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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Angeborene Immunitat

Im Laufe der Evolution haben sich zwei Hauptwege zur Abwehr entwickelt, die adap-
tive und die angeborene Immunitat. Beide Komponenten bestehen aus l6slichen und
zellularen Bestandteilen und beeinflussen sich gegenseitig.

Im Gegensatz zum adaptiven Immunsystem sind die entwicklungsgeschichtlich &élte-
ren Abwehrreaktionen antigen-unspezifisch und reagieren sofort nach Kontakt mit
einer korperfremden Struktur. Das angeborene Immunsystem bildet kein immunolo-
gisches Gedéachtnis aus. Zu seinen loslichen Komponenten werden die Proteine des
Komplementsystems, antimikrobielle Enzymsysteme (z.B. Lysozym) und Zytokine
gerechnet. Letztere bestehen aus Polypeptiden, die als interzellulare Botenstoffe
hormon&hnliche Signale vermitteln, wie z.B. Interleukine oder Interferon.

Die Zellen des angeborenen Immunsystems sind grél3tenteils phagozytierend und
entstehen aus Myeloblasten, die Gber eine myeloische Progenitorzelle aus den pluri-
potenten Stammzellen des Knochenmarks stammen. Es gibt Granulozyten (die nach
ihrer Anfarbbarkeit in Basophile, Eosinophile und Neutrophile unterteilt werden),
Mastzellen, dendritische Zellen und Monozyten. Nach Migration in ein Gewebe dif-
ferenzieren sich Monozyten zu Makrophagen und verbleiben dort, wie z.B. Kupffer-
zellen in der Leber oder Alveolarmakrophagen in der Lunge.

1.1.1. Makrophagen
Makrophagen spielen in der angeborenen Immunitét eine wichtige Rolle. Sie werden
durch T-Zell-Zytokine wie z.B. Interferon-Gamma (IFN—y) aktiviert und sezernieren
selbst Zytokine, wie Interleukinl (IL-1) und IL-6 oder Tumor Nekrose Faktor (TNF).
Eingedrungene Erreger werden von Makrophagen phagozytiert und in der Folge so-
wohl durch oxidative, als auch nicht-oxidative Mechanismen in den Phagosomen
abgetotet (Moonis, Ahmad et al. 1992; Scott, Botelho et al. 2003; Haas 2007).
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1.1.2. Nicht-oxidativer Mechanismus zur Elimination eingedrungener
Erreger

Lange Zeit vermutete man, dass die wichtigste Waffe gegen eingedrungene
Bakterien reaktive Stickstoff- und Sauerstoffspezies waren (Klebanoff 1975; Nathan
and Shiloh 2000). Inzwischen ist bekannt, dass lysosomale saure Hydrolasen in den
Phagosomen eine ebenso wichtige Rolle spielen (Segal 2005). Zur Abwehr von
Infektionen mit Staphylococcus aureus und Candida albicans werden in Neutrophilen
die Enzyme Elastase und Cathepsin G eingesetzt (Reeves, Lu et al. 2002). Nach
Infektion mit Listeria monocytogenes bilden Fibroblasten und Makrophagen zur Ab-
wehr die lysosomale Protease Cathepsin D (del Cerro-Vadillo, Madrazo-Toca et al.
2006).

1.1.3. Oxidative Inaktivierung phagozytierter Bakterien

Makrophagen exprimieren eine induzierbare Sickstoffmonoxid-Synthase (inducible
nitric oxide synthase, iINOS), welche die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin und
Stickstoffmonoxid (NO’) katalysiert (Vodovotz, Russell et al. 1995; Fratti, Jun et al.
2004). NO' kann leicht in Phagosomen diffundieren und sich mit sauerstoffhaltigen
Molekilen zu bakteriziden reaktiven Stickstoffspezies (reactive nitrogen species,
RNI) verbinden (z.B. Hydroxyl-Radikal, Stickstoffdioxid, Nitrit, Nitrat, S-Nitro-Thiol)
(MacMicking, Xie et al. 1997).

Reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) werden in Makrophagen
durch den NADPH-Oxidase-Komplex (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat-Oxi-
dase-Komplex, NOX2) gebildet (Vazquez-Torres, Jones-Carson et al. 2000). Allge-
mein werden unter dem Begriff ROS verschiedene, von Sauerstoff abstammende,
hoch reaktive Molekile zusammengefasst. Man unterscheidet Verbindungen, die
freie Radikale enthalten, wie das Superoxid-Anion (O"), das Hydroxyl-Radikal (HO),
Peroxylradikale (RO2) oder Alkoxylradikale (RO’). Aber auch Verbindungen, die
selber keine Radikale darstellen, wie z.B. Wasserstoffperoxid (H20;), Ozon (Os3),
Singulett-Sauerstoff (*0,) oder das Hypochlorit-Anion (OCI) werden unter diesem
Begriff eingeordnet, da sie entweder selbst starke Oxidationsmittel sind oder leicht in
Radikale umgewandelt werden konnen (Halliwell and Cross 1994; Bedard and
Krause 2007). Das hochreaktive Hydroxyl-Radikal (HO’) entsteht in der Zelle ent-
weder aus der Reaktion von Superoxid mit hypochloriger Saure (HOCL) oder
Stickstoffmonoxid (NO’) (Ramos, Pou et al. 1992).

2



Einleitung

Der aktive NADPH-Oxidase-Komplex der Phagozyten besteht aus mehreren Unter-
einheiten, die an der Membran zusammengeflgt werden (Vignais 2002; Nauseef
2004). Die katalytische Untereinheit, das Flavocytochrom bssg, ein integrales Mem-
branprotein, liegt als Heterodimer aus einem 91-kDa Glycoprotein (gp91”") und
einem 22-kDa Protein (p22°"®) vor (Porter, Kuribayashi et al. 1996; Nauseef 2004).
Die regulatorischen Untereinheiten p40P" p47°"* p67°" und RAC1 oder RAC2
sind im Zytosol lokalisiert und werden an das Flavocytochrom bssg angelagert
(DeLeo, Allen et al. 1999; van Bruggen, Anthony et al. 2004). Der vollstandige, aktive
NADPH-Oxidase-Komplex katalysiert die Ubertragung eines Elektrons von NADPH
Uber die Membran des Phagosoms hinweg auf molekularen Sauerstoff. Im Inneren
des Phagosoms entsteht so zunachst Superoxid (O,") (Quinn and Gauss 2004). Aus
Stickstoffmonoxid- und Superoxid-Radikalen entsteht in Phagosomen das stark
bakterizide Peroxinitrit (ONOQO"), durch welches eingedrungene Bakterien sehr
wirkungsvoll abgetotet werden (Nathan and Shiloh 2000; Szabo, Ischiropoulos et al.
2007). Aufgrund der Toxizitat der reaktiven Sauerstoffverbindungen ist die Aktivitat
des NADPH-Oxidase-Komplexes genau reguliert. In ruhenden Makrophagen sind die
Komponenten des NADPH-Oxidase-Komplexes auch raumlich voneinander getrennt
(Abb. 1A). Erst durch eingedrungene Bakterien oder Pilze, bioaktive Lipide, Anti-
korper oder Chemikalien (z.B. Natriumfluorid oder Phorbolester) kommt es zur Phos-
phorylierung von p47°P">
Aktivierung der NOX2 (Robinson and Badwey 1995; Bedard and Krause 2007;
Robinson 2008) (Abb. 1B).

und Zusammenlagerung aller Bestandteile und damit zur
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Bedard K, Krause K Physiol Rev 2007;87:245-313

Abb. 1: Zusammenlagerung des NADPH-Oxidase-Komplexes.

A: In ruhenden Phagozyten sind die Transmembranproteine gp91°"™ (NOX2) und p22°" auch

phox

raumlich von den zytosolischen Komponenten getrennt. B: Nach Phosphorylierung von p47~™" kommt

es zur Anlagerung von p67°"™, p40™, p47°"* und RAC an die Membrankomponenten (Bedard and

Krause 2007).

ROS sind nicht nur das Produkt der Aktivitat der NOX2 in phagozytierenden Zellen,
sondern konnen in allen Zelltypen der Eukaryonten generiert werden. Den bekannten
und charakterisierten Isoformen dieses Enzyms (NOX1, NOX3, NOX4, NOXS5,
DUOX1 und DUOX?2) ist gemein, dass sie Elektronen Uber Membranen transpor-
tieren und dabei zunachst Superoxid bilden. NADPH-Oxidasen sind an Prozessen
beteiligt, die Immunabwehr, posttranslationale Modifikation von Proteinen, zellulare
Signaltbertragung und die Regulation von Genexpression und Zell-Differenzierung
betreffen (Bedard and Krause 2007). Vor der Entdeckung der NOX Isoformen, wurde
die Herkunft von ROS in nicht-phagozytierenden Zellen alleine den Mitochondrien
zugeordnet. Inzwischen wurde bei einer Vielzahl, meist chronischer Krankheiten (z.B.
Autoimmunerkrankungen des Zentralnervensystems, Alzheimer, Lungen-Fibrose,
Schlaganfall) eine erhdohte NOX-Aktivitat festgestellt. In vielen erfolgversprechenden
Ansatzen werden spezifische Inhibitoren der NOX Isoformen untersucht (Krause,
Lambeth et al. 2012).
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1.2.ROS-Produktion in Mitochondrien

Eine andere Quelle fir ROS in der Zelle sind die Mitochondrien. 1-2 % des von den
Mitochondrien verbrauchten Sauerstoffs wird nur unvollstandig reduziert. Vor allem
an Komplex | und Il der Atmungskette entstehen so freie Elektronen, die mit moleku-
larem Sauerstoff zu Superoxid (O,7) reagieren (Ames, Shigenaga et al. 1993;
Turrens 2003). Durch die Mangan-Superoxid-Dismutase (MNnSOD) wird produziertes
Superoxid zu Wasserstoffperoxid umgewandelt. Uber die Fenton- und Haber-Weiss-
Reaktion entstehen in Anwesenheit von Metall-lonen hochreaktive Hydroxyl-Radikale
(HO-). Bisher wurden zehn Mechanismen identifiziert, bei denen in den Mitochon-
drien ROS entstehen (Starkov, Fiskum et al. 2004; Andreyev, Kushnareva et al.
2005). Die Mitochondrien selber werden durch die Eigenproduktion von ROS hohen
Konzentrationen dieser hochreaktiven Molekile ausgesetzt, was zu Schaden an
mitochondrialer DNA, Lipiden und Proteinen fihren kann (Circu, Moyer et al. 2009;
Rachek, Yuzefovych et al. 2009).

Als Nebenprodukte biologischer Reaktionen entstehen ROS auch in Peroxisomen,
durch Aktivitat der Xanthin-Oxidase, der 5-Lipoxygenase und an Cytochrom P-450
(Thannickal and Fanburg 2000; Bedard and Krause 2007).

Unabhangig von lhrer Herkunft reagieren ROS mit einer grof3en Anzahl von Mole-
kulen: Proteine, Lipide, Nukleinsauren, aber auch mit kleinen anorganischen Ver-
bindungen. Wenn in der Zelle mehr ROS entstehen als durch die Aktivitdt der
zytosolischen Kupfer-Zink-Superoxid-Dismutase (CuZnSOD), der mitochondrialen
MnSOD, Katalase, oder Glutathionperoxidase beseitigt werden kénnen, werden die
zelleigenen Molekile geschadigt. Dieser Zustand wird als ,oxidativer Stress” be-
zeichnet (Thannickal and Fanburg 2000). Daher werden ROS schon seit dem Jahr
1956 mit Schaden in biologischen Systemen, z.B. bei Alterungsprozessen, in Ver-
bindung gebracht (Harman 1956). Aber auch positive Effekte, wie der ,oxidative
burst* der Immunabwehr gegen eindringende Pathogene, wurden sehr frih entdeckt.
Inzwischen ist bekannt, dass ROS an einer Vielzahl von reversiblen regulatorischen
Prozessen beteiligt sind. Bekannt sind unter anderem Regulationsmechanismen, die
die Signaltbertragung in Zellen, Genexpression (z.B. Induktion der Expression von
TNF durch ROS), Zellwachstum, aber auch Zell-Proliferation und Apoptose betreffen
(Bedard and Krause 2007).
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Die katalytische Untereinheit des in Abschnitt 1.1.3. bereits néher beschriebenen
NADPH-Oxidase-Komplex (NOX) besteht aus zwei integralen Membranproteinen, die
in der Zytoplasmamembran verankert sind (Porter, Kuribayashi et al. 1996; Nauseef
2004). Daher wird ihre enzymatische Aktivitat von der Lipidzusammensetzung der
Membran beeinflusst. Zytoplasmamembranen bestehen zu 50 % aus Sphingolipiden,
die als wesentlichen Bestandteil Ceramide enthalten. Die Synthese von Sphingo-
lipiden wird in der Zelle fein reguliert. Enzyme, wie z.B. NOX oder spezifische Signal-
proteine, kénnen durch veranderte Membraneigenschaften eine Konformations-
anderung erfahren und dadurch aktiviert oder gehemmt werden (Shao, Segal et al.
2003; Reynwar, lllya et al. 2007; Hatzakis, Bhatia et al. 2009). Dadurch haben
Enzyme, die die Shingolipidsynthese regulieren, in der Folge auch Einfluss auf die
Aktivitat und Regulation integraler Membranproteine. Auch die Amplifizierung der
Signaltransduktion an Liganden und Rezeptoren kann verandert werden (Rajendran
and Simons 2005).

1.3.Sphingolipide

In Eukaryonten gibt es drei Hauptklassen von Membranlipiden: Phospholipide,
Sterole und Sphingolipide. Die Sphingolipide der Saugetierzellen sind aul3erst viel-
faltig aufgebaut: Die Grundlage bildet ein 1,3-Dihydroxy-2-aminoalkan (,backbone®),
das in der Lange der Alkyl-Kette und der Position und Anzahl der Doppelbindungen
variieren kann. DarUber hinaus wurden eine Vielzahl von mdglichen polaren Kopf-
gruppen und 12 verschiedene Fettsdurevarianten identifiziert (Merrill, Sullards et al.
2005). Sphingolipide sind vor allem an der &ul3eren Seite der Plasmamembran lokali-
siert und stellen eine Barriere zur extrazellularen Umgebung dar. Sie enthalten als
wesentlichen Baustein Ceramid. Die Veresterung der Hydroxylgruppe des Sphin-
gosinanteils mit polaren Kopfgruppen fuhrt zu komplexen Sphingolipiden. Die Ver-
knupfung mit Sacchariden ergibt Glycosphingolipide. Defekte in der Synthese von
Glycosphingolipiden fuhren zu Stérungen in der embryonalen Entwicklung und der
Differenzierung von Geweben. Durch den Transfer einer Phosphocholin-Gruppe von
Phosphatidylcholin auf Ceramid durch die Sphingomyelin-Synthase im Golgi-
Apparat und an der Plasmamembran entsteht Sphingomyelin (Huitema, van den
Dikkenberg et al. 2004). Zellen, die kein Sphingomyelin herstellen kdnnen, sind nicht
lebensfahig (Yamashita, Wada et al. 1999; Tafesse, Huitema et al. 2007).
6
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1.4.Ceramide

Ceramide sind nicht nur wichtige strukturelle Komponenten von Biomembranen,
sondern spielen auch eine bedeutende Rolle in bestimmten biologischen Prozessen,
da sie als Signal-Molekile an der Regulation von Zellwachstum (Zell-Differenzierung
und Proliferation), Apoptose und Alterungsprozessen beteiligt sind (Kolesnick 2002;
Pettus, Chalfant et al. 2002; Futerman and Hannun 2004).

1.4.1. Biosynthese von Ceramiden
Die de novo Synthese von Ceramiden findet an der zytosolischen Seite des Endo-
plasmatischen Retikulums (ER) statt (Hirschberg, Rodger et al. 1993). Die beteiligten
Enzyme wurden in der Vergangenheit untersucht und charakterisiert.
Aus zytosolischem Serin und Palmitoyl-CoA wird zunachst in einer Kondensations-
reaktion durch die Serin-Palmitoyl-Transferase 3-Ketosphinganin gebildet (Abb.2).
Dieses wird durch die 3- Ketosphinganin Reductase zu Sphinganin reduziert. Die
Ceramidsynthase (eine Sphinganin-N-Acyl-Transferase, CerS) acyliert das Sphin-
ganin zu Dihydroceramid. Das nun membrangebundene Dihydroceramid wird im letz-
ten Schritt durch die Dihydroceramid-Desaturase zum Ceramid reduziert, indem zwi-
schen C, und Cs des Sphingosins eine Doppelbindung eingefigt wird (Levy and
Futerman 2010).
Ceramide haben eine minimale, aus nur zwei Hydroxylgruppen bestehende hydro-
phile Region und sind deshalb im wassrigen Milieu des Zytoplasmas kaum |6slich.
Der Transport zu einer anderen Membran in der Zelle erfolgt deshalb entweder Uber
Vesikel oder tber ein Ceramid Transfer Protein (CERT) (Michel, van Echten-Deckert
et al. 1997; Venkataraman and Futerman 2000; Dolgachev, Farooqui et al. 2004;
Hanada 2006; Hanada 2010).



Einleitung
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Glucosylceramide

Abb. 2: Biosynthese von Ceramiden (Levy and Futerman 2010)

1.4.2. Bildung von Ceramiden aus Sphingomyelin
Sphingomyelinasen (SMasen) hydrolysieren Sphingomyelin zu Ceramid und Phos-
phorylcholin. Die bisher identifizierten sieben Isoformen werden nach ihrem pH-Opti-
mum in basische, saure und neutrale SMasen eingeteilt. Die zwei letztgenannten Iso-
formen werden durch diverse Stimuli, wie z.B. TNF, IL-1f3 oder IFN-y aktiviert und
bewirken innerhalb kurzer Zeit (Minuten bis Stunden) einen Anstieg des zellularen
Ceramid-Levels. Diese Aktivierbarkeit durch Zytokine und der Zusammenhang
zwischen den SMasen und der Immunantwort wurde mehrfach gezeigt (Pushkareva,
Obeid et al. 1995; Kronke 1999; Marchesini and Hannun 2004; Schneider-Brachert,
Tchikov et al. 2004). Die saure Sphingomyelinase (ASMase) wird in den meisten
Zelltypen exprimiert und findet sich in Phagosomen, Endosomen, Lysosomen und

der Plasmamembran (Kronke 1999; Grassme, Jekle et al. 2001)

1.5.Ceramidsynthasen

In S&ugetieren wurden bisher sechs Ceramidsynthasen (CerS1 bis CerS6) identi-
fiziert. Deren Genorte wurden friher auch als Lass (engl. fir longevity assurance

homologue) bezeichnet, da sie eine hohe Homologie zu dem Genprodukt des LAG1p
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(engl. fur longevity assurance gene) Gens der Hefe aufweisen (Venkataraman,
Riebeling et al. 2002; Guillas, Jiang et al. 2003; Riebeling, Allegood et al. 2003). Im
Zuge der biochemischen Charakterisierung wurden sie in CerS (Ceramidsynthase)
umbenannt (Pewzner-Jung, Ben-Dor et al. 2006). Mit Ausnahme von CerS1 und
CerS4, deren Genorte auf Chromosom 19 liegen, sind die Gene der anderen Cera-
midsynthasen auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert. Die Ceramidsyntha-
sen werden in den Geweben in unterschiedlicher Hohe exprimiert und es wird ver-
mutet, dass bestimmte Ceramide spezifische Funktionen in unterschiedlichen Gewe-
ben haben. Abb. 3 zeigt die anteilige mMRNA-Expression der Ceramidsynthasen in
den verschiedenen Geweben des Menschen (Shao, Segal et al. 2003; Levy and
Futerman 2010).

Jede Ceramidsynthase bildet nur Ceramide von ganz bestimmter Kettenlange
(CerS1: Cigo; CerS2: Cyo, Co2:0, C 241 UNd Copg0, Co6; CerS3: Coue.32; CerS4: Cig oo;
CerS5: Ci6; CerS6: Ci4 und Cie). Den durch CerS1 gebildeten Cis-Ceramiden und
den von CerS6 gebildeten Cis-Ceramiden werden beispielsweise gegensatzliche
Rollen als pro-apoptotische bzw. Uberlebensfordernde Molekile zugeschrieben
(Senkal, Ponnusamy et al. 2010). Eine erhthte Expression von CerS2 findet man in
besonders grofRer Menge in Niere, Leber und Lunge (Laviad, Albee et al. 2008;
Pewzner-Jung, Park et al. 2010). Eine Uber-Expression von CerS2, schiitzt HelLa-
Zellen vor Apoptose, die durch lonisierende Strahlung induzierbar ist, wahrend die
Uberexpression von CerS5 einen gegenteiligen Effekt hat (Mesicek, Lee et al. 2010).
Die Ceramidsynthase 4 wird vor allem im Herz, in der Milz und in Leukozyten
exprimiert. CerS3 findet sich vor allem in Hoden und in der Haut (Venkataraman,
Riebeling et al. 2002; Riebeling, Allegood et al. 2003; Mizutani, Kihara et al. 2005;
Mizutani, Kihara et al. 2006).

An isolierter Ceramidsynthase 5 konnte gezeigt werden, dass das aufgereinigte
Enzym immer noch Ceramidsynthase- Aktivitdt besitzt und selektiv Cis-Acyl-CoA
erkennt (Lahiri and Futerman 2005). Alle Ceramidsynthasen kdnnen Sphingosin oder
Dihydrosphingosin als Ausgangssubstrat nutzen.
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Abb.3: Anteilige Expression verschiedener CerS mRNAs in Geweben des Menschen (Levy and

Futerman 2010)

Die Aktivitdt der Ceramidsynthasen wird durch Fumonisine gehemmt. Diese Familie
von Mycotoxinen wird durch Pilze der Gattung Fusarium verticillioides gebildet und
fuhrt sowohl bei landwirtschaftlichen Nutztieren, als auch beim Menschen zu teil-
weise schweren Erkrankungen (Marasas 2001). Die Fumonisine ahneln in ihrer che-
mischen Struktur dem Sphingosin und behindern die Ubertragung von Acylgruppen
auf Sphingosin durch kompetitive Hemmung an der Sphingosin-Bindungsstelle der

Ceramidsynthase (Merrill, Sullards et al. 2001).

1.6.Bedeutung der Sphingolipide fir die Bildung und Stabilitdt von Lipid
Rafts

Studien der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass Zellmembranen vom Aufbau
nicht homogen sind, sondern dass deren Lipide Doméanen bilden. Diese Domanen
entstehen durch Wechselwirkungen zwischen Sphingolipiden und Cholesterol und
werden als Lipid Rafts bezeichnet (Munro 2003; Zhang, Li et al. 2009). Die Bildung
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wird vermutlich zum Teil durch die Affinitdt des Cholesterols zu bestimmten Sphingo-
lipiden beginstigt. Der Ceramid-Anteil des Sphingomyelins bindet tber hydrophobe
van-der-Waals-Krafte an das Sterol-Ring-System des Cholesterols (Kolesnick, Goni
et al. 2000; Megha and London 2004). Diese starken hydrophoben Wechsel-
wirkungen und die an dieser Stelle hohe Konzentration an Sphingolipiden und
Cholesterol fuhrt zur Bildung von Domanen, die sich von anderen Phospholipiden ab-
trennen (Simons and lkonen 1997; Stancevic and Kolesnick 2010). Sphingo-
myelinasen hydrolysieren Sphigomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin und
veradndern so die Zusammensetzung der Rafts (Kronke 1999; Goni and Alonso 2002;
Bollinger, Teichgraber et al. 2005). Ceramide sind vermutlich auch in der Lage,
Cholesterol aus den Lipid Rafts zu verdrangen und dadurch die Struktur zu ver-
andern (Xu, Bittman et al. 2001; Megha and London 2004; Megha, Bakht et al.
2006). Eine vermehrte Generierung von Ceramiden in der Membran verandert
drastisch die Eigenschaften der Zellmembran, da Ceramid-Molekile sich spontan
verbinden und kleine ceramid-reiche Domanen ausbilden. Diese sogenannten Mikro-
Doméanen haben die Neigung zu verschmelzen, indem sie untereinander Wasser-
stoff-Brticken ausbilden. Die so entstehenden Makro-Doméanen kdnnen einen Durch-
messer von bis zu 5 um erreichen und werden auch als Membran-Plattformen
bezeichnet (Holopainen, Subramanian et al. 1998; Kolesnick, Goni et al. 2000;
Nurminen, Holopainen et al. 2002). Auf diesen Plattformen, die veranderte biophysi-
kalische Eigenschaften besitzen, werden Signalmolekile, wie Rezeptoren und
Kinasen angeordnet (Gulbins and Kolesnick 2003).

1.7.Ziel der Arbeit

Uber den Einfluss der Ceramidzusammensetzung auf die biophysikalischen Eigen-
schaften der Plasmamembran von Makrophagen ist wenig bekannt. Auch die Aus-
wirkungen der verédnderten Lipidkomposition auf die Aktivitat integraler Membran-
proteine von Makrophagen wurden bisher nicht ermittelt.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Effekt die Defizienz einzelner
CerS auf die Aktivitat der NOX hat und die Uberlebensfahigkeit von Makrophagen
nach bakteriellen Infektionen analysiert.
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2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1. Mause

Die verwendeten CerS KO (Knockout) Mause hatten einen C57BL/6 Hintergrund und
wurden von der Firma Taconic Artemis (Koln) erzeugt. Die Tiere wurden unter
spezifischen pathogen-freien Bedingungen in der Tierhaltung der medizinischen
Fakultat der Universitdt Koln gezlchtet und gehalten. Fir Experimente wurden
homozygot transgene CerS” Mause und entsprechende Wildtyp-Wurfgeschwister in
einem Alter zwischen sechs und zehn Wochen verwendet. Alle Versuche wurden
unter Beachtung des Deutschen Tierschutzgesetzes und den Regeln des Ethik
Komitees der Universitat Koln durchgefiihrt.

2.1.2. Bakterien

Listeria monocytogenes (L.m.), Stamm EGD-e (Serotyp 1/2a) wurden von C. Kocks
(Harvard Medical School, Boston, USA) zur Verfiigung gestellt. Einzelkolonien,
gewachsen auf Blutagarplatten, wurden durch Animpfen in Brain Heart Infusion
Medium (BHI) Medium vermehrt. Staphylococcus aureus (S.a.), Stamm USA300
wurde durch Animpfen einer Einzelkolonie von Mueller-Hinton Platten (MH) in Luria-
Bertani Medium (LB) vermehrt. Von Shigella flexneri (S.fl.), Stamm M90T wurden
Einzelkolonien, die auf MH-Platten gewachsen waren, in Tryptic Soy Broth Medium
(TSB) angeimpft und vermehrt. Aliquote von in der log-Phase des Wachstums
geernteter Bakterienkulturen wurden bei -80° C gelagert, bei Bedarf auf ent-
sprechende Agarplatten ausplattiert und bei 37° C inkubiert.

2.1.3. Chemikalien, Puffer und L6ésungen
Die verwendeten Chemikalien waren von héchstem Reinheitsgrad und wurden, wenn
nicht anders angegeben, von Sigma-Aldrich (Steinhausen, Deutschland), Merck
(Darmstadt, Deutschland), AppliChem (Darmstadt, Deutschland) oder Becton
Dickinson GmbH (Heidelberg, Deutschland) bezogen. Alle Puffer und L&sungen
wurden mit deionisiertem, zweifach destilliertem und entgastem Wasser aus einer

EASYpure UV/UF Anlage (Werner Reinstwassersysteme, Leverkusen) angesetzt.
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Hitzestabile Losungen wurden autoklaviert, hitzelabile Losungen wurden durch eine

Filtermembran mit 0,2 um Porendurchmesser steril filtriert.

Substanz Zusammensetzung/ Hersteller/
Aufbewahrung
BHI Medium Brain Heart Infusion Medium

Blutagarplatten

BSA

DCF-DA

DMEM

DMSO

EDTA

FCS

Gentamicin

HBSS

HEPES

LB Medium

MACS-Puffer

MCLA

M-CSF

Mitosox™Red

Mdller Hinton Agarplatten (MH)

Oxoid Deutschland GmbH,
Aufbewahrung bei 4° C

Fraktion V, Aufbewahrung bei 4° C
Aufbewahrung bei -20° C

1 x Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Biochrom AG, Aufbewahrung bei 4° C
Merck Millipore

Carl Roth GmbH & Co.KG

Fotales Kalberserum, hitzeinaktiviert bei
56° C fur 30 min, Biowest,
Aufbewahrung bei -20° C

10 mg/ml in H2O, frisch angesetzte
Losung

Hanks Balanced Salt Solution, mit Ca®*
und Mg?*, Aufbewahrung bei 4° C

1 M HEPES, Invitrogen, Aufbewahrung
bei 4° C

Luria Bertani Medium, Aufbewahrung bei
4°C

0,5 % BSA, 200 mM EDTA in PBS,
Aufbewahrung bei 4° C

Sigma-Aldrich,

Aufbewahrung bei -20° C

PeproTech, Aufbewahrung bei -20° C
Invitrogen, Aufbewahrung bei -20° C
Oxoid Deutschland GmbH
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Natrium-Pyruvat

NH4CL/Tris Puffer

normales Mausserum (NMS)

PBS

PBS/ EDTA

Penicillin/Streptomycin

PMA

RPMI

TNF

Triton X-100
Trizol

Trypanblau Lésung
TSB Medium

2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Name

100 mM, Biochrom AG, Aufbewahrung
bei 4° C

8,3 % NH4CL, 0,1 M Tris in H,O
Aufbewahrung bei 4° C
Aufbewahrung bei -20° C

1 x Dulbecco’s Phosphate Buffered Salt
Solution, pH 7,4, Biochrom AG,
Aufbewahrung bei 4° C

PBS mit Zusatz von 0.1 M EDTA
Penicillin (10.000 U/ml), Streptomycin
(20 ng/ml) in H2O, Biochrom AG
Aufbewahrung bei -20° C

100 pM in DMSO, Aufbewahrung bei -
20° C

1 x VLE RPMI 1640 Medium, Biochrom
AG, Aufbewahrung bei 4° C

R&D Systems, Inc. Aufbewahrung bei
4° C, rekombinant aus der Maus
Aufbewahrung bei RT

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland,
Aufbewahrung bei 4° C

1 x, gebrauchsfertige Losung

Tryptic Soy Broth

Hersteller/ Handler

BD Microlance 3 Nadeln (27G x 3,4"")

Deckglaser
FACS Roéhrchen

Falcon tubes (15 ml und 50 ml)

Klvetten

Becton Dickinson GmbH
WWR International

BD Biosciences

Greiner Bio-One
Sarstedt AG & Co
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LumiNunc Platten (96 well)

Thermo Scientific

Mikrotiterplatten (96-well, weiss, Nunc

schwarz)

Parafilm

Pipetten (5, 10,und 25 ml)

Spritzen (5 ml)

Sterilfilteraufsatze

TipOne Pipettenspitzen

Zellkulturplatten
Zellspatel (18 cm)

2.1.5. Gerate

Bezeichnung

AmericanNational Can
Sarstedt AG & Co

Braun Omnifix, B.Braun AG
Sarstedt AG & Co
STARLAB.com

TPP
BD Falcon

Spezifizierung

Hersteller/ Handler

CO5 Incubator

Durchflusszytometer
Eppendorf-Pipetten

Feinwaage

Incubator

Inkubator (Schdattler)
Magnetruhrer

Mikroskop

Mikrotiterplatten-
Lesegeréat

Photometer
Pipettierhilfe
Sterilbank
Sterilbank

Heraeus HERAcell 240
Innova 4200
FACSCalibur
Reference ® variabel
Research plus 8-Kanal
Sartorius L2200P

Kelvitron T

Innova 4200

RCT basic

Axiovert 25

HBO 50/AC

Berthold Tristar LB 941

Tecan infinite M 1000
Eppendorf Bio
Easypet

HERAsafe KS
HERAsafe
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Thermo Scientific

New Brunswick Scientific
BD Biosciences
Eppendorf

Eppendorf

Gemini B.V.

Heraeus Insruments
GmbH

New Prunswick Scientific
Kika Labortechnik

Carl Zeiss Microlmaging
Carl Zeiss

Berthold Tachnologies

Tecan Group Ltd
Thermo Scientific
Eppendorf

Thermo Scientific
Thermo Scientific
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Thermomixer Eppendorf comfort Thermo Scientific
Vakuumpumpe Vacuubrand Bachhofer Labor Gerate
Vortex Omnilab REAX 2000 Heidolph

Zahlkammer Neubauer improved LO Laboroptik
Zentrifugen Eppendorf 5417 R Thermo Scientific

Heraeus Multifuge 4 KR Thermo Scientific

2.2.Methoden

2.2.1. Zellkultur

Knochenmarksmakrophagen (BMDM, bone marrow-derived macrophages) wurden,
wenn nicht anders angegeben, in VLE RPMI 1640 kultiviert, dem 10% fttales Kéalber-
serum (FCS, hitzeinaktiviert fir 30 Minuten bei 56° C), 2 mM HEPES, 100 U/ml Peni-
cillin und100 pg/ml Streptomycin, 200 nM Natrium-Pyruvat und 10 ng/ml M-CSF
(Macrophage-colony-stimulating factor) zugesetzt wurden. Dieses Medium wird im
Folgenden als BMDM Medium bezeichnet.

Die BMDM wurden bei 37° C und 5% CO- unter sterilen Bedingungen kultiviert.

2.2.2. Bakterienkultur
Aliquots einer in der log-Phase geernteten und bei -80° C gelagerten Bakterienkultur
wurden auf Agarplatten ausgestrichen. Nach mindestens 12 stiindiger Inkubation bei
37° C wurde eine Einzelkolonie in 5 ml Medium Uberfuhrt und Gber Nacht bei 37° C
inkubiert. Von dieser Ubernachtkultur wurden am nachsten Morgen 1 ml (Listeria
monocytogenes) bzw. 250 pl (Staphylococcus aureus und Shigella flexneri) in 25 ml
vorgewarmtes Medium Uberfuhrt und bis zum Erreichen einer ODggo = 0,3 bei 37° C
geschittelt. Fur Staphylococcus aureus wurde LB Medium, fir Listeria monocyto-
genes BHI-Medium und fur Shigella flexneri TSB-Medium verwendet. Nach dem
Zentrifugieren (4° C, 3000 g, 5 min) wurde mit eiskaltem PBS gewaschen und das
Bakterienpellett in 1 ml PBS resuspendiert. Die Bakterien wurden fur die Infektions-
experimente mit PBS auf eine MOI 50 (multiplicity of infection, entspricht 50 Bak-

terien pro Zelle) eingestellt.
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2.2.3. Praparation von Knochenmarksmakrophagen (BMDM)

Fur die in vitro Differenzierung von Zellen aus dem Knochenmark zu Knochen-
marksmakrophagen (BMDM) wurde Knochenmark aus den Ober- und Unterschen-
kelknochen von Mausen prapariert. Zur Entfernung von Erythrozyten wurden die
Zellen in 5 ml NH4Cl/Tris resuspendiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach dem Zentrifugieren (5 min, 4° C, 600 g) wurde das Zellpellet in VLE RPMI 1640
Medium (BMDM Medium), das 10 ng/ml M-CSF enthielt, aufgenommen und in
Bakterienschalen verteilt. M-CSF (Macrophage-colony-stimulating factor) ist ein
Zytokin, das fur die Differenzierung der Knochenmarkszellen zu Makrophagen ben6-
tigt wird. Die BMDM wurden ab Tag 8 bis zum Tag 10 nach Praparation fur Ex-
perimente verwendet. Zum Ernten der Zellen wurde das Medium abgesaugt und
durch 5 ml auf 37° C vorgewarmtes PBS, das 1 mM EDTA enthielt, ersetzt. Mit
einem Zell-Schaber wurden die Makrophagen vom Schalenboden abgel6st, zentri-
fugiert (5 min, 4° C, 300 g) und in 1 ml HBSS aufgenommen.

2.2.4. Quantifizierung reaktiver Sauerstoffspezies

2.2.4.1. Messung von Superoxidanionen mit MCLA
Die Bestimmung extrazellularer Superoxidanionen erfolgte in weil3en 96-well Mikro-
titerplatten (LumiNunc). Die BMDM wurden fir die Bestimmung der ROS-Produktion
in Suspension verwendet. Alle vorbereitenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt,
um einen definierten Startpunkt fiir die Analyse zu erhalten. Die Messungen erfolgten
bei 37° C.

BMDM, von denen ein Teil mit 10 ng/ml TNF Uber einen Zeitraum von 72 Stunden
vorbehandelt worden war, wurden in einer Dichte von 1 x 10° Zellen /ml in HBSS
verwendet. Pro well wurden 100 pl der Zellsuspension verwendet und Triplikate
gemessen. Ein Teil der Proben wurde mit 25 puM PMA stimuliert (Kontrolle mit 25 uM
DMSO). Nach Zugabe von 5 pM MCLA (2-methyl-6-[4-methoxyphenyl]-3,7-dihydro-
imidazo[1,2-a]pyrazin-3-one) wurde sofort mit der Messung im Microplate Reader
(Tecan oder Berthold) tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C begonnen. Die
entstehende Lumineszenz wurde jede Minute gemessen. Der Farbstoff MCLA wird
durch Superoxidanionen zur Chemilumineszenz angeregt und kann photometrisch

guantifiziert werden.
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2.2.4.2. Analyse der intrazellularen ROS-Produktion mit DCF

Die Bestimmung der intrazellularen ROS-Produktion erfolgte in schwarzen 96-well
Mikrotiterplatten. Alle Schritte zur Vorbereitung des Experiments erfolgten auf Eis.
BMDM, die zum Teil mit 10 ng/ml TNF fur 72 Stunden voraktiviert worden waren,
wurden mit 20 uM DCF fur 15 Minuten inkubiert. Danach wurden die Proben
zentrifugiert (4° C, 600 g, 5 min) und mit eiskaltem HBSS gewaschen. Die BMDM
wurden auf 1 x 10%ml mit HBSS eingestellt und 100 pl/well ausplattiert. Nach Zugabe
von 25 pM PMA (Kontrolle 25 pM DMSO) wurde sofort mit der Messung im Micro-
plate Reader (Tecan) Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C begonnen. Die
Fluoreszenz wurde jede Minute bestimmt. Der Farbstoff 2‘,7'-Dihydrochloro-
fluorescindiacetat (DCFH-DA) diffundiert aufgrund seiner unpolaren Eigenschaften in
die Zelle. Im Zytosol der Zelle wird die Acetylgruppe durch zellulare Esterasen abge-
spalten. Das entstehende polare Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) kann die Zelle
nicht mehr verlassen und reichert sich im Inneren an. In der Gegenwart von reaktiven
Sauerstoffspezies wird DCFH rasch zum grin-fluoreszierenden 2,7‘-Dichloro-
fluorescin (DCF) oxidiert (Royall and Ischiropoulos 1993). Die intrazellulare Konzen-
tration der reaktiven Sauerstoffspezies bestimmt daher die Intensitat der Fluores-
zenz, was einen Ruckschluss auf die intrazellular gebildete Menge an ROS ermdg-
licht.

2.2.4.3. Bestimmung der ROS-Produktion im Durchflusszytometer

Fur die Analyse der intrazellularen ROS-Produktion mittels Durchflusszytometrie
wurde ein Teil der BMDM fiir 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert. Jeweils 1 x 10°
BMDM in 1 ml HBSS wurden fur 15 Minuten mit 20 uM DCF bei 37° C inkubiert. Da-
nach wurden die Proben zentrifugiert (4° C, 600 g, 5 min) und einmal mit HBSS
gewaschen. Die BMDM wurden mit 25 puM PMA (Kontrollen mit 25 pM DMSO) bei
37° C fur 30 Minuten stimuliert. 100 pl der Zellsuspension wurden in FACS-R0Ohrchen
uberfiihrt und mit 100 pl MACS-Puffer aufgefiillt. Von jeweils 10* Zellen wurde im
Durchflusszytometer (FACSCalibur) die gebildete Fluoreszenz quantifiziert (488 nm
Laser, 525 nm Filter).
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2.2.4.4. Messung mitochondrialer ROS mit MitoSOX Red
Fur die Analyse der mitochondrialen ROS-Produktion wurde der Farbstoff MitoSOX
Red verwendet. MitoSOX Red wird von lebenden Zellen aufgenommen und gelangt
direkt in die Mitochondrien. Dort wird es von Superoxid oxidiert und bindet, da es ein
Derivat von Ethidiumbromid ist, rot fluoreszierend an die mitochondriale DNA
(Mukhopadhyay, Rajesh et al. 2007). Firr dieses Experiment wurden 5 x 10° BMDM
in 1 ml HBSS mit 5 pM MitoSOX versetzt und fur 15 Minuten bei 37° C inkubiert.
Danach wurden die Proben zentrifugiert (4° C, 600 g, 5 min) und einmal mit HBSS
gewaschen. Nach Aufnahme in 150 pl MACS-Puffer wurden die BMDM in FACS-
Rohrchen Uberfihrt und die Fluoreszenz im Durchflusszytometer (FACSCalibur) mit

488 nm angeregt und die Emission bei 575 nm bestimmt.

2.2.45. ROS-Produktion nach Infektion mit Bakterien
Fur Bakterieninfektionen wurden BMDM in antibiotikafreies BMDM Medium (VLE
RPMI 1640 Medium mitl0% FCS, 2mM HEPES, 200 nM Natrium-Pyruvat und 10
ng/ml M-CSF) tiberfithrt und in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/well in weiRe 96- well
Mikrotiterplatten (LumiNunc) ausgesat. Nach drei Stunden Inkubation bei 37° C
waren die Makrophagen adhérent und wurden nach dem Zentrifugieren (4° C, 300 g,
5 min) mit HBSS gewaschen. Die Infektion erfolgte durch Zugabe von 50 ul
Bakterien-Mix, der eiskaltes PBS mit Bakterien in einer MOI 50 (multiplicity of
infection) und 5 % NMS (normales Maus-Serum) enthielt. Die Mikrotiterplatte wurde
zur Synchronisation der Infektion zentrifugiert (4° C, 850 g, 5 min) Der Uberstand
wurde verworfen und 100 pl kaltes HBSS zugegeben. Sofort nach Hinzufliigen von
100 pl eiskalter MCLA-L6sung (Endkonzentration 5 pM) wurde die entstandenen
Lumineszenz im Microplate Reader (Berthold) quantifiziert. Hierzu wurde Uber den
Zeitraum von einer Stunde jede Minute die Lumineszenz bei einer Temperatur von

37° C gemessen.

2.2.5. LDH Release Assay
Der Anteil abgetdoteter BMDM nach Infektion mit Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes oder Shigella flexneri wurde mit Hilfe des CytoTOX 96Non-Radio-
active-Cytotoxicity-Assay (Promega) bestimmt. Wenn die Zytoplasmamembran der
Zelle durch Pyroptose oder Apoptose zerstort wird, gelangen intrazellulare Bestand-
teile der Zelle ins Medium. Die Lactatdehydrogenase ist ein stabiles, im Zytoplasma
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lokalisiertes Enzym, welches die Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat katalysiert. Dabei
wird gleichzeitig NAD" zu NADH/H" reduziert. Die Reaktion findet auch in entgegen-
gesetzter Richtung statt. Aus Zellen, deren Zellmembran geschadigt ist, gelangt
Lactatdehydrogenase ins umgebende Medium. Nach Zugabe eines gelb geféarbten
Tetrazoliumsalzes zum Uberstand katalysiert das Enzym Diaphorase die Reduktion
zu rot-gefarbtem Formazan. Hierbei wird NADH/H® wieder zu NAD" oxidiert. Die
Farbintensitat wird photometrisch bei 490 nm bestimmt und korreliert mit der Menge
an vorhandener LDH. Die gemessene LDH-Menge, verglichen mit der Gesamtmenge
an LDH, ermdglicht die Bestimmung des Anteils gettteter Zellen (Nachlas, Margulies
et al. 1960; Wu, Ren et al. 2007).

Fir den LDH Release Assay wurden 0,5 x 10° BMDM/well in 500 ul VLE RPMI 1640
Medium (ohne Antibiotika, mit Zusatz von 10% FCS, 2 mM HEPES, 200 nM Natrium-
Pyruvat und 10 ng/ml M-CSF) in einer 12-well Platte ausgesat. Nach ca. drei Stun-
den waren die Zellen adharent, der Uberstand wurde abgenommen und durch 500
vorgewarmtes Medium ersetzt, das Bakterien mit einer MOI 50 und 5% NMS enthielt.
Die Platten wurden zur Synchronisation der Infektion bei 4° C und 850 g fur 5 min
zentrifugiert und 30 min bei 37° C inkubiert. Im Anschluss wurde der Uberstand ab-
genommen und drei Mal mit kaltem PBS gewaschen, um nicht-gebundene Bakterien
zu entfernen. Nach Zugabe von 1 ml warmen VLE RPMI 1640 Medium, wurden die
Platten fur eine halbe Stunde bei 37° C inkubiert, damit die gebundenen Bakterien in
die Makrophagen aufgenommen werden konnten. Der Zusatz von 0,5 pg/ml Genta-
micin sollte das Wachstum extrazellular vorhandener Bakterien hemmen. Jeweils
zwei, vier und sechs Stunden nach Infektion wurden 100 pl des Uberstands zur
Bestimmung der LDH-Menge entnommen. Zu dem restlichen Uberstand wurde nach
sechs Stunden 1 % Triton-X 100 gegeben, um die Zellen zu lysieren. Von dem
Gesamtlysat wurden ebenfalls 100 pl fir die photometrische Quantifizierung

entnommen.

2.2.6. Statistische Analyse
Die statistischen Analysen wurden durch den two-tailed t-Test des
Graphikprogramms GraphPad Prism (Graphpad Software, Inc. Version 5.04)

bestimmt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1.Intrazellulare und extrazellulare ROS-Produktion in BMDM von CerS™

Mausen nach Stimulation mit PMA

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der Ceramid-Zusammensetzung der
Zellmembran auf die Aktivitdit des NADPH-Oxidase-Komplexes (NOX 2) in Makro-
phagen aus Knochenmark (bone marrow derived macrophages, BMDM) untersucht.

Hierzu wurden sowohl extra- als auch intrazellulare ROS gemessen.

Die Inkubation mit Phorbolestern, z.B. Phorbol- 12-myristat- 13-acetat (PMA), akti-
viert die NOX2 und regt sie zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies an. Es kommt
zu einer indirekten Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes, da PMA aufgrund
seiner Struktur (Ahnlichkeit zu Diacylglycerol) zunachst die Proteinkinase C aktiviert
(Ebeling, Vandenbark et al. 1985). Letztere phosphoryliert Membranproteine des
NADPH-Oxidase-Komplexes, es kommt zum Einstrom von Ca** und fiihrt letztendlich
zur Bildung von ROS (Niedel, Kuhn et al. 1983).

3.1.1. Messung extrazellularer ROS
Die NADPH-Oxidasen phagozytierender und nicht-phagozytierender Zellen sind in
Membranen lokalisiert und produzieren Superoxidanionen (O2") (Lambeth 2004). In
der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welchen Einfluss die Ceramid-
Zusammensetzung der Membran auf die ROS-Produktion von Makrophagen hat. In
Saugetieren gibt es sechs Ceramidsynthasen, (CerS1- CerS6), die jeweils spezifisch
Fettsauren einer bestimmten Kettenlange verwenden (Pewzner-Jung, Ben-Dor et al.
2006). Es wurde untersucht, in welchem Ausmall BMDM aus CerS1, CerS2, Cers4,
CerS5 und CerS6 knockout Mausen (KO Mausen) extrazellulare ROS produzieren
kénnen. FiUr die Analyse der durch den NADPH-Oxidase-Komplex (NOX2) gebil-
deten, extrazellular vorliegenden Superoxidanionen (O2") wurde das hochsensitive
Chemilumineszenz-Substrat MCLA (2-Methyl-6-[4-methoxyphenyl]-3,7-dihydroimi-
dazo[1,2-a]pyrazin-3-one) verwendet, das durch Superoxidanionen zur Chemilumi-
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neszenz angeregt wird (Uehara, Maruyama et al. 1993; Tyurina, Serinkan et al.
2004).

In  Neutrophilen und Makrophagen kann die Aktivitatt des NADPH-Oxidase-
Komplexes durch TNF und andere Faktoren erhoht werden. Diese Substanzen I6sen
nicht selber die ROS-Produktion aus, sondern bewirken einen ,ready to go“-Status,
der bei einem zweiten Stimulus zu einer schnelleren und starkeren Aktivitat der
NOX2 fuhrt. Dieser Vorgang wird als ,Priming” bezeichnet. Die Aktivierung der NOX2
erfolgt durch Protein-Phosphorylierung, GTPase-Aktivierung und Anlagerung von
zytosolischen Komponenten an die Zytoplasmamembran und damit Bildung des
aktiven Enzymkomplexes NOX2 (El-Benna, Dang et al. 2008).

Abb. 4 zeigt exemplarisch den typischen Verlauf einer Messung der extrazellularen
ROS-Produktion von Wildtyp-BMDM, die mit MCLA durchgefihrt wurde. Dargestellt
ist die zu jedem Zeitpunkt gemessene MCLA Lumineszenz. Stimulation mit PMA
bewirkte in den ruhenden Makrophagen nur eine minimale Produktion extrazellularer
ROS im Vergleich zu unbehandelten BMDM. Durch Priming mit TNF wurde die
NOX2 der Makrophagen in einen voraktivierten Zustand gebracht. Danach war eine
deutliche Erhéhung der Superoxidproduktion messbar. Die zusétzliche Stimulierung
TNF-vorbehandelter BMDM mit PMA, flihrte nochmals zu einer Steigerung der ROS-
Produktion. Die extrazellulare ROS-Produktion durch den NADPH-Oxidase-Komplex
(NOX2) liel3 sich also sehr effektiv durch das Priming mit TNF und Stimulation mit
PMA steigern. Die Menge der messbaren ROS erreichte nach ca. 15 bis 20 Minuten

ihr Maximum.

Der Einfluss der Ceramid-Zusammensetzung der Membran auf die Aktivitat der
NOX2 wurde mit BMDM aus CerS KO Mausen analysiert. Die Maximalwerte der ge-
messenen ROS-Produktion wurden zu unbehandelten BMDM des Wildtyps ins Ver-
haltnis gesetzt.
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Abb. 4: Die extrazelluldre ROS-Produktion von BMDM wird durch Priming mit TNF und
Stimulation mit PMA stark erhoht.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in
HBSS ausplattiert, wo angegeben, mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM MCLA versetzt. Die
Lumineszenz von MCLA wurde in einem Microplate Reader Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Gezeigt sind pro Zeitpunkt der Mittelwert £ s. e. m. (standard error of the

mean) von Triplikaten einer exemplarischen Messung.

Ceramidsynthase 1

BMDM aus CerS1” Mausen bildeten gleiche Mengen extrazellularer ROS wie
Wildtyp-BMDM (Abb. 5). Die Stimulation unbehandelter Makrophagen mit PMA hatte
keinen merklichen Effekt auf die Superoxid-Produktion. Mit TNF-vorbehandelte
CerS1” BMDM produzierten wie der entsprechende Wildtyp deutlich mehr ROS.
Nach zuséatzlicher Stimulation mit PMA erhdhte sich die Menge an generiertem
Superoxid nochmals um das 1,4 fache im Vergleich zu den nur mit TNF-geprimten

-

Zellen. Die gemessenen Werte der CerS1™ BMDM zeigten keine signifikanten Unter-

schiede zum Wildtyp.
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Abb. 5: BMDM aus CerS1” Mausen produzieren gleiche Mengen extrazellularer ROS wie
Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fiur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden BMDM in HBSS ausplattiert und 1 x 10° Zellen pro
well in eine Mikrotiterplatte ausgesat. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM
MCLA versetzt. Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Tripli-
katen angesetzt. Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximal-
wert unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von funf unabhangigen Experimenten mit insge-
samt sechs Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 2

Unbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen generierten gleiche Mengen extra-
zellularer ROS wie der Wildtyp (Abb. 6). Die Stimulation mit PMA hatte sowohl in
CerS2” BMDM, als auch in Wildtyp-BMDM keinen deutlichen Effekt. Wurden die
Makrophagen mit TNF vorbehandelt, produzierten BMDM aus dem Wildtyp die 1,5-
fache Menge an extrazellularen ROS, die BMDM aus CerS2” nur die 1,2-fache Men-
ge. Wurden TNF-geprimte Zellen zusatzlich mit PMA stimuliert, generierten die
Makrophagen des Wildtyps 2,3 mal mehr ROS, zeigten also eine deutlich erhdhte

Aktivitat des NADPH-Oxidase-Komplex gegeniber nur mit TNF behandelten BMDM.
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TNF vorbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen produzierten nach Stimulation mit
PMA hingegen lediglich das 1,4-fache an ROS. TNF-geprimte CerS2” BMDM, die
zusatzlich mit PMA stimuliert wurden generierten also nur 61% der ROS-Menge, die
entsprechend behandelte Wildtypmakrophagen produzierten. Die CerS2” BMDM
zeigten also eine, wenn auch geringere, Reaktion auf das Priming mit TNF. Die Zu-
gabe von PMA konnte jedoch die NOX2 Aktivitat nicht weiter steigern. Das TNF

-

Priming in den CerS2™ BMDM ist also gestort.
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Abb. 6: Mit TNF vorbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen produzieren nach Stimulation mit
PMA signifikant weniger extrazelluldre ROS als Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden BMDM in HBSS ausplattiert und 1 x 10° Zellen pro
well in eine Mikrotiterplatte ausgesat. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM
MCLA versetzt. Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Tripli-
katen angesetzt. Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximal-
wert unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von neun unabhangigen Experimenten mit insge-
samt neun Mausen ist als Mittelwert = s. e. m. dargestellt. Die statistische Signifikanz der Unterschie-
de zwischen CerS2” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-Test bestimmt. P-Werte
sind durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) dargestellt.
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Ceramidsynthase 4

Unbehandelte BMDM aus CerS4” Mausen erzeugten gleiche Mengen Superoxid wie
Wildtyp-BMDM (Abb. 7). Die Stimulation mit PMA hatte in CerS4” BMDM und im
Wildtyp keinen signifikanten Effekt. Priming mit TNF fiihrte bei Cers4” BMDM zu
einem gleich hohen Anstieg produzierter ROS, wie bei BMDM aus dem Wildtyp.
Zusatzliche Stimulation TNF-behandelter BMDM mit PMA fihrte zu einer nochma-
ligen deutlichen Erh6hung der generierten ROS, sowohl im Wildtyp, als auch in
CerS4" BMDM. CerS4” BMDM zeigten also im Hinblick auf die Superoxidproduktion
keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp.
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Abb. 7: BMDM aus CerS4” Mausen generieren gleiche Mengen extrazellularer ROS wie Wildtyp-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden BMDM in HBSS ausplattiert und 1 x 10° Zellen pro
well in eine Mikrotiterplatte ausgesat. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM
MCLA versetzt. Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tiber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Tripli-
katen angesetzt. Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximal-
wert unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von funf unabhangigen Experimenten mit insge-
samt sechs Mausen ist als Mittelwert + s. e. m dargestellt.
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Ceramidsynthase 5

Unbehandelte BMDM aus CerS5”" Mausen produzierten gleiche Mengen extra-
zellularer ROS wie unbehandelte BMDM des Wildtyps (Abb. 8). Stimulation mit PMA
hatte, wie auch im Wildtyp, keinen Effekt. Priming mit TNF fihrte in den CerS5”
BMDM zu einer Erhéhung der ROS-Produktion, die aber analog zum Wildtyp war.
Die zusétzliche Stimulation mit PMA von TNF-vorbehandelten Makrophagen fuhrte in
Wildtyp und in CerS5" BMDM zu einer sehr viel starkeren Superoxidgenerierung.
Der Unterschied zwischen den CerS5” BMDM und den Wildtyp-BMDM war nicht
signifikant.
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Abb. 8: BMDM aus CerS5" Mausen generieren gleiche Mengen extrazellularer ROS wie Wildtyp-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden BMDM in HBSS ausplattiert und 1 x 10° Zellen pro
well in eine Mikrotiterplatte ausgesat. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM
MCLA versetzt. Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tiber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Tripli-
katen angesetzt. Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximal-
wert unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von finf unabhangigen Experimenten mit insge-
samt funf Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 6

Unbehandelte und mit PMA stimulierte BMDM aus CerS6” Mausen generierten
gleiche Mengen extrazellularer ROS wie der Wildtyp (Abb. 9). Priming mit TNF be-
wirkte einen leichte Erh6éhung der Superoxid-Produktion gegeniber unbehandelten
BMDM: Bei Wildtyp-BMDM stieg die ROS-Menge um das 1,4-fache, bei CerS6™
BMDM um das 1,7-fache an. Nach Stimulation mit PMA produzierten TNF-geprimte
Wildtyp-BMDM die 2,4-fache Menge an ROS, TNF-geprimte CerS6”- BMDM generie-
rten sogar das 4,3-fache an extrazellularen ROS gegenuber den unbehandelten
Makrophagen und damit 1,8-mal mehr, als der entsprechende Wildtyp.
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Abb. 9: BMDM aus CerS6” Mausen produzieren nach Priming mit TNF und Stimulation mit PMA
signifikant mehr Superoxid als Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden BMDM in HBSS ausplattiert und 1 x 10° Zellen pro
well in eine Mikrotiterplatte ausgesat. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA stimuliert und mit 5 pM
MCLA versetzt. Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von
60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in
Triplikaten angesetzt. Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den
Maximalwert unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von zehn unabhdngigen Experimenten mit
insgesamt zehn Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen CerS6” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-Test bestimmt.

P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) dargestellt.
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3.1.2. Intrazellulare ROS Produktion

Die Messung der intrazellular gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies erfolgte nach
Inkubation der Zellen mit 2‘,7*-Dihydrochlorofluorescindiacetat (DCFH-DA), welches
aufgrund seiner unpolaren Eigenschaften in die Zelle diffundieren kann. Im Zytosol
der Zelle wird die Acetylgruppe durch zellulare Esterasen abgespalten. Das ent-
stehende polare Dichlorodihydrofluorescin (DCFH) kann die Zelle nicht mehr ver-
lassen und reichert sich im Zytoplasma an. In der Gegenwart von reaktiven Sauer-
stoffspezies wird DCFH rasch zum grin-fluoreszierenden 2',7‘-Dichlorofluorescin
(DCF) oxidiert (Royall and Ischiropoulos 1993). Die intrazellulare Konzentration der
reaktiven Sauerstoffspezies bestimmt daher die Intensitat der DCF Fluoreszenz, die
somit einen Rickschluss auf die intrazellular gebildete Menge an ROS ermdglicht.

Kinetik der intrazellularen ROS Produktion

Die Veranderung der intrazellularen ROS Produktion im Zeitverlauf wurde in Mikro-
titerplatten im Microplate Reader gemessen. Abb. 10 zeigt exemplarisch den typi-
schen Verlauf einer Messung der intrazellularen ROS-Produktion nach DCF-Farbung
in Wildtyp-BMDM. Bei unbehandelten WT-Knochenmarksmakrophagen konnte man
im zeitlichen Verlauf einen kontinuierlichen Anstieg der Fluoreszenz beobachten. Die
Stimulation mit PMA, das zur indirekten Aktivierung des NADPH-Oxidase-Komplexes
fuhrt, hatte keinen messbaren Effekt auf die intrazellulare ROS-Produktion. Vorbe-
handlung der Makrophagen mit TNF fuhrte zu einer deutlich geringeren Fluoreszenz
der Zellen sowohl zu Beginn der Messung, als auch im weiteren Verlauf. Auch hier
hatte die Stimulation mit PMA keinen signifikanten Effekt auf die Menge der ge-
nerierten ROS. In den folgenden Abbildungen sind die Ergebnisse nach PMA Stimu-
lation nicht gezeigt, da kein Effekt auftrat. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den
Ergebnissen der Durchflusszytometrie wurden die Werte der Messung zum Zeitpunkt
t= 0 min als Balkendiagramme dargestellt.
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Abb. 10: Messung der intrazellularen ROS-Produktion mit DCF in WT-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fur 15 Minuten mit 20 uM DCF angeféarbt. Danach wurde, wo angegeben mit 25 pM
PMA stimuliert. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem Microplate Reader Gber einen Zeitraum von 60
Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Alle Proben wurden als Triplikate angesetzt. Dargestellt ist
der Mittelwert £ s. e. m. aus drei, in einem Experiment verwendeten, Wildtypen.
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Ceramidsynthase 1

Die Menge der intrazellular gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies war in

-

unbehandelten CerS1™ BMDM genauso grof3 wie im unbehandelten Wildtyp. Priming

mit TNF fuhrte wie im Wildtyp zu geringerer ROS-Produktion (Abb. 11).
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Abb. 11: BMDM aus CerS1” Mausen produzieren gleiche Mengen an intrazelluldren ROS wie
WT-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fur 15 Minuten mit 20 uM DCF angeférbt. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem
Microplate Reader Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben
eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt ist der zum Zeitpunkt t=0
gemessene Wert der ROS-Produktion. Das Ergebnis von vier unabhéngigen Experimenten mit ins-
gesamt funf Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 2

Unbehandelte CerS2” BMDM generierten zum Zeitpunkt t=0 deutlich mehr intra-
zellulare reaktive Sauerstoffspezies als unbehandelte WT BMDM (Abb. 12). Priming
mit TNF fiihrte sowohl bei Wildtyp-BMDM, als auch bei CerS2” BMDM zu einer ge-
ringeren Produktion von intrazellularen ROS im Vergleich zu unbehandelten BMDM.
Die TNF-vorbehandelten CerS2” BMDM generierten genauso viel intrazellulare ROS
wie der TNF-vorbehandelte Wildtyp.
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Abb. 12: Unbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen produzieren deutlich mehr intrazellulare
ROS als Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fir 15 Minuten mit 20 uM DCF angeféarbt. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem
Microplate Reader uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben
eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt ist der zum Zeitpunkt t=0 ge-
messene Wert der ROS-Produktion. Das Ergebnis von vier unabhéngigen Experimenten mit insge-
samt vier Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 4

BMDM aus CerS4” Méausen fluoreszierten nach DCF-Farbung ebenso stark, wie
BMDM aus Wildtypmausen (Abb. 13). Priming mit TNF fuhrte zu einer geringeren
Produktion intrazellularer ROS, sowohl in den CerS4” BMDM, als auch im Wildtyp.
Zwischen CerS4™ und Wildtyp-BMDM bestand kein Unterschied beziiglich der intra-
zellular generierten Menge an reaktiven Sauerstoffspezies.
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Abb. 13: BMDM aus CerS4” Mausen generieren gleiche Mengen an intrazellularen ROS wie WT-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fir 15 Minuten mit 20 uM DCF angeféarbt. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem
Microplate Reader uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben
eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt ist der zum Zeitpunkt t=0
gemessene Wert der ROS-Produktion. Das Ergebnis von finf unabhéngigen Experimenten mit ins-
gesamt sechs Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 5

Unbehandelte BMDM aus CerS5" Mausen generierten gleiche Mengen an intra-
zellularen ROS wie BMDM aus dem Wildtyp. Sowohl im Wildtyp, als auch in CerS5™
Makrophagen fuhrte Priming mit TNF zu einer geringeren ROS-Produktion (Abb. 14).
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Abb. 14: BMDM aus CerS5" Mausen generieren intrazellular gleiche Mengen an reaktiven
Sauerstoffspezies wie Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fur 15 Minuten mit 20 uM DCF angeférbt. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem
Microplate Reader Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben
eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt ist der zum Zeitpunkt t=0 ge-
messene Wert der ROS-Produktion. Das Ergebnis von finf unabhangigen Experimenten mit ins-
gesamt funf Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 6

Die Messung der intrazellular erzeugten reaktiven Sauerstoffspezies zeigte, dass
unbehandelte BMDM aus CerS6” Mausen gleiche Mengen an ROS generierten wie
Wildtyp-BMDM (Abb. 15). Priming mit TNF fiihrte sowohl in Wildtyp-BMDM, als auch
in BMDM der CerS6™ Mause dazu, dass weniger ROS produziert wurden.
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Abb. 15: BMDM aus CerS6” Mausen produzieren intrazellular die gleiche Menge ROS wie
Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte in HBSS
ausplattiert und fur 15 Minuten mit 20 uM DCF angeférbt. Die DCF Fluoreszenz wurde in einem
Microplate Reader Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minute bestimmt. Die Proben
eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt ist der zum Zeitpunkt t=0
gemessene Wert der ROS-Produktion. Das Ergebnis von sieben unabhangigen Experimenten mit ins-
gesamt sieben Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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3.1.3. Bestimmung der intrazellularen ROS Produktion im
Durchflusszytometer (FACS)
Die Menge an intrazellular generierten reaktiven Sauerstoffspezies wurde nach
Farbung mit 2*,7‘-Dihydrochlorofluorescindiacetat (DCFH-DA) mittels der Durchfluss-
zytometrie analysiert (Kinnula, Aito et al. 1998).

Bei einigen Experimenten, die im Mikroplatten Reader durchgefuhrt wurden, konnte
bei den TNF-geprimten BMDM im Verlauf der Messung, die tber 60 Minuten erfolgte,
eine Zunahme der DCF Fluoreszenz nach PMA-Stimulation beobachtet werden. Um
diesen potentiellen Effekt von PMA auf die intrazellulare ROS-Produktion naher zu
untersuchen, wurden Messungen mit der Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Diese
Methode erlaubt die Analyse der Fluoreszenz einzelner Zellen und ist deshalb deut-
lich sensitiver als der Microplate Reader.

Ein Vergleich der BMDM aller verwendeten Wildtypen zeigte, dass die intrazellular
messbare Fluoreszenz und damit die intrazellular produzierte ROS Menge nach
Stimulation mit PMA im Vergleich zu den unbehandelten BMDM nicht zunahm (Abb.
16). Wurden die Knochenmarksmakrophagen mit TNF vorbehandelt, ergab die Mes-
sung im Durchflusszytometer eine Abnahme der Fluoreszenz um 48 % gegenuber
den unbehandelten BMDM und damit eine deutlich geringere Produktion an intra-
zellularen reaktiven Sauerstoffspezies. Eine zusatzliche Stimulierung der TNF-
geprimten BMDM mit PMA steigerte die ROS-Produktion dagegen signifikant um das
1,4-fache.
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Abb. 16: WT-BMDM produzieren nach TNF Vorbehandlung deutlich weniger ROS als unbe-
handelte BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 UM DCF bei
37° C angeféarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA bei 37° C fiur 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10* Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
DCF-Fluoreszenz bezogen auf unbehandelte BMDM. Das Ergebnis von neun unabh&ngigen
Experimenten mit insgesamt zehn Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen TNF behandelten BMDM mit und ohne PMA-Stimulation wurde

mit dem two-tailed t-Test analysiert. P-Werte sind durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) dargestellt.

Ceramidsynthase 1

Die Bestimmung der DCF-Fluoreszenz im Durchflusszytometer zeigte, dass unbe-
handelte BMDM aus CerS1” Mausen gleiche Mengen an intrazellularen ROS bilde-
ten wie Wildtyp-BMDM (Abb. 17). Nach Stimulation mit PMA stieg die ROS-Pro-
duktion in unbehandelten CerS1” BMDM und unbehandelten Wildtyp-BMDM nicht
an. TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS1” Mausen und Wildtyp-BMDM produzier-
ten gleichermal3en intrazellular deutlich weniger reaktive Sauerstoffspezies. Zusatz-
liche PMA-Stimulation fiihrte in TNF-behandelten BMDM aus CerS1” Mausen und in
TNF-behandelten Wildtyp-BMDM zu einer Erh6hung der generierten ROS-Menge in
gleichem Ausmal3.
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Abb. 17: BMDM aus CerS1” Mausen produzieren gleiche Mengen intrazellularer ROS wie
Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 uM DCF bei
37° C angefarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 uM PMA bei 37° C fir 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10" Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
produzierte ROS Menge, bezogen auf unbehandelte BMDM des Wildtyps. Das Ergebnis von vier
unabhéngigen Experimenten mit insgesamt vier Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 2

Die Messung intrazellular generierter ROS ergab fir unbehandelte BMDM aus
CerS2" Mausen, wie auch bei der Messung in Mikrotiterplatten, einen Unterschied:
BMDM aus CerS2” Mausen generierten 1,44-mal mehr ROS als der Wildtyp (Abb.
18). Stimulation der Zellen mit PMA hatte nur im unbehandelten Wildtyp eine leichte
Erhéhung der generierten ROS zur Folge. In unbehandelten CerS2” BMDM hatte die
PMA Stimulation keinen Effekt auf die ROS-Produktion. Mit TNF-geprimte BMDM
produzierten sowohl in Wildtyp, als auch in CerS2” Mausen deutlich weniger ROS
als unbehandelte Zellen. Wurden die TNF-vorbehandelten Zellen zusatzliche mit

PMA stimuliert, stieg die Menge an intrazellular produzierten ROS sowohl im Wildtyp,
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als auch in den CerS2” BMDM an. Zwischen CerS2” BMDM und Wildtyp-BMDM
ergaben sich nach Priming mit TNF demnach keine Unterschiede in der ROS-

Produktion.
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Abb. 18: Unbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen bilden intrazellular mehr ROS, als BMDM
aus dem Wildtyp.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 uM DCF bei
37° C angefarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 uM PMA bei 37° C fir 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10" Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
produzierte ROS-Menge, bezogen auf unbehandelte BMDM des Wildtyps. Das Ergebnis von sechs
unabhéngigen Experimenten mit insgesamt sechs Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 4

Aus Knochenmark von CerS4” Mausen gewonnene Makrophagen generierten
gleiche Mengen an intrazellularen ROS wie Wildtyp-BMDM (Abb.19). Unbehandelte
BMDM aus CerS4” Mausen verhielten sich wie BMDM aus Wildtypmausen. Die ROS
Produktion stieg im Wildtyp und auch in CerS4” Knochenmarksmakrophagen nach

PMA-Zugabe geringfugig an. Priming mit TNF fuhrte zu einer deutlich verringerten
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Menge an intrazellular produzierten reaktiven Sauerstoffspezies. Die zusatzliche Sti-
mulation von TNF-vorbehandelten Zellen mit PMA filhrte sowohl in CerS4” BMDM
als auch in Wildtyp-BMDM zu einer Erhéhung der ROS-Produktion.

1.504 n.s. ]
LI WT
B cers4”
1.25-
|_
<
< 100
o]
(=
>
€ 0.75-
N
0
£
< 0.504
<
2
0.25-
0.0-
unbeh. PMA unbeh. PMA
unbehandelt TNF

Abb. 19: BMDM aus CerS4” Mausen produzieren ebenso viel intrazellulare ROS wie Wildtyp-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 uM DCF bei
37° C angefarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 uM PMA bei 37° C fir 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10" Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
produzierte ROS-Menge, bezogen auf unbehandelte BMDM des Wildtyps. Das Ergebnis von finf
unabhéngigen Experimenten mit insgesamt finf Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 5

Die mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrte Analyse der intrazellularen ROS-
Produktion in CerS5" BMDM ergab keine Unterschiede zu BMDM des Wildtyps
(Abb. 20). Unbehandelte BMDM aus CerS5” Mausen produzierten genauso viele
ROS wie der Wildtyp. Die Stimulation mit PMA fuhrte zu einem geringflgigen An-
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stieg, der in CerS5” BMDM gleich hoch war wie im Wildtyp. Priming mit TNF fiihrte
sowohl im Wildtyp, als auch in CerS5” BMDM zu einer, gegeniiber unbehandelten
Knochenmarksmakrophagen, deutlich reduzierten ROS-Produktion. Die zusatzliche
Stimulation der mit TNF-vorbehandelten Zellen mit PMA fihrte zu einem Anstieg der
DCF-Fluoreszenz. CerS5” BMDM generierten auch hier die gleiche Menge an reak-

tiven Sauerstoffspezies wie der Wildtyp.
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Abb. 20: BMDM aus CerS5" Mausen produzieren gleiche Mengen intrazellularer ROS wie
Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 UM DCF bei
37° C angefarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 pM PMA bei 37° C fiur 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10* Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
produzierte ROS-Menge, bezogen auf unbehandelte Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von finf unab-

hangigen Experimenten mit insgesamt funf Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 6

BMDM aus CerS6” Mausen generierten bei der Messung im Microplate Reader

gleiche Mengen intrazellularer ROS wie der Wildtyp. Auch in der ROS-Messung via
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Durchflusszytometrie zeigte sich, dass unbehandelte BMDM aus CerS6” Méausen
genauso viel intrazellulare ROS erzeugten wie die entsprechenden Wildtypzellen
(Abb. 21). Stimulation mit PMA erhéhte in CerS6” BMDM und Wildtyp-BMDM gering-
fiigig die ROS Produktion. Priming mit TNF fiihrte in CerS6” BMDM und Wildtyp-
BMDM dazu, dass im Vergleich zu den nicht behandelten Zellen deutlich weniger
intrazellulare ROS generiert wurde. Stimulation der TNF-vorbehandelten BMDM mit
PMA fuhrte sowohl im Wildtyp, als auch in CerS6™ Makrophagen im Vergleich zu
den nur mit TNF-geprimten Zellen zu einer Erhéhung der ROS-Produktion.
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Abb. 21: BMDM aus CerS6” Mausen produzieren gleiche Mengen intrazelluldrer ROS wie der
Wildtyp.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Fluoreszenz von DCF gemessen. 10° BMDM/ml in HBSS wurden fiir 15 Minuten mit 20 UM DCF bei
37° C angeféarbt. Wo angegeben, wurde mit 25 uM PMA bei 37° C fiur 30 Minuten stimuliert. Jeweils
10* Zellen wurden im Durchflusszytometer analysiert (488 nm Laser, 525 nm Filter). Gezeigt ist die
produzierte ROS-Menge, bezogen auf unbehandelte BMDM des Wildtyps. Das Ergebnis von acht

unabhangigen Experimenten mit insgesamt acht Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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3.1.4. Charakterisierung der Abhangigkeit der mitochondrialen ROS-
Produktion von CerS

In Mitochondrien entstehen ROS als Nebenprodukte der oxidativen Phosphory-
lierung. Etwa 1-3 % des von Mitochondrien verbrauchten Sauerstoffs wird nur unvoll-
standig reduziert. Vor allem an Komplex | und Komplex Il der Atmungskette
(abhéngig vom Gewebe und der Spezies) entstehen so freie Elektronen, die sehr
schnell mit molekularem Sauerstoff reagieren konnen und Superoxidanionen bilden
(Ames, Shigenaga et al. 1993; Turrens 2003). Der Farbstoff MitosoxRed wird von
lebenden Zellen aufgenommen und gelangt direkt in die Mitochondrien. Dort wird er
von Superoxid oxidiert und bindet, da es ein Derivat von Ethidiumbromid ist, rot
fluoreszierend an die mitochondriale DNA (Mukhopadhyay, Rajesh et al. 2007). Die
entstandene Fluoreszenz kann im Durchflusszytometer analysiert werden. BMDM
aus CerS2” und CerS6” Mausen hatten im Vergleich zu Wildtyp-BMDM Unter-
schiede in der extrazellularen bzw. intrazellularen ROS-Produktion gezeigt. Deshalb
wurde mit Hilfe des MitosoxRed-Tests analysiert, ob die Produktion mitochondrialer
ROS durch eine veranderte Ceramid-Zusammensetzung der Membranen ebenfalls
beeinflusst wird. In Mitochondrien produzierte ROS stellen eine Teilmenge der intra-
zellular gemessenen ROS-Produktion dar. Aus diesem Grund wurde von CerS1™,
CerS4™ und CerS5” BMDM, die sowohl extra- als auch intrazellular gleiche Mengen
ROS wie der Wildtyp produzierten, die mitochondriale ROS-Produktion nicht unter-
sucht.
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Ceramidsynthase 2

Unbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen generierten tendenziell mehr
mitochondriale ROS als der Wildtyp (Abb. 22). Priming mit TNF flhrte in Wildtyp-
BMDM und in CerS2” BMDM zu einer leichten Abnahme der mitochondrialen ROS-
Produktion. Mit TNF-geprimte BMDM aus CerS2” Mausen erzeugten auch hier
tendenziell etwas mehr reaktive Sauerstoffderivate als die entsprechenden BMDM
des Wildtyps.
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Abb. 22: BMDM aus CerS2” Mausen bilden tendenziell mehr mitochondriale ROS als Wildtyp-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von MitosoxRed gemessen. 1 x 10° BMDM/ml in HBSS wurden im Dunkeln mit 5 pM
MitosoxRed fiir 15 Minuten bei 37°C angefarbt. 1 x 10* Makrophagen wurden im Durchflusszytometer
analysiert (488 nm Laser, 575 nm Filter). Gezeigt ist die produzierte ROS-Menge der CerS2” BMDM,
bezogen auf unbehandelte BMDM des Wildtyps. Das Ergebnis von vier unabhéngigen Experimenten

mit insgesamt vier Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 6

Unbehandelte BMDM aus CerS6” Mausen generierten gleiche Mengen mitochon-
drialer ROS wie der Wildtyp (Abb. 23). Nach Priming mit TNF war sowohl in Wildtyp-
BMDM, als auch in CerS6” BMDM eine leichte Abnahme der mitochondrialen ROS-
Produktion messbar. Zwischen TNF-vorbehandelten BMDM aus Wildtypmausen und
TNF-geprimten BMDM aus CerS6” Mausen war ebenfalls kein Unterschied fest-

zustellen.
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Abb. 23: BMDM aus CerS6” Mausen bilden gleiche Mengen mitochondrialer ROS wie Wildtyp-
BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Fluoreszenz von MitosoxRed gemessen. 1 x 10° BMDM/mI in HBSS wurden im Dunkeln mit 5 UM
MitosoxRed fir 15 Minuten bei 37°C angefarbt. 1 x 10* Makrophagen wurden im Durchflusszytometer
analysiert (488 nm Laser, 575 nm Filter). Gezeigt ist die produzierte ROS-Menge der CerS6” BMDM,
bezogen auf unbehandelte Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von vier unabhéngigen Experimenten mit

insgesamt vier Mausen ist als Mittelwert £ s. e. m. dargestellt.

45



Ergebnisse

3.2.Analyse der ROS-Produktion nach Infektion mit Bakterien

Untersuchungen der extrazellularen ROS-Produktion in CerS2” BMDM hatten
gezeigt, dass diese nach Priming mit TNF und Stimulation mit PMA signifikant
weniger ROS als Wildtyp-BMDM produzierten. Die intrazellulare ROS-Produktion
unbehandelter CerS2”- BMDM war hingegen im Vergleich zu Wildtyp-BMDM deutlich
erhoht. CerS6” BMDM generierten nach Priming mit TNF signifikant mehr extra-
zellulares Superoxid als Wildtyp-BMDM. Die intrazellulare ROS-Produktion von
CerS6” BMDM war im Vergleich zu Wildtyp-BMDM gleich hoch. Um zu analysieren,
ob diese Veradnderungen der ROS-Produktion auch bei Infektionen mit Bakterien
auftreten, wurden BMDM aus CerS2” und Cers6” mit Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes oder Shigella flexneri infiziert. Die Infektionen wurden mit
drei verschiedenen Bakteriengattungen durchgefuhrt, um unterschiedliche Patho-
genitats-Mechanismen zu bertcksichtigen. Zur Messung extrazellular produzierter
ROS wurde wiederum MCLA verwendet. Von allen Proben wurde jeweils der Maxi-
malwert der Lumineszenz ermittelt und zu dem der nicht infizierten Wildtyp-BMDM
ins Verhaltnis gesetzt.

3.2.1. ROS-Produktion nach Infektion mit Staphylococcus aureus
Staphylokokken sind grampositive, fakultativ anaerobe, kugelformige Bakterien, die
in Haufen- bzw. Traubenform wachsen. Staphylococcus aureus (S.a.) ist als Besied-
ler von Haut und Schleimh&uten bei Menschen und Tieren anzutreffen. Bei einem
geschwachten Immunsystem kann es zu einer starken Vermehrung des Erregers
kommen, was zu lebensbedrohlichen Krankheiten, wie Lungenentztindung, Endo-
karditis, toxischen Schock-Syndrom (TSS) oder Sepsis fluhren kann. Fir Phagozyten
konnte gezeigt werden, dass eingedrungene S.a. vor allem durch Aktivitat der NOX2

eliminiert werden (Jackson, Gallin et al. 1995).

Abb. 24 zeigt exemplarisch den typischen Verlauf einer Messung der extrazellularen
ROS-Produktion in BMDM nach Infektion mit Staphylococcus aureus. Die Infektion
mit Staphylococcus aureus fuhrte in ruhenden Makrophagen im Vergleich zu den
nicht infizierten BMDM zu einer leichten Erh6hung der ROS-Produktion. Die Infektion
von TNF-vorbehandelten BMDM mit Staphylococcus aureus fiihrte zu einer starken
Zunahme der generierten Superoxid-Menge. Die extrazellulare ROS-Produktion
durch den NADPH-Oxidase-Komplex (NOX2) nach Infektion mit Staphylococcus
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aureus liel3 sich also sehr effektiv durch Priming mit TNF steigern. Die Menge der
messbaren ROS Produktion erreichte nach ca. 10 bis 15 Minuten ihr Maximum.
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Abb. 24: TNF-vorbehandelte BMDM produzieren nach Infektion mit Staphylococcus aureus

grof3e Mengen an Superoxid.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgeséat, wo angezeigt mit Staphylococcus aureus infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.

Dargestellt ist der Mittelwert + s. e. m. der zu jedem Zeitpunkt gemessenen MCLA Lumineszenz.

Ceramidsynthase 2

BMDM aus CerS2” Mausen bildeten nach Infektion mit Staphylococcus aureus signi-
fikant weniger ROS als Wildtyp-BMDM (Abb. 25). Infizierte Wildtyp-BMDM produ-
zierten im Vergleich zu nicht infizierten Zellen das 1,4-fache an ROS, BMDM aus
CerS2” Mausen hingegen nur das 1,1-fache. Wurden TNF-vorbehandelte Makro-
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phagen mit Staphylococcus aureus infiziert, erhéhte sich die ROS Produktion in
Wildtyp-BMDM um das 2,7-fache. BMDM aus CerS2” Mausen produzierten im Ver-
gleich zu den unbehandelten BMDM des Wildtyps lediglich die 1,7-fache Menge an
reaktiven Sauerstoffspezies. Die Infektion mit Staphylococcus aureus fihrte also bei
CerS2" BMDM sowohl ohne, als auch mit TNF-Priming zu einer signifikant geringe-
ren Superoxidproduktion als im Wildtyp. Wie bereits in den Messungen extra-
zellularer ROS-Produktion mit PMA-Stimulation gezeigt werden konnte, hatte das
Priming mit TNF in CerS2” BMDM auch nach Infektion mit S.aureus einen signifikant
geringeren Effekt als in Wildtyp-BMDM:
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Abb. 25: BMDM aus CerS2” Mausen produzieren nach Infektion mit Staphylococcus aureus
signifikant weniger extrazelluldre ROS als Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgeséat, wo angezeigt mit Staphylococcus aureus infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.
Gezeigt werden die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert
unbehandelter Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von sechs unabhangigen Experimenten mit insgesamt
sechs Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische Signifikanz der Unterschiede
zwischen CerS2” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-Test bestimmt. P-Werte sind
durch * (p < 0,05) oder ** (p < 0,01) dargestellt.
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Ceramidsynthase 6

Nicht infizierte BMDM aus CerS6” Mausen generierten genauso viele ROS wie der
Wildtyp (Abb. 26). Nach Infektion mit Staphylococcus aureus produzierten sowohl
CerS6™" Makrophagen, als auch Wildtyp-BMDM geringfiigig mehr extrazellulare ROS
als unbehandelte Zellen. Priming mit TNF fuhrte in nicht infizierten Wildtyp-BMDM
und in BMDM aus CerS6” Mausen zu einer minimalen Erhéhung der ROS Pro-
duktion. Nach Infektion der TNF-vorbehandelte Makrophagen mit Staphylococcus
aureus erhohte sich die produzierte Superoxid Menge bei den BMDM des Wildtyps
um das 3,2-fache. In BMDM aus CerS6” Mausen zeigte das Priming mit TNF eine
deutlich starkere Wirkung: Die Menge an reaktiven Sauerstoffspezies stieg im Ver-
gleich zum unbehandelten Wildtyp um das 4,9-fache.
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Abb. 26: TNF-Priming erhoht die ROS-Produktion nach Staphylococcus aureus Infektion in
BMDM aus CerS6” Mausen starker als in Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fiur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgeséat, wo angezeigt mit Staphylococcus aureus infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.
Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert unbehandelter
Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von funf unabh&ngigen Experimenten mit insgesamt finf Mausen ist als
Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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3.2.2. ROS-Produktion nach Infektion mit Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes ist ein grampositives, fakultativ anaerobes Stabchen, das in
immungeschwachten Personen, Schwangeren und Neugeborenen schwere Infek-
tionen verursachen kann. Infektion von M&ausen mit nicht-letalen Dosen der Bakterien
fuhrt zu einer starken Immunantwort, an der sowohl das angeborene als auch das
adaptive Immunsystem beteiligt sind. Zunachst wird die Anzahl der sich vermehren-
den Bakterien durch aktivierte Makrophagen unter Kontrolle gebracht. Durch eine
spezifische T-Zell- Antwort werden die Bakterien schlie3lich eliminiert und durch T-
Gedachtnis-Zellen entsteht Schutz vor einer erneuten Infektion (Zenewicz and Shen
2007). Nach Infektion mit Listeria monocytogenes bilden Fibroblasten und Makro-
phagen zur Abwehr die lysosomale Protease Cathepsin D (del Cerro-Vadillo,
Madrazo-Toca et al. 2006). Die Infektion mit Listerien wird in Makrophagen sowohl
durch die Aktivitat der NOX2, als auch durch nicht-oxidative Mechanismen ab-
gewehrt.

Abb. 27 zeigt exemplarisch den typischen Verlauf einer Messung der extrazellularen
ROS Produktion in BMDM nach Infektion mit Listeria monocytogenes. Die Infektion
mit Listeria monocytogenes fuhrte in den ruhenden Makrophagen im Vergleich zu
den nicht infizierten BMDM zu einer geringfliigigen Erhdhung der ROS-Produktion.
Die Infektion von TNF-vorbehandelten BMDM mit Listeria monocytogenes fihrte zu
einer starken Zunahme der ROS-Produktion. Die extrazellulare ROS-Produktion
durch den NADPH-Oxidase-Komplex (NOX2) nach Infektion mit Listeria monocyto-
genes liel3 sich also sehr effektiv durch Priming mit TNF steigern. Das Maximum der
ROS-Produktion war nach ca. 10 bis 20 Minuten erreicht.
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Abb. 27: Priming mit TNF erhdht die ROS-Produktion nach Infektion mit Listeria monocyto-
genes in BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgeséat, wo angezeigt mit Listeria monocytogenes infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.

Dargestellt ist der Mittelwert + s. e. m. der zu jedem Zeitpunkt gemessenen MCLA Lumineszenz.

Ceramidsynthase 2

Nach Infektion mit Listeria monocytogenes produzierten Wildtyp-BMDM das 1,3-
fache an extrazellular generiertem Superoxid, bezogen auf den nicht infizierten Wild-
typ (Abb. 28). CerS2” BMDM produzierten das 1,2-fache und damit tendenziell etwas
weniger ROS als der entsprechende Wildtyp. TNF-vorbehandelte Wildtyp-BMDM
generierten nach Infektion mit Listeria monocytogenes die 2,1-fache Menge an ROS.
Priming mit TNF filhrte in BMDM aus CerS2’ Mausen nur zu einem 1,5-fachen An-
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stieg der ROS-Produktion, im Vergleich zum nicht infizierten Wildtyp. Wiederum hatte
das Priming mit TNF in infizierten CerS2” BMDM einen deutlich geringeren Effekt auf
die ROS-Produktion als in Wildtyp-BMDM.

Verhaltnis zum unbeh. WT

nicht inf. L.m. inf. nicht inf. L.m. inf.

unbehandelt TNF

Abb. 28: Priming mit TNF fahrt in CerS2""BMDM nach Infektion mit Listeria monocytogenes nur
zu einer schwachen Erh6hung der ROS-Produktion.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgesat, wo angezeigt mit Listeria monocytogenes infiziert (MOl 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader (ber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.
Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert unbehandelter
Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von finf unabhéngigen Experimenten mit insgesamt finf M&usen ist als
Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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Ceramidsynthase 6

BMDM aus CerS6” Mausen und Wildtyp-BMDM produzierten nach Infektion mit
Listeria monocytogenes geringfigig mehr ROS, als der nicht infizierte Wildtyp (Abb.
29). Priming mit TNF fiihrte in BMDM aus CerS6” Mausen zu einer Erhéhung der
ROS-Produktion um das 1,5-fache und hatte damit tendenziell einen etwas starkeren
Effekt als im Wildtyp mit einer Erhéhung um das 1,2-fache. Wurden TNF-vorbehan-
delte Makrophagen mit Listeria monocytogenes infiziert, erhdhte sich die generierte
ROS Menge bei Wildtyp-BMDM um das 2,2-fache. Die Wirkung des Primings durch
TNF war in den BMDM aus CerS6” Mausen noch starker: die Makrophagen produ-
zierten die 3,3-fache Menge an Superoxid im Vergleich zu nicht infizierten Wildtyp-
BMDM.
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Abb. 29: Priming mit TNF fuhrte nach Infektion mit Listeria monocytogenes in BMDM aus
CerS6” Mausen zu einer tendenziell héheren Superoxid-Produktion als in Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fiur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgeséat, wo angezeigt mit Listeria monocytogenes infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt.
Die MCLA Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei
37° C jede Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt.
Gezeigt sind die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert unbehandelter
Wildtyp-BMDM. Das Ergebnis von funf unabh&ngigen Experimenten mit insgesamt finf Mausen ist als

Mittelwert + s. e. m. dargestellt.
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3.2.3. ROS-Produktion nach Infektion mit Shigella flexneri.

Shigellen sind gram-negative, fakultativ anaerobe Stabchen, die zu den Entero-
bacteriaceae gehoren. Sie sind entero-invasiv und verursachen schwere Durchfélle.
Shigella flexneri bendétigt als Virulenzfaktor IpaB (invasion plasmid antigen B) um in
die Wirtszelle eindringen zu kdnnen. Im weiteren Verlauf der Infektion entkommen
die Erreger aus dem Phagosom in das Zytoplasma und induzieren den Tod von
infizierten Makrophagen (Senerovic, Tsunoda et al. 2012). Die Infektion mit Shigellen
fuhrt in Makrophagen zu einer vergleichsweise geringen ROS-Produktion, die ver-
mutlich auf die eisenhaltige Superoxiddismutase (FeSOD) der Shigellen zurlckzu-
fuhren ist (Franzon, Arondel et al. 1990). Abb. 30 zeigt exemplarisch den typischen
Verlauf einer Messung der extrazellularen ROS-Produktion in BMDM nach Infektion
mit Shigella flexneri. Die Infektion mit Shigella flexneri fuhrte in ruhenden
Makrophagen zu einer leichten Erhéhung der ROS-Produktion. Die Infektion von
TNF-vorbehandelten BMDM mit Shigella flexneri fihrte zu einer messbaren, aber
geringen Zunahme der ROS-Produktion. Die extrazellulare ROS-Produktion durch
den NADPH-Oxidase-Komplex (NOX2) liel3 sich also nur geringflgig durch Priming
mit TNF und Infektion mit Shigella flexneri steigern. Das Maximum der ROS-
Produktion war nach ca. 28 bis 38 Minuten erreicht.
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Abb. 30: Nach Priming mit TNF und Infektion mit Shigella flexneri produzieren BMDM nur sehr

geringe Mengen an Superoxid.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 X 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte
ausgesét, wo angezeigt mit Shigella flexneri infiziert (MOI 50) und mit 5 pM MCLA versetzt. Die MCLA
Lumineszenz wurde in einem Microplate Reader tber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede
Minute bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Dargestellt

ist der Mittelwert + s. e. m. der zu jedem Zeitpunkt gemessenen MCLA Lumineszenz.

Ceramidsynthase 2

Unbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen generierten nach Infektion mit Shigella
flexneri nur geringe ROS Mengen und verhielten sich damit genauso, wie die mit
Shigella flexneri infizierten BMDM des Wildtyps (Abb. 31). Priming mit TNF fuhrte
sowohl in BMDM des Wildtyps als auch in CerS2” Makrophagen nicht zur Erhéhung
der ROS-Produktion. Die Infektion TNF-vorbehandelter BMDM mit Shigella flexneri
bewirkte nur einen minimalen Anstieg der Superoxid Produktion: in BMDM des
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Wildtyps um das 1,6-fache, in CerS2” Makrophagen um das 1,5-fache, bezogen auf
unbehandelte BMDM des Wildtyps.
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Abb. 31: Mit TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS2”” Mausen produzieren wie BMDM aus dem
Wildtyp nach Infektion mit Shigella flexneri nur minimale Mengen an Superoxid.

BMDM wurden fir 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert (wo angezeigt) und die ROS Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte ausge-
séat, wo angezeigt mit Shigella flexneri infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt. Die MCLA Lumi-
neszenz wurde in einem Microplate Reader Uiber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minu-
te bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt werden
die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert unbehandelter Wildtyp-
BMDM. Das Ergebnis von 5 unabhangigen Experimenten mit insgesamt 5 Mausen wird als Mittelwert
* s. e. m. dargestellt.

Ceramidsynthase 6

Unbehandelte BMDM aus CerS6™ Mausen generierten die 1,2-fache Menge ROS im
Vergleich zu Wildtyp-BMDM (Abb. 32). Die Infektion von unbehandelten Makro-
phagen mit Shigella flexneri fihrte in Wildtyp-BMDM und in BMDM aus CerS6™
Méausen zu einer geringfigigen Erhdhung der ROS Produktion um das 1,4-fache.
Priming mit TNF fuhrte bei den BMDM des Wildtyps lediglich zu einer Erh6hung des
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messbaren Superoxids um das 1,2-fache. Die ROS-Produktion der TNF-behandelten
CerS6” BMDM stieg hingegen um dasl,5-fache an. Nach Infektion der TNF-
vorbehandelten BMDM mit Shigella flexneri war im Wildtyp kein Unterschied zu den
nicht geprimten und mit Shigella flexneri infizierten Makrophagen messbar. In TNF-
geprimten BMDM aus CerS6” Mausen konnte hingegen ein signifikanter Anstieg der
ROS Produktion um das 2-fache des unbehandelten Wildtyps festgestellt werden.
Obwohl die ROS-Produktion nach Infektion mit Shigella flexneri sehr schwach
ausgepragt war, wurde also in TNF-vorbehandelten BMDM aus CerS6” Mausen
mehr Superoxid produziert, als in TNF-vorbehandelten BMDM aus Wildtypmausen.
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Abb. 32: TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS6” Mausen produzieren nach Infektion mit
Shigella flexneri mehr ROS als BMDM aus Wildtypmausen.

BMDM wurden (wo angezeigt) fur 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und die ROS-Produktion als
Lumineszenz von MCLA gemessen. Dazu wurden 1 x 10° BMDM pro well einer Mikrotiterplatte ausge-
séat, wo angezeigt mit Shigella flexneri infiziert (MOI 50) und mit 5 uM MCLA versetzt. Die MCLA Lumi-
neszenz wurde in einem Microplate Reader Uber einen Zeitraum von 60 Minuten bei 37° C jede Minu-
te bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Triplikaten angesetzt. Gezeigt werden
die Maximalwerte der Superoxidproduktion, bezogen auf den Maximalwert unbehandelter Wildtyp-
BMDM. Das Ergebnis von 5 unabhangigen Experimenten mit insgesamt 5 Mausen wird als Mittelwert
*+ s. e. m.) dargestellt. Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen CerS6” BMDM und
Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-Test bestimmt. P-Werte sind durch * (p < 0,05) oder ** (p <

0,01) dargestellt.
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3.3.Abhangigkeit des Zelltods nach Bakterieninfektion von CerS

Mit TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen produzierten sowohl nach Sti-
mulation mit PMA, als auch nach Infektion mit verschiedenen Bakterien weniger
extrazellulare ROS als BMDM aus Wildtyp Mausen. Die intrazellulare ROS-Pro-
duktion unbehandelter CerS2”" BMDM war im Vergleich zu unbehandelten Wildtyp-
BMDM tendenziell erhoht. Fiir BMDM aus CerS6” Mausen konnte hingegen gezeigt
werden, dass TNF-vorbehandelte Knochenmarksmakrophagen nach PMA-Stimu-
lation oder Bakterieninfektion deutlich mehr extrazellular messbares Superoxid ge-
nerierten. Die Abhangigkeit des Zelltods von CerS und ROS wurde in BMDM nach
Infektion von Makrophagen aus CerS2” und CerS6™ Mausen mit Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes oder Shigella flexneri untersucht. Die Infektionen
wurden mit drei verschiedenen Bakteriengattungen durchgeftihrt, um unterschied-
liche Pathogenitats-Mechanismen zu berlcksichtigen. Mit dem Lactatdehydrogenase
Freisetzungstest (LDH Release Assay) kann sowohl der apoptotische, als auch der
pyroptotische Zelltod analysiert werden. Die Lactatdehydrogenase ist ein stabiles, im
Zytoplasma lokalisiertes Enzym, welches die Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat
katalysiert. Dabei wird gleichzeitig NAD" zu NADH/H" reduziert. Aus Zellen, deren
Zellmembran geschadigt ist oder Zellen, die durch Pyroptose absterben, gelangt
Lactatdehydrogenase ins umgebende Medium. Nach Zugabe eines gelb gefarbten
Tetrazoliumsalzes zum Uberstand katalysiert das Enzym Diaphorase die Reduktion
zu rot gefarbten Formazan. Hierbei wird NADH/H" wieder zu NAD" oxidiert. Die
Farbintensitat kann photometrisch bestimmt werden und korreliert mit der Menge an
vorhandener LDH. Bezogen auf die Gesamtmenge an LDH lasst sich der Anteil toter
Zellen bestimmen (Nachlas, Margulies et al. 1960; Wu, Ren et al. 2007).
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3.3.1. Ceramidsynthase 2
BMDM aus CerS2” Mausen wurden mit Staphylococcus aureus und Listeria mono-
cytogenes infiziert und der Anteil der abgettteten Zellen mit Hilfe des LDH Release
Assay bestimmit.

Zelltod nach Infektion mit Staphylococcus aureus

Die im Uberstand messbare LDH Menge aus unbehandelten CerS2”~ BMDM war
zwei, vier und sechs Stunden nach Infektion mit Staphylococcus aureus deutlich
hoher als die LDH Menge aus Wildtyp-BMDM (Abb. 33). Nach sechs Stunden waren
41 % der Wildtyp-BMDM, aber 70 % der CerS2” BMDM tot. Priming mit TNF hatte
auf die Widerstandsfahigkeit der Wildtyp-BMDM wenig Einfluss. Nach sechs Stunden
waren 35 % der Makrophagen aufgrund der Infektion mit den Bakterien lysiert. TNF-
vorbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen hingegen hatten gegeniiber unbehandel-
ten CerS2” BMDM einen Uberlebensvorteil: Sechs Stunden nach Infektion mit
Staphylococcus aureus waren nur 45 % statt 70 % der Zellen tot. TNF-Priming redu-
Zierte also den Zelltod von S.a. infizierten CerS2™ Makrophagen.

Zelltod nach Infektion mit Listeria monocytogenes

Die im Uberstand messbare LDH-Menge aus unbehandelten CerS2”" BMDM war
zwei, vier und sechs Stunden nach Infektion mit Listeria monocytogenes signifikant
hoher als die LDH Menge aus Wildtyp-BMDM (Abb. 34). Nach sechs Stunden waren
55 % der Wildtyp-BMDM und 83 % der CerS2”" BMDM tot. Priming mit TNF hatte
keinen deutlichen Effekt auf das Uberleben der Wildtyp-BMDM. Nach sechs Stunden
waren 59 % der Makrophagen aufgrund der Listeria monocytogenes Infektion tot.
TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS2” Mausen hingegen hatten gegeniiber
unbehandelten CerS2” BMDM einen Uberlebensvorteil: Sechs Stunden nach
Infektion mit Listeria monocytogenes waren nur 51 % statt 83 % der Zellen abge-
storben. TNF-vorbehandelte Wildtyp-BMDM und CerS2” BMDM wurden durch die
Listerien-Infektion gleich stark getotet.
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Abb. 33: Im Uberstand mit Staphylococcus aureus infizierter BMDM aus CerS2” Mausen ist
signifikant mehr LDH nachweisbar als im Uberstand von BMDM aus Wildtypmausen.

BMDM wurden (wo angezeigt) firr 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und 0,5 x 10° BMDM in 12-
well Platten ausgeséat. Die Infektion mit Staphylococcus aureus erfolgte mit MOI 50. Nach zwei, vier
und sechs Stunden wurden 100 pl des Uberstands abgenommen und die LDH Menge photometrisch
bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Gezeigt ist das
Verhdltnis der zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten LDH-Menge zur Gesamtmenge der vorhandenen
LDH nach vollstandiger Lyse der BMDM mit 1 % Triton-X 100. Das Ergebnis von drei unabhéngigen
Experimenten mit insgesamt drei Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen CerS2” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-
Test bestimmt. P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) gekennzeichnet.

60



Ergebnisse

Infektion mit Listeria monocytogenes
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Abb. 34: Im Uberstand unbehandelter, mit Listeria monocytogenes infizierter BMDM aus
CerS2” Mausen ist deutlich mehr LDH nachweisbar, als in BMDM des Wildtyps.

BMDM wurden (wo angezeigt) firr 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und 0,5 x 10° BMDM in 12-
well Platten ausgeséat. Die Infektion mit Listeria monocytogenes erfolgte mit MOl 50. Nach zwei, vier
und sechs Stunden wurden 100 pl des Uberstands abgenommen und die LDH Menge photometrisch
Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Gezeigt ist das Verhaltnis der
zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten LDH Menge zur Gesamtmenge der vorhandenen LDH nach
vollstandiger Lyse der BMDM mit 1 % Triton-X 100. Das Ergebnis von 3 unabhéngigen Experimenten
mit insgesamt 3 M&usen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische Signifikanz der
Unterschiede zwischen CerS2” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-Test bestimmt.
P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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3.3.2. Ceramidsynthase 6
BMDM aus CerS6” Mausen wurden mit Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes und Shigella flexneri infiziert und der Anteil der abgettteten Zellen
mit Hilfe des LDH Release Assay bestimmit.

Zelltod nach Infektion mit Staphylococcus aureus

Nach Infektion mit Staphylococcus aureus wurde aus absterbenden BMDM der
CerS6™" Mause signifikant weniger LDH freigesetzt als aus BMDM des Wildtyps (Abb.
35). Nach zwei Stunden waren 39 %, nach 4 Stunden 69 % und nach sechs Stunden
70 % der Wildtyp-BMDM abgetotet. Die BMDM der CerS6” Mause konnten der
Infektion besser widerstehen. Nach zwei Stunden waren 31%, nach 4 Stunden 36 %
und selbst sechs Stunden spater waren nur 45 % der CerS6”” BMDM abgetétet. Das
Priming mit TNF schien in den Experimenten eine schitzende Wirkung zu haben.
Nach sechs Stunden waren 42 % der Wildtyp-BMDM und lediglich 25 % der CerS6™
BMDM abgestorben. Priming mit TNF schutzt Wildtyp-BMDM vor Zelltod. Die bes-
sere Uberlebensfahigkeit der CerS6” BMDM, nach Infektion mit Staphylococcus
aureus, wird nach TNF-Priming nochmals deutlich verbessert.

Zelltod nach Infektion mit Listeria monocytogenes

Infektion mit Listeria monocytogenes fuhrte nach zwei Stunden zum Zelltod von 40 %
der Wildtyp und 43 % der CerS6” BMDM (Abb. 36).Nach vier Stunden waren 74 %
der Wildtyp-BMDM und 58 % der CerS6” Makrophagen abgetétet. Sechs Stunden
spater waren 78 % der Wildtyp und 58 % der CerS6” BMDM tot. Priming mit TNF
schien Wildtyp und CerS6” BMDM tendenziell vor Zelltod durch Listerieninfektion zu
schitzen. TNF-vorbehandelte Wildtyp-BMDM waren sechs Stunden nach Infektion
zu 58 % abgetotet. Die Makrophagen aus TNF behandelten CerS6” Mausen waren
signifikant besser vor dem Zelltod nach Listerien-Infektion geschutzt, lediglich 46 %
waren nach sechs Stunden abgestorben.

Zelltod nach Infektion mit Shigella flexneri

Nach Infektion mit Shigella flexneri wurde aus BMDM der CerS6” Mause weniger

LDH freigesetzt, als aus BMDM des Wildtyps (Abb. 37). Zwei Stunden nach Infektion

waren 29 % und nach 4 Stunden 50 % der Wildtyp-BMDM abgetdtet. Nach 6

Stunden war der Wert der freigesetzten LDH Menge aus Wildtyp-BMDM auf 63 %
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gestiegen. Die BMDM der CerS6” Mause waren nach Shigellen-Infektion besser vor
dem Zelltod geschutzt: Nach zwei Stunden waren 20 %, nach vier Stunden 30 % und
selbst sechs Stunden spater waren nur 34 % der CerS6” BMDM abgetétet. Das
Priming mit TNF schien die BMDM vor dem Zelltod nach Infektion zu schiitzen. Nach
sechs Stunden waren nur 35 % der Wildtyp-BMDM und lediglich 26 % der CerS6™
BMDM abgestorben.

Infektion mit Staphylococcus aureus
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Abb. 35: Im Uberstand unbehandelter, mit Staphylococcus aureus infizierter BMDM aus Cers6™

Mausen ist deutlich weniger LDH nachweisbar, als in BMDM des Wildtyps.

BMDM wurden (wo angezeigt) fir 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und 0,5 x 10° BMDM in 12-
well Platten ausgesét. Die Infektion mit Staphylococcus aureus erfolgte mit MOl 50. Nach zwei, vier
und sechs Stunden wurden 100 pl des Uberstands abgenommen und die LDH Menge photometrisch
bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Gezeigt ist das
Verhaltnis der zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten LDH Menge zur Gesamtmenge der vorhandenen
LDH nach vollstandiger Lyse der BMDM mit 1 % Triton-X 100. Das Ergebnis von drei unabhéangigen
Experimenten mit insgesamt drei Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen CerS6” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-
Test bestimmt. P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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Infektion mit Listeria monocytogenes
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Abb. 36: BMDM aus Cers6” Mausen sind besser vor dem Zelltod nach Listeria monocytogenes
Infektion geschitzt als Wildtyp-BMDM.

BMDM wurden (wo angezeigt) fir 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und 0,5 x 10° BMDM in 12-
well Platten ausgesat. Die Infektion mit Listeria monocytogenes erfolgte mit MOI 50. Nach zwei, vier
und sechs Stunden wurden 100 pl des Uberstands abgenommen und die LDH Menge photometrisch
bestimmt. Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Gezeigt ist das
Verhaltnis der zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten LDH Menge zur Gesamtmenge der vorhandenen
LDH nach vollstandiger Lyse der BMDM mit 1 % Triton-X 100. Das Ergebnis von drei unabhéangigen
Experimenten mit insgesamt drei Mausen ist als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen CerS6” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-
Test bestimmt. P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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Infektion mit Shigella flexneri
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Abb. 37: BMDM aus Cers6” Mausen sind besser vor dem Zelltod nach Shigella flexneri-
Infektion geschitzt als BMDM des Wildtyps.

BMDM wurden (wo angezeigt) fir 72 Stunden mit 10 ng/ml TNF stimuliert und 0,5 x 10° BMDM in 12-
well Platten ausgeséat. Die Infektion mit Shigella flexneri erfolgte mit MOI 50. Nach zwei, vier und
sechs Stunden wurden 100 pl des Uberstands abgenommen und die LDH Menge photometrisch
bestimmt Die Proben eines Experiments wurden jeweils in Duplikaten angesetzt. Gezeigt ist das
Verhaltnis der zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten LDH Menge zur Gesamtmenge der vorhandenen
LDH nach vollstandiger Lyse der BMDM mit 1 % Triton-X 100. Das Ergebnis von drei unabhéangigen
Experimenten mit insgesamt drei Mausen wird als Mittelwert + s. e. m. dargestellt. Die statistische
Signifikanz der Unterschiede zwischen CerS6” BMDM und Wildtyp-BMDM wurde mittels two-tailed t-
Test bestimmt. P-Werte sind durch * (p < 0,05), ** (p < 0,01) oder *** (p < 0,001) gekennzeichnet.
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4.Diskussion

Phagozytierende Zellen des Immunsystems, d.h. vor allem Makrophagen und Neu-
trophile bilden nach Kontakt mit Bakterien reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die zur
Abtotung eingedrungener Erreger fuhren. Hauptquelle der ROS ist der NADPH-Oxi-
dase-Komplex (NOX2). Eine weitere Quelle von ROS sind die Mitochondrien, in de-
nen ROS als Nebenprodukt der Zellatmung anfallen oder nach Infektion sogar
vermehrt gebildet werden konnen (West, Brodsky et al. 2011).

Die katalytische Untereinheit der NOX2 besteht aus integralen Membranproteinen,
deren enzymatische Aktivitat mdglicherweise durch die Zusammensetzung der
Plasmamembran und den daraus resultierenden biophysikalischen Eigenschaften
der Membran beeinflusst wird (Shao, Segal et al. 2003; Nauseef 2004; Bedard and
Krause 2007). Die Komposition der Zellmembranen wird unter anderem durch die
Aktivitat verschiedener Ceramidsynthasen (CerS) gesteuert. Uber den Einfluss der
Ceramid-Zusammensetzung auf die biophysikalischen Eigenschaften der Plasma-
membran von Makrophagen ist wenig bekannt. Auch die Auswirkungen einer veran-
derten Lipidkomposition auf die Aktivitat integraler Membranproteine wie NOX2

wurden bhisher nicht untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass genetisch determinierte
Defizienz der Ceramidsynthase Isoenzyme 2 und 6 (CerS2” bzw. CerS6™) bei
Makrophagen zu Veranderungen in der ROS-Produktion fithren. In CerS2” Knochen-
marksmakrophagen (BMDM) zeigte sich ein defektes TNF-Priming und in Folge
dessen eine reduzierte Aktivierbarkeit von NOX2. In CerS6” BMDM war dagegen die
ROS-Produktion durch NOX2 nach TNF-Priming deutlich erhoht. CerS2 Defizienz
fuhrte zudem zu einer signifikant erhohten Suszeptibilitat der BMDM gegentber
bakteriellen Infektionen, wahrend CerS6”- BMDM protektiert waren. CerS1”, CerS4a”
und CerS5” BMDM zeigten hingegen hinsichtlich der ROS-Produktion keine Unter-
schiede zum Wildtyp.

CerS2 wird in Saugern in den meisten Geweben und Zelltypen exprimiert und hat bei
der Acylierung von Sphinganin eine hohe Praferenz fir lange Fettsaurereste (Ca—
C.6). Besonders starke Expression von CerS2 findet man in Leber, Niere und Lunge
(Mizutani, Kihara et al. 2005; Laviad, Albee et al. 2008; Pewzner-Jung, Park et al.

2010). Eine Analyse der Sphingolipid-Zusammensetzung von Leberzellen aus
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CerS2" Mausen ergab eine relative Erhéhung der Konzentrationen von Cis-Ceramid,
Cis-Sphingosin  und Cis-Sphinganin gegentber ihren langerkettigen Varianten
(Pewzner-Jung, Park et al. 2010). In CerS2" Mausen werden fehlende langkettige
Ceramide also offenbar durch kirzerkettige Varianten kompensiert, was zu veran-
derten biophysikalischen Membraneigenschaften fiihrt (Silva, Ben David et al. 2012).
Der Gesamtgehalt an Ceramiden und Sphingomyelin bleibt jedoch unverandert (Ben-
David, Pewzner-Jung et al. 2011; Grosch, Schiffmann et al. 2012). Die veranderte
Sphingolipid-Zusammensetzung der Membranen von CerS2” Zellen hat vermutlich
einen Einfluss auf viele zellulare Prozesse, die stark von der Membranstruktur
abhangen. Betroffen kdnnten die Funktionen von Membranproteinen, die Kommu-
nikation zwischen Zellen, das Trafficking und Sorting von Molekulen und die Signal-
transduktion sein (van Meer and Sprong 2004; Ballabio and Gieselmann 2009).

Das basale AusmaR an extrazellular produzierten ROS war in ruhenden CerS2™”
BMDM genauso hoch wie in Wildtyp-BMDM. TNF Stimulation bringt ruhende
Knochenmarksmakrophagen in einen voraktivierten Zustand (engl. ,Priming“), bei
dem auf einen zweiten Stimulus hin NOX2 deutlich mehr ROS produziert (El-Benna,
Dang et al. 2008). Die Riboflavinkinase (RFK) vermittelt Gber Bindung an den TNF-
Rezeptor und die katalytische Untereinheit p22"">* des NADPH-Oxidase-Komplexes
die Bildung des TNF-Rezeptor/NOX Signalosoms, welches fir die TNF induzierte
NOX-Aktivierung nétig ist (Yazdanpanah, Wiegmann et al. 2009). Nach Priming mit
TNF erhohte sich die Superoxidproduktion von CerS2” BMDM im Gegensatz zu
Wildtyp-BMDM nur minimal. Auch die zusatzliche Stimulation von TNF-vorbehan-
delten Makrophagen mit PMA fiihrte in CerS2” BMDM nicht zu einer Erhéhung der
ROS-Produktion. Infektionen mit Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
oder Shigella flexneri zeigten, dass auch hier TNF-vorbehandelte BMDM aus CerS2™”
Méausen nach Infektion deutlich weniger Superoxid produzierten als BMDM aus dem
Wildtyp. In BMDM aus CerS2” Mausen ist also das TNF-Priming von NOX2 defekt,
wahrend die NOX2 Aktivitat von ruhenden CerS2” Makrophagen nicht beeintrachtigt
ISt.

In einer vor kurzem veréffentlichten Arbeit von Park et al. konnte gezeigt werden,
dass die in der Leber von CerS2” Mausen beobachtete Insulin-Resistenz eine Folge
der veranderten Membranzusammensetzung darstellt (Park, Park et al. 2013). In
CerS2" Hepatozyten wird die Phosphorylierung des Insulinrezeptors und dessen
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Translokation in Lipid Rafts verhindert. (Silva, Ben David et al. 2012). Analog kénnte
in CerS2” BMDM die physische und funktionelle Kopplung des TNF Rezeptors Uber
die RFK an NOX2 gestort sein. Dies kdnnte das beeintrachtigte TNF-Priming von
NOX2 in CerS2” Makrophagen erklaren. Die Aufklarung des molekularen Mechanis-
mus des defekten TNF-Primings in CerS2 defizienten Zellen bedarf einer eigenstan-
digen, tiefergehenden Analyse.

Ein Teil der von NOX2 produzierten ROS gelangt in Form von H»,O; ins Zytoplasma.
Dort oxidiert H,O, Cystein-Reste von Proteinen und fungiert so als Signalmolekl
(Gopalakrishna, McNeill et al. 2013). Eine weitere wichtige Quelle fur intrazellulare
ROS sind die Mitochondrien. Hier entstehen ROS als Nebenprodukt der Zellatmung
oder werden nach Infektion vermehrt gebildet (West, Brodsky et al. 2011). Die
Analyse der intrazellularen ROS-Produktion in BMDM aus CerS2” Mausen zeigte,
dass bereits das basale Ausmall der ROS-Produktion hoéher war als in Wildtyp-
BMDM. Die Menge der mitochondrial gebildeten reaktiven Sauerstoffspezies war in
BMDM aus CerS2” Mausen etwas hoher als in BMDM des Wildtyps, was auf die
Mitochondrien als mégliche Quelle der in CerS2” Makrophagen generierten intra-
zellularen ROS hindeutet. In Untersuchungen von Zigdon et. al konnte gezeigt
werden, dass erhdhte Ci6 Ceramid- und Sphinganinkonzentrationen in Zellen aus
CerS2" Mausen zu einer direkten Inhibierung des Komplexes IV der mitochondrialen
Atmungskette fuhren und dadurch vermehrt reaktive Sauerstoffspezies freigesetzt
werden (Zigdon, Kogot-Levin et al. 2013). Die stadndige Produktion von ROS versetzt
die Zelle in einen Zustand chronischen oxidativen Stresses. Ein &hnlicher
Mechanismus kénnte auch fiir die erhdhte intrazelluldare ROS-Produktion in CerS2™”
BMDM verantwortlich sein.

Nach Priming mit TNF produzierten Wildtyp-BMDM deutlich weniger intrazellulare
ROS als unbehandelte Zellen, wéhrend extrazellular deutlich mehr ROS generiert
wurden. Dies kbnnte an einer verstarkten Verlagerung (Translokation) der NOX2 von
intrazellularen Vesikeln zur Plasmamembran liegen. Ein weiterer Grund kénnte eine
verringerte ROS-Produktion in den Mitochondrien sein. Von mit IFN-y oder mit LPS
aktivierten Makrophagen ist bekannt, dass diese nach TNF-Priming die oxidative
Phosphorylierung in den Mitochondrien drosseln und den Stoffwechsel auf Glykolyse
umstellen (Rodriguez-Prados, Traves et al. 2010), was die Produktion von ROS als
Abfallprodukt der Zellatmung reduziert.

68



Diskussion

ROS spielen sowohl bei der Abwehr von Bakterien als auch beim Zelltod eine
entscheidende Rolle. Die Vitalitat von CerS2” Makrophagen war nach Infektion mit
Staphylococcus aureus oder Listeria monocytogenes signifikant erniedrigt. Nach
Priming mit TNF war die Vitalitat von CerS2”” BMDM hingegen vergleichbar mit
Wildtyp-BMDM. Die erhdhte Produktion mitochondrialer ROS in ruhenden CerS2™”
Makrophagen korreliert demnach mit einer erniedrigten Vitalitat nach Infektion. Die
Verringerung der intrazellularen ROS-Produktion durch TNF-Behandlung hingegen
korreliert mit einem protektiven Effekt. Eine denkbare Ursache hierfur kdnnte eine
verringerte mitochondriale ROS-Produktion durch die Umstellung des Stoffwechsels
der Makrophagen sein. Makrophagen werden in M1 und M2-Subtypen eingeteilt. Der
klassische proinflammatorische M1 Makrophage entsteht in Anwesenheit von Stimuli
wie IFN-y oder LPS und sekretiert proinflammatorische Zytokine, wie TNF und IL-6
(Mantovani, Sica et al. 2004). Aktivierte M1 Makrophagen wechseln von oxidativer
Phosphorylierung zu Glykolyse (O'Neill and Hardie 2013), so dass an der
Atmungskette in Mitochondrien weniger ROS freigesetzt werden. Ob das in CerS2™
Makrophagen gestdrte TNF-Priming von NOX2 und die damit verringerte Produktion
antibakterieller ROS zu einer erhbhten Empfanglichkeit der BMDM flr
Bakterieninfektionen fuhrt, konnte mit den durchgefiihrten Experimenten nicht
abschlie3end geklart werden.

Die Ceramidsynthase 6 wird in niedrigen Konzentrationen in allen Geweben expri-
miert und hat eine hohe Préaferenz fur Fettsduren einer Kettenlange von Ci4 und Cgs.
Eine relativ héhere Expression dieses Gens findet man in Organen wie Darm, Leber,
Milz und Niere, aber auch in Lymphknoten, Thymus und Knochenmark (Laviad,
Albee et al. 2008; Levy and Futerman 2010). Ci6-Ceramid ist das vorherrschende
kurzkettige Ceramid in Fibroblasten, Endothelzellen und Zellen des Immunsystems
(Pettus, Baes et al. 2004; Mizutani, Kihara et al. 2005). Es scheint auch eine
besondere Bedeutung fur die Apoptose dieser Zellen zu haben (Osawa, Uchinami et
al. 2005).

BMDM aus CerS6” Mausen generierten unbehandelt und nach Stimulation mit PMA
die gleiche Menge extrazellularer ROS wie BMDM aus dem Wildtyp. Priming mit TNF
fuhrte zu einer leichten Erh6hung der Superoxidmenge im Vergleich zum Wildtyp.
Wurden TNF-geprimte BMDM mit PMA stimuliert, produzierten CerS6” BMDM

signifikant mehr extrazellulare ROS als entsprechende BMDM aus dem Wildtyp. Der
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gleiche Effekt wurde nach Infektion mit Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes und Shigella flexneri beobachtet: Nach Priming mit TNF war die
extrazellulare ROS-Produktion infizierter CerS6” BMDM deutlich héher als im
Wildtyp. Somit lasst sich festhalten, dass in CerS6” BMDM das TNF-Priming von
NOX2 effektiver ist. Die veranderte Membranzusammensetzung erleichtert mogli-
cherweise die Kopplung des TNF-Rezeptors tber die RFK an den NADPH-Oxidase-
Komplex.

Das basale AusmaR der intrazelluldren ROS-Produktion in CerS6” BMDM war
hingegen identisch zu derjenigen von Wildtyp-BMDM. Auch nach Priming mit TNF
waren in der intrazellularen ROS-Produktion keine Unterschiede zu Wildtyp-BMDM
feststellbar.

Das effektivere TNF-Priming von NOX2 in CerS6™ Makrophagen und die damit ver-
bundene erhohte Produktion extrazellularer ROS konnte zu einer erhdhten Wider-
standsfahigkeit gegentber Bakterieninfektionen fiihren. Nach Infektion mit Staphylo-
coccus aureus, Listeria monocytogenes oder Shigella flexneri hatten CerS6”” BMDM
einen deutlichen Uberlebensvorteil gegeniiber Wildtyp-BMDM. Priming mit TNF
fihrte zudem in CerS6™ und Wildtyp-BMDM in der Tat zu einer verbesserten Vitalitat
nach Bakterieninfektion.

In CerS6” BMDM filhrt demnach TNF nicht nur zu einer verbesserten anti-
bakteriellen ROS-Produktion, sondern auch zu einer erhOhten Resistenz gegen
Bakterieninfektionen.

Die Ceramidsynthase 1 hat eine hohe Affinitdt zu Cig Fettsduren und wird in der
Maus vor allem im Gehirn und im Skelettmuskel exprimiert. Auch in Hoden und
Lymphknoten ist eine, wenn auch deutlich geringere, Expression nachweisbar. Im
Knochenmark ist die CerS1-Expression sehr niedrig (Laviad, Albee et al. 2008). Die
Untersuchung der extrazellularen ROS-Produktion von ruhenden Makrophagen
zeigte, dass CerS1” BMDM gleiche basale Mengen Superoxid generierten wie der
Wildtyp. Stimulation von NOX2 mit PMA filhrte in Wildtyp-BMDM wie in CerS1™”
BMDM zu einem leichten Anstieg der produzierten Superoxid-Menge. Priming mit
TNF erhohte in CerS1” BMDM die ROS-Produktion in gleichem AusmaR wie in
Wildtyp-BMDM. Mit TNF-geprimte und mit PMA stimulierte CerS1” BMDM ge-
nerierten ebenfalls gleiche Mengen an extrazellularen Superoxid wie der Wildtyp.
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Sowohl die Aktivierung von NOX2 als auch das Priming mit TNF sind demnach nicht
abhangig von der CerS1. Das basale Level an intrazellularen ROS war in Wildtyp-
BMDM und CerS1” BMDM gleich hoch. Stimulation mit PMA fiihrte in BMDM aus
dem Wildtyp und in CerS1” BMDM gleichermaRen zu einer leichten Erhéhung der
generierten ROS. Die zusatzliche Stimulation mit PMA fuhrte in TNF-vorbehandelten
BMDM zu einem signifikanten Anstieg der ROS-Produktion. Dieser Anstieg war in
CerS1” BMDM genauso hoch wie in Wildtyp-BMDM.

Makrophagen aus CerS1” Mausen zeigten also weder bei der Produktion von extra-
zellularen ROS durch NOX2 noch bei den im Zytoplasma vorhandenen ROS Unter-
schiede zu BMDM aus Wildtypméausen. Die CerS1 spielt bei der NOX2-Aktivierung
der Makrophagen demnach keine Rolle. Im Knochenmark ist die CerS1-Expression
sehr niedrig (Laviad, Albee et al. 2008). Moglicherweise hat deshalb die Abwesenheit
der CerS1 in den untersuchten Knochenmarksmakrophagen keinen Einfluss auf die
Membranzusammensetzung und damit keinen Effekt auf die NOX2 Aktivitat und die
Bildung des TNF-Rezeptor/NOX Signalosoms.

CerS4 hat eine hohe Praferenz zu Cig und Cy—Fettsduren und wird in allen
Geweben exprimiert. HOhere Expression dieses Enzyms findet hat man in der Haut,
im Herz, in der Leber und in Leukozyten (Mizutani, Kihara et al. 2005; Levy and
Futerman 2010). Die Messung der basalen Menge an extrazellular produzierten
Superoxid offenbarte keine signifikanten Unterschiede zwischen CerS4” BMDM und
Wildtyp-BMDM. Auch das TNF-Priming funktionierte in CerS4” Zellen wie im Wild-
typ. Die Analyse der intrazellularen ROS-Produktion zeigte ebenfalls, dass BMDM
aus CerS4™” Mausen basal und nach Priming mit TNF normale Mengen ROS ge-

nerierten.

CerS5 hat eine hohe Préferenz zu Cis—Fettsauren, ist zwar auf mRNA-Ebene in allen
Geweben nachweisbar, wird auf Proteinebene jedoch relativ schwach exprimiert
(Levy and Futerman 2010). Die Analyse der intra- und extrazellularen ROS-Pro-
duktion ergab fiir unbehandelte und mit TNF vorbehandelte CerS5” BMDM keine
messbaren Unterschiede zu BMDM aus dem Wildtyp. Die Ceramidsynthase 5 spielt
also bei der NOX2-Aktivierung in Makrophagen keine Rolle.

Zusammenfassend fiuhrt die Defizienz fur CerS2 und CerS6 in BMDM zu einer
Verdnderung der ROS-Produktion und der Suszeptibilitat gegentber bakteriellen
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Infektionen. CerS1, CerS4 und CerS5 spielen hingegen bei der Aktivierbarkeit der
NOX2 in Makrophagen keine Rolle. Interessanterweise zeigten sich in CerS2” und
CerS6” BMDM entgegengesetzte Effekte: Bei CerS2” BMDM war das TNF-Priming
von NOX2 gestort. In CerS6” BMDM hingegen filhrte Priming mit TNF zu einer
deutlich starkeren NOX2-Aktivierbarkeit als im Wildtyp. In CerS2” Mausen ist die
Bildung langkettiger Ceramide gestort, in CerS6” Mausen ist hingegen die Synthese
kurzkettiger Ci14 und Ci6 Ceramide defekt. Die veranderte Membranzusammen-
setzung in CerS6™ BMDM in Richtung langerkettiger Ceramide erleichtert méglicher-
weise die Kopplung des TNF-Rezeptors Uber die RFK an den NADPH-Oxidase-
Komplex und fihrt zu einem effektiveren TNF-Priming der NOX2, wahrend eine
Verschiebung in Richtung kurzerkettiger Ceramide in CerS2”- BMDM dies verhindert.
Defizienz fur CerS2 und damit das Fehlen langkettiger Ceramide fuhrt zudem zu
einer deutlich erhéhten Suszeptibilitat gegentber Bakterieninfektionen, wahrend eine
Defizienz fur CerS6 die Suszeptibilitat verringerte.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Kettenlange bestimmter, in Plasma-
membranen gebildeter Ceramide einen grof3en Einfluss auf die Effektivitdt des TNF-
Primings der NOX2 und damit auf die antibakterielle Immunantwort muriner Makro-
phagen hat. Vor dem Hintergrund, dass Ceramidsynthasen (iber subtile Anderungen
der Ceramidkomposition von zellularen Membranen die Aktivierung von NOX2
regulieren, bekommen die Ergebnisse dieser Studie ihre biologische Relevanz.
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5.Zusammenfassung

Ceramidsynthasen (CerS) gehoéren zur Klasse der N-Acyltransferasen und sind an
der Synthese von Ceramiden in Plasmamembranen beteiligt. Die in Saugetieren
bekannten sechs Isoformen (CerS1-CerS6) haben jeweils starke Praferenzen fir
Fettsauren der verschiedenen Kettenldngen von Cis bis Cs,. Anteil und Fett-
saurelange der Ceramide haben Auswirkungen auf die biophysikalischen Eigen-
schaften von Membranen und kénnen so die Funktion der darin lokalisierten Proteine
beeinflussen. Die katalytische Untereinheit des fur die anti-bakterielle Immunabwehr
essentiellen Phagozyten-NADPH-Oxidase-Komplexes (NOX2) besteht aus zwei
integralen Membranproteinen. Ob die Funktion von NOX2 von der Aktivitat der unter-
schiedlichen CerS abhéngig ist, wurde in dieser Arbeit untersucht.

Die Analyse der extrazellularen ROS-Produktion von Knochenmarksmakrophagen
(BMDM) aus CerS” Mausen zeigte eine normale Aktivitit von NOX2 in ruhenden
CerS1”, CerS2”, CerS4”, CerS5" und CerS6” BMDM. TNF-Priming erhohte die
von Wildtyp, CerS1”, CerS4” und CerS5" BMDM produzierten Mengen extra-
zellularer ROS. CerS2”" BMDM hingegen produzierten nach TNF-Priming nicht mehr
ROS als ohne Priming, wahrend CerS6” BMDM nach TNF-Priming noch einmal
deutlich mehr ROS produzierten als Wildtyp-BMDM.

Die intrazellulare ROS-Produktion, die mitochondrial gebildete ROS beinhaltet, war in
CerS1™", CerS4™, CerS5" und CerS6” BMDM gleich hoch wie im Wildtyp. CerS2™”
BMDM produzierten hingegen deutlich mehr intrazellulare ROS.

Nach Infektion von BMDM mit Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus oder
Shigella flexneri war die Uberlebensrate von CerS2” BMDM im Vergleich zum
Wildtyp deutlich verringert. CerS6” BMDM hatten hingegen einen Uberlebensvorteil.
Die Generierung von Ceramiden mit einer Kettenlange von C14-Ci (CerS6) und Cyo-
Coe6 (CerS2) ist also fur die Effektivitat des TNF-Primings von NOX2 und die anti-
bakterielle Immunantwort von Bedeutung, wahrend CerS1 (Cig), CerS4 (C15-Cyo) und
CerS5 (Cy6) keine Rolle spielen. Die Kettenlange der in Plasmamembranen von CerS
gebildeten Ceramide hat somit einen grof3en Einfluss auf die antibakterielle Immun-

antwort.
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