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1 Einleitung

1.1 Geschichte der Sphingolipide

Thudichum isolierte im Jahr 1882 Sphingosin als Hydrolyseprodukt des Phrenosins
(Thudichum, 1882).

Der genaue strukturelle Aufbau des Sphingosins wurde 1931 von Klenk und Diebold
aufgeklart (Klenk et al., 1931). Nach Chroms&aureoxidation des Sphingosins und Ozonolyse
seines Triacetylderivates erhielten sie ein Cy4-Bruchstiick, das Myristinaldehyd, und einen Cy-
Korper, die DL-a-Aminobuttersdure. Durch diese Experimente wurden die Lage der
Doppelbindung und die C,g-Kettenlange festgelegt. Fur die Struktur des Sphingosins wurde
die 3-Amino-1,2-dihydroxy-octadec-4-ens Struktur postuliert. Erst Carter gelang es 1947
durch Perjodatspaltung die richtigen Positionen der funktionellen Gruppen zu bestimmen
(Carter et al., 1947). Die Aminogruppe substituiert am C-Atom 2 zwischen den
Hydroxygruppen an den C-Atomen 1 und 3. 1951 wurde die D-Konfiguration am C-Atom 2
bestimmt (Carter & Humiston, 1951).

Mittels IR-Spektroskopie wurde 1952 die trans-Konfiguration der Doppelbindung im
Sphingosin, Sphingosinsulfat, Triacetylsphingosin, Sphingomyelin und den Cerebrosiden
nachgewiesen (Mislow, 1952, Marinetti et al., 1954). Die Bestimmung der erythro
Konfiguration erfolgte 1953 durch Jenny und Grob (Jenny et al., 1953). Danach besitzt das
Sphingosin die Struktur des D (+)-erythro-2-Amino-4-trans-octadecen-1,3-diol.

1.2 Biosynthese der Sphingolipide

Nachdem Acetat und Serin als Vorladufermolekile der Sphingolipide identifiziert wurden
(Sprinson & Coulon, 1954, Zabin & Mead, 1953, Zabin & Mead, 1954), begann die
Aufklarung des Biosyntheseweges der Sphingolipide. Die Syntheseschritte, bis zur Ebene des
Ceramids, wurden durch Stoffel und Snell aufgedeckt (Braun & Snell, 1967, Braun & Snell,
1968, Stoffel et al., 1967, Stoffel et al., 1968, Stoffel et al., 1968) (Abbildung 1).



Durch die Serin Palmitoyl-CoA-Transferase (SPT), wird die Bildung von 2,3-
Oxodihydrosphingosin, das durch die 3-Oxodihydrosphingosin-Reduktase zum 2S, 3R
Dihydrosphingosin reduziert wird, katalysiert. Die Acyl-CoA Transferase katalysiert die

Bildung von Dihydroceramid, in dem das Dihydrosphingosin durch eine Desaturase zu

Ceramid dehydrogeniert wird. Diese Reaktionssequenz findet an der cytosolischen Seite des
endoplasmatischen Retikulum (ER) statt (Hirschberg et al., 1993, Mandon et al., 1992).
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Abbildung 1: Sphingolipid-Metabolismus



Die Grundlage der verschiedenen Sphingolipide bildet das Sphingosin, das zwel
asymmetrische Kohlenstoff-Atome besitzt (Abb.:2). Im Ceramid ist eine langkettige Fettsdure

immer durch eine Amidbindung an die Aminogruppe von C2 gebunden.

Abbildung 2: Sphingosin
Das Sphingosin bildet die Grundlage der Sphingolipide. Durch Bindung einer Fettsdure an C2 wird
Ceramid gebildet. Bindet danach ein Zucker kovalent an C1, so entstehen Glykosphingolipide.

Die primare Alkoholgruppe an C1 stellt das nukleophile Zentrum dar.

Ausgehend vom Ceramid kann an C1 eine kovalente Bindung mit einem Zucker auf dem Weg
zu der Klasse der Glykosphingolipide (Cerebroside, Sulfatide, Globoside und Ganglioside)
eingegangen werden.

Der sekundére Alkohol an C3 ist Uberwiegend unsubstituiert.

Das Sphingomyelin ist das einzige Phospho-Sphingolipid. Die Synthese des Sphingomyelins
findet im Lumen des Golgi-Apparates statt (Jeckel et al.,, 1990). Es existieren zwei
Sphingomyelin-Synthasen, wobei die Sphingomyelin-Synthase 1 membransténdig im Golgi-
Apparat, die Sphingomyelin-Synthase 2 an der Plasmamembran lokalisiert ist (Huitema et al.,
2004). Durch die Sphingomyelin-Synthase wird der Transfer der Phosphorylcholingruppe von
Phosphatidylcholin auf Ceramid katalysiert. Es entstehen Sphingomyelin und Diacylglycerol.
Der primare Alkohol ist hier durch eine Phosphodiesterbriicke mit dem Cholin verestert. Die
Aminogruppe des Sphingosins ist mit einer langkettigen Fettsaure durch eine Amidbindung
verbunden. Sphingomyelin ist also ein Ceramidphosphocholin. Die am meisten
vorkommenden Fettsduren im Sphingomyelin sind die Palmitin-, Stearin-, Lignocerin- und
die Nervonséure. Sphingomyelin ist zwitterionisch geladen. Es ist in der Plasmamembran
lokalisiert.

Zu den Glycosphingolipiden z&hlen die Cerebroside, Sulfatide, Globoside und Ganglioside.

Bei den Cerebrosiden unterscheidet man zwischen Galactosylcerebrosiden und Glucosylcere-



brosiden. Die Galaktose-, bzw Glukose-Einheit ist mit dem C1-Atom des Zuckers an die C1-
Position des Ceramids gebunden. Die Synthese findet zwischen Ceramiden und aktivierten
Nucleotidzuckern, der UDP-Galaktose bzw. der UDP-Glukose statt. Sie wird durch die
Ceramidgalactosyltransferase ~ (Schulte &  Stoffel, 1993) bzw. durch die
Ceramidglucosyltransferase (Basu et al., 1968) katalysiert. Die Ceramidgalactosyltransferase
ist an das endoplasmatische Retikulum im Lumen gebunden (Sprong et al., 1998), die
Ceramidglucosyltransferase befindet sich dagegen in der cytosolischen Lamelle des Golgi-
Apparates (Futerman & Pagano, 1991, Jeckel et al., 1992). Hohe Konzentrationen der beiden
Enzyme findet man in Oligodendrozyten, was auf eine wichtige Funktion in der
Myelinogenese schlieRRen lasst (Stoffel & Bosio, 1997).

Sowohl der hydrophobe, als auch der polare Anteil der Cerebroside verleihen der
Myelinmembran besondere Eigenschaften, zu denen die Fluiditat und die Polaritéit gehdren.
Die Sulfatide (Sulfoglycosphingolipide) sind Schwefelsaureester der Galactocerebroside. Sie
entstehen durch Ubertragung einer Sulfatgruppe von 3-Phosphoadenosin-5-phosphosulfat
(PAPS) auf den Zucker, katalysiert durch die Sulfotransferase (Honke et al., 1997, Honke et
al., 1996). Die Analyse und Charakterisierung der Sulfatide begann vor allem nachdem
bekannt wurde, dal} sich Sulfatide im Gehirn von Patienten mit metachromatischer
Leukodystrophie ansammeln. Die Krankheit wird als metachromatisch bezeichnet, weil das
Gewebe beim Kontakt mit saurem Kresylviolett einen Farbumschlag ins braunrote zeigt
(Helmstaedt, 1963). Dieser Farbumschlag resultiert aus der Ansammlung der Sulfatide.
Desweiteren besitzen die Sulfatide die strukturellen Anforderungen eines Opiatrezeptors.
Antikorper gegen Sulfatid antagonisieren die Effekte von Morphin und B-Endorphin (Craves
et al., 1980, Loh et al., 1978). Sulfatide bilden das Epitop flr den Oligodendrozytenmarker
O4 (Sommer & Schachner, 1981). Das Galactocerebrosid-3-sulfat stellt das am haufigsten
vorkommende Sulfatid im Gehirn dar. Die Sulfatide sind ein wichtiger Bestandteil der
Myelinscheiden (Norton & Poduslo, 1973).

Die Ganglioside (Sialosylglycosylsphingolipide) beinhalten mindestens einen Sialinséurerest
in der Oligosaccharidkopfgruppe und sind negativ geladen. Zum ersten Mal beschrieben
wurden sie 1935 von Ernst Klenk. Sie entstehen durch die Ubertragung weiterer
Monosaccharide auf Glucosylceramid. Die Synthese findet an der luminalen Oberflache der
Golgi-Membran statt. Die von Svennerholm (Svennerholm, 1963) festgelegte Nomenklatur
fur Ganglioside ist folgende (erlautert am Beispiel von GM,): G steht fur Gangliosid, M
bezeichnet die Anzahl der Sialinsduren im Gangliosid (M=monosialo, D=disialo und

T=trisialo) und 1 muB in die Gleichung (5-n) eingesetzt werden, wobei die resultierende Zahl
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die Anzahl der Monosaccharide im Gangliosid angibt. Ganglioside kommen gehduft in
Ganglienzellen und zu einem geringeren Teil auch in den Nervenendigungen vor. GMs-
Ganglioside dienen als Rezeptoren bestimmter Toxine, i.e. Cholera, Tetanus und Influenza
(Richards et al., 1979, Schengrund et al., 1991). Das Cholera-Toxin besteht aus einer A-
Untereinheit und fiinf identischen B-Untereinheiten, damit gehort es zu den ABs Toxinen. Die
pentamere B-Untereinheit bindet mit hoher Affinitat an GM; an der apikalen Zelloberflache
(Cuatrecasas, 1973, Holmgren et al., 1975). Bei den CLTs (cholera like toxins) katalysiert die
A-Untereinheit die NAD-abhangige ADP-Ribosylierung von verschiedenen Zielproteinen.
Die ADP-Ribosylierung der a-Untereinheit des trimeren GTP Bindungsproteins Gs aktiviert
die Adenylcylase, wodurch ein Anstieg der cAMP Konzentration ausgel6st wird, was
enterotoxisch zur Diarrhde fuhrt. Zudem sind anti-Gangliosid Antikorper in einer Vielzahl
von Autoimmun-Krankheiten gefunden worden, wie z.B. dem Guillain-Barré Syndrom oder
dem Miller-Fisher Syndrom (Fredman, 1998, Steck, 2000, Yuki, 2001).

Das Schlusselenzym zur Entstehung der Globoside ist die UDP Galaktose:Laktosylceramid-4-
a-galaktosyltransferase, die die Synthese von Ceramidtrihexosid (GbsCer) katalysiert.

Globoside spielen als Antigene im P-Blutgruppensystem eine Rolle (Hellberg et al., 2002).

1.3 Katabolismus der Sphingolipide

Der Abbau der Sphingolipide in den Lysosomen beginnt mit der Hydrolisierung zu
Sphingosin bzw. Dihydrosphingosin (Abbildung 1). Das Ceramid kann durch Ceramidasen zu
Sphingosin deacyliert werden. Man unterscheidet verschiedene Formen der Ceramidasen, die
bei verschiedenen pH-Werten aktiv sind (neutral, basisch oder sauer). Die neutrale
Ceramidase ist an der Plasmamembran lokalisiert (Hwang et al., 2005, Tani et al., 2003), die
saure Ceramidase befindet sich in den Lysosomen (Bernardo et al., 1995), und die alkalische
Ceramidase liegt im ER/Golgi-Komplex vor (Mao et al., 2003, Xu et al., 2006).

Sphingosin wird durch eine ATP-abhangige Kinase an der primaren Hydroxylgruppe zu
Sphingosin-1-Phosphat (S-1-P) phosphoryliert (Kohama et al., 1998). S-1-P dient intrazellulér
als second messenger und extrazellulér als Ligand fir bestimmte G-Protein gekoppelte
Rezeptoren(Olivera and Spiegel, 1993).

Die S-1-P Lyase spaltet das S-1-P zwischen C2, das die Aminogruppe, und C3, das die
sekundare Hydroxylgruppe tragt. Sie gehort zur Klasse der Pyridoxal-5-Phosphat abhéngigen
C-C Lyasen.



Als Produkte entstehen ein aliphatisches Aldehyd (Palmitaldehyd) und Phosphoethanolamin
(Stoffel & Assmann, 1970). Diese werden weiter zum Aufbau von Phospholipiden und
Plasmalogenen verwendet (Horibata & Hirabayashi, 2007).

Im Katabolismus der Sphingolipide fiihren Defekte der Enzyme zu schweren
Krankheitsbildern, den Sphingolipidosen, mit sehr unterschiedlichen klinischen Bildern. Dazu
gehoren Demenz, Psychosen, Organversagen, Skelettschédden oder geistige Retardierung. Das
jeweilige Substrat der betroffenen Enzyme sammelt sich an (siehe Tabelle 1). So ist bei der
Tay-Sachs-Krankheit die Hexosaminidase A betroffen, die die Hydrolyse des N-
Acetylgalactosamin des Gangliosids Gy, katalysiert, was folglich zu einer Ansammlung von
Gwmz in den Nervenzellen fihrt. Die von dieser Krankheit betroffenen Sauglinge entwickeln
sich zunachst normal, ab dem 1. Lebensjahr werden die Nervenfunktionen beeintréchtigt, sie

werden behindert, blind und sterben meist im 3. Lebensjahr.

Tabelle 1: Ubersicht tber die verschiedenen Speicherkrankheiten
Angegeben sind das nicht funktionelle Enzym, das deswegen akkumulierende Substrat und der Name
der resultierenden Krankheit.

Krankheit defektes Enzym akkumulierendes Substrat
Niemann-Pick Sphingomyelinase Sphingomyelin
Gaucher B-Glucocerebrosidase Glucocerebrosid
Tay-Sachs Hexosaminidase A Gangliosid Gy
Fabry a-Galactosidase A Ceramid-Trihexosid
Krabbe Galactocerebrosidase Galactocerebrosid
Sandhoff Hexosaminidase A+B Gangliosid Gy, und Globosid

Andere Speicherkrankheiten, die auf einen Defekt der Enzyme im Katabolismus
zurlickzufuhren sind, sind z.B. die Sandhoff-Krankheit, bei der ebenfalls ein Defekt der
Hexosaminidase A und darlber hinaus auch der Hexosaminidase B vorliegt, was zu einer

Akkumulation von Gy, und Globosid fihrt.




Bei der Gaucher-Krankheit ist die p-Glucocerebrosidase betroffen, bei der Niemann-Pick-
Krankheit ist die Sphingomyelinase inaktiv. Die Fabry-Krankheit geht auf einen Ausfall der
a-Galactosidase A zurlck. Bei der Krabbe-Krankheit stellt die Galactocerebrosidase das

defekte Enzym dar.

1.4 Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um den programmierten Zelltod. Dieser ist Teil des
Stoffwechsels der Zelle und unterscheidet sich damit von der Nekrose, die die andere
Variante des Zelltodes darstellt. Die Nekrose wird durch externe Signale wie physikalische
oder chemische Noxen ausgelGst. Bei der Apoptose handelt es sich dagegen um einen
physiologischen ProzeR, durch den Zellen zerstort werden, ohne da Nachbarzellen davon in
Mitleidenschaft gezogen werden. Die Regulation der Apoptose ist unerlaBlich fir die
Gewebshomg@ostase. Beispielsweise ist die komplexe Ausbildung des Nervensystems erst
durch Apoptose mdglich (Hurle, 1988). Mutationen innerhalb der Apoptosemaschinerie
haben fatale Folgen fiir den Organismus. So beruht die Entstehung von Krebs und einiger
Autoimmunerkrankungen auf dem Verlust der Fahigkeit zur Selbsttétung der Zelle (Sartorius
et al., 2001, Williams, 1991).

Apoptotische Zellen weisen charakteristische morphologische und biochemische Merkmale
auf. Zunéachst erfolgt ein Schrumpfen der Zelle, es folgt die Chromatinkondensation. Das
Cytoplasma und der Nukleus werden in membrangebundene Vesikel fragmentiert (apoptotic
bodies). Diese werden schnell erkannt und mit Hilfe von Makrophagen oder benachbarten
epithelialen Zellen phagozytiert (Kerr et al., 1972).

Die Initiationsphase der Apoptose wird durch die Aktivierung bestimmter Rezeptoren
ausgelost. Hierbei handelt es sich um Plasma-Membranproteine, die alle zur Tumor-Nekrose-
Faktor (TNF) Rezeptor-Superfamilie gehtren. Nach Bindung des Liganden folgt die
Trimerisierung des Rezeptors. Daraufhin gibt es zwei mdgliche Reaktionswege:

Es besteht die Maoglichkeit der direkten Aktivierung der Caspasen. Dabei wird die
Initiatorcaspase 8 aktiviert, die wiederum zur Aktivierung der Executionscaspase 3 fuhrt. Es
folgt der Zelltod.

Die Aktivierung der Apoptose kann gleichfalls tiber das Mitochondrium ablaufen. Dabei wird
ebenfalls die Caspase-8 aktiviert. Es kommt zur Spaltung des Bcl-2-Protein Bid zu tBid (Luo
et al., 1998), welches zwei andere Bcl-2-Proteine, Bax und Bak, aktiviert (Wei et al., 2001).
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Bax bildet an der mitochondrialen AulRenmembran supramolekulare Membran6ffnungen.
Cytochrom c tritt in das Zytosol ein und bildet mit ATP, Apafl und Procaspase 9 einen
Komplex, der zur Aktivierung der Caspase-3 fuhrt (Daniel et al., 2001). Das Verhaltnis von
pro- und anti-apoptotischen Bcl2-Protein-Signalen entscheidet letztlich, ob es zur Apoptose
kommt oder nicht (Raisova et al., 2001).

Durch Hemmung der Caspase-Aktivitat ist es moglich, die Apoptose zu unterbinden oder aber
zumindest zu verlangsamen. Dieses kann zum einen durch Mutationen, zum anderen durch
pharmakologische Hemmestoffe geschehen (Earnshaw et al., 1999).

Neben den Proteinen der Bcl-2 Familie werden zunehmend auch andere Molekule postuliert,
die an der Auslésung der Apoptose beteiligt sein sollen. Ceramide spielen eine wichtige Rolle
in der Apoptose. Einige extrazellulare Signale, wie die Stimulationen durch TNF-a, Fas
Ligand, Interleukin, Hitzeschock oder oxidativen Stref} (Gulbins et al., 1993, Mathias et al.,
1998) sollen zu einer erhohten intrazellularen Konzentration von Ceramid fiihren und dadurch
die Apoptose induzieren.

Die intrazelluldre Konzentration des Ceramids kann auf verschiedene Weise erhoht werden.
Zum einen durch die de novo Synthese (Bose et al., 1995, Gulbins et al., 1993) oder aber
durch die Hydrolyse des Sphingomyelins durch die sauren oder die neutralen
Sphingomyelinasen (Newrzella & Stoffel, 1996, Quintern et al., 1989, Quintern et al., 1987,
Rao & Spence, 1976).

Das folgende Modell beschreibt den postulierten Wirkmechanismus der Sphingolipide in der
Apoptose (Malagarie-Cazenave et al., 2002): Die Bindung von TNF-a an seinen Rezeptor
TNFRL1 resultiert in einer Trimerisierung des Rezeptors. Im cytoplasmatischen Teil des
Rezeptors befindet sich die neutrale Sphingomyelinase Doméne (NSD), an die das FAN-
Protein (factor associated with activation of neutral Smase) bindet. Dieser Komplex aktiviert
die neutrale Sphingomyelinase. Am cytoplasmatischen Teil des Rezeptors befindet sich die
Death Doméne (DD), an welche FADD (Fas associated protein with death domain) und
TRADD (TNFR associated protein with death domain) binden. Dieser Komplex aktiviert die
saure Sphingomyelinase. Auf diese Weise kommt es zur Anhdufung des Ceramids durch
beide Formen der Sphingomyelinasen. Die Ceramide, die durch die Sphingomyelinasen
gebildet werden, wirken auf die Caspasen ein, und induzieren dadurch die Apoptose.

Ceramid induzierte Apoptose kann auch durch Behandlung der Zellen mit Ceramid ausgel6st
werden (Obeid et al., 1993). Zellen, denen das Bax-Gen fehlt, sind resistent gegentber der
Behandlung mit Ceramid (Kim et al., 2001, von Haefen et al., 2002).



Zudem konnen Ceramide auch die Protease Cathepsin D aktivieren, was ebenfalls zu einer
Apoptose fihrt. Dieser mégliche Mechanismus wird auch durch den Befund gestutzt, dal3 in
Zellen, die resistent gegen die cytotoxischen Effekte von TNF-a sind, die Ceramidsynthese
blockiert ist und vererbte Defizienz oder Inhibition der Sphingomyelinasen vor Apoptose
schiitzen (Cai et al., 1997, Nava et al., 2000, Wright et al., 1996).

Auf der anderen Seite kann an die DD auch einen Komplex aus TRADD mit TRAF2 (TNRF
associated factor 2) binden. Dieser interagiert mit der Sphingosinkinase und aktiviert diese,
was zur Bildung von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) flhrt. Dadurch entsteht ein
antiapoptotischer Effekt, da S1P 1. zur Aktivierung antiapoptotischer Signalwege (NF-«kB,
ERK-Kinase) flhrt, 2. die Proteinexpression des proapoptotischen Bcl-2 reduziert und 3. zur
Prévention der streRinduzierten Prozessen in Mitochondrien beitragt (wie z.B. Blockade der

Freisetzung von Cytochrom c) (Skulachev, 2000).



1.5 Serin Palmitoyl-CoA-Transferase

Der erste Schritt in der Sphingolipidbiosynthese, die Kondensation von Serin und Palmitoyl-
CoA, wird von der Serin Palmitoyl-CoA-Transferase (SPT) [EC 2.3.1.50] katalysiert. Das
Produkt dieser Reaktion ist das 3-Oxo-dihydrosphingosin. Es wurde ein vom Schiff’schen
Basen Komplex abhéngiger Mechanismus postuliert (Weiss, 1963) (Abb.:3). In weiteren
Experimenten wurde durch Inkubation einer Fraktion der Hefe Hansenula ciferri mit Serin
und Palmitoyl-CoA in Abwesenheit von NADPH die Bildung von 3-Oxodihydrosphingosin
nachgewiesen. In Anwesenheit von NADPH wird dieses zu Dihydrosphingosin reduziert
(Braun & Snell, 1968, Stoffel et al., 1968, Stoffel et al., 1968, Stoffel et al., 1968).

Bei SPT handelt es sich um ein Mitglied der Unterfamilie der Pyridoxal-5-Phosphat (PLP)-
abhangigen Enzyme. SPT bendtigt PLP als Cofaktor (Braun et al., 1970, Braun & Snell,
1967). Die Familie zu der SPT gehort, ist die PLP-abhangige a-Oxaminsynthase (POAS)
Familie. Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern dieser Familie, die I6sliche Homodimer-
Enzyme sind, ist SPT ein membrangebundenes Homodimer-Enzym. Das Bakterium
Sphingomonas paucimobilis hingegen produziert SPT als l6sliches Homodimer-Enzym
(Ikushiro et al., 2001).

Der von SPT katalysierte Reaktionsmechanismus besteht aus den folgenden Schritten
(Abb.:3): Zunéchst erfolgt die Formation der Schiff’schen Base zwischen dem Substrat L-
Serin und PLP im Enzym. Darauf folgt die Entfernung des a-Hydrogen Atom des Serins. Es
schliel3t sich ein nukleophiler Angriff des Palmitoyl-CoA durch das a-Carbanion an, um ein
transitionales acyliertes Intermediat zu formen. Es folgt eine Decarboxylierung und eine
anschlieBende Reprotonierung des «-Carbanions. Damit ist die Bildung des 3-
Oxodihydrosphingosins abgeschlossen. Ein Molekiil SPT katalysiert ca. 80 Zyklen dieser
Reaktionen pro Minute. Dabei ist SPT substratspezifisch, d.h., nur L-Serin wird als Substrat
verwendet (Hanada et al., 2000). Zu den Inhibitoren von SPT zéhlen die Sphingofungine, das
Lipoxamycin und das Myriocin, deren ICso Werte im nanomolaren Bereich liegen (Mandala
et al., 1994, Miyake et al., 1995, Zweerink et al., 1992). Desweiteren sind L-Cycloserin und
B-Chlor-L-alanin zu nennen, die Inhibitoren aller PLP-abh&ngigen Enzyme sind (Medlock &
Merrill, 1988, Sundaram & Lev, 1984).
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Abbildung 3: Reaktionsmechanismus der von der Serin Palmitoyl-CoA-Transferase (SPT)
katalysierten Reaktion.

LCB1 (SPTLC1) (Buede et al., 1991) und spéater LCB2 (SPTLCB2) (Nagiec et al., 1994)
wurden in Saccharomyces cerevisae als die Gene entdeckt, die fir SPT kodieren. Es wurden
die Homologe der Saugetier cONA aus Mensch, Maus und CHO-Zellen isoliert.

Die Sdugetier LCB1 und LCB2 kodieren fiir ein 53 kDa bzw. 63 kDa grof3es Protein (Weiss
& Stoffel, 1997). Beide besitzen eine stark hydrophobe Transmembrandoméne. LCB1 scheint
im ER mit N- und C-Terminus zum Lumen und dem Cytosol ausgerichtet zu sein (Yasuda et
al., 2003).

SPT wurde nativ aus CHO-Zellen isoliert und liegt im Verhdltnis LCB1 zu LCB2 1:1 vor
(Hanada et al., 2000). SPT scheint also ein Heterodimer aus LCB1 und LCB2 zu sein. SPT
besitzt nur ein PLP-Bindungsmotiv, welches auf der SPTLC2 Untereinheit lokalisiert ist.
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Bei einer Abnormalitdt von SPT kommt es zu einer genetischen Erkrankung. Es entwickelt
sich die hereditdre motorisch sensible Neuropathie vom Typ | (HSN1). Dabei handelt es sich
um eine neurologische Erkrankung mit partiellen Lahmungen der Muskulatur. Diese beginnen
im Typ | (auch Charcot-Marie-Tooth Krankheit genannt) an der FuB-, und
Unterschenkelmuskulatur, spater konnen auch Lahmungen der oberen Extremitaten auftreten
(Dawkins et al., 2001). Ein genetischer Defekt in Familien mit HSN1 ist verbunden mit dem
Chromosom 9922 Lokus, assoziiert mit einer Missens-Mutation im menschlichen LCB1 Gen.
Dort wird Cys™* oder Val** in der LCB1-Untereinheit gedndert (Bejaoui et al., 2001,
Dawkins et al., 2001). In HSN1 Lymphoblasten ist die SPT Aktivitat und die Rate der de
novo Synthese von Sphingolipiden reduziert, wobei das Gleichgewicht zwischen LCB1 und
LCB2 Untereinheiten normal bleibt (Bejaoui et al., 2002). Die mutierten LCB1 Proteine
konnten trotzdem einen Komplex mit den LCB2-Untereinheiten formen, es resultiert
inaktives SPT. Cys'® und Val'* gehéren zu der Umgebung einer stark konservierten
Aminosduresequenz, die sich in der Sequenz zwischen Hefe und S&ugetieren kaum
unterscheidet. Die beiden Reste befinden sich nahe der PLP-Bindungsstelle von LCB2 (Gable
et al., 2002). Es ist also moglich, dal keine funktionelle katalytische ,,site” gebildet werden

* und Val*** liegen, in diese

kann, da die Aminosauren, die in der Umgebung um Cys®
miteingebunden sind.

Vor kurzem wurde eine weitere Untereinheit entdeckt, die zum SPT-Komplex zu gehdren
scheint. Mit Hilfe eines Screens der genomischen Datenbank suchte die Gruppe um
Hornemann (Hornemann et al., 2006) nach Sequenzen, die homolog zu SPTLC1 und SPTLC2
sind. Eine Sequenz wies dabei 68% ldentitat zur menschlichen LCB2-, und 21% Identitét zur
menschlichen LCB1-Untereinheit auf. Ein folgender Datenbankenscan zur Aufklarung von
konservierten strukturellen Elementen (NCBI) zeigte eine Beziehung zur Familie der
Aminotransferasen Typ Il und zudem eine konservierte PLP-Bindungsdoméane an Position
371. Das neue Protein erhielt den Namen SPTLC3.

HEK293-Zellen exprimieren keine detektierbare Menge an SPTLC3 (Hornemann et al.,
2006). Eine Uberexpression von SPTLC3 in HEK293 resultiert im anschlieBenden Enzym-
Assay in einer 2-3fach starkeren SPT Aktivitat verglichen mit der in den WT-Zellen
vorliegenden Aktivitdt. Durch Verwendung von SPTLC3 spezifischer siRNA wurde die
SPTLC3 mRNA Expression, verglichen mit der mock transfizierten Kontrolle, um 60-70%
reduziert. Diese Verringerung der SPTLC3 Expression fuhrte zu einer Verringerung der SPT-
Aktivitat (Hornemann et al., 2006).
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In einer darauffolgenden Veroffentlichung beschreibt die Gruppe mit Hilfe von Pulldown-
Assays, dall wahrscheinlich alle drei Untereinheiten im gleichen Komplex lokalisiert sind und

dieser eine Grole von 480kDa besitzt (Hornemann et al., 2007).
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Abbildung 4: Homologievergleich der Untereinheiten sptlc2 und sptlc3 aus der Maus
Vergleich der aus ensembl.org entnommenen Sequenzen der sptlc2 und sptic3 der Maus.

Ubereinstimmende Aminosauren sind farblich hinterlegt. Die Abbildung zeigt eine Homologie von
57,5 % auf.
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1.6 Sphingosin-Kinase

Die Sphingosin-Kinase [EC 2.7.1.91] katalysiert die Ubertragung einer Phosphatgruppe von
ATP auf (Dihydro)sphingosin, wodurch (Dihydro-)Sphingosin-1-Phosphat gebildet wird
(Kohama et al., 1998) (Abb.:5). Diese Reaktion stellt den ersten Schritt im Katabolismus der
Sphingolipide dar.

NH,
Z CHL(OPQ,) .
Sphingosin-1-Phosphat OH
Sphingosin- | +aTrP
Kinase +Mg™ NH,
W\/\/WW\CHEGH
Sphingosin OH

Abbildung 5: Reaktionsmechanismus der von der Sphingosinkinase katalysierten Reaktion

Die Substratspezifitat der Spingosin-Kinase ist auf die erythro Isoformen von Sphingosin und
Dihydrosphingosin beschrankt. Die natiirlich vorkommenden D-Enantiomere werden dabei
effektiver phosphoryliert (hohere Vmax) als die L-lsomere, wobei die Km-Werte beider
Substrate vergleichbar sind (Buehrer & Bell, 1992, Stoffel et al., 1973).

Das pH-Optimum der Sphingosin-Kinase Aktivitdt liegt im neutralen Bereich, und die threo
Enantiomere von Sphingosin und Dihydrosphingosin stellen kompetitive Inhibitoren der
Kinase Aktivitat dar (Stoffel et al., 1973).

Im Menschen sind zwei verschiedene Isoformen der Sphingosin-Kinase (SK) identifiziert
worden, SK1 und SK2 (Kohama et al., 1998). Beide generieren Sphingosin-1-Phosphat aus
Sphingosin, wobei die SK2 eine etwa 10-fach geringere spezifische Aktivitat aufweist (Liu et
al., 2000). Obwohl zwischen beiden Formen eine sequentielle un