet.

2.12.6 Herstellung von Dauerkulturen

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden 500 pl der Bakterienkultur mit 500 pl 2x
Freezing Medium in Kryorohrchen (Starlab, Ahrensburg, D) vermischt und bei -80 °C

eingefroren.

2.12.7 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die Aufreinigung kleiner Mengen Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen erfolgte unter

Verwendung des Miniprep Kits (Peqglab, Erlangen, D) nach Herstellerangaben.

2.12.8 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktion von DNA durch Endonukleasen wurde geméaR den Herstellerangaben
(New England Biolabs, Ipswich, GB) durchgefihrt. Dabei variierte die Enzymmenge je
nach Aktivitat der Endonuklease, der Qualitdt und der Menge der zu restringierenden
DNA.
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2.12.9 Phenol-Aufreinigung

Die Nukleinsédureprobe wurde mit 1 Vol. Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1,
Roth, Karlsruhe, D) vermischt und 5 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert. Die obere
DNA-haltige Phase wurde Uberftihrt, mit 1 Vol Chloroform/Isoamylalkohol (24:1, Roth,
Karlsruhe, D) vermischt und erneut 5 Minuten bei 13000 Upm zentrifugiert. Die obere
Phase wurde einer Ethanol-Féallung unterzogen. Hierzu wurden die Nukleinsdureproben
mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat pH 5,5 und 2,5 Vol. 100% Ethanol versetzt und nach
mischen durch 30 min(tige Zentrifugation bei 13000 Upm geféllt. Das entstandene Pellet
wurde durch Zugabe von 250 pl 70% Ethanol und 10 minitige Zentrifugation bei 13000
Upm in der Eppendorf Zentrifuge 5810R (Eppendorf, Hamburg, D) gewaschen,
vakuumzentrifugiert (Heto-Holten, DK) und in einem geeigneten Volumen dest. H,O

gelost.

2.12.10 Herstellung Digoxygenin-markierter ISH-Sonden mittels in vitro
Transkription

Die linearisierten Proben wurden als Zielsequenzen in die in vitro Transkription
eingesetzt. Die Digoxygenin-Markierung erfolgt wahrend der Sondensynthese mittels des
Riboprobe®Kombinationssystems SP6/T7 (Promega, Madison, USA), wobei der Marker
in Form von markierten UTP (Roche, Mannheim) in die Sonde eingebaut wurde.

2.12.11 Dot Blot-Verfahren

Im Anschluss an die in vitro Transkription erfolgte die Denaturierung der Sonden und
eine Uberpriifung der Digoxygenin-Markierung durch das Dot Blot-Verfahren. Hierzu
wurde 1 pg der markierten Probe auf eine zuvor mit TNT-Puffer angefeuchtete
Nitrozellulosemembran (Protran) (Whatman, Brentford, UK) aufgetropft und
angetrocknet. Die Membran wurde anschlieRend fir 5 Minuten in TNT-Puffer gewaschen
und 30 Minuten in TN-Puffer inklusive 5% Magermilchpulver blockiert. Die Inkubation
mit dem Anti-Digoxygenin, Fab Fragment erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Die Detektion
erfolgte mittels des ECL-Systems. Die Membran wurde nach 3 maligem Waschen in TNT
Puffer fir eine Minute mit der nach Herstellerangaben frisch angesetzten ECL-L6sung



Material und Methoden 33

inkubiert und die Luminiszenz mit einem ROntgenfilm (Pierce, Rockford, USA)
detektiert.

2.12.12 In situ Hybridisierung (ISH)

Tag 1

Die bei -80°C gelagerten Gefrierschnitte (Herstellung siehe Kapitel 2.10.1) wurden
zunéchst aufgetaut und 3 Stunden bei 37°C getrocknet. AnschlieBend wurden die Schnitte
45 Minuten mittels 4% PFA/PBS (pH 7,4) bei 4°C fixiert, in PBS gewaschen und erneut
fur 30 Minuten in PFA inkubiert. Nach Entfernen des uberschissigen PFA mit PBS
wurden die Objekttrager 10 Minuten in einem frisch angesetzten Gemisch aus 1,2%
Essigsdureanhydrid, 0,6% konzentrierter Essigsaure und 5,2% Triethanolamin gebadet.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS fir 10 Minuten erfolgte zundchst eine zweimalige
5 minutige Inkubation in 2x SSC Puffer und anschliel3end eine 30 minitige Inkubation in
Tris-Glycin Puffer bei RT. Zur Prahybridisierung der Schnitte wurde eine 1x Denhardts-
Losung mit 500 pg/ml hitzedenaturierten Heringssperma und 250 pg/ml t-RNA aus
Backerhefe versetzt und auf die Schnitte gegeben. Die Objekttrdger wurden mit Parafilm
bedeckt, in eine feuchte Kammer gelegt und bei 60°C vorhybridisiert. Zur Hybridisierung
wurden die Digoxygenin markierten ISH-Sonden in Hybridisierungslosung verdiinnt
(200-300 ng/ml) und bei 80°C denaturiert. 100 pl der eisgekiihlten Sonden wurden auf die
Objekttrager verteilt, welche daraufhin mit Parafilm bedeckt und in eine feuchte Kammer
gelegt wurden. Die Hybridisierung erfolgte tber Nacht bei 60°C.

Tag 2

Die Objekttrager wurden von Parafilm befreit und 3x 20 Minuten in 5x SSC Puffer
gebadet. Im Anschluss wurden die Schnitte bei 60°C fiir 40 Minuten in 0,5x SSC Puffer/
20% Formamid inkubiert. Nach Inkubation in NTE Puffer fir 15 Minuten bzw. 30
Minuten wurden die Objekttréager erneut bei 60°C flr 30 Minuten 0,5x SSC Puffer/20%
Formamid getaucht. Darauf folgte eine Inkubation in 2x SSC fur 30 Minuten bei RT und
eine einstiindige Behandlung mit einer 2%igen Blockierungslosung, verdinnt mit MABT
Puffer und 3% BSA bei RT. Die Inkubation mit dem Anti-Digoxigenin, Fab Fragment
(Roche, Mannheim) erfolgte in Blockierungsldsung (1:1000) tiber Nacht bei 4°C.
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Tag 3

Zur Entfernung des Uberschissigen Erstantikdrpers wurden die Objekttrager eine Stunde
in 1x TBS Puffer gewaschen, wobei die Losung alle 10 Minuten erneuert wurde. Im
Anschluss erfolgte eine Inkubation in NTMT Puffer fir 10 Minuten. Dieser Schritt wurde
dreimal wiederholt bevor eine Férbelosung, bestehend aus NTMT Puffer, Levamisol und
0,002% NBT/BCIP Stocklosung (Fa. Roche, Mannheim), auf die Schnitte gegeben wurde.
Die Farbung erfolgte bei RT fur mehrere Stunden unter gelegentlicher Erneuerung der
Féarbeldsung.

2.13 Zellbiologische Methoden

2.13.1 Herstellung von akuten Rickenmarksschnitten

Adulten Madusen wurde das Rickenmarksgewebe entnommen und in eiskaltem Hepes-
gepuffertem Ringer (136 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,33 mM NaH;PO,4, 10 mM Glucose,
1,8 mM CaCl,, 10 mM Hepes und 1 puM Glycin, pH 7,2) uberfuhrt. Die Anfertigung
organotypischer Riickenmarksschnitte erfolgte unter Verwendung eines VIBRATOME®
1000 PLUS-TISSUE SECTIONING SYSTEM (Intracel LTD, UK). Die 300 pm dicken
Schnitte wurden fir 30 Minuten in Carbogen-geséttigtem Puffer unter Zugabe
verschiedener Substanzen, wie 40 mM KCI, 100 uM NMDA, 1 mM Glutamat oder 50
ng/ml TNF o inkubiert. Zur Bestimmung der Sphingolipide mittels LC/MS-MS oder der
Glutamatkonzentrationen wurde das Medium abgenommen, die Schnitte homogenisiert
und bei -80°C gelagert

2.13.2 Gewinnung priméarer Neurone aus Dorsalwurzelganglien adulter

Mause

Die Dorsalwurzelganglien adulter M&use wurden direkt nach der Entnahme in eiskalten
HBSS Puffer Gberfihrt und anschlieBend fur 2 Stunden mit Kollagenase (5 mg/ml,
Biochrom AG, D) und Dispase (1 mg/ml, Roche, IN, USA) bei 37°C und 5% CO, (Hera
cell Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden
die Ganglien 8 Minuten in 5 ml HBSS, 12,5 pl Trypsin-EDTA und 10 pl DNase (Bioline,
USA) inkubiert. Die Zellen wurden mechanisch separiert, in Neurobasal VVollmedium mit
B-27 Supplementen, 1 % FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin and 2 mM
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L-Glutamin aufgenommen und auf Poly-L-Lysin-beschichteten 48 well Schalen
ausplattiert. Nach Anheftung der Neurone an den Schalenboden, wurden sie in

serumfreiem Neurobasal-VVollmedium inkubiert

2.13.3 Isolierung primar embryonaler Ruckenmarkskulturen (Glia und
Neurone)

Zur Zellgewinnung wurde das Ruckenmark von Rattenembryonen 16 Tage post coitus
prapariert und in eiskaltes HBSS (Sigma, St. Louis, USA) mit MgCl,- transferiert. Das
Gewebe wurde fir 25 Minuten in Trypsin/EDTA (Sigma, St. Louis, USA) und fir 30
Minuten in Kollagenase/Medium (500 U/ml, Biochrom AG) bei 37°C und 5% CO, (Hera
cell Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) inkubiert. Es folgte eine mechanische
Separierung der Zellen, welche daraufhin durch Zentrifugation (300x g; 5 Minuten; RT)
sedimentiert wurden. Nach Wiederaufnahme in Neurobasal Vollmedium mit B-27
Supplementen, 10% FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin and 2 mM L-
Glutamin wurde die Zellsuspension auf sterilen Kulturschalen oder Deckglaschen
ausplattiert, welche am Vortag mit 1 mg/ml Poly-L-Lysin (Sigma, St. Louis, USA), gel6st
in Boratpuffer, Gberschichtet wurden. Das Anheften der Zellen erfolgte in einem Zeitraum
von 2-4 Stunden nach Ausplattierung bei 37°C und 5% CO, (Hera cell
Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau). Danach wurden die Zellen mit serumfreiem
Neurobasal-Vollmedium uberschichtet und unter Zugabe von 0,01 pg/ml murinem
Nervenwachstumsfaktor (NGF, Invitrogen, Carlsbad, USA) 24 Stunden inkubiert. Die
weitere Kultivierung erfolgte in NGF-freiem Medium.

2.13.4 Herstellung von Neuronenkulturen aus embryonalem Rickenmark

Die wie in Kapitel 2.12.3 beschrieben isolierten embryonalen Rickenmarkszellen wurden
zur Gewinnung einer neuronenangereicherten Kultur am zweiten Tag nach der Aussaht
mit serumfreiem Neurobasalmedium Uberschichtet, welches mit 10 uM Uridin, 1 uM
Cytosin-R-D-Arabino-Furanosid und 10 uM 5-Fluro-3-Desoxyuridin (Sigma, St. Louis,
MO) versetzt wurde. Die Zellen wurden in diesem Medium fir bis zu drei Tagen

inkubiert, um die Teilung von Astrozyten und Mikroglia zu minimieren. Die Stimulierung
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erfolgte in serumfreiem Neurobasalmedium mit B-27 Supplementen, 100 U/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin und 2 mM L-Glutamin.

2.13.5 Herstellung von Astrozytenkulturen aus embryonalem Rickenmark

Die wie in Kapitel 2.12.3 beschrieben isolierten embryonalen Riickenmarkszellen wurden
zur Gewinnung einer Astrozytenkultur auf unbeschichteten 10 cm Schalen ausplattiert
und fur 2 Stunden in Neurobasal Vollmedium mit B-27 Supplementen, 10% FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin and 2 mM L-Glutamin bei 37°C und 5% CO;
(Hera cell Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) inkubiert. Nach dem Anhaften der Zellen
wurde das Neurobasalmedium gegen RPMI 1640 Medium mit 10% FCS, Penicillin (100
U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) ausgetauscht. Um zu gewahrleisten, dass die Kultur
nahezu keine Neurone enthélt, wurden die Zellen 2-3mal passagiert. Die Stimulierung der
Zellen erfolgte in serumfreiem RPMI 1640 Medium.

Zum Einfrieren von priméren embryonalen Astrozyten wurden die Zellen zunachst mit
PBS gewaschen, durch Trypsinisierung geerntet und durch Zentrifugation (300x g; 5
Minuten; RT) sedimentiert. Das Zellpellet wurde anschlielend in Einfriermedium,
bestehend aus RPMI 1640; 50% FCS und 20% DMSO, suspendiert und in Kryogeféalie
uberflhrt. Das Einfrieren erfolgte zundchst durch langsames Abkiihlen der Zellen in einer
Isopropanolumgebung bei -80°C. Die dauerhafte Lagerung der Kryogefalie erfolgte in
flussigem Stickstoff. Zum Auftauen wurden die Zellen in einem Wasserbad bei 37°C kurz
angewdrmt, die Zellsuspension in Standardmedium aufgenommen und auf

Zellkulturschalen ausplattiert.

2.13.6 Kultivierung von HelLa-Zellen

Die HeLa-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (+ L-Glutamin) mit 10% FCS, Penicillin
(200 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) bei 37°C, 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit
(Hera cell Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) in Kulturschalen variabler GroRe
kultiviert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit PBS/EDTA (1 mM) in Suspension
gebracht, abzentrifugiert, in Medium aufgenommen und auf ausplattiert. Die HelLa-Zellen
wurden wie in Kapitel 2.12.5 beschrieben eingefroren und aufgetaut.
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2.13.7 Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET)

Primdre embryonale Rilckenmarkszellen wurden auf Poly-L-Lysin beschichteten,
photogeétzten Deckglaschen (Dunn Labortechnik, Asbach) kultiviert (Kapitel 2.12.3).
Nach 24-72 Stunden wurde die Transfektion der Konstrukte pCDNA-CAT-CFP und
pCDNA-RII-L20-YFP [83] mittels des Effectene Transfection Reagent (Qiagen,
Monheim) durchgefiihrt. Die Analyse der Zellen durch die Methode des FRET wurde 24-
48 Stunden nach der Transfektion durchgefiihrt. Hierzu wurden die mit den Zellen
bewachsenen Deckgldschen in eine Perfusionskammer (ALA Scientific Instruments,
Westbury, USA) auf einem Mikroskopstativ Axioskop 2 FS plus (Carl Zeiss Gottingen)
uberfuhrt und mit Hepes-gepuffertem Ringer (136 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,33 mM
NaH;PO4, 1 mM MgCls, 10 mM Glucose, 1,8 mM CaCl,, und 10 mM Hepes, pH 7.2)
umspult. Diese extrazellulare Losung wurde von 50 ml-Spritzen (Dispomed, Gelnhausen)
uber einen Infusomat (Braun, Kronberg) mit einer Flieigeschwindigkeit von etwa einem
Tropfen/Sekunde in die Kammer geleitet und am anderen Ende abgesaugt. Zur
Stimulierung wurde ein Gemisch aus 50 uM 3-1sobutyl-1-methylxanthin (IBMX) and 25
uM Forskolin mit oder ohne Zusatz von 3 uM S1P als Badapplikation auf die gemessenen
Zellen appliziert. Die Anregung der Zellen erfolgte mit abwechselnd 430 nm und 510 nm
von einem Polychrom 1V Monochromator (Till Photonics, Grafelfing) und wurde mit der
Software Tillvision (Till Photonics, Gréfelfing) gesteuert. Die Emission wurde bei
Betrachtung durch ein 63x Achroplan Wasserimmersionsobjektiv (Zeiss, Jena) mit einer
Imago CCD Kamera, einem Polychrom IV Monochromator (Till Photonics, Gréfeling)
und einem Strahlentrenner (Multispec Microimager, Optical Insights) aufgenommen. Die
Kamera machte alle 2 Sekunden eine Aufnahme der Emission nach 480 nm und 545 nm
Anregung. Zur Auswertung der Anderungen im FRET wurden mit der Software Tillvision
(Till Photonics, Grafelfing) einzelne Zellen ausgewahlt, mit Microsoft Excel der Quotient
der Emission der Anregungen 480 nm/545 nm errechnet und als Funktion Uber die Zeit
dargestellt, wobei R den Quotienten zum Zeitpunkt t und R, den Quotienten zum
Zeitpunkt t=0 Sekunden darstellt.

FRET Signale wurden Uber einen Zeitraum von 20 Sekunden ermittelt und die
Wertekalkulation wurde mittels Sigma Plot 8.0 durchgefiihrt. Phasenkontrastbilder und
die ldentifikationsnummer der Quadrate, auf denen sich die gemessenen Zellen befanden,
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wurde protokolliert um diese Zellen fir die weitere Versuchsdurchfuhrung im MELK-

System wieder finden zu kénnen.

2.13.8 Vollbluttest

Zur Bestimmung der Sekretion von PGE; aus Blutzellen wurden jeweils 250 ul frisch
heparinisiertes Blut adulter Mause in 48-Well Platten Gberfuhrt und mit 100 pg/ml LPS
und Zusatz verschiedener Substanzen fir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, (Hera cell
Zellkulturinkubator, Heraeus, Hanau) inkubiert. Anschlielend wurden die Proben in
Eppendorfgefale tGberfihrt und fir 5 Minuten bei 10000x g zentrifugiert. Die Detektion
der im Plasma enthaltenen PGE;-Konzentration erfolgte mit Hilfe des PGE, Enzym-
Immunoassay Kits (Assay Design, MI, USA) nach Angaben des Herstellers.

2.14 Biochemische Methoden

2.14.1 Bestimmung der Proteinkonzentrationen nach Bradford

Der Bradford-Test ist eine photometrische Methode zur quantitativen Bestimmung von
Proteinen. Zur genauen Beschreibung der Methode siehe Bradford et al. [84].

2.14.2 Extraktion von Gesamtproteinen aus Zellen

Zur Extraktion der Proteine wurden die Zellen 2x mit PBS gewaschen, unter Zugabe von
heilem 1x La&mmlipuffer mittels eines Schabers vom Boden der Kulturschale abgel6st
und anschlief3end fur 5 Minuten bei 100°C inkubiert.

2.14.3 Isolierung von Membranproteinen aus Gewebe

Fir die GTPyS® Bindungsstudien (Kapitel 2.13.10) wurden die Membranproteine aus
Gehirngewebe adulter Mé&use isoliert. Hierzu wurde das Gewebe zunéchst in eiskaltem
Puffer A (10 mM Tris-HCL, 290 mM Saccharose, pH 7,4) aufgenommen und mittels
eines Polytron PT 1200 (Kinematica AG, CH) auf Eis homogenisiert. Die
Membransuspension wurde bei 4°C und 1000 g fur 15 Minuten zentrifugiert, der
entstandene Uberstand abgenommen und bei 4°C und 50000 g fur 30 Minuten
ultrazentrifugiert (Optima™TLX Ultrazentrifuge) (Beckman Coulter, CO, USA). Das
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entstandene Pellet wurde in eiskaltem Puffer B (50 mM Tris, pH 7,4) aufgenommen,
homogenisiert, einer Proteinbestimmung unterzogen und in Teilmengen bei -80°C

eingefroren.

2.14.4 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer diskontinuierlichen SDS PAGE. Nach
GielRen von Trenngel (7% bis 10% Acrylamid) und Sammelgel (4%) wurden 20-40 pg
Protein pro Tasche und ein PeqGold Molekulargewichtsmarker (Peglab, Erlangen)
aufgetragen. AnschlieBend wurden die Proteine bei 80-140 Volt ca. 90 Minuten in
Laufpuffer in Mini-Protean® 3 cell Gelkammern (Bio-Rad, CA, USA) mittels
Elektrophorese Powersupply EPS 301 (Amersham, Buckinghamshire, UK) getrennt.

2.14.5 Western Blot

Zur Detektion spezifischer Proteinbanden mit Hilfe von Antikdrpern wurden die im SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine durch Elektrotransfer in einer ,,Wet-Blotting*
Apparatur (BioRad, Munchen) bei einer Spannung von 100 Volt fur 80 Minuten auf eine
Nitrocellulosemembran (Protran) (Whatman, Brentford, UK) Ubertragen. Die Membran
wurde anschlieBend fur 10 Minuten in Ponceau LoOsung gefarbt und mit H,O dest.
entfarbt, bis ein Bandenmuster erkennbar war. Nun wurde die Membran zur parallelen
Analyse verschiedener Proteine in mehrere Teile geschnitten und anschlieBend 1-2
Stunden in Blocklosung (5% Magermilchpulver oder 3% BSA in TN Puffer) bei RT
inkubiert um unspezifische Bindungsstellen abzuséttigen. Die Hybridisierung mit dem in
TNT und Milchpulver oder BSA verdlnnten Erstantikdrper erfolgte tber Nacht bei 4°C.
Zur Entfernung ungebundenen Erstantikdrpers wurde die Membran dreimal fir je 5
Minuten mit TNT Puffer gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit dem
Merettich(HRP)-Peroxidase gekoppelten sekundaren Antikdrper (1:5000 in TNT + 1-5%
Milchpulver oder 1-3% BSA) bei RT fur 2 Stunden. Zur Entfernung des tberschissigen
Zweitantikorpers wurde die Membran 5malig fur jeweils 5 Minuten mit TNT Puffer
gewaschen. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mittels des ECL-Systems (Perkin

Elmer, MA, USA). Die Membran wurde fur 1 Minute mit der nach Herstellerangaben
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frisch angesetzten ECL-L6sung inkubiert und die Luminiszenz mit einem Rontgenfilm
(Pierce, Rockford, USA) dokumentiert.

2.14.6 ELISA zur Bestimmung von PGE, und cAMP

PGE; wurden mit den kommerziell erhdltlichen Enzyme-Immunoassay Kits (Assay
Designe, Ann Arbor, USA) nach Angaben des Herstellers detektiert. Die Messung von
CAMP erfolgte unter Verwendung des Direct Cyclic AMP EIA Kit (Assay Designe, Ann
Arbor, USA) nach Angaben des Herstellers.

2.14.7 Flussigchromatographie/Tandemmassenspektrometrie (LC-MS/MS)

zur Bestimmung von Prostanoiden und Sphingolipiden

Die Extraktion und Instrumentalisierung der LC-MS/MS Analyse wurde von Herrn Carlo
Angioni und Herrn Yannick Schreiber durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Prostaglandine
wurden die Zelllysate in 50 mM Tris (pH 7,4) homogenisiert und die Prostaglandine mit
Etylacetat extrahiert. Es konnten die Prostaglandine 6-keto-PGF;,, TXB;, PGF,,, PGE,,
PGD; in ausreichenden Mengen detektiert werden. Zur genauen Beschreibung der
Instrumentalisierung siehe Linke et al. [85]

Zur Bestimmung der Sphingolipide wurden akute Riickenmarksschnitte (Kapitel 2.11.1)
zur Messung der Sphingolipidkonzentrationen nach Versuchsdurchfiihrung in Hepes-
gepufferter homogenisiert oder die Sphingolipide wurden direkt aus dem Medium unter
Verwendung von 2x 600 pL Chloroform: Methanol: HCI (83:15:2, v/v/v) extrahiert.
Ruckenmarksgewebe wurde wie oben beschrieben behandelt. Es wurden die
Sphingolipide C-24-Sphinganin, Sphingosin-1-P Sphingosin, Sphinganin-1-P Sphinganin,
C-14-Ceramid, C-16-Ceramid, C-18-Ceramid, C-18-Sphinganin, C-20-Ceramid, C-24-1-
Ceramid, C-24-1-Sphinganin und C-24-Ceramid detektiert. Zur genauen Beschreibung

der Instrumentalisierung siehe Schmidt et al.[86].
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2.14.8 Glutamatbestimmung

Die Detektion von Glutamat in Medium akuter Rickenmarksschnitte (Kapitel 2.11.1)
erfolgte unter Verwendung des Amplex® Red Glutamat/Glutamatoxidase Assay Kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Angaben des Herstellers.

2.14.9 Fluorimetrischer S1P-Lyase/Phosphatase Aktivitatstest

Primére embryonale Rickenmarkszellen wurden wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben auf
Poly-L-Lysin beschichteten 6-Well-Platten kultiviert und 6 Tage nach Ausplattierung
einer 16 stiindigen Behandlung mit LPS (1 pug/ml) unterzogen. Die Zellen wurden mittels
eines Schabers in S1P-Lyase-Puffer (50 mM Hepes, 15 mM Mg Cl,, 0,005% Triton X-
100, 10 mM KCI, pH 7,4) geerntet, homogenisiert und einer Proteinbestimmung
unterzogen. Je 15 pg der Proteinlysate wurden in einem Gesamtvolumen von 100 pl unter
Zusatz von 2,5 uM 15-NBD-Sphingosin-1-Phosphat (Avanti Polarlipids, USA) fir 30
Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von100 pl
Kaliumphosphat-Puffer (pH 8,5) und 500 ul eines Gemisches aus 2 Teilen Chloroform
und einem Teil Methanol gestoppt. Die Proben wurden grundlich durchmisch und
anschlieend zentrifugiert (15000x g; 30 Sekunden; 4°C) um eine Phasentrennung zu
erreichen. 100 pl der oberen wéssrigen Phase wurde in 96-Well Mikroplatten Gberfiihrt
und mit 100 pl Dimethylformamid versetzt. Die Fluoreszenzintensitdat wurde in einem
Elisa Reader mit einer Anregung von 485 nm und einer Emission einer Wellenldnge von
535 nm gemessen.

Zur Gewinnung einer Standardkurve wurde 15-NBD-Sphingosin-1-Phosphat in
Konzentrationen von 0 bis 5 pM in Puffer geldst und wie die proteinhaltigen Proben
behandelt. = Konzentrationen  wurden  mittels  Microsoft Excel aus den
Fluoreszenzintensitatsdaten kalkuliert.

2.14.10 GTPyS® Bindungsstudien

Die GTPyS®* Bindungsstudie ermoglicht die Messung der G-Proteinaktivierung.
Grundlage dieses Verfahrens ist der Einsatz von verandertem und radioaktiv markiertem
GTPyS®, welches irreversibel an die G-Proteine anbinden kann. Firr die durchgefiihrten

Versuche wurden Membranproteine aus adultem M&usegehirn verwendet, die wie in
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Kapitel 2.12.3 beschrieben aufbereitet wurden. Es wurden 20 pg pro 250 pl Assaypuffer
(0,2 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 50 mM Tris, 1 mM DTT, 12,5 uM GDP,
pH 7,4) eingesetzt. Um die konzentrationsabhéngige G-Proteinaktivierung durch S1P,
FTY720, FTY720-P und den von Prof. Dr. Holger Stark (Institut fir Pharmazeutische
Chemie, Johann Wolfgang Goethe Universitat, Frankfurt) zur Verfiigung gestellten
FTY720-Analoga ST-967-ST-973 zu bestimmen, wurden die Membranproteine unter
Zugabe von 0,08 pl/ml GTPyS® (1250 Ci/mmol) (Perkin Elmer) in 96-Well Filterplatten
(Millipore). fir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter schitteln inkubiert. Um die S1P-
Rezeptorspezifitdt der neu synthetisierten FTY720-Analoga ST-967 und ST-970 zu
testen, wurden 20 pg der Membranproteine mit 30 uM des S1P; Antagonisten JTE-013
(Merck), 7 uM des Antagonist W123 und 30 pM des S1P, Antagonist Cayl0444
(Cayman, MI, USA) flr 15 min bei RT vorinkubiert, bevor die 30 minitige Reaktion
mittels Zugabe von 10 pM S1P die G-Proteinaktivierung gestartet wurde. Dartiber hinaus
wurde die Féhigkeit der potentiellen Antagonisten ST-968, ST-971, ST-972 und ST-973
getestet, die durch 3 uM S1P induzierte G-Protein Aktivierung zu inhibieren. Dazu
prainkubierte man 20 pg Membranprotein 15 Minuten mit den einzelnen ,Antagonisten
und bestimmte anschlieBend die verbleibende S1P vermittelte GTPyS®* Anbindung. Die
basale Bindung wurde in der Abwesenheit des Agonisten ermittelt. Die Trennung von
Protein-gebundener und freier Radioaktivitat erfolgte mittels Filtration. Zu diesem Zweck
wurden die Membranfilter durch mehrmalige Spulung mit Waschpuffer (0,2 mM EGTA,
3 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 7,4) gewaschen, ausgestanzt und mit 3 ml
Szintillationsflussigkeit (QUICKSAFE A, Zinnser Analytic, Franlkfurt) in
Szintillationsrohrchen (Perkin Elmer, USA) uberschichtet. Die Filter wurden 48 Stunden
in der Szintillationsflissigkeit inkubiert und die Radioaktivitat als Zahl der Zerfallsakte
pro Zeiteinheit (dpm = decays per minute) unter Verwendung eines
Flissigszintillationsspektrometers (Perkin Elmer, USA) gemessen. Die Datenauswertung
erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur antinozizeptiven Rolle von S1P in der spinalen

Schmerzverarbeitung

3.1.1 Expression der S1P-Rezeptoren S1P; s im zentralen Nervensystem

Vorarbeiten zeigten, dass erhthte spinale Konzentrationen von S1P eine Antinozizeption
bewirkten, wahrend eine Verringerung der spinalen S1P-Konzentrationen eine Reduktion
der Schmerzschwelle zur Folge hat [70]. Um die Mechanismen der S1P-induzierten
spinalen Modulation der Nozizeption aufzuklaren, wurde zundchst die Expression der
S1P-Rezeptoren S1P;sim zentralen Nervensystem untersucht. Die mRNA aller funf S1P-
Rezeptoren wurde vorwiegend in der grauen Substanz des Rickenmarks adulter Mé&use
mittels in situ Hybridisierung detektiert (Abbildung 3.1 B). Die mRNA des Rezeptors
S1Ps war dartiber hinaus in Zellen der weien Substanz nachweisbar, bei denen es sich
vermutlich um Oligodendrozyten handelt [71]. S1P; und S1P, schienen am starksten in
den fiir die spinale Schmerzverarbeitung besonders wichtigen &uReren Laminae I-111 des
Dorsalhorns exprimiert zu sein. Die Expression der zugehdrigen Proteine in
Ruckenmarksgewebe und Gehirn wurde mittels Western Blot Analyse bestéatigt
(Abbildung 3.1 A). In situ Hybridisierung der S1P-Rezeptoren, durchgefuhrt vom Allen
Institute for Brain Science, Seattle (WA), bestatigen die starke Expression von S1P; und
S1Ps und die schwache Expression von S1P; und S1P,4 in adultem und juvenilen Maus-
Ruckenmark, sowie im Gehirn. Eine Expressionsanalyse des Rezeptors S1P, wurde dort
nicht durchgefihrt (http://www.brain-map.org).

Die Untersuchung der Expression der S1P-Rezeptoren S1P;s zeigte, dass S1P; und S1P;
stark in den flr die spinale Schmerzverarbeitung besonders wichtigen &ulleren Laminae I-
I11 des Dorsalhorns exprimiert sind. Folglich besteht die Mdoglichkeit, dass beide
Rezeptoren maRgeblich an der S1P-vermittelten Modulation der spinalen nozizeptiven
Prozessierung beteiligt sind.



Ergebnisse 44

A

S1p, | S— —
S
sip, (- |
sip, (S eS|
sip, [T = W]
Hspo0 [ s s |

Lamina +++ ++ - + -
-1
Lamina
++ ++ + ++ +
IV-VII
Lamina ++ + + + +
VII-IX

Abbildung 3.1: Expression der S1P-Rezeptoren im ZNS. A. Western blot Analyse der S1P-
Rezeptoren in Rickenmark (Rm.) und Gehirn (G.) adulter Mause. B. In situ Hybridisierung der S1P-
Rezeptoren in Rickenmark adulter Mause mit antisense- (obere Reihe) und sense- (untere Reihe)
Konstrukten. Die Tabelle gibt die Starke des Hybridisierungssignals in den verschiedenen Laminae

wieder.

3.1.2 Untersuchung der S1P regulierten neuronalen cAMP Synthese mittels
FRET basiertem cAMP Imaging

Es ist bekannt, dass alle S1P-Rezeptoren die Adenylatzyklase, das Enzym welches die
Bildung von cAMP Kkatalysiert, tber die Aktivierung inhibitorischer G-Proteine (Gj)
hemmen kdnnen. cCAMP stellt einen wichtigen Modulator synaptischer Starke wahrend
der Schmerzverarbeitung dar. Daher wurde analysiert, ob S1P die cCAMP Synthese in
Ruckenmarkszellen hemmt. Sowohl in akut dissoziierten Rlckenmarkszellen adulter
Ratten als auch in aus embryonalen Ratten isolierten neuronalen Zellen und Gliakulturen
konnte S1P die Isoproterenol und Forskolin-induzierte cAMP-Akkumulation in
Konzentrationen ab 100 nM senken [70]. Um die Frage zu klaren, ob S1P die cAMP
Synthese in Neuronen, die bei der spinalen Schmerzverarbeitung beteiligt sind, hemmt,
wurden cAMP-Messungen mittels der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer-Technik
(FRET) mit einer immunocytochemischen Methode kombiniert (Kapitel 2.12.7). Zunéchst
wurde der Effekt von S1P auf die intrazellulare cAMP-Konzentration durch Aufnahme
von FRET-Anderungen bestimmt [10, 83]. Diese Methode basiert darauf, dass CAMP
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seine Effekte unter Anderem Uber die Proteinkinase A (PKA) auswirkt. PKA ist aus zwei
katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten zusammengesetzt. Aus diesem
Grund wurden primére embryonale Rlckenmarkskulturen mit zwei Konstrukten
transfiziert, die die regulatorische Cyan Fluoreszenz Protein-(CFP)-RIIf} Untereinheit und
die katalytische Yellow Fluoreszenz Protein-(YFP)-PKAc Untereinheit der Proteinkinase
A kodieren. Die beiden, an das Protein gekoppelten, Varianten des griinen
Fluoreszenzproteins besitzen ihre eigenen charakteristischen Wellenldngen. Die
Anregung von YFP erfolgt bei 545 nm und es emmitiert eine Wellenldnge von 510 nm ab.
CFP wird bei 480 nm angeregt, wahrend es bei 430 nm abstrahlt. Ein FRET-Ereignis tritt
auf, wenn sich die PKA in ihrer inaktiven holotetrametrischen Form befindet. Dies ist bei
einer niedrigen intrazellularen cAMP-Konzentration der Fall. In diesem Stadium
transferiert CFP seine Energie zu YFP, welches in seiner charakteristischen Wellenldnge
bei 545 nm emmittiert. Steigt die intrazelluldre cAMP-Konzentration an, dissoziieren die
PKA-Untereinheiten voneinander und das FRET-Signal nimmt ab.

Die FRET-Anderungen wurden unter Zugabe von 50 uM des Phosphodiesterase-
Inhibitors IBMX und 25 pM des Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin gemessen. Die
maximalen Stimulationswerte erreichten einen R/Ro von 1,23 + 0,02. Auf Grund der
Heterogenitit der Zellpopulation variierten die FRET-Anderungen stark zwischen den
einzelnen Zellen. Dies verursachte eine groBe Varianz in der Zeit bis zu Erreichen der
halbmaximalen Antwort (Tso: 260.8 + 83 Sekunden; Tabelle 3.1). Im Gegensatz dazu
waren die Abweichungen des Beginns der FRET-Anderung, definiert als Zeitpunkt bis
zum Erreichen von 10% der maximalen Antwort, homogener (T1o: 127,8 + 41 Sekunden).
Daher wurden die Zellen, die auf S1P reagierten, definiert als Zellen, die eine
Verzogerung im Tio von 30% gegeniiber S1P-unbehandelten Zellen aufwiesen
(Abbildung 3.2 A). 40% der Zellen reagierten wie beschrieben auf S1P mit einer
Verdopplung des Tio-Wertes (Abbildung 3.2 B). und einer 30%igen Verzégerung des Tso-
Wertes (Abbildung 3.2 C). Die maximalen FRET-Anderungen unterschieden sich jedoch
nicht signifikant.

Es konnte gezeigt werden, dass S1P zu einer Inhibition der CAMP Synthese in primaren
embryonalen Rickenmarksneuronen fiihrt. Auf Grund dieser Beobachtungen entstand die
Annahme, dass S1P seine antinozizeptiven Effekte u.a. Uber die Absenkung der cAMP-

Konzentration im Rickenmark vermittelt.
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Abbildung 3.2: S1P verringert die cAMP-Akkumulation in Rickenmarksneuronen. A.
Reprasentative Kinetik der cAMP-Anderungen in Riickenmarksneuronen. Die mit CFP-RIIf und
YFP-PKACc transfizierten Neurone wurden mit 50 uM IBMX und 25 pM Forskolin in Anwesenheit
(ungefillte Kreise) oder in Abwesenheit (gefullte Kreise) von 3 uM S1P stimuliert. B. Zeit bis zum
Erreichen von 10% der maximalen Antwort (Ty) auf Forskolin. C. Zeit bis zum Erreichen der
halbmaximalen Antwort (Tsp). Gezeigt ist der Mittelwert von 15 (-S1P) und 24 (+S1P) unabhéngigen
Experimenten + SEM (schwarze Balken). Die grauen Balken stellen Responder (Zellen, die auf S1P
mit einer verzégerten cAMP-Anderung reagieren, n=10) und non-responder (Zellen, die nicht auf
S1P reagieren, n=14) dar. Einseitiger t-TEST ** P<0,01.

Tabelle 3.1: FRET-Anderungen in Riickenmarksneuronen definiert als Zeitpunkte Ty und Tso

Tao Tso
Kontrolle 127,8 £ 41 s. 260,8 + 83 s.
S1P (gesamt) 183,1 +81s. 295,9 + 103 s.
S1P responder 261,8 + 54 s. 376,1 +36s.
S1P non-responder 126,9 £ 36 s. 231,7+75s.

3.1.3 Charakterisierung der S1P-sensitiven Ruckenmarksneurone

Zur ndheren Charakterisierung der Riickenmarkszellen, die auf S1P mit einer verringerten
CAMP-Synthese reagierten, wurde die FRET-Technik mit der Multi-Epitop-Ligand-
Kartographie-Methode (MELK) kombiniert (Kapitel 2.10.3). MELK ist eine auf
Fluoreszenzmikroskopie basierende Technik, die es erlaubt, bis zu hundert verschiedene
Marker auf derselben Probe zu betrachten. Der Zugabe jeden Markers folgen ein
Waschvorgang und die Aufnahme des Signals. Die Fluoreszenz des Markers wird durch
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einen Bleichschritt eliminiert, bevor der nédchste Marker auf die Probe gegeben wird [57,
82]. Zunéchst wurde mittels FRET nachgewiesen, dass die gemessene Zelle auf S1P mit
einer verringerten cAMP-Akkumulation reagiert (Abbildung 3.3). Dieselbe Zelle wurde
daraufhin mit den Antikdrpern fur Astrozyten (GFAP), Mikroglia (IBAL), Endothelzellen
(CD146), Neurone (NeuN, CD56) und inhibitorischen (GADG67), sowie exzitatorischen
Neurone (VGLUT1 und -2) inkubiert. Zusatzlich wurde 7AAD als Kernmarker und
Phalloidin oder der mitochondriale Marker ATP-Synthase eingesetzt. Die auf S1P
reagierende Zelle wurde durch NeuN, CD56 und VGLUT1 markiert, was beweist, dass es
sich bei den S1P-responsiven Zellen um exzitatorische Neurone handelt.

T R

Abbildung 3.3: S1P senkt die cAMP-Akkumulation in exzitatorischen Neuronen. Oben
links abgebildet ist eine 480/545 nm Emisson eines mit CFP-RIl und YFP-PKAc transfizierten
Ruckenmarkneurons. Fur dieselbe Zelle sind Phasenkontrast- (Phase) und MELK-Aufnahmen
gezeigt. Dargestellt sind die Marker VGLUTL (rot) und VGLUT2 (griin) = exzitatorische Neurone,
CD56 (gelb) und NeuN (hellgrin) = Neurone, 7AAD = Kernfarbung, GFAP (dunkelgrin) =
Astrozyten, sowie ein Uberlagertes Bild (merge) von VGLUT1, CD56, NeuN und 7AAD. WeilRe Pfeile

markieren das auf S1P reagierende Neuron. Die Skalierung (weiBer Balken) entspricht 10 pm.

Um herauszufinden, wo CD56- und VGLUT1-positive Neurone im Ruckenmark
lokalisiert sind, wurde das Expressionsmuster von CD56 und VGLUTL in
Ruckenmarksschnitten adulter Tiere (Abbildung 3.4 A) und Rattenembryonen (Abbildung
3.4 B) untersucht. CD56 zeigte eine Kolokalisation mit dem Lamina II-Marker I1B4 und
markiert dartber hinaus Laminae | und Ill. Die Expression von VGLUT1 beginnt in
Lamina Il und zieht sich in die tiefer gelegenen Laminae hinein. Sowohl im adulten als
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auch im embryonalen Riickenmark sind CD56 und VGLUT1 demnach in Laminae Il und
I11 kolokalisiert. Aus diesem Grund ist es nahe liegend, dass das auf S1P reagierende
exzitatorische Neuron in Laminae Il oder 111 lokalisiert ist. Diese Laminae spielen bei der
Schmerzverarbeitung eine wichtige Rolle, da primare Afferente, sowie GABAerge
Neurone in diesen Laminae terminieren und Dendriten exzitatorischer Neurone von dort
aus in die Ubergeordneten Laminae eintreten [87, 88]. Eine Reduktion der cAMP-
Synthese in dieser Region konnte daher fur die antinozizeptive Wirkung von S1P
verantwortlich sein.

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben, dass S1P zu einer Inhibition der cAMP-
Synthese in exzitatorischen Neuronen flhrt. Diese S1P-sensitiven Neurone sind in den fur
die Schmerzverarbeitung wichtigen Laminae Il und Il des dorsalen Hinterhorns des
Ruckenmarks lokalisiert. Eine Reduktion der cAMP-Synthese in dieser Region konnte

maRgeblich daran beteiligt sein, die antinozizeptive Wirkung von S1P zu vermitteln.

VGLUT2 | VGLUT1 + IB4 CD56 + IB4 §VGLUT1 + CD56

Abbildung 3.4: Lokalisation der auf S1P reagierenden exzitatorischen Neurone im

Ruckenmark mittels Immunohistochemie. A. Adultes Riickenmark. B. Embryonales
Ruckenmark (E16). Pseudofarben dargestellt sind die Marker NeuN (grun) = Neurone, 1B4 (grin) =
Lamina 11, VGLUTL1 (rot) und VGLUT2 (grin) = erregbare Neurone, CD56 = Neurone, sowie
Uberlagerte Bilder von VGLUT1 und IB4, CD56 und IB4, VGLUT1 und CD56. Die gestrichelten
Linien begrenzen den Bereich der Laminae Il und Il des dorsalen Hinethorns adulten
Rickenmarks, in dem sich die Expressionsmuster von CD56 und VGLUTL1 Uberschneiden. Die

Skalierung (weil3er Balken) entspricht 50 pm.
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3.1.4 dihydro-S1P verhindert die Formalin-induzierte und cAMP-abhangige
Phosphorylierung der NMDA-Rezeptoren im Rickenmark

Um aufzuklaren, ob die Aktivierung von S1P-Rezeptoren die cAMP-abhangige Kaskade
in den duBeren Laminae des Dorsalhorns beeinflusst, wurde der Effekt von intrathekal
gegebenem dihydro-S1P auf die PKA-abhangige Phosphorylierung der N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren an Serin 897 mittels Immunohistochemie analysiert. Es ist
erwiesen, dass die Phosphorylierung der NMDA-Rezeptoren nach Behandlung mit
Formalin ansteigt und zur Sensitivierung der Rezeptoren beitragt [89, 90]. Intrathekal
gegebenes dihydro-S1P reduzierte die Formalin-vermittelte Erhéhung der PKA-
abh&ngigen NMDA-Phosphorylierung (Abbildung 3.5 A). Als Negativkontrolle wurde die
Calcium-abhangige Phosphorylierung der Ca**/Calmodulin regulierten Kinase I
(CamKIl) an Threonin 286 betrachtet. Formalin induzierte einen Anstieg der Calcium-
abhéngigen Phosphorylierung, der durch intrathekaler Applikation von dihydro-S1P nur
teilweise verhindert wurde (Abbildung 3.5 B). Dies bestétigt die Annahme, dass S1P,
vermittelt ber die S1P-Rezeptoren, die Adenylatzyklase hemmt. Dies fuhrt zu einer
Verringerung der intrazellularen cAMP-Konzentration, was zu einer verringerten
Aktivierung der PKA und somit zu einer erniedrigten PKA-abhéngigen NMDA-
Phosphorylierung flhrt.

Der Befund, dass in den Laminae Il und Il des dorsalen Hinterhorns des Riickenmarks
lokalisierte exzitatorische Neurone auf S1P mit einer verringerten cAMP-Synthese
reagieren, wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass intrathekal gegebenes dihydro-
S1P die Formalin-induzierte und cAMP-abhdngige Phosphorylierung der N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptoren in den &ulReren Laminae reduzierte.
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Abbildung 3.5: Intrathekal verabreichtes dihydro-S1P verhindert die PKA-abhéngige
Phosphorylierung von NMDA-Rezeptoren. A. Adulten Ratten wurden 15 Minuten vor einer
Formalininjektion 10 pl dihydro-S1P (80 uM) oder Salzlésung intrathekal appliziert. Die lumbalen
Abschnitte 4 und 5 des Rickenmarks wurden 30 Minuten nach der Formalininjektion entnommen.
Gezeigt ist eine immunhistochemisches Kofarbung von IB4 und fir die Phosphorylierung der
NMDA-Rezeptoren am Serin 897. Unterhalb ist die Quantifizierung der Phospho-NMDAR (Serin
897) Immunhistochemie gezeigt. B. Die lumbalen Sektionen wurden wie unter A. beschrieben
vorbehandelt und einer immunhistochemischen Koférbung fir 1B4 und fur die PKA-unabhéngige
Phosphorylierung der CamKIl am Threonin 286 unterzogen. Unterhalb ist die Quantifizierung der
Phospho-CamKIl (Threonin 286) Immunhistochemie gezeigt. Die Skalierung (weiBer Balken)
entspricht 50 uM. Der Mittelwert von 4 Experimenten + SEM ist dargestellt. Einseitiger t-TEST;
*P<0,05, **P<0,01.
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3.2 Regulation der S1P-Konzentration im Rickenmark nach

nozizeptiver Stimulation

3.2.1 Regulation der S1P-Synthese in akuten Rickenmarksschnitten und

kultivierten Rickenmarkszellen

Vorarbeiten zeigten, dass die Konzentration von S1P im Liquor cerebrospinalis von
adulten Ratten nach peripherer nozizeptiver Stimulation mit Formalin und Zymosan
signifikant abnahm, wahrend die Sphingosin- und Ceramidkonzentrationen unverandert
blieben [70]. Auch primare embryonale Rickenmarkszellen zeigten im Zellkulturmodell
eine Abnahme der S1P-Freisetzung nach Stimulation mit 1 pg/ml Lipopolysaccharid im
Uberstand (Abbildung 3.6 A). Diese Reduktion erreichte zwischen 2 und 4 Stunden ihren
Hohepunkt und flachte mit zunehmender Zeit immer mehr ab. Nach Stimulation mit 50
ng/ml TNF-a konnte in Zelllysaten von priméren embryonalen Rickenmarkszellen
ebenfalls eine Abnahme der S1P-Konzentration festgestellt werden, die nach vier Stunden
eine Signifikanz erreichte (Abbildung 3.6 B).
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Abbildung 3.6: S1P-Konzentration in stimulierten primdren embryonalen
Rickenmarkszellen. A. Riickenmarkskulturen wurden + 1 pg/ml LPS inkubiert und der S1P-
Gehalt im Medium zu den angegebenen Zeitpunkten mittels LC-MS/MS Analyse detektiert. Die
Daten sind als % der Anderungen im Vergleich zu unstimulierten Zellen dargestellt. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM von 2-9 Messungen. B. Rickenmarkskulturen wurden mit 50 ng/ml TNF-a
inkubiert und die S1P-Konzentration in Zelllysaten zu den angegebenen Zeitpunkten mittels LC-
MS/MS Analyse gemessen. Exemplarisch dargestellt ist die Auswertung eines Versuchs. Einseitiger
t-TEST; * P <£0,05.
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In einem weiteren Versuchsmodell wurde adulten Mausen das Rickenmarksgewebe
entnommen und mittels eines Vibratoms Akutschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden
fur 30 Minuten in Carbogen-geséttigter Ringerldsung unter An- und Abwesenheit von 40
mM KCI inkubiert, um Glutamatfreisetzung und Sphingolipidkonzentrationen zu
bestimmen. Die Stimulation der Rlckenmarksschnitte mit KCI fiihrte zu einer
Depolarisation der Rickenmarksneurone und bedingte die erhdhte Freisetzung des
exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat (Abbildung 3.7 A), was die Vitalitat der
Zellen innerhalb der Schnitte bestatigt. Mittels LC-MS/MS-Messungen konnten sowohl
im Medium als auch in Schnittlysaten eine signifikant verringerte S1P-Konzentration
nach Behandlung mit KCI festgestellt werden (Abbildung 3.7 B). Da die Reduktion des
S1P-Gehalts nicht nur im Medium nachgewiesen wurde, hat die Reduktion der S1P-
Konzentration eine verdnderte Regulation des intrazelluldaren S1P Metabolismus als
Ursprung.

Zusammenfassend wurden im Liquor cerebrospinalis von adulten Ratten, sowie in
Ruckenmarkszellkulturen und akuten Riickenmarksschnitten nach peripherer nozizeptiver
Stimulation eine signifikante Abnahme des S1P-Gehalts beobachtet, deren Ursprung in

einer veranderten Regulation des intrazelluldren S1P Metabolismus liegt.
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Abbildung 3.7: Stimulation akuter Rickenmarksschnitte mit KCI. A. Glutamatfreisetzung
aus akuten Rickenmarksschnitten adulter Wildtyp Mause nach 30 mindtiger Stimulation mit 40 mM
KCI (graue Balken) versus unbehandelte Proben (schwarze Balken). Gezeigt sind die Mittelwerte +
SEM von 4 Messungen. B. Die S1P-Konzentrationen in Medium und Lysaten akuter
Ruckenmarksschnitte wurden mittels LC-MS/MS detektiert. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von
3-5 Messungen. Zweiseitiger t-TEST; * P < 0,05, *** P <0,002.
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3.2.2 Beteiligung S1P-katabolisierender Enzyme an der Reduktion der S1P-

Konzentration nach nozizeptiver Stimulation

Um die Frage zu klaren, welche Enzyme fir die Senkung der S1P-Konzentration nach
nozizeptiver Stimulation eine entscheidende Rolle spielen, wurde zunéchst die
Degradierung von S1P untersucht. Am Abbau von S1P sind Mitglieder mehrerer
Enzymklassen beteiligt. Zum einen dephosphorylieren S1P-Phosphatasen (SPP1/-2) S1P,
zum anderen kann S1P durch S1P-Lyasen (SPL) irreversibel abgebaut werden. Um die
Aktivitat dieser Enzyme zu analysieren, wurden primére embryonale Riickenmarkszellen
einer 16 stiindigen Behandlung mit LPS (1 pg/ml) unterzogen, was nachweislich zu einer
Abnahme der S1P-Freisetzung fihrt (Kapitel 3.2.1). Die Zellhomogenate wurden in einen
fluorimetrischen  S1P-Lyase/Phosphatase  Aktivitatstest —zur  Bestimmung  der
enzymatischen Degradierung fluoreszenzmarkierten 15-NBD-S1P eingesetzt. Die
Funktionsfahigkeit des Tests wurde mittels Inkubation der Proteine mit alkalischer
Phosphatase (1 U/ul) Gberpruft, welche wéhrend der halbstiindigen Inkubation die
Konzentration des eingesetzten 15-NBD-S1P um 10% herabsetzte. Im Vergleich
zwischen unstimulierten und LPS-stimulierten Ruckenmarkszelllysaten waren keine
Veranderungen des 15-NBD-S1P-Abbaus durch S1P-Lyasen und S1P-Phosphatasen
nachweisbar (Abbildung 3.8 A). Diese Ergebnisse wurden mittels eines S1P-
Lyase/Phosphatase  Aktivitatstests unter Verwendung akuter Schnitte adulten
Mausriickenmarks bestatigt. Bei einer Stimulation der Schnitte mit 40 mM KCI waren
auch in diesem Model keine Veranderungen des 15-NBD-S1P Abbaus durch S1P-Lyasen
und S1P-Phosphatasen nachweisbar (Abbildung 3.8 B). Demnach ist weder die
signifikante Abnahme der S1P-Konzentration in Rickenmarkszellen nach LPS
Behandlung noch die verringerte S1P-Konzentration in akuten Rickenmarksschnitten
nach Stimulation mit KCI auf eine erhohte Aktivitdt S1P-abbauender Enzyme
zuruckzufuhren. Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dass eine verminderte Aktivitat
der S1P-synthetisierenden Enzyme, der Sphingosin-Kinasen (SPHKSs), fur die
Erniedrigung der S1P-Konzentration nach nozizeptiver Stimulation verantwortlich ist.

Primére embryonale Rickenmarkszellen zeigten im Zellkulturmodell eine Abnahme der
S1P-Freisetzung nach Stimulation mit Lipopolysaccharid und TNF-a (Abbildung 3.6).
Dariiber hinaus fuhrte die Stimulation akuter Rickenmarksschnitte adulter Wildtyp-
Méause ebenfalls zu einer Erniedrigung der S1P-Konzentration. Eine erhdhte Aktivitat S1P



Ergebnisse 54

abbauender Enzyme (S1P-Phosphatasen 1/-2 und S1P-Lyasen) konnte als Grund fur die
Abnahme der S1P-Konzentration ausgeschlossen werden. Dieser Befund legt die
Vermutung nahe, dass eine verminderte Aktivitat der S1P-synthetisierenden Enzyme, der
Sphingosin-Kinasen 1/-2, fur die Erniedrigung der S1P-Konzentration nach nozizeptiver

Stimulation verantwortlich ist.
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Abbildung 3.8: Fluorimetrischer S1P-Lyase/Phosphatase Aktivitatstest. A. Primére
embryonale Rickenmarkszellen wurden einer 16 stindigen Behandlung mit LPS (1 pg/ml)
unterzogen und die enzymatische Degradation fluoreszenzmarkierten 15-NBD-S1P in LPS-
behandelten versus unbehandelten primaren embryonalen Rickenmarkszellen gemessen. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM von 17 Messungen. B. Abgebildet ist die enzymatische Degradierung
fluoreszenzmarkierten NBD-S1P in KCl-behandelten versus unbehandelten Rickenmarksschnitten.

Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils 3 Schnitten, prépariert aus 3 Rickenmarkern.

3.2.3 Beteiligung der Sphingosin-Kinasen 1 und -2 an der Regulation des
S1P-Gehalts in akuten Riuckenmarksschnitten

3.2.3.1 Sphingosin-Kinase-1 und -2-defiziente Mause

Zur Analyse der Rolle von Sphingosin-Kinasen bei der Abnahme der S1P-Konzentration
nach nozizeptiver Stimulation wurden von der Firma Novatis SPHK-1 und -2 Knockout
Mause zur Verfugung gestellt [91]. Zur Herstellung der SPHK-17" Mause wurden Exon 2
und ein Teil von Exon 6 des SPHK-1 Gens in den Zielvektor pRAY?2 einkloniert. Zur
Generierung der SPHK-2"7" Méause wurde Exon 7 des SPHK-2 Gens in den Vektor pRAY?2
einkloniert. Dieser Zielvektor flr die homologe Rekombination beinhaltete eine
Neomycin-Expressionskassette, welche eine Selektion Neomycin-resistenter Klone nach
Transformation in Balb/c embryonale Stammzellen ermdglichte. Die Neomycin-Insertion
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wurde in den Balb/c Auszuchtstamm gezichtet und der Genotyp mittels PCR Gberpruft
(Daten nicht gezeigt).

3.2.3.2 Expression der SPHK-1 und -2 im zentralen Nervensystem

Die Expression der Enzyme SPHK-1 und -2 wurde im zentralen Nervensystem adulter
Mause untersucht. Western Blot Analysen ergaben, dass SPHK-2 in Gehirn und -
Riickenmarksgewebe exprimiert ist (Abbildung 3.9 C+D). Eine Uberexpression des
Proteins SPHK-2 konnte sowohl im Gehirn als auch im Riickenmark SPHK-1-defizienter
Mausen nicht festgestellt werden. Der Nachweis einer vollstdndigen Abwesenheit des
Isoenzyms SPHK-1 in Rickenmark SPHK-1-defizienter Mduse konnte mittels Real-
Time-PCR erbracht werden (Abbildung 3.9 A). Auf mRNA Ebene war keine Anderung
der SPHK-1 Expression in SPHK-2-Knockout-Mé&usen im Vergleich zu Wildtyp Mé&usen
erkennbar (Abbildung 3.9. B).

In situ Hybridisierung der SPHKs, durchgefiihrt vom Allen Institute for Brain Science,
Seattle (WA), bestédtigen die Expression der SPHK-1 und SPHK-2 im adulten und
juvenilen Maus-Ruckenmark. Beide Isoformen konnten in cervikalen, thorakalen,
lumbalen und sakralen Bereichen des adulten Maus-Ruickenmarks nachgewiesen werden.
Daruber hinaus wurde die SPHK-2 auch im adulten Gehirn detektiert (http://www.brain-
map.org).

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sowohl SPHK-1 als auch SPHK-2 im ZNS
exprimiert sind. SPHK-1 Knockout Mé&use weisen keine verénderte Expression der
SPHK-2 auf Proteinebene auf. In SPHK-2-defizienten Mausen war keine Anderung des
MRNA-Gehalts von SPHK-1 festzustellen.
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Abbildung 3.9: Expression von SPHKs im ZNS. A. Expression der SPHK-1 im Riickenmark
adulter Wildtyp-, SPHK-1- und SPHK-2-defizienter Mause. Gelelektrophorese der Real-Time-PCR
Produkte von SPHK-1. Als Referenz wurde Aktin aufgetragen. B. Real-Time-PCR Analyse des
SPHK-1 mRNA-Gehalts normalisiert gegen Aktin. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM von 3
Tieren. C. Western blot Analyse der SPHK-2 Expression im Gehirn adulter Balb/c Wildtyp-, SPHK-
1- und SPHK-2-defizienter Mause. D. Western Blot Analyse der SPHK-2 Expression im Rickenmark
adulter Wildtyp-, SPHK-1- und SPHK-2-defizienter Mause.

3.2.3.3 Sphingolipidkonzentrationen im Rickenmark von Sphingosin-Kinase-1 und
-2 defizienten Mé&usen

Da nichts auf eine Beteiligung von S1P-Lyasen und S1P-Phosphatasen an der Senkung
der S1P-Konzentration wahrend der Nozizeption hindeutet, ist es wahrscheinlich, dass die
spinale S1P-Konzentration primér durch Aktivitatsanderungen der SPHKSs reguliert wird.
Um diese Vermutung zu prifen, wurden Messungen der Sphingolipidkonzentrationen im
Ruckenmark SPHK-1 und -2 defizienter Méduse durchgefiihrt.

Bei einem Vergleich des S1P-Gehalts in Ruckenmarksgewebe und Lysaten akuter
Ruckenmarksschnitte von SPHK-1 und -2-defizienten Mausen und Wildtyp Mausen,
zeigten SPHK-1-defiziente Ma&use einen zum Wildtyp &ahnlich hohen S1P-Gehalt
(Abbildung 3.10 A). Dies lasst darauf schliel3en, dass SPHK-1 nur fiir einen geringen Teil
der S1P-Synthese verantwortlich zu sein scheint. In SPHK-2-defizienten
Ruckenmarksproben konnte lediglich eine sehr geringe Menge von S1P nachgewiesen
werden, d.h. SPHK-1 kann im Rickenmark SPHK-2-defizienter Maéause keine
ausreichende Menge an S1P bilden. Die Expression der SPHK-2 scheint demnach fiir die
Synthese von S1P im Rickenmark von entscheidender Bedeutung zu sein.

Bei vergleichender Betrachtung der S1P-Konzentrationen in frisch entnommenem
Gewebe und in Lysaten akuter Riickenmarksschnitte fallt auf, dass der Grundgehalt an
S1P in den Wildtyp Mdausen und SPHK-1-defizienten Mdusen in den Schnitten um ein
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Vielfaches erhoht ist (Abbildung 3.10 B). In SPHK-2-defizienten Méusen wurde kein
signifikanter Unterschied des S1P-Gehalts zwischen Gewebe und Schnitt festgestellt.
Diese Befunde lassen vermuten, dass die hohe S1P-Konzentration in den Schnittlysaten
hauptséachlich von einer Aktivierung der SPHK-2 abhangig ist. Die tendentielle Erhdhung
der S1P-Konzentration in Schnitten der SPHK-2-defizienten Mdause deutet darauf hin,
dass auch die SPHK-1 einen Beitrag zu dem gesteigerten S1P-Gehalt in den
unstimulierten Ruckenmarksschnitten leistet. Die Aktivierung beider Sphingosin-Kinasen

kommt vermutlich auf Grund der Beschadigung des Gewebes durch den Schnittvorgang

zustande.
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Abbildung 3.10: Basale S1P-Konzentration im Rickenmarksgewebe und akuten
Ruckenmarksschnitten. A. Adulten Wildtyp Mausen und SPHK-1- bzw. -2-defizienten Mausen

wurden die lumbalen Bereiche (L4-L5) des Rickenmarks entnommen und im Ganzen (Gewebe) oder
als akute Ruckenmarksschnitte (Schnitte) homogenisiert. Die Konzentration von S1P in den Lysaten
wurde mittels LC-MS/MS bestimmt und ist in ng/mg Protein dargestellt. B. Vergleich der S1P-
Konzentration zwischen Gewebe und Lysaten akuter Rickenmarksschnitte innerhalb der einzelnen
Tiergruppen. Gezeigt sind die Mittelwerte von 24-25 Wildtyp Mé&usen, 13-19 SPHK-1-defizienten
Méausen und 6-12 SPHK-2-defizienten Mausen + SEM. Zweiseitiger t-TEST; * P < 0,05, *** P < 0,002.
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3.2.3.4 Sphingolipidkonzentrationen in stimulierten akuten Rickenmarksschnitten

Zur nédheren Untersuchung der Rolle der SPHKs bei der Regulation von S1P nach
nozizeptiver  Stimulation im  Rickenmark wurden Versuche an akuten
Ruckenmarksschnitten von Wildtyp Méusen durchgefiihrt. Die S1P-Konzentrationen
nahmen nach Stimulation mit KCI, NMDA und TNF-a signifikant ab (Abbildung 3.11 A),
was auf eine Hemmung der SPHKSs hindeutet.

Um die Frage zu Kklaren, wie die Hemmung der SPHKs durch die unterschiedlichen
Stimuli vermittelt wird, wurde unter anderem auch die Rolle von S1P und der S1P-
Rezeptoren ndher betrachtet. Hierzu wurden die S1P-Konzentrationen in akuten
Ruckenmarksschnitten durch 30 mindtige Inkubation mit 50 ng/ml TNF-a um 26%
herabgesenkt. Durch Vorinkubation der Schnitte mit einem S1P-Rezeptor-
Antagonistengemisch, bestehend aus W123, einem S1P; Antagonisten mit unbekannter
Selektivitat gegentiber den anderen S1P-Rezeptoren, dem S1P, spezifischen Antagonisten
JTE-013 und dem S1P; spezifischen Antagonisten Cayl10444, konnte die TNF-a-
vermittelte Konzentrationsabnahme von S1P in den Rickenmarksschnitten komplett
blockiert werden (Abbildung 3.11 B). Dieses Ergebnis spricht fur eine Rolle von
extrazellularem S1P und der S1P-Rezeptoren in der Kaskade, die zur Hemmung der
SPHKs flhrt. Bestatigt wurde diese Annahme durch die Inkubation akuter
Ruckenmarksschnitte mit dem S1P-Rezeptor-Agonisten FTY720-P. Diese Substanz kann
alle S1P-Rezeptoren mit Ausnahme von S1P, agonistisch stimulieren und flihrt dadurch in
den Ruckenmarksschnitten zu einer signifikanten Reduktion (<19,5%) der S1P-
Konzentration.

Dariiber hinaus wurde untersucht, ob der S1P;-Rezeptor fir die TNF-a-vermittelte
Konzentrationsabnahme von S1P in den Ruckenmarksschnitten verantwortlich ist. Eine
Inkubation der Schnitte mit dem S1P; spezifischen Rezeptor-Agonisten SEW2871 fihrte
zu einer signifikanten Abnahme der S1P-Konzentration (Abbildung 3.11 B). Durch
Vorinkubation der Schnitte mit dem S1P; Antagonisten W123 (die Selektivitadt zu den
anderen S1P-Rezeptoren ist nicht bekannt) konnte die TNF-a-vermittelte
Konzentrationsabnahme von S1P in den Rickenmarksschnitten blockiert werden. Diese
Ergebnisse belegen, dass S1P; an der Hemmung der SPHKSs beteiligt ist.
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Abbildung 3.11. Stimulation akuter Rickenmarksschnitte. A. S1P-Konzentrationen in
Lysaten akuter Rickenmarksschnitte von Wildtyp Méausen nach 30 mindtiger Stimulation mit 40
mM KCI, 100 pM NMDA oder 50 ng/ml TNF-a. Die S1P-Konzentrationen wurden mittels LC-
MS/MS gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte von 3-11 Messungen + SEM. B. S1P-Konzentrationen
in Lysaten akuter Rickenmarksschnitte von Wildtyp Méausen nach 30 mindtiger Stimulation mit 50
ng/ml TNF-a = 15 min{tige Vorinkubation mit 30 uM JTE-013, 7 uM W123 und 30 uM Cay10444, 1
UM FTY720-P, TNF-a = 15 mindtige Vorinkubation mit 7 uM W123 und 1 pM SEW2871. Die S1P-
Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte von 5
Messungen + SEM. Einseitiger t-TEST; * P <0,05, ** P <0,01.

Zusammenfassend fiihrt die nozizeptive Stimulation der akuten Rickenmarksschnitte zu
einer Freisetzung von S1P, die anschlieRend eine Reduktion der S1P-Synthese durch
Inhibierung der SPHKSs bedingt (Abbildung 3.12). Diesen Effekt von S1P auf seine eigene
Synthese kann man als negative Rickkopplung bezeichnen. An der Hemmung der SPHKs
durch deren Produkt S1P ist der Zelloberflachenrezeptor S1P; beteiligt.
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der negativen Rickkopplung von S1P in
akuten Ruckenmarksschnitten nach nozizeptiver Stimulation. Die Aktivierung der akuten

Ruckenmarksschnitte durch die verschiedenen Stimuli fuhrt zur Bildung und anschlieRenden
Freisetzung von S1P, wo es durch Anbindung an S1P; die Hemmung der SPHKSs vermittelt.

3.2.3.5 Beteiligung der SPHKs an der negativen Ruckkopplung

Geht man von einer negativen Rickkopplung durch S1P bei der Regulation der SPHK
Aktivitaten aus, so stellen sich die Fragen, ob beide SPHK Isoenzyme S1P bilden kdnnen,
welches inhibitorisch auf seine eigene Synthese wirkt, oder nur eine der beiden. Um diese
Frage zu kléaren, wurden Versuche an akuten Rickenmarksschnitten von SPHK-1- und 2-
defizienten M&usen durchgefiihrt.

Wéhrend die S1P-Konzentration in Lysaten akuter Ruckenmarksschnitte von Wildtyp
Mausen nach Stimulation mit NMDA und TNF-a signifikant abnahm (Abbildung 3.11
A), konnte eine deutliche Steigerung der S1P-Konzentration in SPHK-1 Knockout
Mausen nach Behandlung mit den zwei Stimuli festgestellt werden (Abbildung 3.13 A).
Dies zeigt, dass im Falle der Abwesenheit des SPHK-1 Isoenzyms die negative
Ruckkopplung tber S1P und somit die in den Wildtypen beobachtete Abnahme der S1P-
Konzentration ausbleibt. Das durch SPHK-2 gebildete S1P {bt demnach keinen
inhibitorischen Effekt auf seine eigene Synthese aus und es kommt in den
Ruckenmarksschnitten SPHK-1-defizienter Mause zu einer Anhdufung des durch SPHK-
2 gebildeten S1P.
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Interessanterweise zeigte die Behandlung von akuten Rickenmarksschnitten SPHK-1-
defizienter Mause mit dem S1P; spezifischen Agonisten SEW2871 und FTY720-P, einem
Agonisten aller S1P-Rezeptoren mit Ausnahme von S1P,, keine Beeinflussung der S1P-
Konzentration (Abbildung 3.13 A). Der S1P; Antagonist W123 (die Selektivitat zu den
anderen S1P-Rezeptoren ist nicht bekannt) und JTE-013, ein S1P, spezifischer
Antagonist, steigerten den S1P-Gehalt in den Schnitten signifikant, was vermuten I&sst,
dass S1P, eine Hemmung der SPHK-2 vermittelt. Das fur eine solche Hemmung
verantwortliche S1P muss durch SPHK-1 gebildet werden, da in den SPHK-1-defizienten
Méausen lediglich gesteigerte Aktivitaten der SPHK-2 zu verzeichnen sind.

Die Behandlung von akuten Rickenmarksschnitten SPHK-2-defizienter Mause mit
NMDA und dem S1P;-Rezeptor spezifischen Agonisten SEW2871 fiihrte zu einer
signifikanten Verringerung der S1P-Konzentration innerhalb der Schnittlysate (Abbildung
3.13 B). Wird der Rezeptor S1P; durch SEW2871 aktiviert, so kommt es demnach zu
einer Hemmung der SPHK-2 und somit zu einer Reduktion der S1P-Konzentration. Der
S1P, spezifische Antagonist JTE-013 hatte keinen Effekt auf die S1P-Konzentration.
Sowohl der Rezeptor S1P; als auch der Rezeptor S1P, zeigten im Rickenmark von
SPHK-defizienten Mausen keine Anderungen in der Proteinexpression im Vergleich zu
Wildtyp Mé&usen (Abbildung 3.13. C).

Die in Wildtyp Mé&usen und SPHK-2-defizienten M&usen beobachtete Absenkung der
S1P-Konzentration nach Stimulation ist somit vermutlich auf eine negative
Ruckkopplung, verursacht durch das von SPHK-1 gebildete S1P, zuriickzufiihren. An der
Vermittlung dieses Effekts ist der Rezeptor S1P; beteiligt, dessen Aktivierung die
Inhibierung der SPHK-1 bedingen kann.
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Abbildung 3.13: S1P-Konzentration in Lysaten akuter Ruckenmarksschnitte SPHK-

defizienter Mause. A. Akute Riickenmarksschnitte SPHK-1-defizienter Mause nach 30 miniitiger
Stimulation mit 100 uM NMDA, 50 ng/ml TNF-a, 7 uM W123, 1 uM SEW2871, 1 uM FTY720-P und
2,5 uM JTE-013. Die S1P-Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS gemessen. Gezeigt sind die
Mittelwerte von 13 Messungen + SEM. B. Akute Rickenmarksschnitte SPHK-2-defizienter Mause
nach 30 mindtiger Stimulation mit 100 uM NMDA + 15 min(tige Vorinkubation mit 2,5 uM JTE-013,
1 uM SEW?2871 und 2,5 uM JTE-013. Gezeigt sind die Mittelwerte von 3-12 Messungen + SEM.
Einseitiger t-TEST; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,002. C. Western Blot Analyse der S1P; und
S1P, Expression im Riickenmark adulter Balb/c Wildtyp-Mause, SPHK-1- und SPHK-2-defizienter

Mause.

Die Stimulation der akuten Ruckenmarksschnitte durch die verschiedenen nozizeptiven
Mediatoren flhrt zu einer Freisetzung von S1P, die anschlielend eine Hemmung der S1P-
Synthese bedingt. Das durch SPHK-2 gebildete S1P ubt keinen inhibitorischen Effekt auf
seine eigene Synthese aus, wohingegen das durch SPHK-1 gebildete und anschlieRend
freigesetzte S1P zu einer negativen Ruckkopplung fuhrt, indem es Uber den Rezeptor
S1P; die SPHK-1 und uber den Rezeptor S1P; die SPHK-2 hemmt und die Absenkung der
intra- und extrazellularen S1P-Konzentrationen bedingt (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Schematische Darstellung der negativen Rickkopplung von S1P in
Ruckenmarksschnitten nach Stimulation mit Schmerzmediatoren. Die Aktivierung der
akuten Ruckenmarksschnitte durch die verschiedenen Stimuli fuhrt zur Bildung von S1P. Das durch

SPHK-1 gebildete S1P gelangt in den extrazellularen Raum, wo es durch Anbindung an S1P; das
Isoenzym SPHK-1 inhibiert und durch Aktivierung des S1P, die Hemmung von SPHK-2 vermittelt.
Das durch SPHK-2 gebildete S1P verbleibt intrazellulér.

3.2.4 Regulation des spinalen S1P-Gehalts durch Sphingosin-Kinasen in vivo

3.2.4.1 Sphingolipidkonzentration im Dorsalhorn des Rickenmarks nach

peripherer nozizeptiver Stimulation mit Zymosan

Um zu prifen, ob die in vitro beobachtete negative Rickkopplung auch vor einem
physiologischen Hintergrund auftritt, wurde die spinale S1P-Konzentration in einem
haufig gebrauchten Model fir entziindliche Schmerzen betrachtet. Uber einen Zeitraum
von zwei Tagen wurden nach intraplantarer (i.pl.) Injektion von Zymosan die
Sphingolipidkonzentrationen im Dorsalhorn des Rickenmarks (L4-L5) Uberprift. Die
Konzentration von Sphingosin, S1P, Sphinganin und Sphinganin-1-P waren eine Stunde
nach Zymosaninjektion deutlich gesteigert, fielen nach zwei Stunden wieder ab und
blieben Uber den Zeitraum von 48 Stunden in diesem Konzentrationsbereich (Abbildung
3.15) bestehen.
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Die periphere nozizeptive Stimulation mit Zymosan A verursachte im Dorsalhorn des
Ruckenmarks von Wildtyp Mé&usen eine kurzzeitige Erhdhung der S1P und Sphinganin-1-
P-Konzentration. Bereits zwei Stunden nach i.pl. Injektion von Zymosan A &hnelten die
Konzentrationen der phosphorylierten Sphingolipide wieder denen der unstimulierten
Kontrolle. Die eine Stunde nach Zymosaninjektion auftretende Reduktion der S1P-
Konzentration ist vermutlich auf die durch S1P vermittelte negative Riickkopplung
zuriickzufihren. Das durch SPHK-1 gebildete und anschlieBend sezernierte S1P
vermittelt durch Anbindung an die S1P-Rezeptoren S1P; und S1P, die Hemmung beider
SPHKs.
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Abbildung 3.15: Sphingolipidkonzentration im Dorsalhorn nach peripherer nozizeptiver

Stimulation mit Zymosan. Zymosan A (12,5 mg/ml) wurde adulten C57BL6-Wildtyp Mausen
intraplantar (i.pl.) in eine Hinterpfote injiziert, das Dorsalhorn zu den angegebenen Zeitpunkten aus
dem Ruckenmark prépariert und die Konzentrationen von Sphingosin, S1P, Sphinganin und
Sphinganin-1-P mittels LC-MS/MS bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 5 Messungen
pro Zeitpunkt. Zweiseitiger t-TEST; * P < 0,05, ** P < 0,01.
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3.2.4.2 Auswirkung des SPHK-1-Inhibitors SK1-11 auf die Sphingolipidsynthese im

Dorsalhorn nach peripherer nozizeptiver Stimulation mit Zymosan

Um zu prifen, welche SPHK fiir den 1 Stunde nach Injektion von Zymosan beobachteten
Anstieg der S1P-Konzentration hauptverantwortlich ist, wurde die pharmakologische
Hemmung des Isoenzyms SPHK-1 in Anwesenheit beider SPHK Typen untersucht. Um
den Effekt eines SPHK-1 spezifischen Inhibitors (SK1-11; 2-(p-Hydroxyanilino)-4-(p-
chlorophenyl) thiazol) nach peripherer nozizeptiver Stimulation zu untersuchen, wurde 30
Minuten nach intrathekaler (i.th.) Gabe des SK1-1I (4,27 ug/kg) Zymosan A (12,5 mg/ml)
in beide Hinterpfoten von Wildtyp Mdusen intraplantar (i.pl.) injiziert. Nach ein- bzw.
zweistindiger Inkubation mit Zymosan wurden die lumbalen Bereiche (L4-L5) des
Ruckenmarks entnommen, das Dorsalhorn separiert und die Sphingolipidkonzentrationen
mittels LC-MS/MS bestimmt.

Der im Dorsalhorn des Rickenmarks von Wildtyp Mausen eine Stunde nach
intraplantarer Injektion von Zymosan A hervorgerufene Anstieg der S1P-Konzentration
konnte durch SK1-11-Gabe gehemmt werden (Abbildung 3.16 B). Dies deutet darauf hin,
dass der erhohte S1P-Gehalt hauptséchlich durch die Aktivitat der SPHK-1 zustande
kommt. Die zwei Stunden nach Zymosan beobachtete Abnahme der S1P-Konzentration
bleibt bei Hemmung der SPHK-1 aus, da das negativ rickkoppelnd wirkende S1P fehlt.
Aus diesem Grund wird die Aktivitdt der SPHK-2 nach i.th. Injektion des SPHK-1
spezifischen Inhibitors zwei Stunden nach Zymosaninjektion nicht gehemmt und es
kommt zu einer signifikanten Anhdufung des durch SPHK-2 gebildeten S1P (Abbildung
3.16 B).
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Abbildung  3.16:  Wirkung des SPHK-1 Inhibitors SK1-11 auf die
Sphingolipidkonzentration im Dorsalhorn des Ruickenmarks nach peripherer
nozizeptiver Stimulation mit Zymosan. Mittels LC-MS/MS detektierte Konzentrationen von
S1P, Sphingosin, Sphinganin-1-P und Sphinganin im Dorsalhorn (L4-L5) des Ruckenmarks von
adulten Balb/c Wildtyp Mausen. A. Sphingolipidkonzentration eine bzw. zwei Stunden nach
intraplantarer (i.pl.) Zymosaninjektion (12,5 mg/ml) in beide Hinterpfoten. B. SK1-11 Inhibitor (4,27
pa/kg) oder ACSF wurden i.th. injiziert 30 Minuten vor i.pl. Zymosaninjektion (12,5 mg/ml) in beide
Hinterpfoten. Sphingolipidkonzentration wurden eine bzw. zwei Stunden nach Zymosan gemessen.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 4-5 Tieren. Zweiseitiger t-TEST; * P < 0,05, ** P < 0,01, ***
P <0,002.

3.2.4.3 Auswirkung des SPHK-1-Inhibitors SK1-11 auf die Zymosan induzierte
thermale Hyperalgesie

Da die Hemmung der SPHK-1 durch intrathekale Injektion des SPHK-1-spezifischen

Inhibitors SK1-11 eine Akkumulation der S1P-Konzentration zwei Stunden nach

peripherer nozizeptiver Stimulation mit Zymosan A bewirkt, stellte sich die Frage, ob das
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durch SPHK-2 gebildete S1P einen Einfluss auf das nozizeptive Verhalten von Tieren
austibt. Aus diesem Grund wurde die Wirkung der intrathekalen Injektion von SK1-11 auf
Balb/c Wildtyp Mause auf die Zymosan induzierte thermale Hyperalgesie untersucht.
Eine intrathekale Applikation von SK1-1l induzierte an der mit Zymosan behandelten
Pfote nach einer Stunden eine deutliche Erh6hung des nozizeptiven Verhaltens im
Vergleich zu Mdusen, die Vehikel als Kontrolle erhielten (Abbildung 3.17). Nach zwei-,
drei- und vierstundiger Zymosan Behandlung wurden keine Unterschiede in der
Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt.

Dies bedeutet, dass das bei der Hemmung der SPHK-1 durch die Aktivitat der SPHK-2
akkumulierte S1P keinen Einfluss auf das nozizeptive Verhalten der Mause hat.
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Abbildung 3.17: Effekte der SPHK-1-Hemmung in der Zymosan induzierten,
mechanischen Hyperalgesie. Verhalten von Wildtyp Méausen auf periphere nozizeptive

Stimulation mit Zymosan. SK1-11 Inhibitor (4,27 pg/kg) oder ACSF (Vehikel) wurden intrathekal
(i.th.) injiziert 30 Minuten vor intraplantarer (i.pl.) Zymosaninjektion von 20 pl Zymosan A (3
mg/ml) in eine Hinterpfote. AnschlieBend wurden die Unterseiten beider Hinterpfoten thermal
stimuliert und die Schwelle bis zur nozizeptiven Reaktion bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der
Latenzzeit bis zum Wegziehen der Pfote in Sekunden (PWL). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von
8 Tieren. Zweiseitiger t-TEST; *P < 0,05, ** P < 0,01 verglichen mit Kontrolltieren.

3.2.4.4 Wirkung von FTY720-P auf die Sphingolipidkonzentrationen im

Ruckenmark nach nozizeptiver Stimulation

Vorarbeiten zeigten, dass intrathekal injiziertes FTY720 (3 pM) das nozizeptive
Verhalten von Ratten im Formalin Test im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant
verringert [74]. Bei FTY720 handelt es sich um ein strukturelles Analogon zu S1P,
welches in vivo zu FTY720-P phosphoryliert wird. FTY720-P ist ein hochaffiner Ligand
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren S1P; und S1P3s [18]. Um zu kléren, ob FTY720-P
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den Anstieg von S1P im Rickenmark eine Stunde nach nozizeptiver Stimulation hemmt,
wurde 10 Minuten nach intrathekaler Gabe von FTY720-P (3 uM) Zymosan A (12,5
mg/ml) in beide Hinterpfoten von Wildtyp-Mdausen intraplantar (i.pl.) injiziert. Nach
einstiindiger Inkubation mit Zymosan A wurden lumbale Bereiche (L4-L5) des
Ruckenmarks entnommen, das Dorsalhorn prapariert und die
Sphingolipidkonzentrationen mittels LC/MS-MS bestimmt. Wie in Abbildung 3.18
gezeigt, kommt es nach i.th Injektion von FTY720-P zu keiner Anderung des
Sphingolipidgehalts nach nozizeptiver Stimulation mit Zymosan. FTY720-P hemmt
demnach die durch SPHK-1 verursachte Erhéhung der S1P-Konzentration. Diese Hemmung
der SPHK-1 wird vermutlich Uber die durch FTY720-P-vermittelte Aktivierung des S1P,
Rezeptors vermittelt, was nachweislich zu einer Hemmung der SPHK-1 fiihrt (Kapitel
3.2.3.5).
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Abbildung 3.18: Wirkung von FTY720-P auf die Sphingolipidkonzentration im
Dorsalhorn des Rickenmarks nach peripherer nozizeptiver Stimulation mit Zymosan.
Mittels LC-MS/MS detektierte Konzentrationen von S1P, Sphingosin, Sphinganin-1-P und
Sphinganin im Dorsalhorn (L4-L5) des Rickenmarks von adulten Balb/c Wildtyp Mausen. FTY720-
P (3 uM) oder ACSF wurden i.th. injiziert 10 Minuten vor i.pl. Zymosaninjektion (12,5 mg/ml) in
beide Hinterpfoten. Sphingolipidkonzentration wurden eine Stunde nach Zymosaninjektion

gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte+ SEM von 4 Tieren.

3.2.4.5 Besonderheiten in der nozizeptiven Verarbeitung SPHK-1 und -2-
defizienter Mause

Zur Detektion thermaler Akutschmerzen von SPHK-1 und -2 defizienten Mausen wurde
der Hot-Plate Test durchgeftihrt. Die Mause wurden auf eine 52 °C warme Platte gesetzt
und es wurde die Zeit bis zum Einsetzen des Fluchtreflexes bestimmt. Der Hot-Plate Test
zeigte keine Unterschiede zwischen SPHK-1-defizienten M&usen und Wildtyp-Tieren.
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Die SPHK-2 Knockout Mause zeigten, in Ubereinstimmung mit den bereits
veroffentlichten Ergebnissen [70], eine signifikant reduzierte Schmerzschwelle
(Abbildung 3.19). Dies steht im Gegensatz zu der in Kapitel 3.2.4.3 gemachten
Feststellung, dass durch SPHK-2 gebildetes intrazelluldres S1P keinen Einfluss auf die
akute Schmerzverarbeitung ausibt.
Hot-Plate Test
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Abbildung 3.19: Schmerzverhalten SPHK-1-und 2-defizienter Mause in einem Model
fUr akuten Schmerz. Hot-Plate Test. Die Mause wurden auf eine 52 °C heiRe Platte gesetzt und die

Zeit bis zum Einsetzen des nozizeptiven Verhaltens gemessen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von 5-9 Messungen. Einseitiger t-TEST; ** P<0,01.

Bei Betrachtung der Sphingolipidkonzentrationen in den lumbalen Bereichen (L4-L5)
adulten Rickenmarks fallt auf, dass sich die Sphingolipid-Werte SPHK-1-defizienter
Mause nicht signifikant von denen der Wildtyp Tiere unterscheiden (Abbildung 3.20 A),
wahrend im Rickenmark SPHK-2-defizienter M&use eine signifikante Erhéhung von
Sphingosin und Sphinganin und eine signifikante Reduktion von S1P- und Sphinganin-1-
P stattfand. Diese Beobachtungen stimmen auch mit den Analysen der akuten
Ruckenmarksschnitte tberein. Diese Daten deuten darauf hin, dass nicht, wie zuvor
angenommen [70], die Reduktion von endogenem S1P, sondern der erhohte
Sphingosingehalt im Ruckenmark SPHK-2-defizienter Mé&use fur die pronozizeptiven
Effekte verantwortlich sein konnte. Erst kurzlich wurde beschrieben, dass Sphingosin die
Fusion synaptischer Vesikel erhthen kann [92]. Die erhéhte Sphingosinkonzentration in
den SPHK-2 Knockout Mausen kénnte demnach die Ausschittung der Neurotransmitter

steigern und so die Schmerzverarbeitung fordern.



Ergebnisse 70

Desweiteren waren im Blutplasma SPHK-1-defizienter Mduse im Vergleich zu den
Wildtyp Méusen die Konzentrationen von Sphingosin, S1P, Sphinganin und Sphinganin-
1-P signifikant reduziert (Abbildung 3.20 B), wohingegen im Blutplasma SPHK-2-
defizienter Mé&use eine signifikante Steigerung der Sphingosin- und S1P-Konzentrationen
festgestellt werden konnte. Die hohe Konzentration von S1P im Blut tragt ebenfalls dazu
bei, dass SPHK Knockout Mause nicht fir Untersuchungen am Schmerzmodell der
Zymosan-induzierten Hyperalgesie geeignet sind, da S1P bei Entziindungsreaktionen und
der peripheren Schmerzverarbeitung eine pronozizeptive Rolle spielt (personliche
Mitteilung von Professor Michaela Kress) [20, 93, 94] . Daher ist es nicht moglich, die
Ergebnisse inflammatorischer Schmerzmodelle unter Einsatz von SPHK Knockout

Méausen spezifischen S1P Effekten zuzuordnen.
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Abbildung 3.20: Sphingolipidkonzentration in SPHK-1 und -2-defizienten Mausen. A.
Konzentrationen von Sphingosin, S1P, Sphinganin und Sphinganin-1-P im Ruckenmark adulter
Balb/c Wildtyp Mé&use, SPHK-1 und -2-defizienter Mause, detektiert mittels LC-MS/MS. B.
Konzentrationen von Sphingosin, S1P, Sphinganin und Sphinganin-1-P im Blutplasma, detektiert
mittels LC-MS/MS. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 7 Tieren. Zweiseitiger t-TEST; * P <
0,05, *** P < 0,002 im Vergleich zu Wildtyp Mausen.
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3.2.4.6 Negative Ruckkopplung in nicht-neuronalen Zelllinien

Als néchstes wurde gepruft, ob es sich bei der negativen Rickkopplung um ein
riickenmarksspezifisches Phanomen handelt oder einen generellen Mechanismus darstellt.
Hierzu wurden verschiedene Zelllinien fir zwei Stunden mit dem S1P; Rezeptor-
Antagonisten W123 (die Selektivitat zu den anderen S1P-Rezeptoren ist nicht bekannt)
inkubiert. AnschlieBend wurde bestimmt, ob die Blockade der S1P-Rezeptoren die S1P-
Konzentrationen der Zelllinien beeinflusst. Tatséchlich erhdhte die Behandlung mit dem
S1P-Rezeptor-Antagonisten den S1P-Gehalt in murinen 3T3 Fibroblasten, murinen
RAW?264.7 Makrophagen und der humanen Gebarmutterhalskrebszelllinie Hela
(Abbildung 3.21). Dieses Ergebniss lasst vermuten, dass es sich bei der im Rickenmark
beobachteten negativen Rickkopplung um einen allgemeinen regulatorischen
Mechanismus handelt.
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Abbildung 3.21: Wirkung eines S1P-Rezeptor-Antagonisten auf die S1P-Konzentration
in nicht-neuronalen Zelllinien. Mittels LC-MS/MS detektierte Konzentrationen von S1P in
Zelllysaten von murinen 3T3 Fibroblasten, murinen RAW?264.7 Makrophagen und der humanen
Gebéarmutterhalskrebszelllinie HeLa. Die Zellen wurden fur 2 h mit oder ohne Zugabe des S1P-
Rezeptor-Antagonisten W123 (7 uM) inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte+ SEM von 3 Versuchen.
Zweiseitiger t-TEST; * P<0,05, ** P<0,01.
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3.3 Nicht-Rezeptorvermittelte Effekte von FTY720 und dessen Analoga

3.3.1 Wirkung von FTY720 auf Eicosanoidplasmakonzentrationen

Mit Hilfe von Untersuchungen an bekannten und neu synthetisierten S1P-Rezeptor-
Agonisten und -Antagonisten sollten Hinweise flr eine neuartige, pharmakologische
Schmerztherapie erarbeitet werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind bereits eine Vielzahl
verschiedener S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten entwickelt und charakterisiert
worden. Der bekannteste und wohl am besten untersuchte S1P Agonist ist FTY720.

Wie bereits in Kapitel 3.2.4.5 beschrieben, verringert intrathekal injiziertes FTY720

(20 ul einer 3 uM-L6sung) das nozizeptive Verhalten von Ratten im Formalin Test im
Vergleich zu Kontrolltieren signifikant [74]. Neben dem antinozizeptiven Effekt wurde
ein inhibitorischer Effekt von FTY720 auf die Sekretion von Eicosanoiden im Blutplasma
nachgewiesen [70, 74]. Nach intraperitonealer Injektion von 0,01 mg/kg FTY720 wurde
eine signifikante Reduktion der Konzentrationen von PGE;, PGD, und Thromboxan A;
(TxA2), gemessen als dessen stabiles Metabolit TxB,, im Blutplasma von Ratten
nachgewiesen.

Im Blutplasma von Méusen reduzierte intraperitoneal gegebenes 0,1 mg/kg FTY720 die
Konzentration von PGE, und TxB, ebenfalls signifikant (Abbildung 3.22). Neben
FTY720 wurde der Effekt zweier S1P-Rezeptor selektiver Agonisten auf die
Plasmakonzentration von PGE; getestet. Sowohl der selektive S1P; Agonist SEW2871 als
auch VPC23153, ein Agonist fur S1P;, S1P;, S1P, und S1Ps zeigten Kkeinen
inhibitorischen Effekt auf die Sekretion von PGE; und TxB;.
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Abbildung 3.22: Einfluss von S1P-Rezeptor-Agonisten auf die Prostanoidsynthese. A.
Strukturen bekannter S1P-Rezeptor-Agonisten. SEW2871, (5-(4-Phenyl-5-trifluoromethylthiophen-2-
yD)-3-(3-trifluoromethylphenyl)-(1,2,4)-oxadiazol); VPC23153, (R)-Phosphorsdaure mono-[2-amino-2-
(6-octyl-1H-benzoimiazol-2-yl)-ethyl] ester; FTY720, 2-amino-2-(2-(4-octylphenyl) ethyl)-1,3-
propanediol hydrochlorid. B. PGE,-Konzentration im Blutplasma adulter Mause eine Stunde nach
intraperitonealer Gabe von 0,1 mg/kg FTY720, 3,25 mg/kg SEW2871 und 0,92 mg/kg VPC23153.
Gezeigt sind die Mittelwerte von 6 Messungen + SEM in Prozent der Kontrolle. Zweiseitiger t-TEST;
*P <0,05.

Eicosanoidmetabolite spielen in einer Vielzahl von pysiologischen und pathologischen
Ereignissen eine wichtige Rolle, die Schmerzverarbeitung eingeschlossen. So ist bekannt,
dass eine Hemmung der Prostanoidsynthese im Rickenmark eine antinozizeptive
Wirkung vermittelt [75]. Daher besteht die Mdoglichkeit, dass die Hemmung der
Prostanoidsynthese zu der antinozizeptiven Wirkung von FTY720 beitragt. Darliber
hinaus ist bekannt, dass FTY720 die cAMP-Synthese verringert [55]. FTY720 vereint
demnach den cAMP-reduzierenden Effekt der Opioide und den Prostaglandin-inhibierenden
Effekt der nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs), welche die beiden weltweit am
haufigsten zur Behandlung von Schmerzen eingesetzten Arzneimittel-Gruppen darstellen.
Aus diesem Grund ist die Herstellung und Erforschung neuer S1P- Rezeptor
subtypspezifische Agonisten oder Antagonisten, welche hemmend auf die Synthese von
Prostaglandinen und cAMP wirken kdnnen, von grof3em Interesse fur die Entwicklung

innovativer Therapeutika zur Behandlung chronischer Schmerzen.
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3.3.2 Charakterisierung der Wirkung von FTY720-Analoga auf die
Eicosanoidsynthese

Zur vergleichenden Analyse neu synthetisierter potentieller Agonisten und Antagonisten
G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, zur Verfligung gestellt von Prof. Dr. Holger Stark
(Institut fur Pharmazeutische Chemie, Johann Wolfgang Goethe Universitét, Frankfurt),
wurden bereits bekannte und umfassend beschriebene S1P-Rezeptor-Agonisten und -
Antagonisten herangezogen. Aus der Literatur bekannte Agonisten, die bei den folgenden
Untersuchungen zum Einsatz kamen, waren SEW2871, VPC23153, FTY720 und
FTY720-P. FTY720 stellt ein strukturelles Analogon zu S1P dar [55, 56] und kann in vivo
durch SPHK-2 zu FTY720-P phosphoryliert werden. Das Phosphatestermetabolit von
FTY720 (FTY720-P) ist ein hochaffiner Ligand der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
S1P; und S1Ps;s [18]. Im Vergleich zu diesen bereits gut charakterisierten Agonisten
wurden die neu synthetisierten potentiellen Agonisten ST-967, ST-969 und ST-970
getestet. ST-967 ist ein Phosphonat-Analogon von FTY720. ST-969 stellt die
unphosphorylierte Form von ST-970 dar.

Neben den S1P-Rezeptor-aktivierenden Substanzen wurden auch Antagonisten in den
folgenden Untersuchungen eingesetzt. Zu den gut charakterisierten S1P-Rezeptor-
Antagonisten gehort der S1P, Antagonist JTE-013, der S1P; Antagonist W123 mit
unbekannter Selektivitdt zu den anderen S1P-Rezeptoren [65] und der S1P;3 selektive
Antagonist CAY10444. ST-968, ST-971, ST-972 und ST-973 sind neu synthetisierte

FTY720-Analoga, welche auf ihre antagonisierende Wirkung getestet werden sollten.
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Abbildung 3.23: Strukturen bekannter und neu synthetisierter S1P-Rezeptor-Agonisten
und -Antagonisten. FTY720 (2-Amino-2-(2-[4-octylphenyl]ethyl)-1,3-propandiol-hydrochlorid)
wird in vivo zu FTY720-P phosphoryliert, ST-967 (2-Amino-2-(hydroxymethyl)-4-(4-
octylphenyl)butyl phosphonsdure), ST-969 (2-Amino-2-(4-(heptyloxy)phenethyl)propan-1,3-diol), ST-
970 (2-Amino-4-(4-(heptyloxy)phenyl)-2-(hydroxymethyl)butyl-dihydrogen-phosphat). W123 (3-{[3-
hexyl-phenylcarbamoyl)-methyl]-amino}-propionsaure), JTE-013 [1,3-Dimethyl-4-(2-methylethyl)-
1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-6-yl]-4-(3,5-dichloro-4-pyridinyl)-semicarbazid, CAY10444 (2-undecyl-
thiazolidin-4-carbonsaure), ST-971  (2-Amino-4-(4-(heptyloxy)phenyl)-2-(hydroxymethyl)butyl-
phosphonséure), ST-972 (2-(4-(Heptyloxy)phenethyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)propan-1,3-diol) und ST-973
(1-Hydroxy-2-(hydroxymethyl)-N,N,N-trimethyl-4-(4-octylphenyl)butan-2-ammonium iodide).
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3.3.3 Rezeptoraktivierung potentieller S1P-Rezeptor-Agonisten

Zunéchst wurden die neu synthetisierten FTY720-Analoga auf die Fahigkeit hin getestet,
Rezeptoren zu aktivieren. Zu diesem Zweck wurden GTPyS® Bindungsstudien unter
Verwendung von Membranpreparationen von Gehirnen adulter Mduse durchgefiihrt. Wie
in Abbildung 3.24 A dargestellt, vermittelte S1P in Konzentrationen von 10 pM eine
signifikante GTPyS®™ Anbindung an die membranstandiger G-Protein-Rezeptoren von 7
MM/mg. Eine signifikante G-Proteinaktivierung konnte bis hin zu physiologischen
Konzentrationen von 1 uM S1P detektiert werden. Niedrigere Konzentrationen von S1P
zeigten keinen G-Proteinaktivierenden Effekt mehr. Im Vergleich zu S1P vermittelte das
neu synthetisierte FTY720-Analogon ST-967 eine wesentlich héhere GTPyS® Bindung.
Die G-Proteinaktivierung durch das FTY720-Phosphonat ST-967 konnte bis in den
Konzentrationsbereich von 100 nM nachgewiesen werden. Bei vergleichender Analyse
der unphosphorylierten Substanzen und deren Phosphatester Metabolite FTY720-P und
ST-970 zeigte sich, dass lediglich die phosphorylierten Formen eine G-Protein-
Aktivierung vermitteln konnten (Abbildung 3.24 B). Dies zeigt, dass die
Phosphorylierung fir die agonistische Wirkung ausschlaggebend ist. Sowohl FTY720-P
als auch ST-970 vermittelten eine GTPyS® Anbindung in Konzentrationen von 10 bis 0,1
UM, wobei FTY720-P die G-Proteine stéarker aktivierte als ST-970.
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Abbildung  3.24:  GTPyS*-Bindungsstudie mit  S1P-Rezeptor-Agonisten. A
Konzentrationsabhéngige G-Proteinaktivierung durch S1P und ST-967. B. Konzentrationsabhangige
G-Proteinaktivierung durch FTY720-P, ST-970 und deren unphosphorylierten Derivaten FTY720
und ST-969. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 3-4 Messungen. Die Signifikanz bezieht sich auf
die niedrigste Konzentration. Einseitiger t-TEST; * P <0,05.

3.3.4 S1P-Rezeptoraktivierung potentieller Agonisten

Zur Untersuchung der Affinitat der neu synthetisierten FTY720-Analoga zu S1P-
Rezeptoren, wurden die Membranproteine mit drei spezifischen S1P-Rezeptor-
Antagonisten vorinkubiert und die verbleibende Aktivierung der G-Protein durch die
einzelnen Substanzen bestimmt. Um deren Wirkung an mdglichst vielen S1P-Rezeptoren
zu antagonisieren, wurde eine Mischung aus dem S1P; Antagonisten W123 mit
unbekannter Selektivitat zu den anderen S1P-Rezeptoren, dem S1P,-Rezeptor-Antagonist
Cayl0444 und dem S1Ps;-Rezeptor-Antagonist JTE-013 eingesetzt. Diese
Antagonistenmischung reduzierte die durch S1P und FTY720-P vermittelte GTPyS®
Anbindung um >60 % (Abbildung 3.25). Durch die S1P Antagonistenmischung konnte
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ca. die Halfte der mittels ST-967 stimulierten G-Proteinaktivierung verhindert werden.
Ein &hnliches Bild ergab sich beim Einsatz des S1Pi45 Agonisten VPC23153. Das
FTY720 Analog ST-970 konnte noch rund 60 % seines G-Proteinaktivierenden Effekts
austiben. Die neu hergestellten FTY720-Analoga aktivieren demnach S1P-Rezeptoren.
Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen, dass die FTY720-Analoga ST-967 und
ST-970 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktivieren, was durch S1P-Rezeptor-
Antagonisten aufgehoben werden kann. ST-967 weist dabei eine stérkere S1P-
Rezeptoraffinitat auf als ST-970. Lediglich die phosphorylierten Formen der getesteten
Substanzen konnten die G-Protein-Aktivierung vermitteln. Die Phosphorylierung ist
demnach fur die agonistische Wirkung ausschlaggebend.
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Abbildung 3.25: Affinitdt neu synthetisierter FTY720-Analoga zu S1P-Rezeptoren.
Inhibierung der durch die S1P-Rezeptor-Agonisten induzierten G-Proteinaktivierung durch einen
S1Py3-Rezeptorantagonisten-Mix. Membranproteine wurden mit 30 uM JTE-013, 7 uM W123 und
30 uM Cay10444 15 Minuten vorinkubiert bevor 10 uM S1P, FTY720-P, ST-967, ST-970 oder 3 uM
VPC23153 zugegeben wurden. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 3 Messungen. Einseitiger t-
TEST; * P <0,05, ** P < 0,01, ***P <0,002.

3.3.5 Rezeptoraktivierung durch potentielle S1P-Rezeptor-Antagonisten

Als néchstes wurden die potentiellen G-Protein Rezeptor-Antagonisten auf ihre Fahigkeit
hin getestet, G-Proteine zu aktivieren. Wie in Abbildung 3.26 zu erkennen, vermittelten
die Substanzen ST-968, ST-971, ST972 und ST-973 keine signifikante GTPyS®
Anbindung.
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Abbildung 3.26: GTPyS*-Bindungsstudie mit S1P-Rezeptor-Antagonisten. Die
Aktivierung von G-Proteinen durch ST-968, ST-971, ST-972 und ST-973 wurde im
Konzentrationsbereich von 3 uM bis hin zu 0,1 pM bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von 3 Messungen. Einseitiger t-TEST; * P < 0,05.

Des Weiteren sollte geprift werden, ob die FTY720-Analoga ST-968, ST-971, ST-972
und ST-973 die Fahigkeit besitzen, einen antagonistischen Effekt auf S1P-Rezeptoren
auszuliben. Zu diesem Zweck wurden die Membranproteine mit 30 uM der einzelnen
Antagonisten vorinkubiert und im Anschluss die verbleibende durch 3 puM S1P
vermittelte GTPyS® Anbindung bestimmt. In Kombination mit ST-968 induzierte S1P
eine normale G-Proteinaktivierung, was einen antagonistischen Effekt dieser Substanz
ausschlieBt. ST-971, ST-972 und ST-973 senkten die S1P vermittelte GTPyS®
Anbindung signifikant, wobei ST-973 die S1P stimulierte G-Proteinaktivierung komplett
hemmte (Abbildung 3.27).

Zusammenfassend zeigte sich, dass die FTY720-Analoga ST-968, ST-971, ST972 und
ST-973 keine agonistische Wirkung auf Rezeptoren austiben. Mit Ausnahme von ST-968
inhibierten alle getesteten Substanzen die durch S1P induzierte G-Proteinaktivierung. ST-
968 ist demnach kein S1P-Rezeptor-Antagonist, wéhrend es sich bei ST-971, ST972 und
ST-973 um S1P-Rezeptor-Antagonisten handelt.
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Abbildung 3.27: Antagonistische Effekte neu synthetisierter FTY720-Analoga.
Inhibierung der S1P induzierten G-Proteinaktivierung durch die neu synthetisierten Antagonisten.
Membranproteine wurden mit 30 pM ST-968, ST-971, ST-972 oder ST-973 fir 15 Minuten
vorinkubiert bevor die Aktivierung durch 3 uM S1P stimuliert wurde. Gezeigt sind die Mittelwerte +
SEM von 3 Messungen. Einseitiger t-TEST; * P <0,05, ** P <0,01.

3.3.6 Wirkung der FTY720-Analoga auf die cCAMP-Synthese primarer

embryonaler Ruckenmarkszellen

Wie bereits in Kapitel 3.1.2 beschrieben hemmt S1P die Synthese von cAMP mittels
Aktivierung inhibitorischer G-Proteine. Die Effekte der FTY720-Analoga auf die CAMP-
Synthese in priméaren embryonalen Rickenmarkszellen sollten ebenfalls untersucht
werden. Alle getesteten S1P-Rezeptor-Agonisten inhibierten signifikant die Forskolin-
stimulierte cAMP-Synthese in Rickenmarkskulturen (Abbildung 3.28). Auffallig ist, dass
die unphosphorylierten Substanzen FTY720 und ST-969 eine geringere inhibitorische
Wirkung zeigen als deren bereits in phosphoryliertem Zustand eingesetzte Analoga
FTY720-P und ST-970. Dies ist vermutlich darauf zurtickzuftihren, dass FTY720 und ST-
969 zunachst in den Zellen phosphoryliert werden missen bevor sie an S1P-Rezeptoren
binden und damit die cAMP-Synthese hemmen kdénnen.

Alle potentiellen S1P-Rezeptor-Antagonisten wiesen keinen inhibitorischen Effekt auf die
Forskolin-stimulierte cAMP-Synthese in Rickenmarkskulturen auf. Bei gleichzeitiger
Gabe mit FTY720-P war ST-968 nicht in der Lage, die FTY720-P vermittelte Hemmung
der cAMP-Synthese zu revidieren. Auch die anderen Antagonisten ST-971, ST-972 und
ST-973 konnten den Effekt von FTY720-P nicht signifikant vermindern. Dennoch war
eine leichte antagonistische Tendenz zu erkennen, die bei ST-973 am stérksten ausgeprégt

war.
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Die FTY720-Analoga ST-968, ST-971, ST-972 und ST-973 wiesen keinen
inhibitorischen  Effekt auf die  Forskolin-stimulierte ~ cAMP-Synthese  in
Ruckenmarkskulturen auf und konnten die durch FTY720-P verursachte Absenkung der
intrazelluldaren cAMP-Konzentration nicht inhibieren. Da es sich bei den neu
synthetisierten Substanzen vermutlich um kompetitive Antagonisten handelt, kdnnte
deren Effekt erst bei Einsatz hoherer Konzentrationen zum Tragen kommen.
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Abbildung 3.28: Inhibierung der cAMP-Synthese in primédren embryonalen
Ruckenmarkszellen durch  FTY720-Analoga. A. Gemischtkulturen embryonaler
Ruckenmarkszellen wurden 5 Minuten mit 100 uM IBMX vorinkubiert. Die Stimulation der cAMP-
Synthese erfolgte durch 15 minttige Inkubation mit Forskolin unter zeitgleicher Gabe von 1 pM der
FTY720-Analoga. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 3-4 Messungen. B. Gemischtkulturen
embryonaler Rickenmarkszellen wurden mit 100 uM IBMX vorinkubiert. Die Stimulation der
CAMP-Synthese erfolgte durch 15 minltige Inkubation mit Forskolin unter zeitgleicher Gabe von 1
UM FTY720-P und 1 uM der jeweiligen Antagonisten. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 6-11
Messungen. Die Signifikanz bezieht sich auf die Proben ohne FTY720. Zweiseitiger t-TEST; * P <
0,05, ** P<0,01, *** P<0,002.
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3.3.7 Effekte der FTY720-Analoga auf die Eicosanoidsynthese in vitro

3.3.7.1 Einfluss von FTY720 auf die Prostaglandin E; Synthese

Zur ndheren Analyse der Wirkung von FTY720 und dessen Analoga auf die Synthese von
Prostaglandinen wurde eine geeignete Zelllinie zur Durchfiihrung von in vitro Versuchen
gesucht. FTY720 rief in aus Dorsalwurzelganglien adulter Mduse isolierten Neuronen
(DRGs) sowie in Gemischt- (Mix) und neuronenangereicherte Kulturen embryonaler
Ruckenmarkszellen keine Verdnderung der TNFa/A23107 stimulierten PGE;-
Konzentration hervor (Abbildung 3.29 A).

Zur Prufung der Integritat der embryonalen Riuckenmarkskulturen wurden diese mit LPS
und verschiedenen Konzentrationen an Metamizol, einem potenten analgetischen und
antipyretischen Arzneimittel (freundlicherweise von Sanofi-Aventis, Frankfurt zur
Verfligung gestellt) stimuliert. Metamizol hemmt in vitro [95, 96] und in vivo [97, 98]
Cyclooxygenasen, die Arachidonsdaure zu PGH, umformen, welches anschliefend durch
verschiedene terminal Synthasen z.B. zu Prostaglandin E; (PGE;) umgesetzt wird. Die
Detektion der PGEj;-Konzentration mittels LC-MS/MS ergab eine dosisabhéngige
Hemmung der PGE,-synthese durch Metamizol in den LPS-stimulierten embryonalen
Ruckenmarkszellen, publiziert in Linke et al. [85] (Abbildung 3.29 B).

FTY720 senkte die A23107-stimulierte PGE; Freisetzung aus HelLa-Zellen signifikant ab.
Eine signifikante Abnahme des PGE-Gehalts konnte ebenfalls bei FTY720-Behandlung
LPS-stimulierter Blutzellen festgestellt werden. Der Vollbluttest wurde als geeignetes in
vitro Model zur n&heren Analyse der Effekte von FTY720 und dessen Analoga auf die

Prostaglandinsynthese ausgewahlt.
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Abbildung 3.29: Prostaglandin E,-Konzentrationen in verschiedenen Zellkultur-
Systemen. A. HelLa-Zellen wurden 15 Minuten mit oder ohne 1 uM FTY720 inkubiert, bevor 2 uM

A23187 fur 2 h zugegeben wurde. DRG Neurone von adulten Mdausen, sowie Gemischt- (Mix) und
neuronenangereicherte Kulturen embryonaler Riickenmarkszellen wurden 15 h mit 50 ng/ml TNF-a
inkubiert. 1 uM FTY720 wurde 15 Minuten vor Beginn der zweistiindigen Stimulation mit 2 uM
A23187 gegeben. Frisch heparinisiertes murines Blut wurde fir 24 h mit 100 pg/ml LPS und
gleichzeitiger Gabe von 1 uM FTY720 inkubiert und die PGE,-Konzentrationen im Blutplasma
bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 3-5 Messungen. Zweiseitiger t-TEST; *** P <
0,002 verglichen mit FTY720-unbehandelten Zellen. B. Gemischtkulturen embryonaler
Riickenmarkszellen wurden fiir 24 h mit LPS (1 pg/ml) und den angegebenen Metamizol-
Konzentrationen inkubiert. Die PGE,-Konzentrationen wurden im Zelltberstand mittels LC-MS/MS
detektiert. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 2 Messungen. Einseitiger t-TEST; * P <0,05.

3.3.7.2 Wirkung der FTY720-Analoga auf die Prostaglandin E, Synthese im
Vollbluttest

Wie bereits in Kapitel 3.4.4.1 beschrieben hemmt FTY720 die LPS-stimulierte PGE;
Freisetzung aus Blutzellen adulter Mause vollstdndig. Dessen phosphorylierte Form
FTY720-P senkte die PGE;-Konzentration ebenfalls, nicht aber so stark wie dessen
unphosphorylierte Form FTY720. FTY720-Phosphonat (ST-967) und ST-970 blockten
die PGE; Sekretion komplett und auch ST-969, die unphosphorylierte Form von ST-970,
inhibierte die Freisetzung deutlich. Daruber hinaus zeigte der S1Pigus Agonist
VPC23153 einen inhibitorischen Effekt auf die Synthese von PGE,. Der S1P; Agonist
SEW2871 hingegen bedingte keine Veranderung der PGE;-Konzentration im Blutplasma.
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Der Vollbluttest mit den potentiellen S1P-Rezeptor-Antagonisten ST-968, ST-971, ST-
972 oder ST-973 ergab, dass lediglich ST-972 und ST-973 zu einer signifikanten
Abnahme der PGE,-Konzentration im Blutplasma fuihrten (Abbildung 3.30).

Sowohl die bereits phosphoryliert eingesetzten Agonisten FTY720-P und ST-970 als auch
deren unphosphorylierte Formen FTY720 und ST-969 hemmten die LPS-stimulierten
Sekretion von PGE; im Vollbluttest, wobei die phosphorylierten Formen der eingesetzten
Metabolite die starkste Hemmung verursachten. Auch die Inkubation mit dem S1P1/3/4/5
Agonisten VPC23153, FTY720-Phosphonat ST-967, den potentiellen Antagonisten ST-
972 und ST-973 fuhrten zu einer signifikanten Abnahme der PGE,-Konzentration. Der
S1P;-spezifische Agonist SEW2817, S1P, sowie die beiden potentiellen S1P-Rezeptor
Antagonsiten ST-968 und ST-971 bedingten keine signifikante Anderung der PGE,-

Konzentration.
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Abbildung 3.30: Bestimmung der PGE,-Konzentrationen im Vollbluttest. Frisch
heparinisiertes murines Blut wurde fur 24 Stunden mit 100 pg/ml LPS und Zugabe von 1 uM der
verschiedenen Substanzen inkubiert und die PGE,-Konzentrationen im Blutplasma bestimmt. A.
Vollbluttest mit S1P-Rezeptor-Agonisten. Getestet wurden FTY 720 und dessen phosphorylierte Form
FTY720-P, ST-967, ST-969, ST-970, VPC23153, SEW2871, S1P ST-1146 und ST-1147. B. Vollbluttest
mit S1P-Rezeptor-Antagonisten. Getestet wurden ST-968, ST-971, ST-972 oder ST-973. Dargestellt
sind die Mittelwerte der PGE,-Konzentrationen von 3-5 Messungen + SEM. Zweiseitiger t-TEST; * P
<0,05,** P <0,01, ***P <0,002.
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Betrachtet man die Substanzen, welche keinen Einfluss auf die PGE, Sekretion aus
Blutzellen austiben, so féallt auf, dass SEW2871 kein basisches Zentrum besitzt, bei ST-
968 ist ein basisches Zentrum kaum erreichbar ist und bei ST-971 dieses durch die nahe
Phosphatgruppe maskiert werden konnte. Zur Priifung, ob tatsdchlich ein basisches
Zentrum ausschlaggebend fiir den inhibitorischen Effekt ist, wurde die Wirkung der
alkalischen tertidren Amin-Analoga ST-1146 und ST-1147 auf die PGE, Sekretion
getestet. Wahrend ST-1146 keine Anderung der PGEp-Konzentration verursachte,
reduzierte ST-1147 den PGE,-Gehalt signifikant (Abbildung 3.31). Demnach scheint das
basische Zentrum einer Substanz wichtig fur die Hemmung der Prostaglandinsynthese
durch FTY720-Analoga, reicht jedoch nicht fir eine Hemmung aus, da zusétzlich die
Konformationen der Molekiile eine Rolle spielen.

N COOH @ 120
ST-1146 /@/\AQ COOH S
/\/\/\/O E
Q 807 *%k%
o
< 40
D COOH e\&
sTa147 [ ] T 7 coou o o N
o NF a O
LPS ST-1146 ST-1147

FRATR N

Abbildung 3.31: PGE,-Konzentrationen im Vollbluttest nach Stimulation mit tertiaren
Aminen. Frisch heparinisiertes murines Blut wurde fiir 24 Stunden mit 100 pg/ml LPS und Zugabe
von 1 uM der tertidren Amine ST-1146 (1-(3-(4-(Heptyloxy)phenyl)propyl)pyrrolidin
hydrogenoxalat) und ST-1147 (1-(4-(Heptyloxy)phenethyl)pyrrolidin hydrogenoxalat) inkubiert und
die PGE;-Konzentrationen im Blutplasma bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte der PGE,-
Konzentrationen von 4-6 Messungen + SEM. Zweiseitiger t-TEST; ***P <0,002.

3.3.8 Effekte der FTY720-Analoga in vivo

3.3.8.1 Effekte der FTY720-Analoga auf die Lymphozytenzahl

FTY720 kann durch Reduktion der T-Lymphozytenzahl im Blut von Tieren
dosisabhéngig eine Lymphopenie verursachen [99]. Diese immunosupressive Eigenschaft
von FTY720 basieren auf dessen Fahigkeit, den Wiederaustritt von Lymphozyten aus

dem peripheren lymphatischen Gewebe bzw. dem Thymus zu verhindern. Die neu
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synthetisierten  S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten sollten daher auf
immunosuppressive Eigenschaften hin untersucht werden.

Die intraperitoneale (i.p.) Gabe von 0,1 mg/kg FTY720 fiihrte nach einer Stunde zu
keiner Anderung der Lymphozytenanzahl im Blut, wohingegen die i.p. Gabe von 1 mg/kg
die Anzahl der Lymphozyten signifikant reduzierte (Abbildung 3.32). Der S1P-Rezeptor-
Agonist ST-967 erniedrigt die Anzahl der Lymphozyten nach intraperitonealer Gabe von
0,1 mg/kg signifikant. Bei i.p. Gabe von jeweils 1 mg/kg der verschiedenen Substanzen
bewirkt neben FTY720 nur ST-970 eine Abnahme der Lymphozytenzahl. Der S1P-
Rezeptor-Agonist ST-969, sowie der Antagonist ST-973 fuhrten nicht zu einer
signifikanten Anderung der Lymphozytenzahl im Blut der adulten Méuse.

Der Grund fur die unterschiedlichen in vitro und in vivo Wirkungen der verschiedenen

Substanzen konnte in deren unterschiedlichen pharmakologischen Eigenschaften liegen.
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Abbildung 3.32: Lymphozytenkonzentration nach intraperitonealer Injektion von
FTY720-Analoga: Gemessen wurden die Lymphozytenkonzentrationen in frisch heparinisiertem
Blut eine Stunde nach intraperitonealer (i.p.) Injektion von 0,1 bzw. 1 mg/kg der verschiedenen
FTY720-Analoga. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 8 Messungen. Zweiseitiger t-TEST; * P <
0,05, ** P <0,01.

3.3.8.2 Einfluss der FTY720-Analoga auf die Prostaglandin E;-

Plasmakonzentrationen

Wie bereits in Kapitel 3.4.1 beschrieben, konnte bereits ein inhibitorischer Effekt von
FTY720 auf die Sekretion von Eicosanoiden im Blutplasma nachgewiesen werden. Im

Blutplasma von Méusen reduzierte intraperitoneal appliziertes FTY720 die Konzentration
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von PGE; und TxB; signifikant, wéhrend der S1P; Agonist SEW2871, der S1P-Rezeptor-
Agonist VPC23153, keinen Effekt auf die Konzentration der Eicosanoide ausubten. Um
zu untersuchen, ob die neu synthetisierten FTY720-Analoga in vivo die Konzentration
von PGE; im Blut beeinflussen, wurden verschiedene Konzentrationen der Substanzen
intraperitoneal (i.p.) injiziert. Messungen der Prostaglandin E,-Konzentration im Blut von
Madausen nach (i.p.) Injektion von 0,1 mg/kg der FTY720-Analoga ergaben eine
signifikante Reduktion des PGE,-Gehalts durch den S1P-Rezeptor-Agonisten ST-970.
Die i.p. Injektion von 1 mg/kg FTY720 fihrte ebenfalls zu einer signifikanten Reduktion
der PGE,-Konzentration im Blutplasma adulter M&use. Die FTY720-Behandlung senkte
den Gehalt von PGE; um circa 50%. Die ubrigen Analoga ST-967, ST-969 und ST-973
beeinflussten die Plasmakonzentrationen der Prostaglandine nicht.

Lediglich FTY720 und der S1P-Rezeptor-Agonist ST-970 zeigten nach intraperitonealer
Injektion einen hemmenden Effekt auf die PGE, Synthese (Abbildung 3.33). Allerdings
war dieser Effekt nicht bei jeder Dosis zu erkennen. Grund dafur kdnnte wie bei dem
Einfluss auf die Lymphozytenzahl die unterschiedlichen pharmakokinetischen
Eigenschaften der Substanzen sein. Von Vorteil ist, dass ST-970 bereits bei 0,1 mg/kg die
PGE,-Konzentration signifikant senkt und bei dieser Konzentration noch keine Reduktion
der Lymphozytenzahl auslést, wohingegen die wirksame Dosis von FTY720 sowohl auf
die Prostaglandinsynthese als auch auf die Lymphozytenwanderung hemmend wirkt.

A 0,1 mg/kg B 1 mg/kg
2,51 2,5-
fan) 2_ = 2'
£ £
2 15 2 15 ..
mny - )y ]
o 1! o !
(a8 o
0,51 0,51
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720 967 969 970 973 720 967 969 970 973

Abbildung 3.33: Prostaglandin E,-Konzentrationen nach intraperitonealer Injektion
von FTY720-Analoga: Gemessen wurden die Prostaglandin E,-Konzentrationen im Blutplasma
eine Stunde nach i.p. Injektion von 0,1 bzw. 1 mg/kg FTY720. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM
von 8 Messungen. Einseitiger t-TEST; * P < 0,05, ** P < 0,01 verglichen mit Mausen, denen Vehikel

appliziert wurde.
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Tabelle 3.2: Effekte der S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten

Substanz S1P Rezeptor- cAMP-Synthese PGE,-Synthese PGE,-Synthese Lymphozyten-

aktivitat in vitro! in vitro? in vivos konzentration*
S1P Agonist Inhibition - n.d. n.d.
FTY720 - Inhibition Inhibition
Inhibitior? Inhibitior?
FTY720-Phosphat Agonist Inhibition Inhibition
SEW2871 Agonist n.d. - - n.d.
VPC23153 Agonist n.d. Inhibition - n.d.
ST-969 - Inhibition Inhibition - -
ST-970 Agonist Inhibition Inhibition Inhibition Inhibition
ST-967 Agonist Inhibition Inhibition - Inhibition
ST-968 - - - n.d. n.d.
ST-971 Antagonist - - n.d. n.d.
ST-972 Antagonist - Inhibition n.d. n.d.
ST-973 Antagonist - Inhibition - -
ST-1146 n.d n.d - n.d. n.d.
ST-1147 n.d n.d Inhibition n.d. n.d.

1 cAMP Synthese in primaren embryonalen Riickenmarkszellen unter Verwendung von
1 uM Substanz

2 PGE, Synthese im Vollbluttest unter Verwendung von 1 uM Substanz

3 PGE, Gehalt im Blut 1 h nach i.p. Injektion von 0,1 bzw. 1 mg/kg Substanz

4Lymphozytenkonzentration 1 h nach i.p. Injektion von 0,1 bzw. 1 mg/kg Substanz

5FTY720 und FTY720-P sind austauschbar in vivo, Effekte kénnen nicht unterschieden

werden
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4 Diskussion

4.1 Die antinozizeptive Rolle von S1P bei der spinalen
Schmerzverarbeitung

Die noxische Reizung freier sensorischer Nervenendigungen primarer afferenter C- und
Ad- Nervenfasern  (Nozizeptoren) bedingt eine Freisetzung exzitatorischer
Neurotransmitter an den zentralen Nervenendigungen im Hinterhorn des Rickenmarks.
Dort werden die aus der Peripherie ankommenden nozizeptiven Reize auf zentrale
Projektionsneurone umgeschaltet und zu héheren Zentren im Gehirn weitergeleitet um die
Empfindung ,,.Schmerz* auszuldsen.

Sphingosin-1-Phosphat [56] wird als potentieller Modulator der spinalen nozizeptiven
Transmission angesehen. Erste Hinweise auf eine Rolle von S1P bei der Regulation
synaptischer Funktionen wurden aus Experimenten mit Knockout Mausen des S1P-
spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptors S1P, abgeleitet. Diese Mé&use wiesen eine
Hypererregbarkeit pyramidaler Neurone im Neocortex auf, was auf einen inhibitorischen
Effekt von S1P; auf die neuronale Erregbarkeit hindeutet [73].

Vorarbeiten zeigten, dass die intrathekale Applikation von S1P zu einer Verringerung des
nozizeptiven Verhaltens im Formalin-Test, einem Schmerzmodell, das auf zentraler
Sensibilisierung beruht, fuhrt. Dartber hinaus wurden nach peripherer Nozizeption
Anderungen der spinalen S1P-Konzentration festgestellt, die die Schmerzverarbeitung
und -weiterleitung beeinflussen [70]. Aus diesen Ergebnissen leitete sich die Hypothese
ab, dass S1P ein wichtiger Modulator der spinalen nozizeptiven Transmission ist und
somit sowohl Enzymsysteme, welche die spinale S1P-Konzentration regulieren, als auch
spezifische S1P-Rezeptoren und deren Aktivatoren und Inhibitoren potentielle ,Targets’

bzw. ,Tools’ fur eine suffiziente Schmerztherapie sein kdnnten.

4.1.1 Spinale Expression der S1P-Rezeptoren und Charakterisierung der
intrazelluldren Signaltransduktionswege der S1P-vermittelten
antinozizeptiven Wirkung

Zur Aufklarung der dem antinozizeptiven Effekt von S1P zugrunde liegenden
Mechanismen wurde zundchst die Expression der S1P-Rezeptoren im zentralen
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Nervensystem (ZNS) untersucht. Sowohl die mRNA als auch die Proteine aller finf S1P-
Rezeptoren wurden im Ruckenmark adulter Mause nachgewiesen. S1P; und S1P, wurden
am stérksten in den &ufRReren Laminae I-111 des dorsalen Hinterhorns des Rickenmarks
exprimiert. Diese Region spielt bei der Schmerzverarbeitung eine wichtige Rolle, da
primare afferente, sowie GABAerge Neurone in diesen Laminae terminieren und
Dendriten exzitatorischer Neurone von dort aus in die ibergeordneten Laminae eintreten
[87, 88]. Folglich besteht die Moglichkeit, dass S1P; und S1P, maligeblich an der S1P-
vermittelten Modulation der spinalen nozizeptiven Prozessierung beteiligt sind.

Es ist bekannt, dass alle S1P-Rezeptoren die Adenylatzyklase, das Enzym, welches die
Bildung von cAMP katalysiert, tber die Aktivierung inhibitorischer G-Proteine (Gj)
hemmen kodnnen. Die cAMP-abhéngigen Signalkaskaden spielen bei der Regulation
neuronaler Erregbarkeit eine zentrale Rolle. So steigert z.B. die intraplantare Gabe
stabiler cAMP-Analoga oder des Adenylatzyklase-Aktivators Forskolin die PGE,-
induzierte mechanische Hyperalgesie [100, 101] und die Hemmung der 3',5'-cyklischen
Nukleotid-Phosphodiesterase fiihrt nachweislich zu einer verldngerten Hyperalgesie.
Daruber hinaus ist bekannt, dass Substanzen, welche die cAMP-Synthese bzw.
Konzentration senken (z.B. Opioide und NSAIDs), der Entstehung einer Hyperalgesie
entgegenwirken koénnen [78, 79]. Auf Grund dieser Beobachtungen entstand die
Annahme, dass S1P seine antinozizeptiven Effekte u.a. Uber die Senkung der cAMP-
Konzentration im Rickenmark vermittelt. Die durchgefiihrten Untersuchungen bestétigen
diese Vermutung. Es konnte gezeigt werden, dass S1P zu einer Hemmung der cAMP-
Synthese in exzitatorischen Neuronen fuhrt (Kapitel 3.1.2). Diese S1P-sensitiven Neurone
sind in den fur die Schmerzverarbeitung wichtigen Laminae 1l und 11l des dorsalen
Hinterhorns des Rickenmarks lokalisiert (Abbildung 4.1). Diese Feststellung wurde durch
den Befund unterstitzt, dass intrathekal gegebenes dihydro-S1P (Sphinganin-1-P) die
Formalin-induzierte cAMP-abhéngige Phosphorylierung der N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA)-Rezeptoren in den duBeren Laminae reduzierte, wéhrend die Calcium-
abhangige, Formalin-induzierte Phosphorylierung der Ca?*/Calmodulin regulierten Kinase
Il (CamKIl) nur teilweise reduziert wurde. Eine solche Reduktion der CamKIll
Phosphorylierung entspricht den Erwartungen, da die Reduktion der spinalen
Schmerzverarbeitung uber Inhibierung der cAMP-abhdngigen Sensitivierung auch
schmerzrelevante calciumabhéngige Signalkaskaden beeinflussen wiirde.
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Eine cAMP-reduzierende Wirkung wurde auch bei den Opioid-Analgetika beobachtet und
mit der Hemmung der Hyperalgesie in Verbindung gesetzt [78, 79]. Die Opioide zahlen
mit den nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs), welche Uber die Hemmung der
Prostaglandinsynthese die Aktivierung der Adenylatzyklasen verhindern, zu den weltweit
am haufigsten zur Behandlung von Schmerzen eingesetzten Arzneimitteln [77]. Eine
Reduktion der cAMP-Synthese in exzitatorischen Neuronen der Laminae Il und Il des
dorsalen Hinterhorns des Riickenmarks konnte daher maBgeblich zu der antinozizeptiven

Wirkung von S1P beitragen.
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Abbildung 4.1: Mechanismus der S1P-vermittelten Antinozizeption im Hinterhorn des
Rickenmarks. In den Laminae I-111 terminieren primare afferente Neurone (griin) und es findet
die Ubertragung nozizeptiver Signale auf Projektionsneurone [47] statt, welche die
Schmerzinformation zum Gehirn weiterleiten. Die Neurone, welche auf S1P mit einer Verringerung
der cAMP-Synthese reagieren, konnten als VGLUTL1-positive Projektionsneurone identifiziert
werden. S1P aktiviert S1P-Rezeptoren, was zur Hemmung der Adenylatzyklase, dem Enzym welches
die cAMP-Bildung katalysiert, fuhrt. Weniger cAMP bedingt eine verringerte Aktivitdt der
Proteinkinase A (PKA) und fuhrt dadurch zu einer erniedrigten Phosphorylierungen der in den
Membranen der Projektionsneurone sitzenden N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren.
Zusatzlich sinkt die PKA-vermittelte Phosphorylierung der Glycin-Rezeptoren auf den
inhibitorischen Interneuronen (gelb), welche dadurch erregungshemmend wirken. Modifizierte
Abbildung nach Mutschler et al. [17].
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4.1.2 Beteiligung verschiedener Enzymsysteme an der Regulation der

spinalen S1P-Konzentration nach nozizeptiver Stimulation

Anderungen der spinalen S1P-Konzentration beeinflussen die Ubertragung nozizeptiver
Signale im Ruckenmark [70]. Erhohte spinale S1P-Konzentrationen reduzieren das
Schmerzverhalten von Tieren wahrend eine Verringerung der S1P-Konzentration die
basale Schmerzschwelle senkt. Interessanterweise wurde im Liquor cerebrospinalis von
Versuchstieren nach peripherer nozizeptiver Stimulation mit Formalin und Zymosan eine
signifikante Abnahme der S1P-Konzentration gefunden, wéhrend Sphingosin- und
Ceramidkonzentrationen unverandert blieben. Dies bedeutet, dass eine spezifische
Regulation der S1P-Konzentrationen stattfindet. Die gemessenen Anderungen der S1P-
Konzentrationen im Liquor cerebrospinalis sind indikativ fur eine veranderte Freisetzung
von S1P. Uber die intrazelluldren S1P-Konzentrationen konnen jedoch keine Aussagen
getroffen werden.

Zur Aufklarung der Regulation der S1P-Konzentration im Rickenmark nach peripherer
nozizeptiver Stimulation wurde die Aktivitdt der S1P-anabolisierenden und-
katabolisierenden Enzyme untersucht. Die Expression der am Abbau von S1P beteiligten
Enzymklassen im Rickenmark wurde bereits mittels in situ Hybridisierung vom (Allen
Institute for Brain Science, Seattle, WA) gezeigt. Sowohl die mRNA fur die S1P-
dephosphorylierenden S1P-Phosphatasen (SPP-1/-2) als auch die S1P irreversibel
degradierende S1P-Lyase (SPL) ist in allen Regionen des adulten Maus-Riickenmarks
detektierbar, wobei SPL eine schwache Expression aufweist (http://www.brain-map.org).
Die Expression von mRNA der Sphingosin-phosphorylierenden Sphingosin-Kinasen
(SPHK-1/-2) wurde ebenfalls im Ruckenmark adulter Mé&use nachgewiesen (Abbildung
3.9). Die im Liquor cerebrospinalis von Versuchstieren nach peripherer nozizeptiver
Stimulation mit Formalin und Zymosan beobachtete Abnahme der S1P-Konzentration
nach nozizeptiver Stimulation wurde auch in vitro festgestellt. Eine erhthte Aktivitat S1P
abbauender S1P-Phosphatasen-1/-2 und S1P-Lyasen konnte jedoch mittels einer
Aktivitatsanalyse als Grund fur die LPS-stimulierte Abnahme der S1P-Konzentration in
Ruckenmarkskulturen und die  KCl-stimulierte S1P  Reduktion in akuten
Ruckenmarksschnitten ausgeschlossen werden. Dieser Befund legt die Vermutung nahe,
dass eine verminderte Aktivitat der S1P-synthetisierenden SPHKSs fur die Erniedrigung

der S1P-Konzentration nach nozizeptiver Stimulation verantwortlich ist.
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In Vorarbeiten wurden bereits zwei SPHK Inhibitoren auf die Beeinflussung des
Schmerzverhaltens von Ratten nach peripherer nozizeptiver Stimulation hin getestet [70].
Die intrathekale Gabe der SPHK Inhibitoren N,N-dimethylsphingosin (NNDS) und DL-
threo-dihydrosphingosin (DHS) reduzierten die Schmerzschwelle im Hot-Plate Test,
einem Model fir akute thermale Nozizeption [80], im Vergleich zu Kontrolltieren
signifikant. Diese Beobachtung wurde damit erklart, dass die Hemmung der SPHKSs zu
einer Absenkung der spinalen S1P-Freisetzung fiihrt, aufgrund dessen der antinozizeptive
Effekt des S1P wegféllt und daher die Schmerzschwelle herabgesenkt wird. Zu beachten
ist jedoch, dass die verwendeten Inhibitoren nicht nur beide SPHK Isoenzyme hemmen,
sondern dartiber hinaus bei htheren Konzentrationen auch andere Enzyme, wie die
Protein Kinase C (PKC) [102], Sphingosin-abhéngige Protein Kinasen [103], 3-
phosphoinositid-abhdngige Kinasen [104] und Casein Kinase Il [105] inhibieren kdnnen.
Die beobachtete Reduktion der Schmerzschwelle konnte demnach auch durch
Nebeneffekte der Inhibitoren beeinflusst worden sein.

4.1.3 Regulation der spinalen S1P-Konzentrationen durch Sphingosin-

Kinasen

Zur naheren Untersuchung der Regulation der spinalen S1P-Konzentrationen durch die
SPHKs wurden SPHK Knockout Mausstdmme verwendet. SPHK-1-und SPHK-2-
defiziente Mausstdmme sind lebensfahig und phénotypisch unauffallig, was auf einen
kompensatorischen Effekt der SPHKs hindeutet [37]. Untersuchungen des S1P-Gehalts
im Rickenmark im Rahmen dieser Arbeit ergaben keinen signifikanten Unterschied im
Sphingolipidgehalt zwischen Wildtyp Mausen und SPHK-1-defizienten Méusen
(Abbildung 3.10). In SPHK-2-defizienten Riickenmarksproben war dagegen im Vergleich
zu Wildtyp Mausen nur 10% der Menge von S1P und Sphinganin-1-P nachweisbar. Die
Konzentrationen der SPHK Substrate Sphingosin und Sphinganin waren dagegen erhoht.
Diese Ergebnisse zeigen, dass 90% des S1P im Ruckenmark von SPHK-2 und nur ca.
10% von SPHK-1 gebildet wird. Diese Befunde weisen auf eine mangelhafte
Kompensation der SPHKs hin und unterstltzen die Hypothese, dass beide Isoenzyme
unterschiedliche Funktionen im Rickenmark erftllen.

Die Expression der SPHK-2 scheint demnach fiir die Synthese von S1P im Ruckenmark

von entscheidender Bedeutung zu sein. Diese Annahme wurde durch Untersuchungen



Diskussion 94

akuter Riickenmarksschnitte bestatigt, welche als biochemisches in vitro Modellsystem
zur ndheren Analyse der Regulation der S1P-Konzentration verwendet wurden. Bei einem
Vergleich des S1P-Gehalts in Riickenmarksgewebe (kompletter ungeschnittener lumbaler
Bereich L4-L5) und Lysaten akuter Rickenmarksschnitte von SPHK-1 und 2-defizienten
Mausen und Wildtyp Mausen wurde eine hohe Ausgangskonzentration von S1P in
Schnitten von Wildtyp-Mausen und SPHK-1-defizienter Mé&usen festgestellt, welche
vermutlich auf Grund der Beschadigung des Gewebes durch den Schnittvorgang und der
damit verbundenen Freisetzung von proinflammatorischen Signalstoffen zustande kommt
(Abbildung 3.10). Da in den SPHK-2-defizienten Mé&usen kein signifikanter Unterschied
zwischen Gewebe und Schnitt detektiert wurde, ist diese hohe Ausgangskonzentration an
S1P hauptsachlich abhdngig von einer Aktivitat der SPHK-2.

Bei Betrachtung der Sphingolipidkonzentration im Blutplasma ergibt sich im Vergleich
zum Rickenmark ein anderes Bild. Hier war eine signifikante Reduktion der
Sphingolipidkonzentrationen in SPHK-1-defizienten Mé&usen im Vergleich zu den
Wildtyp-Tieren sichtbar, wohingegen die Konzentrationen an S1P und Sphingosin in
SPHK-2 Knockout Mé&usen erhoht waren. Dies lasst vermuten, dass im Blut die SPHK-1,
und nicht wie im Riickenmark beobachtet, das Isoenzym SPHK-2, fur die Synthese von
S1P hauptverantwortlich ist. Dies deutet auf eine differentielle und gewebsspezifische
Regulation der SPHKSs hin. Hinweise flr eine solche unterschiedliche Regulation der
SPHKSs finden sich in der Literatur. Allende et al. [37] berichtete von einer 60%igen
Reduktion der Serumkonzentration von S1P in SPHK-1-defizienten Mausen. Allerdings
konnte keine signifikante Abnahme des S1P-Gehalts in anderen Geweben, wie Gehirn
Herz, Leber und Niere, detektiert werden. Diese gewebsspezifische Regulation der
SPHKSs und deren teilweise gegensétzlichen Funktionen werden vermutlich durch deren
unterschiedliche intrazellulére Lokalisationen verursacht. Es wird zur Zeit in der Literatur
davon ausgegangen, dass das durch SPHK-2 gebildete S1P aufgrund der hauptsachlichen
Lokalisation des Isoenzyms im Nukleus [106] intrazelluléar verbleibt. Takabe et al. [107]
beschreiben in einer Studie mit MCF-7 Brutkrebszellen, dass SPHK-1, nicht SPHK-2, fir
die Produktion von S1P verantwortlich ist, das aus den Zellen freigesetzt wird. Ein
Beispiel flr intrazelluldare Funktionen von SPHK-2 ist die Interaktion von SPHK-2 mit
Histon H3 im Nukleus. Hier produziert SPHK-2 S1P, dass die Histonacetylierung
reguliert und dadurch Einfluss auf die Verpackungsdichte der DNA und die

Genexpression hat [108]. Im Hinblick auf die S1P-vermittelte Antinozizeption konnte
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durch SPHK-2 gebildetes S1P zu Verénderungen in der Proteinexpression fiihren und
dadurch langfristige Effekte verursachen. Fur die SPHK-1 wird angenommen, dass sie fur
die S1P Freisetzung in den extrazellularen Raum verantwortlich ist, da sie nach
Aktivierung vom Cytoplasma zur Plasmamembran wandert [107, 109]. Beispielsweise
fuhrt NF-xB Ligand (RANKL) zu einer Hochregulation der SPHK-1 und steigert die S1P
Produktion, sowie dessen Freisetzung aus Knochenmark-abstammenden Makrophagen
[110].

4.1.4 Negative Ruckkopplung durch S1P im Rickenmark

Zur naheren Untersuchung der Rolle der SPHKs bei der Regulation von S1P nach
nozizeptiver ~ Stimulation im  Rickenmark wurden Versuche an akuten
Ruckenmarksschnitten von Wildtyp Méusen durchgefuhrt. SPHKs werden u.a. durch
Substanzen, die intrazellulare Calciumkonzentrationen erhdhen, wie KCI und N-Methyl-
D-Aspartat  (NMDA), oder Rezeptor Tyrosin Kinase Agonisten, wie z.B. das
proinflammatorische Cytokin TNF-a, stimuliert. Aus diesem Grund wurde eine Anderung
der Aktivitat der SPHKs und folglich der S1P-Konzentration nach Inkubation akuter
Ruckenmarksschnitte unter Zugabe von KCI, NMDA und TNF-a erwartet.
Interessanterweise ergaben Untersuchungen an akuten Riickenmarksschnitten adulter
Wildtyp Mé&use eine Reduktion der S1P-Konzentration nach nozizepiver Stimulation
(Abbildung 3.11), was auf eine Hemmung der SPHKSs hindeutet. Die Stimulierung von
akuten Ruckenmarksschnitten SPHK-2-defizienter Mause mit NMDA fiihrte ebenfalls zu
einer signifikanten Reduktion des S1P-Gehalts im Vergleich zu unbehandelten Schnitten
(Abbildung 3.13 B). Im Gegensatz dazu konnte eine deutliche Steigerung der S1P-Menge
in SPHK-1-defizienten Madusen nach Behandlung mit KCI, NMDA und TNF-a
festgestellt werden (Abbildung 3.11 A). Da in SPHK-2-defizienten Mausen die im
Wildtyp beobachtete Reduktion des S1P-Gehalts auftritt, ist die SPHK-1 ausschlaggebend
fur die Reduktion der S1P-Konzentration in den Schnitten. Die Daten legen daher nahe,
dass SPHK-2 das fur die Synthese von S1P hauptverantwortliche Enzym ist, wahrend
SPHK-1 die Konzentration von S1P als Antwort auf die nozizeptive Stimulierung
reguliert.

Das durch SPHK-2 gebildete S1P verbleibt zumeist intrazellular, wahrend die SPHK-1
fur die S1P Freisetzung in den extrazellularen Raum verantwortlich ist [107, 109].
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Interessanterweise zeigen Studien, dass extrazellulares und intrazellulares S1P teilweise
gegensatzliche Effekte vermitteln. So verstarkt extrazellulares S1P die Barrierefunktion
der Endothelzellen in BlutgefédRen [111, 112]. Die verstdrkenden Effekte von exogenem
S1P wurden auch in vivo festgestellt und deuten auf eine reduzierte vaskulére
Durchlassigkeit in Endotoxin-induzierten Lungenddemen nach S1P Behandlung hin
[113]. Im Gegensatz dazu wirkt endogen gebildetes S1P als ein positiver Modulator des
Calcium Eintritts mittels speicherabhéngigen Calcium-Kandlen und als Vermittler
gesteigerter Endothelpermeabilitdt [114]. Darlber hinaus ist bekannt, dass extrazellular
gegebenes S1P das Einziehen von Neuriten bedingt, wahrend intrazelluldares S1P
notwendig ist, um das NGF-induzierte Neuritenwachstum zu vermitteln [72]. Die
differenzielle Lokalisation der SPHKs und die teils gegensétzlichen Effekte extra- und
intrazellularen S1Ps deuten auf unterschiedliche physiologische Funktionen der SPHKs
hin. Es ist erwiesen, dass die Expression von SPHK-1 die Proliferation und das Wachstum
steigert, den Ubergang in die G1-S-Phase unterstiitzt, Zellen vor Apoptose schiitzt [115-
117] und Tumorbildung in Mausen induzieren kann [117, 118]. Im Gegensatz dazu
hemmt die SPHK-2 das Zellwachstum und steigert die Apoptose [119]. Der
unterschiedliche Effekt auf die Apoptose ist auf die gegensatzliche Regulation der
Ceramid-Biosynthese durch die beiden Isoenzyme zuriickzufiihren. Eine Verringerung der
SPHK-2-Expression reduziert die Umwandlung von Sphingosin zu Ceramid, wohingegen
eine Verringerung der SPHK-1-Expression diese steigert. Eine Studie geht davon aus,
dass nur das von SPHK-2 produzierte S1P zu Ceramid umgewandelt werden kann [120].
Die aus diesen Daten abgeleitete Hypothese basiert auf einer anfanglichen Aktivierung
beider SPHKs durch die nozizeptive Stimulierung. Das durch SPHK-1 gebildete S1P
gelangt in den extrazellularen Raum und vermittelt dort (iber eine negative Rickkopplung
eine Hemmung beider SPHKSs, was die in akuten Rickenmarksschnitten von Wildtypen
beobachtete Abnahme der S1P-Konzentration bedingt (Abbildung 4.2). Das durch SPHK-
2 gebildete S1P hingegen wird nicht ausgeschleust und verursacht demnach keine
Hemmung der S1P-Synthese. Aus diesem Grund kommt es nach SK1-1I Gabe zu der
beobachteten S1P Akkumulation nach nozizeptiver Stimulierung.

In der Literatur wurde bereits von riickkoppelnden Effekten von S1P berichtet. Takeya et
al [121] berichtet von einem synergistischen Effekt S1Ps auf die Thrombin-induzierte
Expression des tissue factor (TF) in Endothelzellen, was die weitere Bildung von

Thrombin und S1P unterstltzt, d.h S1P vermittelt in diesem Fall eine positive
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Ruckkopplung. Im Gegensatz dazu vermittelt das nach Stimulierung mit activator of NF-
kB ligand (RANKL), einem Mitglied der TNF-Familie, durch SPHK-1 gebildete S1P eine
negative Ruckkopplung wéhrend der Osteoklastogenese [110]. Allerdings wird dieser
Effekt durch intrazelluléres S1P vermittelt, wahrend die negative Ruckkopplung in der in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Hypothese durch von SPHK-1 gebildetem

extrazellularem S1P hervorgerufen wird.

4.1.5 Charakterisierung der an der Hemmung der Sphingosin-Kinasen
beteiligten S1P-Rezeptoren

Eine Aktivierung von SPHKSs kann Uber eine Vielzahl verschiedener Mediatoren, darunter
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, vermittelt werden [30]. Fir das inflammatorische
Cytokin TNF-a ist bekannt, dass es zu einer Aktivierung der SPHK-1 flihrt und dass das
dadurch gebildete S1P seine Effekte extrazellular uber Anbindung an den Rezeptor S1P,
vermittelt [122]. Ein Zusammenspiel zwischen von SPHK-1 gebildetem S1P und S1P;
wurde bereits in HEK-293 Zellen und humanen Endothelzellen festgestellt [106]. Dartiber
hinaus vermittelt die Stimulierung mit PDGF die Aktivierung und Translokation der
SPHK-1 an die Plasmamembran, wo sie S1P bildet, dass anschlielend im extrazelluléren
Raum den S1P;-Rezeptor agonisiert und somit die Zellbeweglichkeit beeinflusst [123].
Daher lag die Vermutung nahe, dass die Aktivierung von S1P-Rezeptoren bei der
Verringerung der S1P-Konzentration eine entscheidende Rolle spielt. Diese Annahme
wurde durch die Beobachtung bestétigt, dass der potente S1P-Rezeptor-Agonist FTY720-
P in physiologisch relevanten Konzentrationen eine signifikante Abnahme des S1P-
Gehalts in akuten Ruckenmarksschnitten adulter Wildtyp-Mé&use verursachte und das
diese Abnahme durch den Einsatz spezifischer S1P-Rezeptor-Antagonisten blockiert
werden konnte. Dies spricht fur eine Beteiligung der S1P-Rezeptoren bei der Hemmung
der SPHK Aktivitét.

Weitere Untersuchungen zeigten, dass der S1P,-Rezeptor bei der Hemmung der SPHK-2
eine zentrale Rolle spielt. Die Behandlung von akuten Riickenmarksschnitten SPHK-1-
defizienter M&use mit dem S1P; spezifischen Agonisten SEW2871 und FTY720-P, das
auller S1P, alle S1P-Rezeptoren aktiviert, zeigte keine signifikante Beeinflussung der
S1P-Konzentration (Abbildung 3.13). Dariiber hinaus verursachte die Inkubation SPHK-
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1-defizienter Rickenmarksschnitte mit dem S1P, spezifischen Antagoniste JTE-013,
einen signifikanten Anstieg der S1P-Konzentration.

Interssanterweise wurde die Hemmung des Isoenzyms SPHK-1 jedoch nicht Gber S1P,
sondern Uber S1P; vermittelt. Die Aktivierung des Rezeptor S1P; durch SEW2871 fiihrte
zu einer Hemmung der SPHK-1 und somit zu einer Reduktion der S1P-Konzentration.
Die Behandlung von akuten Rickenmarksschnitten SPHK-2-defizienter M&use mit dem
S1P, spezifischen Antagonisten JTE-013 hatte keinen Effekt auf die S1P-Konzentration.
Das nach nozizeptiver Stimulierung durch SPHK-1 gebildete und anschleiRend
freigesetzte S1P vermittelt demnach Uber Anbindung an den S1P;-Rezeptor die
Hemmung der SPHK-1 Isoform, wahrend es tber Aktivierung des S1P,-Rezeptors die
Inhibition der SPHK-2 wverursacht und dadurch zu einer Absenkung der S1P-
Konzentration in Wildtyp Riickenmarksschnitten fihrt.

Ruckenmark

Stimulus
(Zymosan, NMDA etc.)

Anti-
nozizeption

S1P Nozizeption?
=l - - - (langfristige
Anderungen)

\ ‘SM ‘3192
\V, |
\\\——__”—»uuuu Uy

—
e —— e —_———

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung der negativen Ruickkopplung von S1P im
Ruckenmark nach nozizeptiver Stimulierung. Durch nozizeptive Stimulierung werden beide
SPHKs innerhalb einer Zelle (hellgrau) aktiviert. SPHK-1 transloziert nach Aktivierung an die
Plasmamembran und bildet dort S1P, welches vermutlich Uber ABC-Transporter in den
extrazellularen Raum transportiert wird. Dort fihrt es durch Anbindung an S1P; zur Hemmung der
SPHK-1 und durch Aktivierung des S1P, zur Hemmung der SPHK-2. Die am Nukleus (dunkelgrau)
lokalisierte SPHK-2 bildet hingegen intrazellulér verbleibendes S1P.
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4.1.6 Regulation der spinalen S1P-Konzentration nach nozizeptiver

Stimulierung

Um zu priifen, ob die in vitro beobachtete negative Rickkopplung auch in vivo auftritt,
wurde die spinale S1P-Konzentration in einem h&aufig verwendeten Modell fir
entzundlichen Schmerz untersucht.

Nach intraplantarer Injektion von Zymosan A wurden die Sphingolipidkonzentrationen im
Dorsalhorn des Riickenmarks (L4-L5) gemessen. Die Konzentrationen von Sphingosin,
S1P, Sphinganin und Sphinganin-1-P waren eine Stunde nach intraplantarer Injektion von
Zymosan deutlich gesteigert, fielen nach zwei Stunden wieder ab und blieben (iber den
Zeitraum von 48 Stunden in diesem Konzentrationsbereich (Abbildung 3.15).

Der eine Stunde nach Induktion der peripheren Nozizeption durch Zymosan beobachtete
signifikante Anstieg der S1P-Konzentration wird hauptsachlich durch die Aktivitat der
SPHK-1 verursacht, da bei Hemmung der SPHK-1 durch intrathekale Injektion eines
SPHK-1 spezifischen Inhibitors SK1-11 der Anstieg ausblieb. Auch die intrathekale (i.th.)
Injektion von FTY720-P verhinderte den S1P Anstieg, vermutlich tber Aktivierung des
S1P;-Rezeptors, der nachweislich die Hemmung der SPHK-1 vermittelt (Kapitel 3.2.4.4).
FTY720-P ist kein Agonist fur S1P, und kann daher nicht die SPHK-2 hemmen. Bei der
nozizeptiven Stimulierung akuter Rilckenmarksschnitte adulter Wildtyp Ma&use war
jedoch keine anfangliche Steigerung der S1P-Konzentration zu erkennen. Diese wird
vermutlich durch die Gewebsverletzungen bereits aktivierter SPHKs und der dadurch
verursachten Erhéhung der X-fachen S1P-Konzentration Uberdeckt.

Wendet man die mittels der in vitro Daten aufgestellte Hypothese der negativen
Ruckkopplung auf die in vivo beobachteten Effekte an, so wird die Reduktion des S1P-
Gehaltes nach zweistlindiger Zymosan-Behandlung durch das von SPHK-1 gebildete und
anschlielend freigesetzte S1P vermittelt. Dieses extrazellulare S1P fihrt durch
Anbindung an die S1P-Rezeptoren S1P; und S1P, zur Hemmung der SPHK-1 bzw.
SPHK-2 und somit zur Abnahme des S1P-Gehaltes nach zweistlindiger Zymosan-
Behandlung (Abbildung 4.2).

Die nach intrathekaler Injektion des SPHK-1 spezifischen Inhibitors SK1-Il beobachtete
Akkumulation der S1P-Konzentration nach zweistiindiger Zymosan Behandlung, wird
durch die Aktivitat der SPHK-2 hervorgerufen. Dieser Effekt wurde bereits nach
nozizeptiver Stimulierung akuter Rickenmarsschnitte SPHK-1-defizienter Mause



Diskussion 100

beobachtet und ist Beleg daftr, dass das durch SPHK-2 gebildete S1P weder in vitro noch
in vivo eine Hemmung der SPHKs bedingt. Die negative Rickkopplung tritt demanch
auch in vivo auf und wird ausschlielich tiber SPHK-1 gebildetes S1P vermittelt.
S1P-Rezeptor vermittelte S1P-Synthese wurde dartiber hinaus in 3T3 Fibroblasten,
murinen RAW264.7 Makrophagen und der humanen Krebszelllinie HeLa beobachtet, was
vermuten l&sst, dass die negative Rickkopplung einen allgemeingultigen regulatorischen
Mechanismus darstellt.

4.1.7 Die Rolle der Sphingosin-Kinasen in der spinalen Schmerzverarbeitung
SPHK Knockout Mause sind fiir Untersuchungen am Schmerzmodell der Zymosan-
induzierten Hyperalgesie nicht geeignet, da S1P bei Entzundungsreaktionen und der
peripheren Schmerzverarbeitung eine pronozizeptive Rolle spielt. So fihren sowohl intra-
als auch extrazellulare Erhohungen der S1P-Konzentrationen zu einer gesteigerten
Erregbarkeit von Neuronen der Hinterwurzelganglien (DRG) [94, 124]. Weitere indirekte
pronozizeptive Effekte von S1P am Ort der Schmerzentstehung beruhen auf der
Aktivierung immunkompetenter Zellen. So induziert S1P z.B. die Aktivierung
neutrophiler Granulozyten und die Freisetzung proinflammatorischer und pronozizeptiver
Mediatoren aus Mastzellen [93]. Dariiber hinaus ist S1P an der Regulation der
Prostaglandinsynthese beteiligt [20]. Daher wére es nicht mdglich, die Ergebnisse
inflammatorischer Schmerzmodelle unter Einsatz von SPHK Knockout Méusen
spezifischen S1P Effekten zuzuordnen. Aus diesem Grund wurden SPHK-1/-2-defiziente
Mause lediglich in Modellen fir akute Schmerzen untersucht.

Im Hot-Plate Test zeigten, in Ubereinstimmung mit den bereits veréffentlichten
Ergebnissen [70], SPHK-2 Knockout Mé&use eine signifikant reduzierte Schmerzschwelle.
Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten deuten darauf hin, dass nicht, wie zuvor
angenommen, die Reduktion von endogenem S1P, sondern der erhéhte Sphingosingehalt
im Rickenmark SPHK-2-defizienter Maéause flir die pronozizeptiven Effekte
verantwortlich sein konnte. Erst kirzlich wurde beschrieben, dass Sphingosin die Fusion
synaptischer Vesikel erhdhen kann [92]. Die erhdhte Sphingosinkonzentration in den
SPHK-2 Knockout Méausen konnte demnach die Ausschittung der Neurotransmitter
steigern und so die Schmerzverarbeitung fordern.

Bei der Zymosan-induzierten mechanischen Hyperalgesie konnte durch die Gabe des
selektiven SPHK-1 Inhibitors SK1-II; (2-(p-hydroxyanilino)-4-(p-chlorophenyl) thiazol)
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eine Stunde nach Zymosaninjektion ein erhdhtes Schmerzverhalten von Wildtyp Mé&usen
festgestellt werden. Interessanterweise war nach zweistundiger Zymosanbehandlung
keine Anderung des nozizeptiven Verhaltens gegeniiber Kontrolltieren zu erkennen.
Untersuchungen der spinalen S1P-Konzentration ergaben, dass die intrathekale Injektion
des SPHK-1-spezifischen Inhibitors SK1-11 eine Akkumulation der Gesamt-S1P-
Konzentration im Rickenmark verursachte (Abbildung 3.15). Zwei Stunden nach
Zymosaninjektion, dem Zeitpunkt an dem die S1P-Konzentration im Dorsalhorn des
Riickenmarks signifikant erhoht vorlag, war jedoch keine Anderung des nozizeptiven
Verhaltens zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass durch SPHK-2 gebildetes
intrazellulares S1P keinen Einfluss auf die akute Schmerzverarbeitung austbt.
Vorarbeiten zeigten jedoch, dass die intrathekale Injektion von Sphinganin-1-P (dihydro-
S1P) und niedrigen Konzentrationen an S1P (1-10 uM) das Schmerzverhalten von Tieren
signifikant reduziert [70, 74]. Auf Grund der in der vorliegenden Arbeit gezeigten
Ergebnisse muss davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem antinozizeptiv
wirkenden S1P um von SPHK-1 gebildetes und anschlieBend sezerniertes S1P handelt.
Daher scheint die SPHK-1 ausschlaggebend fur die vermittelten Effekte auf die
Nozizeption zu sein.

Die durch verstarkte Aktivitdt der SPHK-1 nach nozizeptiver Stimulierung
hervorgerufene Hemmung beider SPHKSs ist dartber hinaus ein moglicher Grund fur den
Verlust der antinozizeptiven Wirkung bei intrathekaler Applikation hoher S1P-
Konzentrationen [70, 125]. Neben der von intrazellularem S1P vermittelten Erhdhung der
intazellularen  Calciumkonzentration und der damit verbundenen verstdrkten
Ausschiittung von Neurotransmittern aus Neuronen konnte die hohe S1P-Konzentrationen
die Hemmung der SPHKs durch negative Riickkopplung bedingen und zur Aufhebung
des antinozizeptiven Effekts beitragen.

Wie sich die Hemmung einer oder beider SPHK Isoenzyme l&ngerfristig auf die
Schmerzverarbeitung auswirkt, muss allerdings noch an geeigneten Modellsystemen
untersucht werden. Gegen eine Schmerztherapie durch gezielte Aktivierung der SPHKSs
spricht jedoch, dass SPHK-1 ein Onkogen ist, dessen Hochregulierung mit der
Tumorangiogenese und der Resistenz von Krebszellen gegen radioaktive Chemotherapie
in Verbindung gebracht wird [126]. Die Aktivierung der SPHKSs hétte demnach
unerwiinschte Nebeneffekte und stellt deren Verwendung als ,Target’” zur

Schmerzbehandlung in Frage.
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4.2 S1P- Rezeptor-Agonisten und —Antagonisten als Analgetika

Mit Hilfe von Untersuchungen an bekannten und neu synthetisierten S1P-Rezeptor-
Agonisten und -Antagonisten sollten Hinweise fiir eine neuartige, pharmakologische
Schmerztherapie erarbeitet werden. Bis zum heutigen Zeitpunkt sind bereits eine Vielzahl
verschiedener S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten entwickelt und charakterisiert
worden. Der bekannteste und wohl am besten untersuchte S1P Agonist ist FTY720-P, ein
hochaffiner Ligand der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren S1P; und S1Ps;s [18].
Vorarbeiten zeigten, dass intraperitoneal oder intrathekal gegebenes FTY720 einen
antinozieptiven Effekt ausuben kann. Da es nach intrathekaler Injektion von FTY720-P zu
keinen Anderungen des S1P-Gehalts nach einstiindiger nozizeptiver Stimulierung mit
Zymosan kommt (Abbildung 3.18), wird die Antinozizeption von FTY720-P wohl
unabhéngig von endogenem S1P Uber die Aktivierung von S1P-Rezeptoren vermittelt.

Es wurde ein inhibitorischer Effekt von FTY720 auf die Sekretion von Eicosanoiden im
Blutplasma nachgewiesen [70, 74]. Da bereits gut beschrieben ist, dass eine Hemmung
der Prostaglandinsynthese im Riickenmark eine antinozizeptive Wirkung vermittelt [75],
bestent die Mdoglichkeit, dass die Hemmung der Prostanoid Synthese zu der
antinozizeptiven Wirkung von FTY720 beitrdgt. Daruber hinaus ist bekannt, dass
FTY720 die intrazellulare cAMP-Akkumulation herabsenkt [55]. FTY720 vereint demnach
den cAMP-reduzierenden Effekt der Opioide und den Prostaglandin-inhibierenden Effekt der
NSAIDs, welche die beiden weltweit am h&ufigsten zur Behandlung von Schmerzen
eingesetzten Arzneimittel-Gruppen darstellen (Abbildung 4.3). Aus diesem Grund ist die
Herstellung und Erforschung neuer S1P-Rezeptor subtypspezifische Agonisten oder
Antagonisten, welche hemmend auf die Synthese von Prostaglandinen und cAMP wirken
konnen, von groBem Interesse fir die Entwicklung innovativer Therapeutika zur

Behandlung chronischer Schmerzen.
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der cAMP-Signalkaskade in sensorischen
Neuronen. Die Stimulation von G-Protein (G) gekoppelten 7-Transmembran-Rezeptoren
(Prostaglandin E, (PGE,)-Rezeptoren EP2 und EP4) in zentralen sensorischen Neuronen, fihrt zur
Aktivierung der Adenylatzyklasen (ACs), welche die Umsetzung von ATP zu cAMP Katalysieren. Die
Anbindung von cAMP an die Protein Kinase A (PKA) bewirkt dessen Aktivierung. Durch PKA-
abhangige Phosphorylierung von z.B. Transient-Receptor-Potential-Vanilloidrezeptor 1 (TRPV1)-
lonenkandlen und N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor 1 (NIR) in peripheren und zentralen
Neuronen wird die neuronale Erregbarkeit wahrend akuter und chronischer Schmerzen gesteigert.
Die Schmerzweiterleitung wird zusétzlich durch Aktivierung der Protein Kinase C (PKC) gesteigert.
Die weltweit am haufigsten zur Behandlung von Schmerzen eingesetzten Arzneimittel, nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAIDs) und Opioide, vermitteln die Hemmung der cAMP-Synthese durch
verschiedene Mechanismen. Opioide (wie Morphin) stimulieren das inhibitorische G-Protein G, Uber
den zugehdrigen Rezeptor. Die a-Untereinheit des G, hemmt die AC-Aktivitat. NSAIDs verringern
CAMP durch die Hemmung der Cyclooxygenasen (COX), die normalerweise zur Bildung von PGE,
fuhren, welches die cAMP-Synthese Uiber EP2- und EP4-Rezeptoren vermittelt. Die antinozizeptive
Wirkung des S1P-Strukturanalogons FTY720 basiert vermutlich auf einer Reduktion der cAMP-
Synthese, sowie einer Reduktion der Prostaglandinsynthese durch direkte Hemmung der cPLA,.
Modifizierte Abbildung nach Pierre et al. [127].
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4.2.1 Charaktrisierung von S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten

Die neu synthetisierten potentiellen Agonisten und Antagonisten G-Protein-gekoppelter
Rezeptoren wurden von Prof. Dr. Holger Stark (Institut flir Pharmazeutische Chemie,
Johann Wolfgang Goethe Universitat, Frankfurt) zur Verfiigung gestellt. In GTPyS®
Bindungsstudien zeigten die neu synthetisierten potentiellen Agonisten ST-967, ein
Phosphonat-Analogon von FTY720, sowie das phosphorylierte Analogon ST-970 eine
signifikante G-Proteinaktivierung und eine Affinitat gegeniber S1P-Rezeptoren. Das
FTY720-Phosphonat ST-967 wurde in der Literatur bereits als potenter Agonist, der alle
S1P-Rezeptoren mit Ausnahme von S1P; aktiviert, beschrieben [128, 129] und zeigte eine
starkere S1P-Rezeptoraktivierung als ST-970. Die Phosphorylierung dieser Substanzen
erwies sich als ausschlaggebend fur die Aktivierung G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, da
ST-969, die unphosphorylierte Form von ST-970, sowie FTY720 keine GTPyS®
Anbindung ausldsten. Da ST-969 zu einer signifikanten Reduktion der Forskolin-
stimulierten cAMP-Synthese in Riickenmarkszellen fiihrte, wird es vermutlich &hnlich
wie FTY720 in den Zellen phosphoryliert und bedingt anschlieBend tber die Anbindung
an Gj-Protein-gekoppelte Rezeptoren die Hemmung der Adenylatzyklase, dem cAMP
synthetisierenden Enzym.

Die potentiellen G-Protein Rezeptor-Antagonisten ST-968, ST-971, ST972 und ST-973
zeigten keine agonistische Wirkung auf G-Protein-gekoppelte Rezeptoren. Mit Ausnahme
von ST-968 inhibierten diese Substanzen die durch S1P induzierte G-Protein Aktivierung.
Bei ST-971, ST972 und ST-973 handelt es sich demnach um S1P-Rezeptor-Antagonisten.
Die antagonistische Wirkung dieser Substanzen konnte jedoch nicht in
Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden. ST-971, ST972 und ST-973 konnten die
durch FTY720-P verursachte Absenkung der intrazellularen cAMP-Konzentration nicht
hemmen. Daher kann vermutet werden, dass es sich bei diesen Substanzen um
kompetitive Antagonisten handelt, die mit FTY720-P um dieselbe Bindestelle am
Rezeptor konkurrieren. Aus diesem Grund missten die kompetitiven Inhibitoren in
héherer Konzentration als der Antagonist vorliegen, damit die blockierende Wirkung zum

tragen kommt.

4.2.2 Einfluss der FTY720-Analoga auf die Prostaglandin E, Synthese
Neben der antinozizeptiven Wirkung von FTY720 wurde in Vorarbeiten ein
inhibitorischer Effekt auf die Sekretion von Eicosanoiden im Blutplasma von Ratten
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nachgewiesen [70, 74]. Diese inhibitorische Wirkung von FTY720 auf die Sekretion von
PGE; konnte ebenfalls im Vollbluttest, einem in vitro Modellsystem, detektiert werden
(Abbildung 3.30). Auch die Inkubation mit FTY720-P, dem S1Pis45 Agonisten
VPC23153, ST-967, ST-970, ST-972 und ST-973 fuhrten zu einer signifikanten Abnahme
der PGE,-Konzentration. Der S1P; spezifische Agonist SEW2817, S1P, ST-968, sowie
der S1P-Rezeptor Antagonsit ST-971 bedingten keine Abdanderung der PGE,-
Konzentration.

Aufgrund der Tatsache, dass auch die S1P-Rezeptor-Antagonisten ST-972 und ST-973 zu
einer Hemmung der PGE, Sekretion fihren und diese nachweislich keine G-
Proteinaktivierung bedingen (Abbildung 3.26), muss die Hemmung der PGE;, Synthese
S1P-Rezeptor-unabhangig vermittelt werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass FTY720
unabhéngig von seinem Phosphorylierungsgrad und S1P-Rezeptor Aktivierung zu einer
Verringerung der Freisetzung von PGD; aus Mastzellen und von PGE; aus RAW264.7
Makrophagen flhrt [42]. Stattdessen vermittelt FTY720 seine Wirkung Uber direkte
Bindung an die Gruppe IVA cytosolische PLA; (cCPLAa). Bei diesem Enzym handelt es
sich um das konzentrationslimitierende Enzym der Eicosanoid-Biosynthesekaskade,
welches fiir die Freisetzung der Arachidonsdaure (AA) verantwortlich ist, die anschlie3end
zu Prostaglandinen, Prostacyclin oder Thromboxan umgesetzt wird [76, 130].
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Abbildung 4.4: C1P und PIP, interagieren mit unterschiedlichen Bindestellen der
CPLA,. Das Enzym cPLA, besteht aus einer Calcium-bindenden C2-Doméne und einer o/p-
Hydrolase Doméne inklusive dem aktiven Zentrum (katalytische Doméne). C1P [131, 132] und
Phosphatidylinositol-(4,5) bis-phosphat (PIP,) [133, 134] binden im Bereich zwischen der
regulatorischen und der katalytischen Doméne. C1P interagiert mit basischen Resten der C2-
Domane, wéahrend PIP, an basische Reste der katalytischen Doméane bindet.

Es existieren innerhalb der cPLA, mehrere potentielle Bindestellen, an die FTY720-
Analoga binden und so die Hemmung der Eicosanoid-Synthese vermitteln kénnten.
Beispielsweise konkurriert der selektive cPLA; Inhibitor BMS-229724 (4-[4-[2-[2-[bis(4-
chlorophenyl) methoxy]ethyl-sulfonyl]ethoxy]phenyl]-1,1,1-trifluoro-2-butanon) mit dem
Phospholipid-Substrat um das aktive Zentrum [135]. Darlber hinaus existieren
verschiedene Stellen, an denen die cPLA; Aktivatoren C1P [131, 132] und
Phosphatidylinositol-(4,5) bis-phosphat (PIP) [133, 134] binden, welche auch durch
Inhibitoren besetzt werden koénnten (Abbildung 4.4). Die Hemmung der cPLA; Uber
direkte Bindung der FTY720-Analoga ist demnach eine mdgliche Erklarung fur die
induzierte Reduktion der PGE; Sekretion aus Blutzellen. Hierbei muss allerdings beachtet
werden, dass durch LPS-Stimulierung die im Blut vorhandenen Monozyten und
Makrophagen Cyclooxygenase-2 (COX-2) exprimieren, was zu einer erhohten Produktion
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von PGE; fiihrt [136]. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die FTY720-
Analoga auch ber die Hemmung der COX-2 oder der terminalen Synthasen (z.B.
mMPGES-1) die Reduktion der LPS-stimulierten PGE, Synthese beeinflussen.

Die gewonnenen Daten deuten darauf hin, dass die strukturelle VVorraussetzung fiir die
inhibitorische Wirkung auf die PGE, Synthese vermutlich der Besitz eines basischen
Zentrums ist. SEW2871 weist kein basisches Zentrum auf und verdndert demnach die
PGE,-Konzentration nicht. Bei ST-968 ist ein basisches Zentrum kaum erreichbar und bei
ST-971 konnte dieses durch die nahe Phosphatgruppe maskiert werden. Zur Priifung
dieser Hypothese wurde die Wirkung der alkalischen tertidren Amin-Analoga ST-1146
und ST-1147 auf die PGE, Sekretion getestet. Wahrend ST-1146 keine Anderung der
PGE;-Konzentration bedingte, reduzierte ST-1147 den PGE,-Gehalt signifikant. Da sich
die beiden tertidren Aminverbindungen lediglich in der Lénge der Kohlenstoffkette
unterscheiden, ist vermutlich die Anzahl der Freiheitsgrade entscheidend fur die
inhibitorische Wirkung. ST-1146 besitzt aufgrund der langeren Kohlenstoffkette mehr
Freiheitsgrade, d.h. die basische Amingruppe kann vermehrt geometrischen
Transformationen, wie Rotationen oder Translationen, erfahren und somit die zur
Wechselwirkung mit dem Enzym bendtigte Konformation nicht Aufrecht erhalten. Die
Amingruppe des ST-1147 hingegen besitzt aufgrund der kurzen Kohlenstoffkette weniger
Spielraum, verweilt dadurch in der fir die Anbindung an die cPLA; bendtigte Position
und fihrt so zur Hemmung der PGE;, Synthese. Demnach ist die basische Eigenschaft
einer Substanz wichtig fur die Hemmung der Prostaglandinsynthese, stellt jedoch keine
Garantie fr eine Inhibition dar.

4.2.3 Wirkung der FTY720-Analoga in vivo

Um zu prufen, ob die in vitro beobachtete Hemmung der Prostaglandinsynthese auch vor
einem physiologischen Hintergrund auftritt, wurden verschiedene Konzentrationen der
FTY720-Analoga intraperitoneal (i.p.) injiziert. Die Analoga ST-967, ST-969 und ST-973
beeinflussten nach i.p. Gabe die Plasmakonzentrationen von PGE; nicht, wahrend die
bereits im Vollblut-Test inhibitorisch wirkenden Substanzen FTY720 und ST-970 einen
reduzierenden Effekt auf den PGE,-Gehalt austbten.

Neben dem inhibitorischen Effekt auf die Prostaglandinsynthese wurde nach i.p. Injektion
von ST-970 und FTY720 eine signifikante Reduktion der Lymphozytenzahl festgestellt.
Fir FTY720-Phosphonat wurde in der Literatur bereits die Induktion einer Lymphopenie
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im Blut von Mé&usen und Ratten beschrieben [128]. Da die immunosupressive Eigenschaft
von FTY720-P auf der Hemmung der S1P; Signalkaskade basiert [137, 138], wird
vermutet, dass auch ST-970 durch Anbindung an S1P; den Austritt der Lymphozyten aus
dem peripheren lymphatischen Gewebe bzw. dem Thymus behindert. Allerdings traten
die beobachteten Effekte der FTY720-Analoga nicht bei jeder Dosis auf. Der S1P-
Rezeptor-Agonist ST-970 verursachte bei i.p. Gabe von 0,1 mg/kg keine Reduktion der
Lymphozytenzahl, reduzierte in dieser Konzentration jedoch auch nicht die Synthese von
PGE,, wohingegen 1 mg/kg FTY720 sowohl auf die Prostaglandinsynthese als auch auf
die Lymphozytenwanderung hemmend wirkte. Eine Erklarung dafur konnte in den
pharmakokinetischen Eigenschaften der Substanzen liegen. Von FTY720 ist bekannt, dass
es in Ratten eine Bioverfugbarkeit von Uber 60% und eine Halbwertszeit von zwolf
Stunden aufweist und dadurch die FTY720-Konzentration im Blut tber langeren
Zeitraum hoch bleibt [75]. Von den in dieser Arbeit untersuchten FTY720-Analoga sind
keine Daten zur Absorption, der Verteilung oder dem Metabolismus im Kdérper bekannt.
Es ist unklar, wie schnell die Substanzen von dem peritonealen Uberzug des Bauchraums
aufgenommen werden und in das Blut gelangen. Dartiber hinaus kdnnte die Wirkung der
Substanzen durch deren Transport Uber die Zellmembran und deren intrazellulare
Verarbeitung beeinflusst werden.

Die Therapie von chronischen Schmerzen ist unbefriedigend, da die Medikamente nicht
sehr effektiv sind und meist unerwiinschte Nebenwirkungen besitzen. Hier konnten
FTY720 Derivate Alternativen zu herkdmmlichen Schmerztherapien darstellen. Neben
einer Infektneigung kdnnen bei Gabe von FTY720 ein initialer Herzfrequenzabfall, sowie
Kopfschmerzen, Durchfall und Ubelkeit auftreten. Die Beeintriachtigungen der
kardiovaskularen Funktionen sind vermutlich auf die Aktivierung des Rezeptors S1P;
zuruckzufuhren [139]. Die Verwendung von FTY720-Analoga, welche keine Aktivierung
des fir die immunosuppressiven Effekte verantwortlichen Rezeptor S1P; oder des mit
Bradykardie und Bluthochdruck assoziierten Rezeptor S1Ps; ausiiben und dennoch ein
analgetisches Potential, vermittelt durch die Reduktion der Prostaglandin- und cAMP-
Synthese, besitzen, waren viel versprechende neue Substanzen fiir die Entwicklung
innovativer Therapeutika zur Behandlung chronischer Schmerzen. Zu empfehlen waren
FTY720-Analoga wie z.B. ST-967 mit basischem Zentrum und geringem Freiheitsgrad,
damit die zur Wechselwirkung mit der cPLA; bendtigte Konformation Aufrecht erhalten
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werden kann. Ebenfalls denkbar ware der Einsatz eines S1P-Rezeptor-Antagonisten, wie
z.B. ST-973, oder die Kombination von selektiven Agonisten und Antagonisten.
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5 Zusammenfassung

Im Hinterhorn des Riickenmarks werden aus der Peripherie kommende nozizeptive Reize
auf zentrale Neurone umgeschaltet. Sphingosin-1-Phosphat [56] ist ein potentieller
Modulator dieser spinalen nozizeptiven Transmission. Vorarbeiten zeigten, dass die
intrathekale Applikation von S1P zu einer Verringerung des nozizeptiven Verhaltens fiihrt
[70]. Aus diesem Grund sind sowohl Enzymsysteme, welche die spinale S1P-
Konzentration regulieren, als auch spezifische S1P-Rezeptoren und deren Aktivatoren und
Inhibitoren potentielle ,Targets’ und ,Tools” flr eine suffiziente Schmerztherapie. Zur
Charakterisierung der dem antinozizeptiven Effekt von S1P zugrunde liegenden
Mechanismen konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die S1P-Rezeptoren
S1P; und S1P; in den flr die Schmerzverarbeitung wichtigen &uBeren Laminae I-111 des
dorsalen Hinterhorns des Ruckenmarks exprimiert werden. S1P verringert (ber
Aktivierung G;-Protein-gekoppelter Rezeptoren die Hemmung der cAMP-Synthese in
exzitatorischen Riickenmarksneuronen dieser Laminae, was die antinozizeptive Wirkung
von S1P erklaren konnte.

Zur Aufklarung der Regulation der S1P-Konzentration im Riuckenmark nach peripherer
nozizeptiver Stimulation sollte die Aktivitdt S1P metabolisierender Enzyme né&her
betrachtet werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass es nach peripherer nozizeptiver
Stimulierung in vitro und in vivo zu einer negativen Riickkopplung durch S1P kommt,
basierend auf einer anféanglichen Aktivierung beider SPHKSs. Das durch SPHK-1 gebildete
S1P vermittelt extrazelluldr tiber den S1P;-Rezeptor die Hemmung der SPHK-1, wahrend
es Uber den S1P,-Rezeptor die SPHK-2 hemmt und dadurch zu einer Absenkung der S1P-
Konzentration fiihrt. Das durch SPHK-2 gebildete S1P hingegen wird nicht sezerniert,
bedingt demnach keine Hemmung der S1P-Synthese und tbt keinen direkten Einfluss auf
die akute spinale Schmerzverarbeitung aus. Bei dem antinozizeptiv wirkenden S1P
handelt es sich um von SPHK-1 gebildetes und anschlielend sezerniertes S1P. Auch in
nicht-neuronalen Zellen konnte die negative Rickkopplung detektiert werden und stellt
daher einen allgemeinen regulatorischen Mechanismus dar.

Des Weiteren sollte die Untersuchung von neu synthetisierten S1P-Rezeptor-Agonisten
und Antagonisten weitere Grundlagen flr eine neuartige, pharmakologische
Schmerztherapie liefern. Vorarbeiten zeigten, dass die intraperitoneale oder intrathekale
Gabe des strukturellen S1P-Analogons FTY720 das Schmerzverhalten von Tieren
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reduziert [74]. Die hemmende Wirkung des FTY720 auf die Eicosanoidsynthese durch
direkte Hemmung der cPLA; kann zur Vermittlung des antinozizeptiven Effekts von
FTY720 beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass FTY720-Analoga die
PGE,-Synthese in vivo und in vitro hemmen koénnen. Die strukturelle VVorraussetzung fir
die hemmende Wirkung dieser S1P-Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten ist der Besitz
eines basischen Zentrums und dartber hinaus die Freiheitsgrade der Substanzen eine
Rolle fur die Bindung an die cPLA; spielen. Die Verwendung von FTY720-Analoga,
welche keine Aktivierung der fiir Nebenwirkungen verantwortlichen S1P-Rezeptoren
bedingen und dennoch eine Reduktion der Prostaglandin- und cAMP-Synthese vermitteln,

waren viel versprechende neue Substanzen zur Behandlung chronischer Schmerzen.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AA Arachidonséure

ABC-Transporter ATB-binding cassette-Transporter

AC Adenylatzyklase

AMPA Alpha-Amino-3-Hydroxyl-5-Methyl-4-1soxazole-Propionat
As Aminosauren

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Brain-derived neurotrophic factor
BSA Rinderserumalbumin

C1P Ceramid-1-Phosphat

CaMKIl Calmodulinkinase 11

cAMP cyclisches Adenosin Monophosphat
CGRP Calcitonine-Gene-Related-Peptide

COX Cyclooxygenase

cPLA, cytosolische Phospholipase A;

DG Diacylglycerol

DRG Hinterwurzelganglium

ECso halbmaximale effektive Konzentration
EDG Endothelial Differentiation Gene

EDTA Ethyldiamintetraessigsaure

ERK Extracellular-signal-regulated Proteinkinase
GABA Gamma-Aminobutterséure

GAD Glutamat Decarboxylase

Gi inhibitorischs G-Protein

GlyRa3 Glycinrezeptor o 3

GPR G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
GTP Guanosintriphosphat

hACCA Human Adenylate Cyclase Constitutive Activator
IB-4 Isolectin B-4

1Cso halbmaximale inhibitorische Konzentration
IP; Inositol triphosphate

i.p. intraperitoneal

i.pl. intraplantar

i.th. intrathekal

IFN Interferon

IL Interleukin

IP3 Inositol-3-Phosphat

KCI Kalium Chlorid

kDa Kilo-Dalton

KO Knockout

LPP Lipidphosphat-Phosphatase

LPS Lipopolysacharid

LzP Langzeitpotenzierung

MELK Multi-Epitope-Ligand-Kartographie
mGIuR metabotropher Glutamat Rezeptoren
MRNA messenger Ribonukleinséure

NGF Nerve Growth Faktor



Abkirzungsverzeichnis 113

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NO Stichstoffmonoxid

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PG Prostaglandin

PIP, Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate or PtdIns(4,5)Pa,
PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLA Phospholipase A

PLD Phospholipase D

RANKL Receptor activator of NF-«xB ligand
Rho Rho-GTPasen

RT Raumtemperatur

S1P Sphingosin-1-Phosphat

SDS Sodium-dodecyl-sulfat

SEM Standardfehler desMittelwerts

SPHK Sphingosin-Kinase

SPL S1P-Lyase

SPP S1P-Phosphatase

TEMED N, N, N, N- Tetramethylethyldiamin
TF tissue factor

TGF-p Transforming groeth factor

TNFa Tumor-Nekrose-Faktor alpha
TRPV-1 Transient-Receptor-Potential-Vanilloidrezeptor
TXA; Thromboxan A,

u.a. unter anderem

uv Ultraviolett

VEGF Vasvular endothelial growth factor

ZNS Zentrales Nervensystem
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