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Einleitung 1

1. Einleitung

Die Sphingosinkinase (SPHK) ist ein wichtiges Enzym im Sphingolipid-Metabolismus der
Zelle (Olivera et al., 2001). Sie katalysiert die ATP-abhangige Phosphorylierung von
Sphingosin zu Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und hat somit Einfluss auf die intrazellulare
Menge von S1P und Sphingosin (Liu et al., 2002). Das Sphingolipid-Gleichgewicht wird zu
einem Anteil auch von den S1P-Phosphatasen, die S1P zu Sphingosin umwandeln, und den
S1P-Lyasen, die fir den irreversiblen Abbau des S1P zu Phosphoethanolamin und
Hexadecenal verantwortlich sind, beeinflusst (Hannun et al., 2001). Das Gleichgewicht ist
aufgrund der gegenséatzlichen Wirkungen der beiden Metabolite S1P und Sphingosin
entscheidend fiir Prozesse wie Proliferation und Apoptose der Zelle (Spiegel et al., 2003).
Dariiber hinaus gibt es noch weitere wichtige Prozesse wie Inflammation (Cinque et al.,
2003), Migration (Rosenfeldt et al. 2001), Vaskulogenese (Liu et al., 2000), Angiogenese
(Wang et al., 1999; English et al., 2002), Gefalpermeabilitat (Garcia et al., 2001) und
-kontraktion (Xu et al., 2004), in die S1P entweder als intrazellularer Botenstoff (second
messenger) oder als extrazellularer Ligand eingreifen kann (Van Brocklyn et al., 1998). Da
die S1P-Menge vor allem von der SPKH geregelt wird, hat dieses Enzym eine essenzielle
Funktion in der Regulation dieser Stoffwechselmechanismen. (Liu et al., 2002). Durch
Dysregulation des S1P-Metabolismus kann es zur Pathogenese verschiedener Erkrankungen
kommen, wie Arteriosklerose (Siess et al., 2000), Autoimmunerkrankungen (Fujino et al.,
2003; Yang et al., 2003), Asthma bronchiale (Jolly et al., 2001), Apoplex cerebri (Lenzi et al.,
1994), Myokardinfarkt (Cavallini et al., 1999; Siess, 2002), arterielle Hypertonie (Johns et al.,
2000; Johns et al., 2001; Karlinger, 2002) und Tumorerkrankungen (Ogretmen et al., 2004).
Daher ist es unentbehrlich, die grundlegenden Zusammenhénge des Sphingolipid-
Metabolismus zu erforschen und zu verstehen, um neue effektive therapeutische Anséatze
entwickeln zu kdnnen (Kester et al., 2003; Radin, 2003).
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Sphingolipide

Die Sphingolipide wurden 1884 von Johann L. W. Thudicum entdeckt. Da dem Arzt und
Chemiker die biologische Funktion dieser Substanzgruppe ratselhaft erschien, benannte er sie
nach der griechischen mythologischen Figur der Sphinx (Spiegel et al., 2003). Auch heute
noch, tber 100 Jahre spéter, sind nicht alle Geheimnisse der Sphingolipide geltftet und die
verschiedenen Funktionen sind nur zum Teil erforscht und bekannt.

Die Sphingolipide sind neben den Glycerophospholipiden und den Steroiden ein ubiquitérer
Bestandteil von Membrandoppelschichten. Die drei Typen von Membranlipiden besitzen

sowohl polare als auch unpolare Bereiche und sind damit hydrophob und hydrophil zugleich.

Sie werden als amphiphil oder

Sphingosin synonym als amphipathisch
HO-CH-CH=CH-(CH,), ,-CH _ _ o
Sa—— bezeichnet. Die Sphingolipide

2GH-N-C AL AL AL A bestehen vornehmlich bei
A N .
Séugetierzellen  aus  einem
1CH,-0-X Molekill .
Mockartiemn olekil des langkettigen (Cis)

Ceramid, fals x=H | Aminoalkohols Sphingosin (4-

Abb. 1: Allgemeine Strukturformel fir Sphingolipide (modifiziert Sphingenin) oder einer der Cie-,
nach Voet et al., 1994) Cir-, Cio- 0der Cao-Homologen,

sowie einem Molekil einer langkettigen Fettsdure und einer polaren Kopfgruppe (Abb. 1).
Die polare Kopfgruppe kann auch gelegentlich mit einer Phosphorsdure Uber eine
Diesterbindung verkn(pft sein. Ist die Fettséure Gber eine Amidbindung mit der -NH,-Gruppe
verknupft, handelt es sich um ein Ceramid, die gemeinsame Grundstruktureinheit aller
Sphingolipide. Ceramide kommen nur in geringen Mengen in pflanzlichen und tierischen
Geweben vor, bilden aber die Ausgangssubstanz flr haufiger vorkommende Sphingolipide:
von Cerebrosiden als Bestandteil neuronaler Plasmamembranen, von Gangliosiden als
komplexe Membranlipide der grauen Substanz des Gehirns und von Sphingomyelinen, die
Komponenten von tierischen Zellmembranen und Myelinscheiden sind. Cerebroside und
Ganglioside enthalten eine oder mehrere Zuckereinheiten in der Kopfgruppe, aber kein
Phosphat, und werden als Glycosphingolipide klassifiziert. Sphingomyeline haben als polare
Kopfgruppe Phosphocholin oder Phosphoethanolamin und werden daher wie die
Glycerophospholipide zu den Phospholipiden gezahlt (Voet et al., 1994; Stryer, 1996).
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Sphingolipid-Metabolismus

Im Mittelpunkt des Sphingolipidmetabolismus steht Ceramid, das durch verschiedene
Synthese- oder Abbauvorgénge gebildet werden kann: De-novo-Synthese, Hydrolyse von
Sphingomyelin durch Sphingomyelinase (SMase) oder von Cerebroside durch Cerebrosidase
2004). Den groBRten Anteil an der
Ceramid-Synthese hat die Degradation von Sphingomyelin aus den Zellmembranen

(CRS) im Golgi-Apparat der Zelle (Ogretmen et al.,

(Kolesnick et al., 1998). Umgekehrt

bildet Ceramid die Vorstufe fiir die

= De-novo-Synthese Synthese von Sphingomyelin und

Glycolipiden oder wird durch die

Ceramidkinase (CK) zu Ceramid-1-

Faty ayl CoA ™ | DiyekiCS :yayi Phosphat phOSDht?ryllert (Sugiura et
] al., 2002). Ceramid kann auch durch
Sphingemydin die Ceramidase (CDase) in Sphingo-
\ @ w;a,ﬁ sin umgewandelt und weiter durch die

m’"@ ‘ . SPHK (SK) zu S1P phosphoryliert
mm,mmd,/ CD«W\ G werden. S1P-Lyase und S1P-Phos-
J phatase (S1PP) bauen S1P zu
.G.wDHSK Ethanolamin-1-Phosphat und Hexa-
Sphingosi-1-phoaphete decanal bzw. zu Sphingosin ab
\3"’*%* (Mandala et al., 2000; Le Stunff et al.,

B e 2002b). Sphingosin kann durch die
Ceramidsynthase (CS) zu Ceramid

Abb. 2: Sphingolipid-Metabolismus (aus Ogretmen et al.,

Nature, 4: 604-616; 2004) metabolisiert werden (Spiegel et al.,

2003). Die De-Novo-Synthese beginnt
an der zytoplasmatischen Seite des endoplasmatischen Retikulums (ER) mit der Kondensation
von Serin und Palmitoyl-CoA zu 3-Ketosphinganin (Synonym: 3-Dehydrosphinganin) durch
die Serin-Palmitoyl-Transferase (SPT) (Merrill, 2003). AnschlieRend wird 3-Ketosphinganin
durch die 3-Ketosphinganin-Reduktase zu Sphinganin (Synonym: Dihydrosphingosin)
reduziert (Pettus et al., 2002). Die CS katalysiert die Ubertragung einer Acylgruppe auf die
Aminogruppe von Sphinganin unter Bildung einer Amidbindung zu Dihydroceramid (Mathias
et al., 1998). Dihydroceramid wird durch die Desaturase (DES) in einer Oxidationsreaktion zu

Ceramid (Synonym: N-Acylsphingosin) metabolisiert (Michel et al., 1997).
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Funktionen des Sphingosin-1-Phosphat

Den Sphingolipiden wurde nach ihrer Entdeckung vornehmlich eine strukturelle Rolle als
Bestandteil von Lipiddoppelschichten in Zellmembranen zugeordnet (Spiegel et al., 2003).
Erst Anfang der 90er Jahre wurde die zentrale Bedeutung einiger Sphingolipid-Metabolite in
wichtigen Regulationsmechanismen der Zelle, wie Proliferation (Zhang et al., 1991) erkannt.
Dabei agieren die verschiedenen Sphingolipide, u. a. Ceramid, Sphingosin und S1P, nicht nur
als inaktive Vorstufen oder Zwischenprodukte des Sphingolipid-Metabolismus, sondern
beeinflussen auch aktiv bestimmte essenzielle Signaltransduktionswege (Zanolari et al., 2000;
Futerman et al., 2004). Durch die zum Teil gegensétzlichen Wirkungen der beiden Metabolite
Sphingosin und S1P ist das Gleichgewicht zwischen diesen Sphingolipiden entscheidend fr
den weiteren Signaltransduktionsweg (Le Stunff et al., 2004a). S1P ist in der Lage, sowohl
extrazellular als Ligand fur spezielle G-Protein-gekoppelte Rezeptoren als auch intrazellular
als second messenger zu wirken (Van Brooklyn et al., 1998; Zhang et al., 1999; Spiegel et al.,
2000).

Intrazellular: Extrazelluléar Gber S1PRs:
® o Freisetzungaus ER @ Zellwachstum
b Zellproliferation g Migration

* Apotose-Hemmung ® Inflammation

.... [
Wirkung
N/
e e S1P
CH

. CHZOH N PN N . L L5 ,CH1CF'O &

2 NHZ
Backbone of sphingolipids \\_’—/ F—

Sphingosine
OH

Phosphoethanolamine + hexadecenal

| !

Phosphatidylethanolamine

Abb. 3: Sphingolipid-Gleichgewicht (modifiziert nach Spiegel et al., Nature, 4: 397-407, 2003)
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Intrazellulare Wirkungen als second messenger

Die S1P-Konzentration wird intrazellular durch eine rdumliche und zeitliche Regulation der
Synthese und des Abbaus im Gleichgewicht gehalten (Le Stunff et al., 2004b). S1P bewirkt in
der Zelle eine Wachstumssteigerung (Olivera et al. 1993) und Suppression der Apoptose
(Edsall et al., 2001; Xia et al., 2002), wéhrend die metabolischen Vorstufen, Ceramid und
Sphingosin, zu Wachstumsarrest und Apoptose fuhren (Cuvillier et al., 1996; Kolesnick et al.,
1998). Da S1P und Ceramid direkt ineinander umwandelbar sind (Abb. 3) und so in einem
Gleichgewicht zu einander stehen, ist es nicht die absolute Menge der Metaboliten, sondern
vielmehr ihre relative Konzentration, die tUber Proliferation oder Apoptose der Zelle ent-
scheidet (Spiegel et al., 2002). Die Enzyme S1P-Phosphatase (Van Veldhoven et Mannaerts,
1994), die S1P zu Sphingosin umwandelt, und insbesondere die SPHK (Yatomi et al., 1995),
die Sphingosin zu S1P phosphoryliert, regulieren dieses Sphingolipid-Gleichgewicht und sind
somit zentrale Regulatoren der zum Teil antagonistischen/kontrdaren Prozesse, in die diese
Sphingolipide eingreifen (Le Stunff et al., 2002a).

Ein weiterer essenzieller biologischer Prozess, der von dem Sphingolipid-Gleichgewicht
beeinflusst wird, ist die Calcium-Homdoostase der Zelle (Young et al., 2002). S1P kann
Calcium aus den intrazellularen Speichern Uber einen 1,4,5-Inositol-Trisphosphat (InsP3)-
unabhangigen Weg freisetzen (Gosh et al., 1990; Mattie et al., 1994), wahrend Sphingosin die
store-operated Ca”* release-activated calcium current (lgac), die zur Auffillung der Ca*'-
Speicher dienen, blockiert (Mathes et al., 1998). Die genauen Mechanismen der Ca?*-
Freisetzung - vielleicht auch des Ca?*-Einstroms (ltagaki et al., 2003) - in die Zelle und der
daran beteiligten Stoffe sind noch nicht bekannt. Auch konnte in den letzten Jahren bei immer
mehr duBeren Stimuli, die ohne Aktivierung der Phospholipase C (PLC) die intrazellulére
Ca?*-Konzentration regulieren, nachgewiesen werden, dass sie die SPHK aktivieren: FceRI-
Antigen-Rezeptor (Choi et al., 1996), epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor (Meyer zu
Heringdorf et al., 1999), muskarinische Acetylcholin (mACh)-Rezeptoren (van Koppen et al.,
(2001), S1P-Rezeptoren (Meyer zu Heringdorf et al., 2001), platelet-derived-growth-factor
(PDGF)-Rezeptor und G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR) (Meyer zu Heringdorf et al.,
1998). Diese intrazellularen Signaltransduktionswege des S1P unterscheiden sich von den
Mechanismen, die durch Aktivierung der S1P-Rezeptoren durch extrazellulares S1P induziert
werden, da die Rezeptoren ber die Stimulierung der PLC eine Ca”*-Freisetzung bewirken
(Meacci et al, 2002).
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Das Sphingolipid-Gleichgewicht ist ein wichtiger Bestandteil in der inflammatorischen
Zellantwort, denn Sphingosin inhibiert die Leukotriensynthese und Zytokinproduktion und
S1P fordert die Sekretion von verschiedenen Zytokinen in durch Antigenkontakt aktivierten
Mastzellen (Prieschl et al., 1999). Auch die Mastzell-Degranulation durch Aktivierung der
FceRI-Rezeptoren durch IgE/Antigen-Kontakt wird Gber die Phospholipase D1 (PLD) oder
SPHK1 gesteuert (Melendez et al., 2002). Die SPHK1 ist auch beteiligt an durch TNFa
vermittelten inflammatorischen Immunantworten und der resultierenden Cyclooxygenase-
2(COX2)- und Prostaglandin E2(PGE2)-Produktion (Xia et al., 2002; Pettus et al., 2003).

Extrazellulare Funktionen von S1P

S1P ist mit einer Konzentration von 0,2-0,5 uM ein normaler Bestandteil des Blutplasmas
(Yatomi et al., 1997a). Im Serum liegt die Konzentration weit hoéher (1-5 puM), da
hamatopoetische Zellen, vor allem Thrombozyten (Yatomi et al., 1995; Igarashi et al, 1998),
Monozyten und Mastzellen, im aktivierten Zustand S1P sezernieren (Yang et al., 1999). Der
genaue Sekretionsmechanismus ist jedoch noch nicht bekannt. Extrazelluldres S1P ist Ligand
fir den endothelial differentiation gene-1(EDG-1)-Rezeptor (Lee et al. 1998) und fiir weitere
vier G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aus dieser Familie: EDG-5, -3, -6 und -8 (Van Koppen
et al., 1996; Anliker et al., 2004). Aufgrund der hohen Affinitat und Spezifitat dieser finf
Rezeptoren fir ihren Liganden wurden sie in S1P-Rezeptoren;.s (S1P;.5) umbenannt (Chun et
al., 2002).

S1P-Rezeptoren sind in den meisten Geweben der Sdugetiere zu finden, jedoch ist die genaue
Expression der Membranproteine auch von der Spezies, dem Alter und dem Zelltyp abhangig
(Karliner, 2002; Hla, 2003). S1P;-Rezeptoren werden weit verbreitet von vielen Zellarten
exprimiert (Takuwa et al., 2001). Erstmals wurde der Prototyp der Sphingolipid-Rezeptoren
in Endothelzellen der V. umbilicalis isoliert (Hla et al., 1990). Der S1Ps;-Rezeptor kommt
hauptsachlich in Herz, Lunge, Niere und Gehirn vor, wahrend S1P,-Rezeptoren neben Herz
und Lunge nur in geringen Mengen im adulten Gehirn von Ratten und Mausen nachgewiesen
wurden. Die S1P4-Rezeptoren sind vornehmlich in Lunge, lymphoiden und hdmatopoetischen
Geweben lokalisiert (Graler et al., 1998). In der weiRen Substanz des Gehirns und der Milz

sind vermehrt S1Ps-Rezeptoren zu finden (Im et al., 2000).
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S1P;5 kdnnen an viele G-Proteine in der Zelle koppeln und damit sehr unterschiedliche

Signaltransduktionswege in verschiedenen Geweben bzw. in einer Zelle stimulieren oder auch

inhibieren (Pyne et al., 2000; Shirao et al., 2002). Einen kleinen Einblick in die Komplexitat

*
=
llnn llan l.flan l.&hn lﬁhn

[ EDG1/51P| [ EDGE/S1P,| [ EDGA/S 1P| | EDGE/S1P,| [ EDGE/S1Pg |
= ik = ] =
-SRI

©_O6 @\\

Plasma
mambrans

EER (o) B [ ) [0 [
T | g

‘ Cellular responses ‘

Abb. 4: Verschiedene Signaltransduktionswege der S1P-Rezeptoren (aus
Spiegel et al., Nature, 4: 397-407, 2003)

der Signaltransduktionswe-
ge der S1P-Rezeptoren soll
Abb. 4 geben. Neben den
intrazellular prasenten G-
Proteinen beeinflussen auch

die relative Expression der

funf Rezeptoren in der
Zellmembran und die
Zellart die resultierende

Zellantwort (Payne et al.,
2002). Durch diese vielen
beteiligten Faktoren kdnnen
durch S1P verschiedene

Reaktionen eines funktionellen Systems ausgeldst werden (Goetzl et al., 1998), z.B. reagieren

die glatten GefaBmuskelzellen auf S1P-Applikation in Abhangigkeit von Konzentration und

Lokalisation mit Kontraktion, Relaxion oder aber sie zeigen keine Reaktion (Nofer et al.,

2004; Watterson et al., 2005). Neben dem Gefélimuskeltonus werden noch weitere sehr

unterschiedliche Prozesse durch S1P bzw. S1P-Rezeptoren gesteuert, wie z. B. Angiogenese
(Hla et al., 2001; Allende et al., 2002; Saba et al., 2004), GefalRpermeabilitat (Lee et al., 1999;
Sanchez et al., 2003), Herzentwicklung (Kupperman et al., 2000; Ishii et al., 2001),

Zytoskelettveranderungen (Garcia et al., 2001), Ca**-Homdostase (Okamoto et al., 1998),
Neurogenese (MacLennan et al., 1997; McGiffert et al., 2002), Migration (Mandala et al.,
2002), Zellproliferation (Zhang et al., 1990) und Chemotaxis (Morales-Ruiz et al., 2001;

Sugimoto et al., 2003; Le Stunff et al., 2004a).
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Sphingosinkinase

C1 C2 C3 c4 C5
SPHK1 | 1 B | . .
spHk2 | H H N | 1 | [ R

NLS ‘ A?P I ™ ™ Prolin-reiche-Sequenz ™ ™

katalytische Doméane

Abb. 5: Isoformen der SPHK 1 und 2

Die SPHK ist ein ubiquitdr vorkommendes Enzym in Sdugetierzellen. Es bendétigt ATP fir die
Phosphorylierung der Hydroxylgruppe am C;-Atom des Sphingosins zu S1P. Die erste
Saugetier-SPHK wurde 1998 aus Rattennieren isoliert und geklont (Olivera et al., 1998). Die
beiden geklonten SPHK-Isoformen der Hefe Saccharomyces cerevisiae, Lch4 und Lch5,
zeigen neben einer grofRen Proteinsequenz-Homologie zu der SPHK der Saugetiere (Nagiec et
al., 1998) auch &quivalente Funktionen, wie Regulation der Proliferation (Olivera et al., 1999;
Jenkins et al., 2001) und Calcium-Homoostase (Gosh et al., 1994; Birchwood et al., 2001).
Durch Datenbankrecherchen wurden auch in weiteren Organismen wie Pflanzen (Arabidopsis
thaliana, Nishiura et al., 2000), Fliegen (Drosophila melanogaster, Adachi-Yamada et al.,
1999) und Wirmern (Caenorhabditis elegans, Saba et Hla, 2004) Homologe der SPHK
gefunden. Die starke Ahnlichkeit der Proteinsequenz in den verschiedenen Organismen weist
auf eine durch die Evolution kaum verénderte Lipidkinasen-Familie hin (Hannun et al., 2001).
Alle SPHKs weisen flinf hoch-konservierte Domanen (C1-C5) mit einer einheitlichen
katalytischen Domane in C1-C3 auf (Abb. 5). Auf der Basis dieser Homologie wurde eine
SPHK-Isoform bei Mdusen und Menschen identifiziert und geklont (Liu et al., 2000). Die
beiden Isoformen weisen die flr die Lipidkinasen charakteristischen Domanen C1-C5 mit der
ATP-Bindungsstelle (SGDGX(17-21)K(R)) in der Doméane C2 auf. Die Doméanen C1-C3
zeigen eine groke Ahnlichkeit mit der ATP-Bindungsstelle der katalytischen, Glycin-reichen
Doméne der Diacylglycerolkinase, und bei spezifischer Mutation des Glycin 82 zu Aspartat in
der C2 Doméne resultiert eine inaktive SPHK-Mutante (Pitson et al., 2002). Aufgrund dieser
Beobachtung wird den Doménen C1-C3 die katalytische Funktion des Enzyms zugeordnet.
Trotz der groBen Homologie der beiden Isoformen gibt es Unterschiede in der
Proteinsequenz. Die SPHK2 mit 65 kDa ist bedeutend gréRer als die Isoform 1 mit 49 kDa
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und weist auBerhalb der stabilen Domanen C1-C5 variable Proteinsequenzen auf: eine am
NH,-terminalen Ende und eine im Zentrum des Proteins (Kohama et al.,, 1998). Die
funktionelle NLS-Region (nucler localization signal) am Amino-Ende der SPHK2 beinhaltet
eine Arginin-reichen Sequenz (RGRRGGRRR) und schleust das Enzym in das Nukleoplasma
ganz bestimmter Zellreihen ein (lgarashii et al., 2003). Die Prolin-reiche Region in der
Proteinmitte interagiert mit dem Interleukin-12-Rezeptor und beeinflusst so den Interleukin-
12 Signalweg (Yoshimoto et al., 2003). Die Aminosduresequenz der SPHK1 weist keine
hydrophoben Transmembranregionen (TM) auf, wohingegen bei der SPHK2 vier
Transmembranregionen identifiziert wurden (Spiegel et al., 2003). Die Kinasen sind
vornehmlich im Zytosol der Zelle lokalisiert, die SPHK2 ist zudem noch in der
Plasmamembran und im Zellkern nachweisbar (lgarashii et al., 2003). Auch die
Gewebeverteilung der Enzyme zeigt Unterschiede: SPHK1 ist vornehmlich in Lunge, Milz
und Leber vorhanden, wéhrend die SPHK2 vor allem in Gehirn, Herz und Leber nachweisbar
ist (Le Stunff et al., 2004a). Weiterhin erfullen die Isoformen unterschiedliche zellulére
Funktionen (Shu et al., 2002; Liu et al., 2003a) und ihre Regulation erfolgt wahrscheinlich
auch auf verschiedene Art und Weise, da sie neben unterschiedlichen Aminosauresequenzen
und enzymatischen Eigenschaften auch phylogenetisch eine differente Gewebeverteilung und
zeitliche Expression besitzen (Gijsbers et al., 2001; Olivera et al., 2001).

Verschiedene Untersuchungen ergaben Hinweise auf weitere Isoformen der SPHK (Banno et
al., 1998; Fukuda et al., 2003), die noch nicht naher identifiziert werden konnten. Es konnten
jedoch Splice-Varianten der SPHK1, SPHKla und SPHK1b in verschiedenen Spezies
beschrieben werden, die sich nur durch wenige Aminosauren am NH,-terminalen Proteinende
unterscheiden (Kohama et al., 1998; Murate et al.,, 2001). Die Varianten zeigen keinen
Unterschied in ihrer Substratspezifitat, jedoch konnte sich ihre Regulierung und/oder ihre
subzelluldre Lokalisation unterscheiden (Billich et al., 2003).
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Blutgefal3system

Arterien und Venen bilden ein geschlossenes System von elastischen Réhren fir den
Transport des Blutes. Die zwischengeschalteten terminalen Strombahnen dienen vor allem
dem Stoffaustausch. Die Blutgefdle sind neuronal, hormonal und autonom reguliert und
besitzen neben einer Transport- und Austauschfunktion fir zelluldre und nichtzellulare
Blutbestandteile, wie z.B. Blutgase, Nahrstoffe, Mineralien, Stoffwechselprodukte, Hormone,
Zellen des Immunsystems, Warme und Wasser, auch mechanische Aufgaben: So beeinflussen
der Fillungszustand der Blutgefalie und die Art ihres Einbaus den Turgor der inneren Organe.
AuBerdem wirkt das Gefalisystem bei Abwehrvorgangen durch Vasodilatation und erhéhte
Permeabilitat und bei der spontanen arteriellen Blutstillung durch Invagination mit.

Die BlutgefaRe sind elastisch, regenerationsfahig, aktiv verstellbar und durch Bindegewebe
im umgebenden Gewebe verankert. Durch die regional sehr unterschiedliche dynamische
Beanspruchung differieren die einzelnen Abschnitte des GeféalRsystems in ihrem Aufbau
erheblich. Die Arterienwande werden durch die Pulswellen und dem standig wechselnden
Druck, der von der eigenen Wandspannung mit beeinflusst wird, beansprucht. Der Druck in
den Venen, obwohl sie tiber zwei Drittel des Gesamtblutvolumens fassen, ist deutlich geringer
und dadurch weniger belastend. Auch das umgebende Gewebe und die von auf’en wirkenden
Krafte, wie Atem- und Muskelbewegungen, haben Einfluss auf das Geflige der Gefalwand.
(Benninghoff, Drenckhahn, 2004b).

Allgemeiner Wandaufbau der Blutgefalie

Die GefalRwénde der Arterien und Venen besteht aus drei Schichten: der Tunica intima, media
und externa oder adventitia (Abb. 6). Die Tunica adventitia verankert die Gefdle in der
Umgebung und nimmt die wvon auBen wirkenden Kréfte, wie z.B. bei
Extremitatenbewegungen, auf. Sie besteht vor allem aus Biindeln kollagener Fibrillen, einem
lockeren, elastischen Fasernetz, Fibroblasten und Mastzellen (Junqueira et al., 1996;
Benninghoff et al., 2004a, b).

Die Tunica media reguliert durch den Spannungszustand ihrer Muskulatur die Lumenweite

und wirkt der Dehnung des Gefalles entgegen. Neben glatten Muskelzellen besitzt die Media
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noch kollagene Fibrillen Typ I und Ill und elastische Fasernetze, die sich nach innen zu der
fenestrierten Membrana elastica interna und nach auf’en zu der Membrana elastica externa
verdichten und so die Abgrenzung der Media bilden (Junqueira et al., 1996; Benninghoff et

al., 2004). Die

glatten Muskelzellen

Membrana Endothel

elastica interna in der Media einer

Arterie bilden keine

Intima

homogene  Popula-
tion, sondern sie
unterscheiden sich in
Funktion und

Phanotyp der einzel-

Adventitia nen Zellen (Walker
et al., 1986). Weiter-

Abb. 6: Allgemeiner Wandaufbau der BlutgefaRe (aus Junqueira, 2002) hin  zeigen  die

Myozyten in
Abhangigkeit vom embryonalen Ursprungsgewebe (Gittenberger-de Groot et al., 1998), dem
Entwicklungsstadium (adult, neonatal oder fetal) (Frid et al., 1994) oder der Spezies (Archer,
1996) Unterschiede in Morphologie, Zelllokalisation in der Media, Differenzierung und
Expression zytoskelettaler und kontraktiler Proteine. Die Myozyten werden morphologisch in
die Epitheloid- und Spindel-Form oder funktionell in metabolische und kontraktile Form
gegliedert (Hao et al., 2003). Die kontraktile bzw. Spindel-Form enthalt entsprechend ihrer
mechanischen Funktion vor allem kontraktiles Filamentmaterial, Mitochondrien, wenig ER
und viele Caveolae (Junqueira et al., 1996; Benninghoff et al., 2004). Die metabolischen oder
epitheloiden Muskelzellen besitzen viele Synthese- und Abbauorganellen, wie raues ER,
Lysosome und Golgi-Apparat, aber nur wenige kontraktile Elemente, dadurch produziert eine
metabolische Zelle im Vergleich zur kontraktilen Form ein Vielfaches der Menge an
extrazelluldrer Matrix (Kollagen, nicht-kollagenes Protein, Glykosaminoglykane) (Campbell
et al., 1988). Beide Ph&notypen kommen in der adulten Gefalwand vor, jedoch zeigen die
metabolischen Myozyten eine Préferenz fiir die Intima und die kontraktilen Myozyten fir die
Media (Frid et al., 1997). Neben der Fahigkeit zur Migration und Phagozytose sind die
multipotenten Myozyten in der Lage ihren Phanotyp zu dandern und so auf Zytokine
(Hillebrands et al., 2003), Wachstumsfaktoren, wie PDGF (Hughes et al., 1996),
extrazellulare Nukleotide, wie ATP (Erlinge, 1998 und 2004), mechanische Stimuli oder
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GeféaRverletzungen (Campbell et al., 2000) zu reagieren (Shanahan et al., 1997; Lincoln et al.,
2001).

Die Intima ist der Schubwirkung des stromenden Blutes direkt ausgesetzt und besitzt einen
glatten Uberzug von langlichen, platten Endothelzellen, die parallel zur GefaRachse
angeordnet sind. Unter der Endothelschicht liegt das diinne, bindegewebige Stratum
subendotheliale. Dieser allgemeine Aufbau der GefaBwand-Dreischichtung ist allen Arterien
und Venen gemein, jedoch gibt es in der Auspragung mannigfaltige Unterschiede (Junqueira
et al., 1996; Benninghoff et al., 2004).

Die Arterien sind GeféalRe des Hochdrucksystems und weisen im Vergleich zu den Venen eine

deutlich dickere Tunica media auf. Man unterscheidet hier anhand der Media zwischen

Arterien des elastischen
und des muskuléren Typs
herznah;

Windkesselfunktion” ( Abb. 7) Bei den

herznahen arteriellen

Arterien
muskularen Typs Kleinere

GefaRen Uberwiegt der
Widerstands-

Arteriolen gefte Anteil an elastischem
Mikro- Material und bei
nut_r_itive zirkulation .
Gefale herzfernen Abschnitten
Kapazitts- dominieren die glatten

> gefille
Muskelzellen in der

Tunica media. Arterien

Abb. 7: Gefale des Kreislaufes (aus Junqueira et al., 2002) vom elastischen  Typ
besitzen durch die Né&he
zum Herzen eine Windkesselfunktion, die fur den Ablauf der Pulswelle wichtig ist. Die
Media besteht beim Menschen aus 50-70 gefensterten Lamellen, die durch
Zusammenlagerung der elastischen Fasern entstehen, und aus Kkurzen, verzweigten
Muskelzellen, die zwischen den Lamellen ausgespannt sind. Dadurch sind die Myozyten in
der Lage, die Vorspannung des elastischen GeféalRgerusts aktiv zu regulieren. Die Tunica
media der herzfernen Arterien des muskuldren Typs enthélt viele, meist in ganz flachen
Schraubenziigen angeordnete eng aneinander gelagerte glatte Muskelzellen. Die dazwischen
liegenden Bindegewebsfasern treten mit abnehmendem Gefaldurchmesser immer mehr in
den Hintergrund. Die kraftig ausgebildete Muskulatur dieser Arterien reguliert durch Enger-
oder Weiterstellung des Geféalivolumens die Durchflumenge des Blutes (Bucher et al., 1997,

Benninghoff et al., 2004).
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Ein weiterer Bestandteil des Blutgefalisystems ist die terminale Endstrombahn oder auch
Mikrozirkulation. Hierzu zéhlen die Arteriolen, Kapillaren und Venolen. Die Arteriolen sind
die kleinsten Aste des arteriellen Systems. Sie verlieren mit abnehmendem GefiRvolumen
immer mehr Muskulatur und gehen schlieBlich unter Verlust der Myozyten in Kapillaren
uber. Die Kapillaren sind mit einem Endothel, das zumeist auf einer Basallamina sitzt,
ausgekleidet. Neben den Endothelzellen sind auch noch Perizyten mit ihren verzweigten
Zellauslaufern an der Ausbildung des GefaRrohrchens beteiligt. Der Ubergang in das vendse
System erfolgt Uber mehrere Schritte: zunehmende Lumenweite, Verschwinden der Perizyten
und Auftreten von Myozyten (Bucher et al., 1997; Benninghoff et al., 2004).

Die Venen weisen auch die typische Dreischichtung auf, jedoch ist die Abgrenzung der
einzelnen Schichten weniger deutlich als bei den Arterien. Die Wand ist dunner und auch
lockerer aufgebaut als die der begleitenden Arterien. Bei den vendsen GefaRabschnitten ist
das Bindegewebe, insbesondere die kollagenen Fasern, stark ausgebildet. Die Biindel
kollagener Fibrillen formen ein Gerist, das die Dehnbarkeit des Gefélies durch Streckung und
Spannung begrenzt. Die eher weitmaschigen elastischen Fasernetze sind in Langsrichtung
orientiert und leisten so gegen L&ngsdrehung Widerstand und nicht gegen Querdehnung wie
bei den Arterien. Die glatten Muskelzellen sind zu lockeren Biindeln zusammengefasst und
werden mit Zunahme des GefélRvolumens ausgepragter. Neben dem GefalRdurchmesser ist
auch der Gehalt an Muskulatur in der Venenwand standortabhangig. Im Niederdrucksystem
der Venen sorgen von auRen wirkende Krafte, wie z.B. Muskelpumpen, fiir den Transport des
Blutes und VVenenklappen verhindern den Rickstrom (Benninghoff et al., 2004).

Dieses Grundbauschema ist in allen GefalRen und GefaRsystemen verwirklicht, jedoch
bestehen aufgrund der Konstruktion und Lokalisation auch erhebliche Unterschiede. Einige
Organe (Herz, Lunge, Leber) besitzen anatomisch getrennte Vasa publica und Vasa privata,
meistens ist jedoch nur eine funktionelle Trennung der Kreisldufe zu beobachten (Haut, Niere,
Milz, Darm). Auch bei der terminalen Endstrombahn lassen sich neben den Netzarterien auch
Besonderheiten feststellen: arterielle (Niere) und vendse (Hypophyse, Leber) Rete mirabiles,
absolute (Gehirn) und funktionelle (Darm) Endarterien. Durch diese speziellen Variationen in
der Architektonik der Blutstromwege besitzt jedes Organ ein eigenes, charakteristisches
Gefélmuster (Benninghoff et al., 2004).
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Zielsetzung

Obgleich die Gruppe der bioaktiven Lipide im Allgemeinen und die Sphingolipide im
Besonderen in Prozesse wie Differenzierung und Proliferation, aber auch in die Kontrolle von
Atemwegen und Blutgefélen integriert sind, existieren tber die Orte der S1P-Synthese nur
wenige Daten. Gerade die Kenntnis der gewebe- und zellspezifische Lokalisation bildet aber
eine essenzielle Voraussetzung a) zum Verstdndnis der Funktion der Sphingolipide im
Organ/Kdrper und b) zur Entwicklung bzw. Weiterentwicklung pharmakologischer
Substanzen. Die Immunhistochemie bietet die Mdglichkeit Zellen in Gewebeschnitten zu

identifizieren, die bestimmte Molekile besitzen.

Aus diesem Grund wurde in dieser Studie die Lokalisation der SPHKl1a durch den
immunhistochemischen Nachweis des Proteins untersucht. Hierbei standen die Bestimmung
von SPHK1a-enthaltenden Zellen und die organabhangige Verteilung der Zellen insbesondere
im Gefal3bett im Vordergrund. Neben dem Vorkommen der SPHK1a im GeféalRsystem wurden

nicht zum GefaRbett gehdrende SPHK1a-positive Zellen immunhistochemisch charakterisiert.
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2. Material und Methoden

Material

Reagenzien und Ldsungen

Phosphatpuffer 0,1 M, pH 7,4

230 ml Stammlésung A (0,1 M NaH,PQO,) (Merck, Darmstadt),

770 ml Stammlésung B (0,1 M Nay,PO,4) (Merck, Darmstadt)
Blocklésung

10 % normales Schweineserum (Schlachthof Marburg),

0,5 % Tween 20 (Merck, Darmstadt),

0,1 % bovines Serumalbumin (Sigma, Steinheim)

in PBS
Carbonatgepuffertes Glycerol

Carbonatpuffer (0,5 M NaHCO; (Merck, Darmstadt) mit 0,5 M Na,CO3 (Merck,

Darmstadt), pH 8,6) und Glycerol (Merck, Darmstadt) im Verhéltnis 1:2
PBS (Phosphate-buffered saline - Natriumphosphatpuffer)

28,75 ml 0,2 M NaH,PO, (Merck, Darmstadt)

96,20 ml 0,2 M Na,HPO, (Merck, Darmstadt)

22,4 g NaCl (Merck, Darmstadt)

ad Aqua dest. auf 5000 ml, pH 7,4
PBS + S

PBS mit doppelter NaCl Menge
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Gerate

Gefriermikrotom

Leica CM 1900 (Leica, Bensheim)

Auflichtfluoreszenzmikroskop

Olympus BX 60 (Olympus, Hamburg)

Zeiss Axioplan 2 imaging mit Software Axio Vision, Version 3.0.6. SP2 (Zeiss, Jena)

Konfokales Laser Scanning Mikroskop
CLSM, TCS SP2 (Leica, Bensheim)

Antiseren/-korper

Tab. 1:Primarseren/-antikorper

Primarseren/-antikorper

Antigen Wirtsspezies | Klon/Code | Verdiinnung Bezugsquelle
Sphingosinkinase 1a
(SPHK1a) _ .
) Kaninchen 1:400 Y. Banno, Gifu, Japan
(C-Terminus, 16
Aminosaurereste)
Alpha-smooth-muscle-actin Sigma-Aldrich,
Maus mADb 1A4 1:500 i
(SMA) Deisenhofen
) Sigma-Aldrich,
Neurofilament 68 (NF 68) Maus mADb NR 4 1:300 _
Deisenhofen
) ] _ Sigma-Aldrich,
Vimentin Ziege V 4630 1:100 i
Deisenhofen
Rat prolyl 4-hydrolylase mAD 6- Medicorp, Montréal,
Maus 1:3000
(rPH(B)) 9H6 Québec, Kanada
CD68 Maus mAb ED1 1:400 Serotec, Dusseldorf
CD163 Maus mAb ED2 1:800 Serotec, Disseldorf
MHC 11 Maus mAb OX6 1:800 Camon, Wiesbaden
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Tab. 2: Sekundarseren

Sekundarseren
Antigen Wirtsspezies Konjugat Verdiinnung Bezugsquelle
_ ] Chemicon,
Kaninchen-1gG Esel Indocarbocyanin (Cy 3) 1:2000 _
Hofheim
) Fluorescein- Sigma-Aldrich,
Ziegen-1gG Maus ) 1:200 i
Isothiocyanat (FITC) Deisenhofen
Dianova,
Maus-1gG (Fab) Esel FITC 1:400
Hamburg
Filter bei der Fluoreszenzmikroskopie
Tab. 3: Filter
Filter
Name Fluorochrom | Dichroischer Filter Erregerfilter Sperrfilter
MBA FITC 455 nm 460-490 nm 515-50 nm
WIY Cy3 600 nm 454-580 nm 610 nm
UV-Filter 455 nm 400-410 nm 455 nm
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Methoden

Gewebeaufbereitung

Gewebegewinnung

Die ausgewahlten Versuchstiere, Wistar-Ratten (n=10), stammten aus dem Tierstall des
Physiologischen Institutes der Universitit GieRen. Nach der T6tung durch Uberdosierung mit
einem Narkotikum (Isofluran, Abbott, Wiesbaden) wurden den Ratten die entsprechenden
Gewebe (Tab. 4) unfixiert entnommen, in Tissue Tek (Sakura, Zoeterwoude, Niederlande)
eingebettet und zur Kryoprotektion mit flissigem Stickstoff (Messer-Griesheim, Griesheim)
in Isopentan schock gefroren. Die Zwischenlagerung bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte
bei —80 °C.

Von den tief gefrorenen Geweben wurden mit einem Gefriermikrotom 10 um dicke Schnitte
angefertigt und auf Super Frost Plus Objekttrager (Langenbrinck, Emmendingen) aufgetragen.
AnschlieBend wurden die Objekttrager fur 20 Minuten in —20°C kaltes Aceton (Merck,
Darmstadt) bzw. Isopropanol (Merck, Darmstadt) tberfiihrt. Die Gewebeschnitte trockneten
fir eine Stunde bei Raumtemperatur und wurden mit einem Fettstift (Beckman Coulter,

Marseille, Frankreich) umrandet.

Aufbereitung der Lungenpréparate

Nach Totung der Ratte wurde der Thorax er6ffnet und die Trachea frei gelegt. Es wurde eine
Kanule in die Trachea eingefiihrt und durch eine Ligatur fixiert. Die Trachea wurde mit
liegender Kanule abgesetzt und das Thoraxpaket entnommen. Das Herz wurde vom
Thoraxpaket entfernt und entsprechend dem Protokoll weiterbearbeitet (s. Gewebe-
gewinnung). Nun wurde Uber die Kanule ca. 6-8 ml mit PBS verdiinntes Tissue Tek (1:1) in
die Lunge appliziert bis diese prall geflllt war. Danach wurde die Lunge in Tissue Tek
eingebettet und in Isopentan schock gefroren. Die weitere Verarbeitung entsprach dem
Protokoll der Gewebegewinnung. Durch die Technik der Lungenbldéhung war es mdglich,
auch die kleineren Bestandteile des Lungenparenchyms wie Ductuli und Alveolen gut unter

dem Fluoreszenzmikroskop abzugrenzen.
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Entnommene Gewebe

Zur Untersuchung des Herz-Kreislauf-Systems wurden neben dem zentralen Kreislauforgan
Herz auch Arterien vom elastischen Typ, Aorta thoracica und abdominalis sowie A. carotis
communis, mit den zahlreichen charakteristischen Elastinlamellen und Arterien vom
muskuldren Typ, A. mesenterica superior und A. femoralis, die durch eine muskelzellreiche
Media gekennzeichnet sind, prapariert. Um die Blutgefalversorgung der verschiedenen
Organe und deren terminale Endstrombahn ndher betrachten zu kdénnen, wurden die
entsprechenden Organe préapariert und einzeln untersucht.

In Atemwegen wurden Anteile der luftleitenden Abschnitte, wie Trachea, Bronchien und
Bronchioli, und Bereiche von respiratorischen Abschnitten der Lunge wie Bronchioli
respiratorii und Alveolen untersucht.

Bei der Untersuchung des Gastrointestinaltrakts wurden neben Darmanteilen des
Osophagus, Duodenums und Jejunums auch die groRen Verdauungsdriisen Leber, Pankreas
und zusétzlich die Zunge prépariert.

Eine weitere Drise, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurde, ist die Nebenniere als
hormonproduzierendes, endokrines Organ.

Die entnommenen neuronalen Gewebe gehdrten zum zentralen Nervensystem, Cerebrum
und Cerebellum, oder zum peripheren Nervensystem: Spinalganglien, bestehend aus
pseudounipolaren Neuronen, und der N. ischiadicus als gemischter sensibel-motorisch-
autonomer Nerv.

Der Bewegungsapparat wurde anhand der Skelettmuskulatur untersucht. Hierbei wurde
stellvertretend der M. bizeps brachii prapariert.

Die Niere, als wichtiges Kreislauforgan, und der Uterus wurden zur Untersuchung des
Urogenitaltraktes herangezogen.
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Tab. 4: Untersuchte GefaRgebiete

Untersuchte GefaRRgebiete

Organsystem

Entnommene Gewebe

Herz-Kreislauf-System

Atrium, Ventrikel
Aorta thoracica und abdominalis, A. carotis communis

A. mesenterica superior, A. femoralis

Atemwege

Trachea

Lunge

Gastrointestinaltrakt

Osophagus, Duodenum, Jejunum,
Leber, Pankreas,

Zunge

Nervensystem

Cerebrum, Cerebellum,

Spinalganglien, N. ischiadicus

Urogenitalsystem Niere,

Uterus
Nebenniere Nebenniere
Bewegungsapparat M. biceps brachii




Material und Methoden 21

Immunhistochemie

Einfache Immunfluoreszenz

Indirekte Immunfluoreszenz

In einem ersten Schritt wurden die

unspezifischen  Bindungsstellen  abgesattigt,

.Fluorol:hrom

Sekundarantikbrper

indem die Gewebeschnitte bei Aceton-Fixierung
mit Blocklosung (s. Material - Reagenzien und
Losungen) bzw. bei Isopropanol-Fixation mit
50 % normalem Schweineserum in PBS (s.
Material - Reagenzien und Loésungen) fir 1 Stun-
de bei Raumtemperatur in einer feuchten

Kammer inkubiert wurden. AnschlieRend wurde

die Blocklésung bzw. das Schweineserum
Abb. 8¢ Indirekte Immunfluoreszenz abgesaugt und die Primdrantikérper in der
angegebenen Verdinnung (Tab. 1) in PBS + S
auf die Schnitte aufgebracht und ber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Um die nicht
gebundenen Primérantikorper zu entfernen, wurden die Gewebeschnitte zwei Mal fir 10
Minuten mit PBS gespult und anschlieend wurde die Spullésung wieder abgesaugt. In einem
weiteren Inkubationsschritt wurden nun die Sekundérantikérper in der angegebenen
Verdlinnung (Tab. 2) in PBS fiir eine Stunde auf die Objekttrdger aufgebracht. Wegen der
maoglichen Reduktion der Fluoreszenz wurden die Schnitte in Dunkelheit gelagert.
AnschlieBend folgten zwei weitere Spilungen fur je 10 Minuten. Zur Stabilisierung der
Antikorperbindungen wurden die Objekttrager fir 10 Minuten in 4% Paraformaldehyd
uberfuhrt und danach wurde durch zweimaliges Spulen mit PBS fir je 10 Minuten das im
Gewebe verbliebene Paraformaldehyd ausgewaschen. In einem letzten Bearbeitungsschritt
wurden alle Gewebeschnitte in gepuffertem Gycerol (s. Material - Reagenzien und Ldsungen)
eingebettet und bis zur Auswertung am Mikroskop bei —20°C aufbewahrt.
Bei der Verwendung von biotinylierten Sekundarantikdrpern kam nach dem einstiindigen
Ansatz mit den Sekunddrantikérpern noch eine weitere einstiindige Inkubation mit dem

Steptavidin-Cy3-Komplex und anschlieRendes zweimaliges Spulen fir 10 Minuten hinzu.
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Direkte Immunfluoreszenz

Primarantikorper

Abb. 9: Direkte Immunhistochemie

.F luorochrom

Bei dieser immunhistochemischen Technik sind
die  Primarantikorper direkt mit einem
Fluorochrom  verbunden.  Dementsprechend
vereinfachte sich die Prozedur (s. indirekte
Immunfluoreszenz) erheblich. Nach einstiindiger
Blockung der Gewebeschnitte wurden diese mit
den Primdrantikorpern in der angegebenen
Verdlinnung (Tab. 1) unter Vermeidung von

Lichtbestrahlung tber Nacht in einer feuchten

Kammer inkubiert. Anschliefend wurden die
nicht gebundenen Antikorper durch 2 Spilungen

mit PBS fir 10 Minuten vom Gewebe entfernt. Die Objekttrager wurden fir 10 Minuten in

4 % Paraformaldehyd uberfuhrt, zwei Mal fir 10 Minuten in PBS gewaschen, in gepuffertes

Glycerol eingebettet und bis zur Auswertung bei -20 °C zwischengelagert.

Doppelimmunfluoreszenz

Sekundarantikorper 1

Fluorocirom //
ol P~

Primarantikorper 1

Fluorochron'

Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Ly auch  verschiedene Doppel-
immunfluoreszenzen durchgefuhrt.
Die  Vorgehensweise entsprach
grundsétzlich der Methode der

Primarantikérper 2 einfachen Immunfluoreszenz  (s.

iotinyliert . .
g korrespondierenden Abschnitt), nur

wurden hierbei die Gewebeschnitte

Abb. 10: Doppelimmunfluoreszenz

gleichzeitig mit beiden Primarseren
inkubiert.  Nach den beiden

Spulungen mit PBS folgte die einstlindige Inkubation mit den beiden entsprechenden Sekun-

darantikdrpern unter Vermeidung von Lichtbestrahlung zur Erhaltung der Immunfluoreszenz.

Anschliellend wurden zwei zehnminutige Spulungen mit PBS durchgefiihrt.
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Nach zwei weiteren Spilungen mit PBS wurden die Objekttrdger fur 10 Minuten in 4%
Paraformaldehyd uberfiihrt und anschlieBend wieder zwei Mal fur 10 Minuten in PBS
gewaschen. In einem letzten Bearbeitungsschritt wurden die Gewebeschnitte in gepuffertes
Glycerol eingebettet und bei —20 °C zwischengelagert.

Bei der Verwendung von Biotin-Steptavidin-Verbindungen ergab sich ein abgewandeltes
Prozedere: Nach der Inkubation mit den Primérkdrpern und anschlieBender Spilung erfolgt
eine Inkubation mit den biolinylierten Sekundérantikorpern fur eine Stunde. Die Objekttrager
wurden nun 2 Mal fiir 10 Minuten mit PBS gespuilt und fiir eine Stunde mit dem Streptavidin-
Fluorchrom-Konjugat inkubiert. Es erfolgten zwei Spilungen mit PBS fiir je 10 Minuten und
die Uberfithrung der Gewebeschnitte fiir 10 Minuten in 4 % Paraformaldehyd. Die weiteren
Bearbeitungsschritte entsprachen wieder dem unverénderten Protokoll (s. indirekte

Immunfluoreszenz).

Spezifitatskontrolle

Préabsorption

Zur Kontrolle der Epitop-spezifischen Bindung des
Antikorpers wurden Préabsorptionen durchgefihrt. Dabei
wurde der Primarantikorper mit dem Protein/Peptid,
gegen das er gerichtet ist, in der angegebenen Verdinnung

(Tab. 1) fir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Mit
k dieser Losung wurde anschliefend eine indirekte

Immunfluoreszenz (s. korrespondierenden Abschnitt)

praabsorbierte Primarantikérper

durchgefuhrt und unter dem Fluoreszenzmikroskop bzw.
konfokalem Laser Scanning Mikroskop ausgewertet. Bei

Epitop-spezifischer Bindung des Priméarantikorpers sollte

keine Immunfluoreszenz zu erkennen sein, da der

Antikorper schon vor der Inkubation spezifisch gebunden

Abb. 11: Praabsorption

und daher die Bindungsstelle blockiert ist.
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Negativ-Kontrolle

¢ o<
A5
-

Antigen

Sekundarantikorper

Zelle

Abb. 12: Negativ-Kontrolle

Fluoreszenzmikroskopie

Mit der Negativ-Kontrolle wurde die unspezifische
Bindung der Sekundarantikorper tberprift. Hierbei wurden
die Gewebeschnitte nicht mit den Priméarantikdrpern,
sondern nur mit PBS Uber Nacht inkubiert. Die
nachfolgenden Bearbeitungsschritte entsprechen wieder
dem Protokoll der indirekten Immunfluoreszenz (s.
entsprechenden Abschnitt). Bei optimalen Sekundérseren
sollte keine Immunfluoreszenz erkennbar sein, da es durch
das Fehlen der Primarantikorper keine Bindungsstelle fir
das Sekundarserum gibt.

Die mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Préparate erfolgte mit einem

konfokalen Laser Scanning Mikroskop und einem Auflicht-Fluoreszenzmikroskop unter

Verwendung verschiedener Filterkombinationen (Tab. 4). Die Filter wurden entsprechend der

Exzitations- und Emissionsspektren (Abb. 13 und 14) der verwendeten Fluorochrome der

Sekundarseren gewahlt.

T T T T T T T T
. AMCA B AMCA  Cy2, FITG Gy
Ilf |I III f

- \ | 1 |

- | '.II [ I
= / 'I,III II II"-‘ .I .
_ A
i L L _-- —’”H 1 *'Illl |—_\>r "
300 a0} w0 so0 [

Wavelength [mm)

Wavelength {nm]

Abb. 13: Fluorochrom-Exzitationsspektren Abb. 14: Fluorochrom-Emissionsspektren
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Die Ergebnisse wurden mit einem Videodokumentationssystem und  einer
Bildverarbeitungssoftware bearbeitet und als Dateien (tiff- oder jpg-Formate) gespeichert.

Bei einigen Abbildungen reichte die Signalstarke der SPHK1a-Immunfluoreszenz fir das
konfokale Laser Scanning Mikroskop nicht aus, daher wurde auf Aufnahmen des Auflicht-

Fluoreszenzmikroskops zuriickgegriffen.

Allgemeine Informationen zum Ablauf der immunhistochemischen Untersuchungen

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Studien zur Lokalisation der SPHK1la in
verschiedenen Organ- und GeféBRsystemen der Ratte durchgefuhrt. Bisherige Studien zur
Untersuchung der SPHK1 beschrénkten sich auf Protein- bzw. RNA-Nachweise (Western-
und Northernblot) und Enzymaktivitatsuntersuchungen in Gewebehomogenaten oder
speziellen Zelllinien (Kohama et al.,, 1998; Liu et al.,, 2000; Fukuda et al., 2003).
Infolgedessen fehlen essenzielle Informationen tber die exakte zell- und gewebespezifische
Lokalisation der SPHK1a. Lediglich in einer Arbeit wurde immunhistochemisch die SPHK1a
in humanem Gewebe untersucht (Murate et al., 2001). Das in der Untersuchung genutzte
SPHK1a-Antiserum ist gegen die Aminoséuresequenz (APSGRDSRRGPPPEEP) am C-
Terminus des Proteins gerichtet und besitzt eine hohe Spezifitat, die durch Westernblot-
Analysen, Immunprézipitation und Enzymaktivitdtsmessungen an speziellen Zellreihen,
Bakterien- und Gewebehomogenaten tberprift und fur Mduse-, Ratten- und humane Gewebe
verifiziert wurde (Murate et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit wurde die Spezifitat der
Antikdrperbindung durch Praabsorptionsuntersuchungen (s. Protokoll Préabsorption) an
verschiedenen Rattengeweben bestatigt. Die Markierung war sowohl an vaskularen und nicht-
vaskularen glatten Muskelzellen als auch an nicht-muskuléren Zellen nach Préabsorption
nicht mehr sichtbar. Lediglich in der Niere erwies sich die SPHK1a-Immunreaktivitit der
nicht-muskuléren, interstitiellen Zellpopulation als nicht praabsorbierbar. Falsch-positive
Ergebnisse aufgrund von unspezifischen Bindungen des Sekundérserums konnten durch

Negativ-Kontrollen (s. entsprechenden Abschnitt) ausgeschlossen werden.

Bei den immunhistochemischen Versuchen zur Lokalisation der SPHKl1a wurden
Doppelimmunfluoreszenzen mit SPHK1a-Primarserum und verschiedenen anderen

Primarseren/-antikorpern  zur  ldentifikation der SPHKla-immunreaktiven Zellen
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durchgefiuhrt. Bei der Erstuntersuchung der verschiedenen Gewebe wurde eine
Doppelimmunfluoreszenz mit SPHK1a-Primérserum und SMA-Primarantikdrper benutzt, da
hierbei die SMA-reaktiven glatten Muskelzellen gut abzugrenzen und so die Gefélie
aullerhalb der terminalen Strombahn gut zu erfassen waren. Durch diese erste
Untersuchungsreine wurden in einigen Organen nicht-SMA-positive, aber SPHKla-
immunreaktive Zellen und Strukturen entdeckt, bei denen eine genaue Identifizierung und
Zuordnung zu einer Zellart nicht moglich war. Dadurch waren weitere Charakterisierungen
mit unterschiedlichen Antikérperkombinationen notwendig. Vimentin markiert Fibroblasten
im Uterus (Varayound et al., 2001). Die im endoplasmatischen Retikulum lokalisierte rPH(R)
(John et al., 1996) ist ein fir Fibroblasten charakteristisches Enzym (Féhling et al., 2004;
Berger et al., 2005). NF68 ist ein Marker myelinisierter Nervenfasern (Wiksten et al., 2004).
MHCII, CD68 und CD163 charakterisieren Zellen des lymphatischen Systems (Dijkstra et al.,
1985; Gjomarkaj et al., 1999; Larmonier et al., 2003). Durch diese weiterfiihrenden
Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen konnte zumeist die Zugehorigkeit zu den

verschiedenen Zellarten geklart werden.

Durch Voruntersuchungen wurden die Inkubationsbedingungen hinsichtlich des eingesetzten
Fixativs, der Blockungsreagenzien und der optimalen Verdiinnung des Antiserums optimiert.
Es wurden von einigen Geweben Parallelschnitte angefertigt und diese mit verschiedenen
Fixantien - Aceton und Isopropanol - versetzt. AnschlieBend wurde eine immunhisto-
chemische Untersuchung der Gewebeschnitte entsprechend dem Routine-Protokoll (s.
indirekte Immunfluoreszenz) durchgefiihrt, um die Starke und Lokalisation der SPHK1a-
Immunreaktivitat (SPHK1a-IR) zu bestimmen. Die Objekttrager wurden unter dem Auflicht-

fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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3. Ergebnisse

Bei den untersuchten Organen beziehen sich die Ergebnisse zundchst auf die immun-
histochemischen Versuche mit Aceton-fixiertem Gewebe. Gegebenenfalls folgen im
Anschluss noch die Resultate der Isopropanol-fixierten Gewebe, wenn ein
fixierungsabhidngiger Unterschied beim Verteilungsmuster der SPHKla-IR im Gewebe
vorlag.

Die Immunreaktivitit der untersuchten Gewebe wurde nach einer subjektiven Einteilung mit
keiner, geringer, starker oder sehr starker Immunfluoreszenz semi-quantitativ bewertet

(tabellarische Darstellung mit: -, +, ++, +++).

Praabsorption

Praabsorptionsuntersuchungen zum Nachweis der spezifischen Antikoérperbindung wurden an
Duodenum, Lunge, Niere und Uterus durchgefiihrt. Exemplarisch werden hier Abbildungen
der Priaabsorptionsuntersuchungen des Uterus und des Duodenums gezeigt (Abb. 15-17). Die
Praabsorbierbarkeit der SPHK1a-IR konnte sowohl bei den glatten Muskelzellen als auch bei

den nicht-muskulédren Zellen nachgewiesen werden.
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Pra-SPHK1a
\ 4

Pra-SPHK1a/aSMA
\ 4

A
A

40.00 pm

Abb. 15: Uterus, Praabsorption der nicht-muskulidren SPHK 1a-immunreaktiven Zellen

Die SPHKla-immunreaktiven interstitiellen Zellen (A: —) zeigen im Parallelschnitt der Préabsorptions-
untersuchung keine SPHK1a-IR (D). Die glatten Muskelzellen des Myometriums (B: Doppelpfeil) sowie der
Spiralarterien (B, E: ») weisen eine aSMA-IR auf. Die glatte Muskulatur des Uterus zeigt eine sehr starke
SPHK1a-IR (A: ).



Ergebnisse 29

Pra-SPHK1a

,40.00 pm

Abb. 16: Uterus, Praabsorption der SPHK 1a-IR der glatten Muskulatur
Die glatte Muskulatur des Myometriums (B: M) zeigt eine sehr starke SPHK1a-IR (A: M). Die vaskuldren
glatten Muskelzellen (B: —) weisen eine starke SPHKla-IR auf (A: —). Die interstitiellen SPHKI]a-
immunreaktiven Zellen zeigen eine sehr starke IR. Die glatten Muskelzellen des Myometriums (E: M) und der
Gefille (B: ») zeigen cine praabsorbierbare SPHK1a-IR (A: M, »). Weiterhin ist auch eine SPHK1a-IR der
interstitiellen Zellen in der Praabsorptionsuntersuchung nicht nachweisbar (D).
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Pra-SPHK1a

\

@
00 pm gl 40.00 pm

Abb. 17: Duodenum, Priabsorption der nicht-vaskuldren glatten Muskulatur
Die Lamina epithelialis mucosae (Ep) weist keine IR auf, dagegen zeigt die Lamina muscularis mucosae (B: —)
eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A: —). In der Prdabsorption zeigen die glatten Muskelzellen
(E: =) in den Zotten keine SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen (D: —).

7 5
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BlutgefalR- und Kreislaufsystem

Gefalie des Korperkreislaufs

Die entnommenen groflen Arterien vom elastischen Typ, Aorta thoracica (Abb. 18), Aorta
abdominalis (Abb. 19, 20) und A. carotis communis (Abb. 21), sowie vom muskuldren Typ,
A. mesenterica superior (Abb. 22) und A. femoralis (Abb. 23), zeigten ein identisches
Verteilungsmuster der SPHK 1a-IR: Die Tunica intima, bestehend aus Endothel, Stratum
subendotheliale und Membrana elastica interna, wies keine SPHK 1a-IR auf. Bei der Tunica
media konnte eine starke Fluoreszenz der glatten Muskelzellen beobachtet werden. Die
Tunica adventitia zeigte eine starke SPHK1a-IR der Gefidlmedia der Vasa vasorum, die
weiteren Strukturen jedoch, wie Fibroblasten, Kollagenfasern und elastische Faser-Netze,
zeigten keine SPHK 1a-1R.

Bei den die groBen Arterien begleitenden Venen, V. jugularis interna, V. femoralis (Abb. 23)
und V. mesenterica superior (Abb. 22), konnte, vergleichbar den Untersuchungsergebnissen
der Arterien, eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen der Tunica media festgestellt
werden. Die Tunica intima der vendsen Gefidl3e zeigte wie schon bei den parallel verlaufenden
Arterien keine SPHK 1a-1R.

Die zufillig angeschnittenen vendsen und arteriellen GefdBabgéinge wiesen eine starke
SPHK1a-IR der Tunica media auf. Bei den gro3en muskelstarken GefdBBabgéngen der aortalen
Hauptiste konnte eine sehr starke SPHKI1a-IR nachgewiesen werden, die die ihrer
Ursprungsgefdle noch iibertraf. Die Intensitit der SPHK1a-IR nahm mit Verringerung des
GefaBdurchmessers ab.

Die marklosen Nervenfasern des Plexus aorticus abdominalis zeigten keine SPHK 1a-IR (Abb.

19).
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Tab. 5: SPHK1a-IR der GefiBe des Korperkreislaufs

SPHK1a-IR
Aorta und Stammarterien Endothel Tunica media
Aorta thoracica - T+
Aorta abdominalis - T+
A. carotis communis - ++
A. femoralis - 4+
A. mesenterica superior - ++
Venose Gefille Endothel Tunica media
V. jugularis interna - 1t
V. femoralis - T+
V. mesenterica superior - ++

Neuronale Gewebe

Plexus aorticus abdominalis
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T

80.00 pm

Abb. 18: Aorta thoracica
Die glatten Muskelzellen der Tunica media (B: M) zeigen eine starke SPHK1a-IR (A: M), das GefdB3endothel
(™) hingegen ist nicht markiert. Die dufleren Muskelzellschichten der Tunica media sind stirker SPHK1a-

immunreaktiv als die inneren (A: M). Das Bindegewebe der Tunica adventitia (Ta) und die umgebende

Herzmuskulatur (Hm) weisen keine SPHK 1a-IR auf. Die glatten Muskelzellen der kleineren atrialen Geféfie (B:
—) lassen keine SPHK 1a-IR erkennen (A: —).
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SPHKla  ~—* SPHK1a

80.00 pm ' 40.00 ym

Abb. 19: Aorta abdominalis mit Plexus aorticus abdominalis

Die Aorta abdominalis zeigt eine starke SPHK1a-IR (A: M) der glatten Muskelzellen (B: M), auch die Tunica
media der kleineren Gefilie (B: —) des umgebenden Fettgewebes lassen eine starke SPHK1a-IR erkennen (A:
—). Die angeschnittenen kleinen diinnwandigen Venen (*) weisen keine SPHK 1a-IR der glatten Muskulatur auf.
Sowohl der im nicht-reaktiven Fettgewebe verlaufende Nerv des Plexus aorticus abdominalis (Doppelpfeil) als
auch die kleinen intraneuralverlaufenden Vasa nervorum (E: ») zeigen keine SPHK 1a-IR (D: »).



Ergebnisse 35

SPHK1a

/

SPHK1a/aSMA
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80.00 pm 20.00 pm

Abb. 20: Aorta abdominalis mit vendsem Gefaf3

Die Tunica media der Aorta abdominalis (B: M) zeigt eine SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A: M). Die
Intensitdt der SPHK1a-IR ist hier jedoch weniger stark als bei der Vene im nicht-reaktiven paraaortalen
Bindegewebe (A: [J). Da nur das Zytoplasma der glatten GefdBmuskelzellen (E: —) eine sehr starke SPHK1a-IR
aufweist, sind die zentralen nicht-reaktiven Nuclei bei stirkerer VergrofSerung sehr gut abzugrenzen (D: —). Das
Endothel (») zeigt weder bei der Arterie noch bei der Vene eine SPHK 1a-IR (A, D).
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SPHK1a

80.00 pm 40.00 pm

Abb. 21: A. carotis communis

Die A. carotis communis zeigt eine gleichméBig starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (B: M) in allen
Bereichen der Tunica media (A: M). Neben der A. carotis communis sind noch kleinere Gefdfle mit einer
geringen SPHK1a-IR der Myozyten erkennbar (Doppelpfeil). Bei hoherer Vergroferung lassen sich einzelne
Muskelzellen mit ihren zentral gelegenen nicht-reaktiven Nuclei abgrenzen (—). Die Endothelzellen der A.
carotis communis weisen keine SPHK 1a-IR auf (A, D: »).
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SPHK1la SPHK1la
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Abb. 22: A. mesenterica superior

Die Tunica media der A. mesenterica superior (B, E: M) zeigt eine starke SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen
(A, D: M). Die Tunica media der A. mesenterica sup. (D-F: M) und die der Vene (V) zeigen, dass einige direkt
unter der Membrana elastica interna gelegenen glatten Muskelzellen eine geringere SPHK 1a-IR besitzen als die
Zellen in den &uBleren Schichten (—). Auch die kleineren Gefale in der Umgebung (B, E: Doppelpfeil) weisen
eine SPHK1a-IR der Tunica media auf (A, D: Doppelpfeil). Das Endothel lisst keine SPHK 1a-IR erkennen ().
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SPHK1a
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Abb. 23: A. femoralis

Die A. femoralis ldsst eine sehr starke SPHK1a-IR der gesamten Tunica media (B, E: M) erkennen, es bestehen
hier im Vergleich zu der Aorta abdominalis keine Intensitdtsunterschiede zwischen den inneren und dufleren
Muskelzellschichten (A, D: M). Die V. femoralis (V) weist wie die kleineren GefaBle (B: =) im Vergleich zu der
rechts gelegenen Arterie bei gleichstarker aSMA-IR eine geringere SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen auf
(A: ). Die angeschnittene Skelettmuskulatur (Sm) zeigt keine SPHK 1a-IR.
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Herz

Die Aorta thoracica und der Truncus pulmonalis (Abb. 24) wiesen eine sehr starke SPHK1a-
IR der glatten Muskelzellen auf, die Zellen des Endothels waren nicht-reaktiv. Im Myokard
konnte in den atrialen und ventrikuldren Koronargefdl3en eine starke SPHK1a-IR der glatten
Muskelzellen der Tunica media festgestellt werden, das Gefdllendothel hingegen zeigte keine
SPHK1a-IR (Abb. 25-27). Die SPHK1a-IR der vendsen GefaBBmedia war im Vergleich zu den
Arterien schwicher ausgeprigt (Abb. 26). Die SPHKla-IR der KoronargefaBmuskulatur
nahm mit Verringerung des Gefalldurchmessers stetig ab und verschwand bei den
prikapilliren Gefden mit nur noch einer Muskelzellschicht vollig (Abb. 26, 27). Weder
atriale noch ventrikuldre Kapillaren zeigten SPHK 1a-IR.

Das Epikard zeigte weder im Mesothel noch in den unterschiedlichen Strukturen der Lamina
propria, wie den kollagenen Faserbiindel oder den elastischen Netzen, eine SPHK1a-IR. Die
Herzmuskulatur, sowohl die der Atrien als auch die der beiden Ventrikel, wies ebenfalls keine
SPHK1a-IR auf. Das Endokard mit dem Stratum subendotheliale lieB keine SPHKIa-
immunreakive Zellen erkennen (Abb. 28). Das darauf folgende Stratum myoelasticum zeigte
eine sehr starke SPHKIla-IR der zwischen den kollagenen und elastischen Fasern
eingelagerten glatten Muskelzellen (Abb. 28). Die Bindegewebszellen der Tela subendo-
cardialis, die das Endokard mit dem Endomysium verbindet, wiesen keine SPHK1a-IR auf.
Die verschiedenen Strukturen der Atrioventrikular- und der Taschenklappen, durch eine
Faserplatte gestiitzte Endothelfalten, zeigten keine SPHK 1a-IR.

Weiterhin zeigten atriale Zellen mit glattem Muskelzellaktin keine SPHK1a-IR (Abb. 29).
Hierbei handelte es sich wahrscheinlich um Zellen des Reizleitungssystems des Herzens
(Fairfax und Doniach, 1976; Franco und Icardo, 2001).

Die erfassten neuronalen Strukturen des Herzens wie vegetative Ganglien und Nervenfasern
wiesen keine SPHK1a-IR auf (Abb. 30).

Es konnten perivaskulédr einige lingliche, verstreut lokalisierte Zellen, die stark SPHK1a-
immunreaktiv waren, sowohl in den Vorhofen als auch in den Ventrikeln dargestellt werden
(Abb. 28). Diese enthielten kein glattes Muskelzellaktin. Es konnte sich hierbei um Zellen des

immunologischen Systems handeln.

Bei der Untersuchung des mit Isopropanol-fixiertem Atriums zeigte die Aorta thoracica eine
sehr starke SPHK1a-IR der dufleren glatten Muskelzellen der Tunica media, die nach luminal

hin stark abnahm. Bei der mit Aceton fixierten Aorta war dieses Muster jedoch nicht so
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deutlich ausgeprégt.

fixierungsunabhédngig in der gesamten Tunica media eine gleichmifig starke Fluoreszenz

erkennen (Abb. 24).

Die immunhistochemische Untersuchung des Ventrikels zeigte hinsichtlich der SPHK1a-IR

Die

glatten Muskelzellen des

des Gewebes keine fixationsabhéngigen Unterschiede.

Tab. 6: SPHK 1a-IR des Herzens

Truncus pulmonalis

SPHK1a-IR Anmerkungen

KoronargefiBe” Endothel | Tunica media | “atriale und ventrikulire

= Arterien - ++

* Venen - +
Aorta thoracica (A)’ - -+ 3 Aceton-Fixierung
Aorta thoracica (I)° - o * Isopropanol-Fixierung
Truncus pulmonalis - +++ > nach luminal hin abnehmend
Herzmuskulatur

* Atrium -

= Ventrikel

= Reizleitungssystem

Wandschichten
= Endokard et ® glatte Muskelzellen
= Myokard (s.0.) b ’ vereinzelte lingliche Zellen
= Epikard -

Neuronale Strukturen

Ganglien

Nervenfasern
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Abb. 24: Atrium, Truncus pulmonalis

Die Tunica media des Truncus pulmonalis (B, E: M) zeigt eine sehr starke SPHKIl1a-IR aller glatten
Muskelzellen (A, D: M). Durch die nicht-reaktiven Zellkerne sind einzelne glatte Muskelzellen (=) in der
Tunica media gut abgrenzbar. Das Endothel (P>) zeigt wie das umgebende Bindegewebe (Bg) keine SPHK 1a-IR
der verschiedenen Zellpopulationen und -strukturen auf. Die atriale Herzmuskulatur (Hm) ldsst nur eine
Autofluoreszenz und keine spezifische IR erkennen.



Ergebnisse 42

SPHK1a

»

SPHK1la/aSMA

80.00 pm

Abb. 25: Atrium, Koronargefife

Die glatten GefaBmuskelzellen der Koronargefdfie (B, E: —) weisen eine starke SPHK1a-IR des Zytoplasmas
auf (A, D: —), die Nuklei sind nicht-reaktiv. In den hohen VergroBerungen (D-F) zeigt sich deutlich die
Kolokalisation des aSMA und der SPHKla im Zytoplasma. Bei den glatten Muskelzellen der kleineren
Koronargefifie (B, E: ») hingegen ist keine SPHK1a-IR zu erkennen (A, D: P). Das umgebende Herzmuskel-
gewebe (Hm) weist keine SPHK 1a-IR auf.
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Abb. 26: Atrium, Koronararterien und —venen im Vergleich

Die in dem schwach autofluoreszenten Herzmuskelgewebe gelegenen KoronargefdBle zeigen eine SPHK1a-IR
der Tunica media. Die Arterien (B, E: =) und die parallel verlaufenden Venen (B, E: ») zeigen keinen
Unterschied in der aSMA-IR ihrer glatten Muskelzellen. Die SPHK1a-IR ist jedoch bei der Tunica media der
Arterien (A, D: —) stirker als bei den dazugehdrigen Venen (A, D: P). Das Endothel ist wie das umgebende
Bindegewebe bei allen Koronargefilen nicht markiert.
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Abb. 27: Ventrikel, Koronargefafie

Die SPHK1a-IR der Tunica media ist abhéngig von der GefaBBgroe: Die grofleren Koronargefale (B, E: —)
zeigen eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A, D: —), wéhrend bei kleineren Gefa3durchmessern
(B, D: ») die SPHKl1a-IR der Tunica media (A, D: P») nicht die Autofluoreszenz der umgebenden
Herzmuskulatur (Hm) iibersteigt. Diese kleinen Koronargefdfe konnen nur durch die aSMA-IR abgegrenzt
werden.
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Abb. 28: Atrium, perivaskulidre SPHK 1a-immunreaktive Zellen, Endokard

Die Tunica media der groBeren Koronargefiafie (B: —) zeigt eine starke SPHK1a-IR (A: =), das Endothel (»)
und die Tunica adventitia (Ta) stellen sich nicht dar. Perivaskuldr sind einzelne langliche Zellen mit sehr starker
SPHK1a-IR abgrenzbar (A-C: *). Im Stratum myoelasticum gelegene glatte Muskelzellen (E: —) weisen eine
sehr starke SPHK1a-IR auf (D: —). Die weiteren Schichten des Endokards (Ek) zeigen keine SPHK1a-IR der
verschiedenen Zellpopulationen oder Strukturen. Die kleinen Koronargeféfie (B, E: Doppelpfeil) im Myokard
lassen keine SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen erkennen (A, D: Doppelpfeil).
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Abb. 29: Atrium, Reizleitungssystem

Die Tunica media der Koronargefiie (B, E: Doppelpfeil) zeigt eine starke SPHKIl1a-IR aller glatten
Muskelzellen (A, D: Doppelpfeil). Auch die glatten Muskelzellen des Endokards (B, E: —) lassen eine starke
SPHK1a-IR erkennen (A, D: —). Das Reizleitungssystem des Herzen weist keine SPHK 1a- (A, D: P), aber eine
aSMA-IR (B, E: ) auf.
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Abb. 30: Atrium, Nervenfasern und Ganglion

Neben der autofluoreszenten Herzmuskulatur (H) stellen sich hier Gefifle (B, E: =), u. a. Vasa nervorum, mit
SPHK1a-IR der Tunica media dar (A, D: —). Die im perikardialen Bindegewebe gelegenen Nervenfasern (*)
zeigen keine SPHK 1a-IR. Auch die kardialen Ganglienzellen (Doppelpfeil) lassen keine SPHK 1a-IR erkennen.
Die intraganglidiren Vasa nervorum (B, E: ») weisen im Gegensatz zu den perigangliondren GefidBlen keine
SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen auf (A, D: »).
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Unterer Respirationstrakt

Trachea

Die Blutgefdfle zeigten abhéngig vom Durchmesser keine bis eine starke SPHK1a-IR der
Tunica media, das Endothel war nicht-reaktiv (Abb. 31). Die Gefdlle der Tunica adventitia
stellten sich mit stirkerer SPHK1a-IR dar als die Arterien und Venen der Lamina propria.
Insgesamt war die SPHKla-IR der glatten GefdBmuskelzellen verglichen mit anderen
Geweben in der Trachea schwicher ausgebildet. Das respiratorische Epithel der Trachea wies
keine SPHKIla-IR auf. Zwischen den nicht-reaktiven Epithelzellen der seromukdsen
Glandulae tracheales wiesen vereinzelte Zellen eine starke SPHK 1a-IR auf (Abb. 32). Bei den
die Driisen umgebenden Myoepithelzellen konnte eine geringe SPHKIla-IR festgestellt
werden. In der Tunica fibromusculocartilaginea zeigte die glatte Muskulatur des M. trachealis
eine sehr starke SPHK1a-IR (Abb. 31). Die Cartilagines tracheales und die aus Kollagen und
elastischen Fasern bestehenden Bindegewebsziige wiesen keine spezifische IR auf.

Bei den angeschnittenen Nervenfasern des N. vagus konnte keine SPHK1a-IR festgestellt

werden.

Tab. 7: SPHK1a-IR der Trachea

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefalle Endothel Tunica media

* Lamina propria - -/++

* Tunica adventitia - ++

Wandschichten

Respiratorisches Epithel -

Glandulae tracheales +8 ¥ vereinzelte Epithelzellen

Myoepithelzellen +

M. trachealis +++

Neuronale Strukturen

Nervenfasern -
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Abb. 31: Trachea, Blutgeféle

Die Tunica media der Arterien (=) zeigt eine stirkere SPHK1a-IR (A, D:—) als die der dazugehdrigen Vene
(Doppelpfeil). Die Arterien weisen eine unterschiedliche IR der glatten Muskelzellen in Abhéngigkeit ihrer
GrofBe auf. Der M. trachealis (Mt) zeigt eine sehr starke SPHK1a-IR (A: Mt). Einzelne Epithelzellen der Glan-
dulae tracheales (*) weisen eine starke SPHK1a-IR des Zytoplasmas auf (D: ). Das respiratorische Epithel
(Ep) der Trachea, das umgebende Bindegewebe (Bg), der hyaline Knorpel der Tunica fibromusculocartilaginea
(Kn) und auch die Skelettmuskulatur des dorsal gelegenen Osophagus (Sm) lassen keine SPHK 1a-IR erkennen.
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Abb. 32: Trachea, Glandulae tracheales

Zwischen den nicht-reaktiven Epithelzellen der Glandulae tracheales sind einzelne Zellen (A, D: ») und
Strukturen (Doppelpfeil) abgrenzbar, die eine starke SPHK1a-IR besitzen, aber keine aSMA-IR (B, E: »). Die
die seromukodsen Driisen umgebenden Myoepithelzellen (B, E: —) weisen eine geringe SPHK1a-IR auf (A, D:
—). Das kleine Blutgefil (B: *) zeigt eine geringe SPHKl1a-IR der glatten Muskelzellen (A: #*). Das
Bindegewebe (Bg) ldsst keine spezifische IR erkennen.
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Lunge

Die Bronchien zeigten in ihrem ganzen Verlauf eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten
Muskulatur (Abb. 33). Die SPHK1a-IR der glatten Bronchialmuskulatur konnte von den
Hauptbronchien iiber die Bronchioli terminalis und respiratorii bis hin in die Ducuts
alveolares nachgewiesen werden (Abb. 34). Das respiratorische Epithel und das Bindegewebe
der Lamina propria wiesen keine SPHK 1a-IR auf. Der in der Tunica fibromusculocartilaginea
gelegene hyaline Knorpel lieB keine SPHK1a-IR der Zellen oder Strukturen erkennen. Die
Alveolarsepten mit Pneumozyten Typ I und II, Endothelzellen der Alveolenkapillaren und
Basallaminae zeigten keine SPHK1a-IR (Abb. 33).

Bei den Bronchien begleitenden Vasa publica und den nutritiven Vasa privata konnte eine
starke SPHK 1a-IR der Gefidlmedia beobachtet werden, deren Intensitét jedoch weit geringer
war als die der Bronchialmuskulatur (Abb. 35). Die Vv. pulmonales wiesen eine starke
SPHK1a-IR der inneren glatten Muskelzellschicht auf, die auflen angrenzende
Herzmuskulatur zeigte keine SPHK 1a-IR (Abb. 34). Beim Endothel konnte keine SPHK 1a-IR
festgestellt werden. Die angeschnittenen pulmonalen Lymphknoten wiesen in keinem Bereich
eine SPHK1a-IR auf.

Zufillig angeschnittene Nervenfasern im Bereich der Bronchi principales und lobares zeigten

keine spezifische IR.
Die Untersuchung des Lungengewebes zeigte eine fixierungsunabhidngige Darstellung der
unterschiedlichen Strukturen und Zellpopulationen in Lokalisation und Intensitdt der

SPHK1a-IR.

Tab. 8: SPHK1a-IR der Lunge

SPHK1a-IR
Gefile Endothel Tunica media
Vasa publica - ++
Vasa privata - ++
Vv. pulmonales - ++

Bronchien

Respiratorisches Epithel -

Glatte Muskulatur -+
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Abb. 33: Lunge, Bronchus lobaris (A-C), A. pulmonalis (D-F)

Der Bronchus lobaris zeigt keine SPHK1a-IR der Tunica mucosa (Tm): die unterschiedlichen Zellen und
Strukturen des respiratorischen Epithels und des Bindegewebes sind nicht-reaktiv. Die darauf folgende Tunica
fibromusculocartilaginea weist eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten Bronchialmuskulatur (B: Bm) auf (A:
Bm). Bei der A. pulmonalis 14sst sich neben dem nicht-reaktiven Endothel (En) eine sehr starke SPHK1a-IR der
glatten Gefamuskulatur in der Tunica media (E: M) erkennen (D: M). Das Bindegewebe (Bg) der Tunica
adventitia zeigt keine SPHK 1a-IR.
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Abb. 34: Lunge, V. pulmonalis (A-C), Ductus alveolares (D-F)

Die Tunica media (C: M) zeigt eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (B: M), die weiter aulen gele-
gene Herzmuskulatur (Hm) hingegen weist nur eine Autofluoreszenz auf. Das Endothel (En) der V. pulmonalis
zeigt keine SPHK1a-IR. Die glatten Muskelzellen (E: —) der Ductus alveolares (Da) zeigen eine sehr starke
SPHK1a-IR (D: ). Die verschiedenen Zellpopulationen der Alveolarsepten (S) weisen keine SPHK 1a-IR auf.
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Abb. 35: Lunge, Vasa publica und privata

Der Bronchus (Br) zeigt eine sehr starke SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen (B: —). Die Tunica mucosa (Tm)
weist keine IR auf. Das Endothel (») der A. pulmonalis ldsst keine SPHKI1a-IR erkennen. Die glatten
Muskelzellen der Tunica media (M) zeigen eine starke SPHK1a-IR, die jedoch deutlich geringer ist als die der
Bronchialmuskulatur. Die A. bronchialis weist eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (E:—) auf (D:

—). Die im umgebenden Lungengewebe gelegenen glatten Muskelzellen (E: Doppelpfeil) zeigen eine starke
SPHK1a-IR (D: Doppelpfeil).
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Gastrointestinaltrakt

Zunge

Die Zunge wies keine SPHK1a-IR der verschiedenen Zellpopulationen der Tunica mucosa
mit autofluoreszenten Papillen und Lamina propria auf (Abb. 36). Die sich kreuzenden Faser-
biindel der quergestreiften Muskulatur und das umgebende Perimysium zeigten keine
SPHK1a-IR. Die Driisenzellen der seromukdsen Glandulae linguales wiesen keine SPHK 1a-
IR auf (Abb. 37). Die Myoepithelzellen zeigten eine unterschiedliche SPHK1a-IR: Die
meisten dieser kontraktilen Zellen wiesen eine geringe SPHK1a-IR auf, jedoch gab es
einzelne Driisenpakete, deren zugehorige Myoepithelzellen nicht-reaktiv waren (Abb. 37).
Die angeschnittenen Driisenausfiihrungsgénge lieBen keine SPHK1a-IR der Epithel- oder
Bindegewebszellen erkennen (Abb. 38). Die glatten Muskelzellen der Arterien und auch der
Venen stellten sich mit einer sehr starken SPHK1a-IR dar, das Endothel war nicht-reaktiv
(Abb. 36). Bei einigen kleinen v. a. subepithelial gelegenen Blutgefidllen konnte jedoch keine
SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen festgestellt werden (Abb. 36). Die Nervenfasern des N.
lingualis und die parasympathischen Ganglien zeigten keine SPHK 1a-IR (Abb. 38).

Bei den Untersuchungen der Zunge konnte ein fixierungsabhidngiger Unterschied der SPHK
la-IR der GefdBmuskulatur festgestellt werden: Das Isopropanol-fixierte Gewebe zeigte eine
hohere Anzahl von subepithelialen Blutgefaen ohne SPHK1a-IR im Vergleich zum Aceton-

fixierten.

Tab. 9: SPHK1a-IR der Zunge

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefalle Endothel Tunica media

* Arterien - /-0 ? fixierungsabhingig bei den

*  Venen - /- subepithelialen GeféBen

Speicheldriisen

Glandulae lingualis

Myoepithelzellen +/-

Neuronale Strukturen

Ganglien/Nervenfasern -

Skelettmuskulatur -
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Abb. 36: Zunge, BlutgefiBe und Zungenmuskulatur
Die A. lingualis (B: Doppelpfeil) zeigt eine starke SPHK 1a-IR der GefdBmuskulatur (A: Doppelpfeil). Die Blut-
gefdBle kleineren Durchmessers (B: —) weisen im Vergleich zu der A. lingualis eine wesentlich stirkere IR der
glatten Muskelzellen auf (A: —), wihrend bei den prékapillaren GefdBlen (B: ») keine SPHK 1a-IR erkennbar ist
(A: ). Das GefdB3 (E: =) weist eine starke IR der Muskelzellen auf (D: =), hingegen zeigt der daraus entsprin-
gende Gefilast (E:») keine SPHK1a-IR der Tunica media (D:»). Neben der nicht-reaktiven Skelettmuskulatur
(Sm) sind auch Myoepithelzellen (E: Doppelpfeil) zu erkennen, die keine SPHK 1a-IR zeigen (D: Doppelpfeil).
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Abb. 37: Zunge, Glandula lingualis
Die Epithelzellen der Glandula lingualis (Gs) weisen keine SPHK1a-IR auf. Die umgebenden Myoepithelzellen
(B, E: —, ») zeigen zumeist eine geringe SPHK1a-IR (A, D: P), es sind aber auch einzelne Driisenpakete mit

nicht-reaktiven Myoepithelzellen abgrenzbar (A, D: —). Die Tunica media des BlutgefdBles (E: —) ldsst eine
starke SPHK 1a-IR erkennen (D: —).
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Abb. 38: Zunge, N. lingualis, Ausfiihrungsgénge

Zwischen der nicht-reaktiven Skelettmuskulatur (Sm) sind groBere Aste der A. lingualis (B: =) mit einer starken
(A: =) und kleinere Gefale (B: ») ohne SPHK1a-IR (A: P) der glatten Muskelzellen abgrenzbar. Weiterhin
weisen die Nervenfasern des N. lingualis (N) keine SPHK1a-IR auf. Intranervale Vasa nervorum zeigen keine
SPHK1a-IR der glatten GefdBmuskulatur (A: Doppelpfeil), sie sind nur an Hand der aSMA-IR (B: Doppelpfeil)
abgrenzbar. Die Anschnitte der Driisenausfithrungsgédnge lassen weder im Epithel (Ep) noch im umgebenden
Bindegewebe (Bg) eine SPHK 1a-IR erkennen.
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Osophagus

Bei der Untersuchung des Osophagus zeigte die Lamina epithelialis mucosae keine SPHK 1a-
IR (Abb. 39). Die glatten Muskelzellen der Lamina muscularis mucosae wiesen eine sehr
starke SPHKla-IR auf. Bei
Skelettmuskelzellen dargestellt werden. Die glatten Muskelzellen der in der Lamina propria
mucosae, der Tela submucosa und Tunica adventitia gelegenen Blutgefdle zeigten eine sehr
starke SPHK 1a-IR. Sogar die kleinen muskelschwachen Gefdf3dste wiesen eine sehr starke IR

der glatten Muskulatur auf. Nur bei den préikapilldren BlutgefiBen war keine SPHK1a-IR

nachweisbar.

Die miterfassten neuronalen Strukturen des Plexus myentericus, Nervenfasern und

Ganglienzellkorper, wiesen keine SPHK 1a-IR auf.

Tab. 10: SPHK 1a-IR des Osophagus

der Tunica muscularis konnte keine SPHKIl1a-IR der

SPHK1a-IR Anmerkungen
Gefille Endothel Tunica media
= Arterien - +++
= Venen - +++
Wandschichten
Lamina epithelialis mucosae -
Lamina muscularis mucosae +++

Tunica muscularis

Plexus myentericus

Ganglien

Nervenfasern
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Abb. 39: Osophagus

Die Lamina epithelialis mucosae (Ep) zeigt keine SPHK1a-IR des unverhornten Plattenepithels. In der Lamina
propria mucosae (P) und Tela submucosa (S) weisen die verschiedenen Bindegewebszellen und -strukturen keine
SPHK1a-IR auf, nur die glatten GefiaBmuskelzellen (B: =) zeigen eine starke SPHK1a-IR (A: —). Es sind auch
kleine BlutgefdBle (E: ») abgrenzbar, die keine SPHK1a-IR der Tunica media besitzen (D: »). Die Lamina
muscularis mucosae (B, E: M) weist eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen auf (A, D: M). Die
Skelettmuskulatur des Stratum circulare (Sc) und Stratum longitudinale (SI) zeigt keine SPHK 1a-IR.
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Duodenum, Jejunum

Die Epithelzellen der Lamina epithelialis mucosae zeigten keine SPHKI1a-IR (Abb. 40).
Jedoch waren in den Lieberkiihn-Krypten bzw. Glandulae intestinales zwischen den nicht-
reaktiven Epithelzellen vereinzelt Zellen mit einer starken SPHK1a-IR abgrenzbar, die kein
glattes Muskelzellaktin enthielten (Abb. 41). In der Lamina propria mucosae zeigte das
Bindegewebe keine, die vereinzelt lokalisierten glatten Muskelzellen eine sehr starke
SPHK1a-IR (Abb. 40). Die kleinen Blutgefille der Schleimhaut lieBen keine SPHK 1a-IR der
Tunica media erkennen (Abb. 40). Die glatten Muskelzellen der Lamina muscularis mucosae
wiesen eine sehr starke SPHK1a-IR auf (Abb. 40, 41). Die Blutgefifle in der Tela submucosa
und in der Tela subserosa bzw. Tunica adventitia zeigten eine sehr starke SPHK1a-IR der
glatten GefaBmuskulatur (Abb. 40). Hierbei wiesen die Arterien eine stirkere SPHK 1a-IR auf
als die zugehorigen Venen. Das Stratum circulare und longitudinale der Tunica muscularis
zeigten eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen.

In der Tunica muscularis konnte bei den angeschnittenen Ganglienzellkbrpern und

vegetativen Nervenfasern des Plexus myentericus keine SPHK1a-IR festgestellt werden (Abb.
40).

Tab. 11: SPHK1a-IR des Duodenums und Jejunums

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefille Endothel | Tunica media

= Arterien - +++

= Venen - ++
Wandschichten
Lamina epithelialis mucosae -+ ' vereinzelte Zellen in Krypten
Lamina muscularis mucosae +++
Tunica muscularis +++
Plexus myentericus
Ganglien -
Nervenfasern -
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Abb. 40: Duodenum, Tunica muscularis

Die in den Glandulae intestinales (G) vereinzelt lokalisierten glatten Muskelzellen (B, E: =) zeigen eine starke
SPHK1a-IR (A, D: —). Die glatten GefdBmuskelzellen (B: ») in der Lamina propria mucosae weisen jedoch
keine SPHK1a-IR auf (A: »). Die Blutgefiafle (B, E: Doppelpfeil) v.a. in der Tela submucosa lassen eine starke
SPHK1a-IR der Tunica media erkennen (A, D: Doppelpfeil). Die glatte Darmmuskulatur in der Tunica
muscularis mucosae (B, E: M) und Tunica muscularis (B, E: Tm) zeigt eine sehr starke SPHK1a-IR (A, D: Tm,
M). Der zwischen dem Stratum circulare (Sc) und Stratum longitudinale (SI) lokalisierte Plexus myentericus (*)
weist keine SPHK 1a-IR der Ganglienzellen oder Nervenfasern auf.
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Abb. 41: Duodenum, Zotten

Die Zotten zeigen eine sehr starke IR der in der Lamina muscularis mucosae (M) gelegenen glatten Muskelzellen
(Doppelpfeil). Es sind einige Gefdfle (B: =) mit einer sehr starken IR der Tunica media nachweisbar (A: —).
Weiterhin sind auch kleine Gefiale (B, E: ) abgrenzbar, die keine SPHKl1a-IR der glatten Muskulatur
aufweisen (A, D: P). Die glatten Muskelzellen der aulen angrenzende Tunica muscularis (B: Tm) zeigen eine
sehr starke SPHK1a-IR (A: Tm). Einzelne Zellen (A:*) der nicht-reaktiven Lamina epithelialis mucosae (Ep)
zeigen eine sehr starke SPHK 1a-IR im Bereich der Glandulae duodenales.
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Leber

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen der Leber zeigten die glatten GefaBmuskel-
zellen der Aa. interlobulares in den periportalen Feldern eine sehr starke und die der Vv.
interlobulares keine bis eine geringe SPHK 1a-IR (Abb. 42). Die Ductus interlobulares biliferi
wiesen keine SPHK1a-IR des kubischen Epithels und der muskelfreien Lamina propria auf.
Bei den Vv. centrales konnte nur bei einzelnen glatten Muskelzellen eine geringe SPHK 1a-
Immunreakivitit nachgewiesen werden, die meisten zeigten jedoch nur eine aSMA- IR (Abb.
43). Die radidr angeordneten Sinusoide, bestehend aus gefensterten Endothelzellen und
Kupfferzellen, wiesen keine SPHK1a-IR auf. Auch die zwischen den Sinusoiden gelegenen

Hepatozyten lieen in keinem Bereich der Lobuli hepatici eine SPHK 1a-IR erkennen.

Tab. 12: SPHK 1a-IR der Leber

SPHK1a-IR Anmerkungen
Gefille Endothel Tunica media
Aa. interlobulares - +++
Vv. interlobulares - +/-
Vv. centrales - -+ ' vereinzelte Zellen
Sinusoide - -
Leberparenchym
Hepatozyten -

Ductus interlobulares biliferi -
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Abb. 42: Leber, periportales Feld

Die glatte Muskulatur der Aa. (B, E: —) und Vv. interlobulares (B, E: ) zeigt eine sehr starke (A, D: =) bzw.
geringe SPHK 1a-IR (A, D: P) bei gleich starker aSMA-IR. Der Ductus interlobares biliferi (B, E: *) ldsst keine
SPHK1a-IR erkennen (A, D: *). Die sehr kleinen muskelschwachen Blutgefafe (B, E: Doppelpfeil) zeigen keine
SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A, D: Doppelpfeil). Bei den umgebenden Hepatozyten und Sinusoiden ist
keine SPHK1a-IR der verschiedenen Zellpopulationen feststellbar.
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Abb. 43: Leber, Vv. centrales

Die im Léppchenzentrum gelegenen Vv. centrales weisen keine SPHK1a-IR der wenigen glatten Muskelzellen
(B, E: —) auf (A, D: —). Auch die Endothelzellen zeigen keine SPHK 1a-IR. Die umgebenden Hepatozyten und
die in die Zentralvene miindenden Sinusoide (*) weisen keine SPHK 1a-IR auf.
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Pankreas

Die das Pankreas versorgenden Blutgefdfle zeigten eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten
Muskelzellen (Abb. 44). Im Vergleich zu den Arterien wiesen die zugehdrigen Venen eine
geringere SPHK 1a-IR der Tunica media auf (Abb. 45). Mit Verringerung des Durchmessers
lieB die SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen nach und verschwand bei den sehr kleinen
muskelschwachen Gefdflen vollig (Abb. 44). Das dichte Netzwerk von Kapillaren wies keine
SPHK1a-IR auf. Die Endothelzellen der Blutgefdfle zeigten keine SPHK 1a-IR. Perivaskulér
waren vereinzelte Zellen mit einer sehr starken SPHK1a-IR des Zytoplasmas lokalisiert, diese
zeigten jedoch keine aSMA-IR (Abb. 45). Die SPHK1a-immunreaktive Zellen wurden nicht
ndher charakterisiert, es handelt sich hierbei wahrscheinlich um Zellen des immunologischen
Systems.

Die verschieden Zellpopulationen des Pankreas, sowohl die exo- als auch die endokrinen
Driisenzellen, wiesen keine SPHKI1a-IR auf (Abb. 44, 45). Die die Azini umgebende
Basallamina und die sich darunter befindenden retikuldren Fasern zeigten keine SPHK 1a-IR.
Auch bei der Wand der Ausfiihrungsgdnge war keine SPHKIla-IR der Epithel- oder

Bindegewebezellen nachweisbar.

Tab. 13: SPHK 1a-IR des Pankreas

SPHK1a-IR Anmerkungen
Gefile Endothel Tunica media
= Arterien - +++
= Venen - ++

= Kapillaren -

Pankreaszellpopulationen

Exokrine Zellen -

Endokrine Zellen -

Pankreasginge -
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Abb. 44: Pankreas, Blutgefie mit groBem GefaBBdurchmessers

Die Arterien (B, E: =) zeigen eine sehr starke SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen (A, D: =). Im Vergleich zur
Arterie (A:—) weist die zugehdrige Vene (A: *) eine deutlich geringere SPHK 1a-IR bei gleich starker aSMA-IR
(B) auf. Bei den kleineren Blutgefden (B, E: ») verringert sich die SPHK1a-IR (A, D: ») und verschwindet
bei den sehr muskelschwachen Gefdflen (B, E: Doppelpfeil) vollig (A, D: Doppelpfeil). Das umgebende
Bindegewebe der Tunica adventitia (Ta) zeigt keine SPHK 1a-IR. Bei dem Parenchym (P) des Pankreas ldsst sich
keine SPHK 1a-IR der unterschiedlichen Zellpopulationen nachweisen.
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Abb. 45: Pankreas, BlutgefiBe (A-C), perivaskuldare SPHK 1a-immunreaktive Zellen (D-F)

Die Arterien (B: —) lassen im Vergleich zur begleitenden Vene (») eine deutlich stirkere SPHK1a-IR der
glatten Muskelzellen erkennen (A: —). Die glatten Muskelzellen der Gefiale (B, E: =) weisen eine starke
SPHK1a-IR auf (A, D: —). Im umgebenden nicht-reaktiven Bindegewebe (Bg) der Tunica adventitia ist eine
Zelle mit einer sehr starken SPHK 1a-IR abgrenzbar (A, D: Doppelpfeil), die kein glattes Muskelzellaktin (B, E:
Doppelpfeil) besitzt. Das Pankreasparenchym (P) zeigt keine SPHK1a-IR der verschiedenen exo- und endo-
krinen Driisenzellen.




Ergebnisse 70

Nervensystem

Gehirn

Die oberflachlichen, intracerebralen und -cerebellaren Blutgefile zeigten eine sehr starke
SPHK1a-IR der glatten Muskulatur (Abb. 46, 47). Im Vergleich zu anderen Geweben wiesen
auch die kleineren Arteriolen und Venolen eine sehr starke SPHK 1a-IR der Tunica media auf.
Bei den prikapilliren Blutgefilen konnte keine SPHKIl1a-IR der glatten Muskulatur
festgestellt werden (Abb. 47). Auch die Kapillarnetze des Cerebrums und Cerebellums
zeigten keine SPHK1a-IR. Bei den Endothelzellen der Blutgefile war keine SPHK1a-IR
nachweisbar. Auch das Bindegewebe in der Tunica adventitia wies keine SPHK 1a-IR auf. Die
Blutgefdle des Plexus choroideus lieBen eine sehr starke SPHKI1a-IR der glatten
Muskelzellen erkennen, das Endothel war nicht-reaktiv (Abb. 47).

Die graue Substanz des Cerebrums und Cerebellums lieB keine SPHKIl1a-IR der
verschiedenen Neuronenpopulationen und Gliazellen erkennen. Auch die weile Substanz,
hauptsidchlich aus myelinisierten Axonen und Oligodendrozyten bestehend, wies keine
SPHK1a-IR der Zellen und Strukturen auf. Die angeschnittenen Hirnnerven an der
Schidelbasis lieBen keine SPHK1a-IR der verschiedenen Nervenfasernpopulationen und der
Bindegewebshiillen erkennen. Bei den intraneuralen Vasa nervorum konnte keine SPHK 1a-IR
der glatten Muskulatur nachgewiesen werden. Die angeschnittenen Hirnhdute, Arachnoidea
und Pia mater, zeigten keine SPHKl1a-IR der verschiedenen Zellen und Strukturen. Der
Plexus choroideus, bestehend aus Auffaltungen der Pia mater, wies keine SPHK1a-IR des

Epithels und des lockeren Bindegewebes auf.

Bei den Untersuchungen mit Isopropanol-fixiertem Hirngewebe zeigten einige in Aceton-
Fixierung nicht immunreaktive Nervenzellkorper eine sehr starke SPHK1a-IR (Abb. 48).
Diese immunreaktiven Neurone waren in verschiedenen Bereichen des Cerebrums lokalisiert:
in direkter Nachbarschaft der Ventrikel und in einigen unterschiedlichen Arealen der grauen
Substanz. Neurone mit SPHK1a-IR konnten nur im Cerebrum aufgefunden werden. Die
verschiedenen Nervenzellkdrper im Cerebellum wiesen keine SPHK 1a-IR auf. Die SPHK1a-
IR der glatten GefiaBmuskelzellen stellte sich unabhingig von der Art der Fixierung mit sehr

starker SPHK 1a-IR dar.
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Tab. 14: SPHK 1a-IR des Gehirns

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefile Endothel Tunica media

= Arterien - +++

= Venen - +++
Cerebrum Aceton Isopropanol
Neurone - -+ " nur bestimmte cerebrale Areale
Gliazellen - -
Cerebellum
Neurone -

Gliazellen
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Abb. 46: Cerebrum, oberfldchliche Blutgeféle

Das Endothel der oberflichlichen Blutgefile () weist keine SPHK1a-IR auf. Die direkt darunter liegende
Membrana elastica interna (—) ist gut durch den gewellten Verlauf der nicht-reaktiven elastischen Fasern
erkennbar. Die darauf folgende Tunica media (B, E: Doppelpfeil) zeigt eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten
Muskelzellen (A, D: Doppelpfeil). Bei der Tunica adventitia (Ta) ldsst sich keine SPHK 1a-IR des Bindegewebes
feststellen. Das umgebende Hirngewebe (H) weist keine SPHK 1a-IR der verschiedenen Neuronenpopulationen
oder Nervenfasern auf.
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Abb. 47: Cerebrum, BlutgefdBe unterschiedlichen Durchmessers (A-C), Plexus choroideus (D-F)

Die glatten Muskelzellen der Blutgefale (B: —) weisen eine sehr starke SPHK1a-IR auf (A: —), wihrend bei
den kleinen muskelschwachen Gefalen keine SPHK 1a-IR der Tunica media (B: ») zu beobachten ist (A: »).
Das umgebende Hirngewebe (H) ldsst keine SPHK1a-IR erkennen. Der reich vaskularisierte Plexus choroideus
(Pc) zeigt keine SPHK 1a-IR des Epithels oder des lockeren Bindegewebes, nur die Muskelzellen der Blutgefafie
(E: =) weisen eine sehr starke SPHK1a-IR des Zytosols auf (D:—), der Zellkern hingegen zeigt keine SPHK 1a-
IR (D: Doppelpfeil).
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Abb. 48: Cerebrale Neurone in Isopropanol-Fixierung

Die Blutgefifle des Cerebrums (B, E: =) zeigen eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A, D:
—), aber keine SPHK1a-IR des Endothels. Das kleinere Blutgefa3 (Doppelpfeil) weist keine SPHK 1a-IR (A:
Doppelpfeil) mehr auf. Nur in wenigen Arealen zeigen die cerebralen Neurone eine sehr starke SPHK1a-IR (A,
D: »). Eine Autoimmunfluoreszenz der Neurone konnte ausgeschlossen werden (C).
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Spinalganglien

Die Untersuchung der Spinalganglien zeigte bei den extragangliondren Blutgefiflen eine
starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (Abb. 49). Die intraganglionir gelegenen Gefille
wiesen keine SPHK1a-IR der Tunica media auf. Das Endothel und die Tunica adventitia
lieBen keine SPHK 1a-IR erkennen.

Die pseudounipolaren Neurone der Spinalganglien mit den umgebenden Satellitenzellen
zeigten keine SPHK 1a-IR. Bei den verschiedenen angeschnittenen Nervenfasern konnte keine
SPHK1a-IR der Axone, der Myelinscheiden oder der bindegewebigen Hiille nachgewiesen

werden.

Die SPHKI1a-IR der verschiedenen Zellen und Strukturen der Spinalganglien stellte sich

hierbei unabhingig von der Art der Gewebefixierung dar.

Tab. 15: SPHK1a-IR der Spinalganglien

SPHK1a-IR

Gefalle Endothel Tunica media

* Intraganglionér - -

= Extragangliondr - 1+

Spinalganglien

Ganglienzellen -

Satellitenzellen -

Nervenfasern -
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Abb. 49: Spinalganglien

Die glatte Muskulatur der extragangliondren Blutgefd3e (B, E: —) zeigen eine starke SPHK1a-IR (A, D: —).
Das Endothel (*) und die Bindegewebszellen der Tunica adventitia (Ta) wiesen keine SPHK 1a-IR auf. Die klei-
nen Gefille (E: ») lassen nur noch eine geringe SPHK 1a-IR der Muskulatur erkennen (D: »).
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N. ischiadicus

Die begleitenden Vasa nervorum zeigten perinerval eine starke SPHKI1a-IR der glatten
Muskulatur (Abb. 50). Die im Endoneurium gelegenen Blutgefdfle wiesen nur eine geringe
bis keine SPHK 1a-IR der Tunica media auf. Bei dem Endothel wie auch beim Bindegewebe
der Tunica adventitia wurde keine SPHK1a-IR nachgewiesen.

Die verschiedenen Nervenfaserpopulationen des N. ischiadicus, sensible wie motorische,
lieBen keine SPHK1a-IR der Axone oder Myelinscheiden erkennen. Die unterschiedlichen
Hiillen, wie Peri- und Epineurium, zeigten keine SPHK1a-IR der verschiedenen Zellen und

Strukturen.

Bei der Untersuchung des Isopropanol-fixierten N. ischiadicus zeigte sich kein Unterschied

zum Aceton-fixierten Gewebe.

Tab. 16: SPHK 1a-IR des N. ischiadicus

SPHK1a-IR
Gefille Endothel Tunica media
* Vasa nervorum - +/-
= Extranerval - ++

Neuronale Strukturen

Nervenfasern -
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Abb. 50: N. ischiadicus, Vasa nervorum

Die epineuralen Blutgefifie (B, E: =) zeigen eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A, D: —). Die
sehr kleinen und muskelschwachen Gefdflen weisen bei unverdanderter aSMA-IR (B, E: Doppelpfeil) keine
SPHK1a-IR auf (A, D: Doppelpfeil). Die Endothelzellen (») und die Bindegewebszellen (Bg) der Tunica
adventitia zeigen bei GefdBlen aller Grofen keine SPHK 1a-1R.
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Urogenitaltrakt

Niere

Die verschiedenen Gefdlle der Niere zeigten keine SPHK 1a-IR des Endothels, jedoch konnte
eine unterschiedliche Intensitidt der IR der Tunica media festgestellt werden: Die groBlen
GefalBle, Aa. et Vv. segmentales, Aa. et Vv. interlobares und Aa. et Vv. arcuatae, wiesen eine
starke SPHK 1a-IR der glatten Muskulatur auf (Abb. 51). Bei kleineren Gefiaflen, wie den Aa.
und Vv. corticales radiatae, war eine sehr starke SPHK1a-IR der Tunica media feststellbar.
Jedoch gab es einige wenige der kleineren Gefélle, die keine SPHK 1a-immunreaktiven glatten
Muskelzellen besalen. Die Vasa afferentes und efferentes zeigten zum groften Teil eine
starke SPHK1a-IR der Media, einige wenige dieser Gefille wiesen keine SPHK1a-IR auf
(Abb. 52). Die Vasa recta in der Medulla renalis wiesen keine SPKH1a-IR der Tunica media
oder Intima auf. In den Epithelien von Glomeruli und den verschieden Tubulipopulationen
konnte keine SPHK1a-IR nachgewiesen werden (Abb. 52). Auch die Zellen der Pyramis
renalis zeigten keine SPHK 1a-IR. Die glatten Muskelzellen in der Wand des Nierenbeckens
dagegen wiesen eine sehr starke SPHK1a-IR auf (Abb. 52). In der Rindenregion konnten
zwischen den Tubuli und Corpusculi renales einzelne verzweigte, stark SPHKla-
immunreaktive Zellen dargestellt werden, die keine aSMA-IR zeigten. Bei Doppelimmun-
fluoreszenzuntersuchungen mit dem Antikdrper OX6 wies eine Subpopulation der
interstiticllen SPHK 1a-immunreaktiven Zellen eine Kolokalisation mit MHCII-IR auf (Abb.
53). Jedoch war die SPHK1a-IR der interstitiellen Zellen nicht pridabsorbierbar und somit
handelt es sich hierbei am ehesten um eine unspezifische Bindung des Primédrantikérpers an
die immunologischen Zellen. Weitere Doppelimmunreaktivititsuntersuchungen mit den
Antikérpern ED1 (Abb. 54), ED2 (Abb. 55) oder einem Antikdrper gegen rPH(P) (Abb. 56)
zeigten keine Kolokalisation mit SPHK1a.

Im Vergleich von Aceton- und Isopropanol-fixiertem Gewebe gab es hinsichtlich der
Verteilung SPHKIla-immunreaktiver Zellen Unterschiede: Die Anzahl der SPHKIla-
immunreaktiven Gefal3e, sowohl der muskelzellreichen Arteriolen, der Venolen, als auch der
Vasa afferentes und efferentes, war wesentlich geringer in Aceton-fixiertem Nierengewebe als
in Isopropanol-fixiertem. Im Gegensatz zu Aceton-fixiertem Gewebe konnten SPHKIa-
immunreaktive glatte Muskelzellen in Isopropanol-fixiertem Gewebe bis in das Glomerulum

hinein nachgewiesen werden.
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Die zwischen den Tubuli gelegenen, verzweigten, SPHK la-immunreaktiven Zellen waren in

Aceton-fixierten Prdparaten wesentlich weniger zu finden als in Gewebeschnitten mit

Isopropanol-Fixierung.

Tabh. 17: SPHK1a-IR der Niere

SPHK1a-IR Anmerkungen
Gefile Endothel | Tunica media
* Aa. interlobares - ++
= Aa. acuatae - ++
* Aa. corticales radiatae - /-1 " geringere IR bei
* Vasa afferentes/efferentes - /-1 Acetonfixierung

=  Vasarecta

Niere

Pyramis renalis

Tubuli -

Glomeruli -

Interstitielle Zellen ++

Nierenbecken +++ Glatte Muskulatur




Ergebnisse 81

SPHK1la SPHK1a

SPHK1la/aSMA

80.00 pm

P, py 80.00 ym
C y -«

Abb. 51: Niere, Gefil3e

Die glatte Muskulatur der groBeren Arterien (A) und Venen (V) zeigt eine sehr starke SPHK 1a-IR. Die Gefélle
kleineren Durchmessers (B, E: =) weisen zum grofiten Teil eine starke IR der Tunica media auf (A, D: —). Es
sind aber auch Gefédfle (E: Doppelpfeil) abgrenzbar, die keine SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen zeigen (D:
Doppelpfeil). Das Endothel (») ldsst unabhingig von der Gefiagrofe keine SPHK1a-IR erkennen. Im
Nierenparenchym lassen sich weder in den Glomeruli, dem Bindegewebe oder den verschiedenen
Tubulipopulationen immunreaktive Zellen abgrenzen.
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Abb. 52: Niere, Arteriola afferens/efferens (A-C), Pelvis renalis (D-F)

Die Gefafle weisen eine sehr starke SPHK1a-IR der glatten Muskulatur (B: =, ») auf (A: —,»). Die Arteriola
afferens/efferens (P ) sind kurz vor Eintritt ins bzw. Austritt aus dem Glomerulum (*) angeschnitten. Die wenige
glatte Muskulatur (B: Doppelpfeil), die am glomeruldren Gefdfipol angeschnitten ist, zeigt keine SPHK 1a-IR (A:
Doppelpfeil). Auch das Glomerulum (*) und die Tubuli (T) zeigen keine SPHK 1a-IR.

Im Pelvis renalis weist die Tunica mucosa (M) keine SPHK1a-IR auf. Die darauf folgende Schicht der Tunica
muscularis (B, E: Tm) zeigt eine sehr starke IR der glatten Muskelzellen (A, D: Tm). In der Tunica adventitia
(Ta) lassen das Bindegewebe und auch das kleine Blutgefdl3 (B: —) keine SPHK1a-IR erkennen (A: —).
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Abb. 53: Niere, Doppelimmunfluoreszenz mit OX6-Antikorper gegen MHCII

Zwischen den nicht-reaktiven Tubuli (T) stellen sich sowohl SPHKla- (A, D:—) als auch MHCII-
immunreaktive (B, E: ») Zellen dar. Einige der immunreaktiven Zellen weisen auch eine SPHK1a-MHCII-
Kolokalisation auf (C, F: Doppelpfeil).
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Abb. 54: Niere, SPHK 1a-ED1-Doppelimmunfluoreszenz

Die Epithelzellen der verschiedenen Tubulipopulationen (T) und auch die unterschiedlichen glomeruldren Zellen
(*) zeigen keine SPHK 1a-IR. Im Interstitium der Nierenrinde stellen sich einige SPHK 1a-immunreaktive Zellen
dar (A, D: =), die jedoch keine ED1-IR aufweisen (B, D: —). Ferner sind auch einige Monozyten/Makrophagen
mit ED1-IR nachweisbar (B, D: »).
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Abb. 55: Niere, Doppelimmunfluoreszenz mit ED2

Das Nierenparenchym mit den Epithelzellen der Tubuli (T) und die Bindegewebszellen der Kapsel (K) und des
Interstitiums zeigen keine SPHK 1a-IR. Zwischen den Tubuli sind einzelne verzweigte SPHK 1a-immunreaktive
Zellen abgrenzbar (A, D: —), die keine ED2-IR aufweisen (B, E: —). In der bindegewebigen Nierenkaspel
liegen einige ED2-immunreaktive Zellen (B, E: »), die aber keine SPHK 1a-IR aufweisen (A, D: »).
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Abb. 56: Niere, SPHK 1a-rPH()-Doppelimmunfluoreszenz
Die Gefile zeigen eine SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen (A: M). Das Gefallendothel () weist keine IR
auf. Die Membrana elastica interna ist durch die autofluoreszenten elastischen Fasern gut abgrenzbar (). In der
Tunica adventitia (Ta) der grofen Arterie sind viele Fibroblasten (E: Doppelpfeil) abgrenzbar, die nicht
SPHK 1a-immunreaktiv sind (A: Doppelpfeil). Zwischen den nicht-reaktiven Epithelzellen der Tubuli (T) sind
interstitielle, verzweigte Zellen mit einer sehr starken SPHK 1a-IR lokalisiert (D: —). Diese Zellen zeigen jedoch
keine rPH(B)-IR (E: —).
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Uterus

Bei der Untersuchung des Uterus zeigte sich eine starke SPHK 1a-IR der Tunica media der A.
uterina und deren Aste (Abb. 57). Im Perimetrium konnte keine IR des Bindegewebes oder
des Mesothels festgestellt werden. Die glatten Muskelzellen wiesen im Myometrium eine sehr
starke IR auf: Die duBlere Ringmuskulatur zeigte eine deutlich stirkere SPHK1a-IR als die
innere Langsmuskulatur (Abb. 57, 58). Im Bindegewebe des Myometriums waren zwischen
den Biindeln glatter Muskelzellen vereinzelt Zellen mit einer sehr starken SPHK1a-IR zu
finden (Abb. 57). Im Endometrium zeigten die tubuldren, bisweilen gegabelten Glandulae
uterinae und auch das faserarme Bindegewebe keine SPHK 1a-IR (Abb. 58). Einige sehr stark
SPHK 1a-immunreaktive Zellen, teils spindelformig, teils verzweigt, stellten sich im
endometrialen Bindegewebe dar (Abb. 58). Die Zellen waren zum Teil konzentrisch um die
Spiralarterien angeordnet oder verliefen parallel zur Myometrium-Endometrium-Grenze. Zur
ndheren Zellartbestimmung wurden Doppelimmunfluoreszenzen mit ED1-, ED2- und OX6-
Antikorper durchgefiihrt, jedoch zeigte sich keine Kolokalisation mit SPHK1a (Abb. 59-61).
Auch weitere Doppelimmunfluoreszenzuntersuchungen mit einem Antikdrper gegen
Vimentin, einem Marker der Fibroblasten, konnten keinen Aufschluss iiber den Zelltypus der
immunreaktiven Zellen geben, da keine Kolokalisation mit SPHK 1a festgestellt wurde (Abb.
62).

Tab. 18: SPHK 1a-IR des Uterus

Uterus SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefile Endothel | Tunica media

= Arterien - ++ peri- und myometrial

= Venen - ++
Uterus
Perimetrium +++ Glatte Muskelzellen
Myometrium +++ Glatte Muskelzellen
Endometrium ++ Zellen nicht niher bestimmbar

* (Glandulae uterinae -

» Spiralarterien -
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Abb. 57: Uterus, Myometrium

Die glatten Muskelzellen (B, E: RM, LM) im Myometrium des Uterus zeigen eine sehr starke SPHK1a-IR (A,
D: RM, LM), wobei die duflere Ringmuskulatur (RM) eine stirkere IR als die innere lings gerichtete Muskel-
zellschicht (LM) besitzt. Die glatte Muskulatur der Gefdle (B, E: ) weist eine starke SPHK1a-IR auf (A, D:
» ). Im Interstitium sind vereinzelt SPHK 1a-immunreaktive Zellen lokalisiert (A, D: —), die keine aSMA-IR
besitzen (B, E: —). Die Spiralarterien (E: Doppelpfeil) im Endometrium zeigen keine SPHK1a-IR der glatten
Muskulatur (D: Doppelpfeil).
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Abb. 58: Uterus, Endometrium

Die muskelschwachen Spiralarterien (B, E: ») im Endometrium (Em) weisen keine SPHK1a-IR der glatten
Muskulatur auf (A, D: »). An der Myometrium-Endometrium-Grenze und um die Gefélle sind viele sehr stark
SPHK1a-immunreaktive Zellen im Bindegewebe des Endometriums lokalisiert (A, D: —), die jedoch kein
glattes Muskelzellaktin beinhalten (B, E: —). Vereinzelt sind diese Zellen auch im Bindegewebe zwischen der
glatten Muskulatur im Myometrium zu finden. Die glatten Muskelzellen (B: M) zeigen eine sehr starke
SPHK1a-IR im Myometrium (A: M), die Reaktivitit der &uBeren Ringmuskelschicht (RM) ist hierbei noch
stirker als die der inneren Langsmuskulatur (LM) ausgebildet.
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Abb. 59: Uterus, Doppelimmunfluoreszenz mit ED1-Antikérper

Im Uterus zeigen die Glandulae uterinae (*) keine SPHK1a-IR der Epithelzellen. Um die tubulédren Driisen sind
einige SPHK 1a-immunreaktive Zellen im Bindegewebe abzugrenzen (A, D: —), bei denen jedoch keine ED1-IR
nachzuweisen ist (B, E: =). Weiterhin weisen im Endometrium einige Zellen eine ED1-IR (B, E: ) auf, zeigen
aber keine Kolokalisation mit SPHK 1a (A, D: »).
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Abb. 60: Uterus, Doppelimmunfluoreszenz mit ED2-Antikorper

Die Epithelzellen der Glandulae uterinae (*) zeigen keine SPHK1a-IR. Im umgebenden Bindegewebe finden
sich SPHK 1a-immunreaktive Zellen (A, D: —), die keine ED2-IR besitzen (B, E: —). Des weiteren sind viele
Zellen mit einer ED2- (B, E: »), aber ohne SPHK1a-IR (A, D: ») abzugrenzen. Es ist in keiner Zelle eine
Kolokalisation festzustellen.
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Abb. 61: Uterus, Doppelimmunfluoreszenz mit OX6-Antikérper

Die glatten Muskelzellen (B: M) weisen eine sehr starke SPHK1a-IR auf (A: M). Im Endometrium zeigen einige
Zellen im Bindegewebe eine SPHK1a-IR (D: —), weisen aber keine OX6-IR auf (E: —). Des weiteren finden
sich im Interstitium auch OX6-immunreaktive Zellen (B, E: »), die keine SPHK1a-IR aufweisen (A, D: »).
Eine Kolokalisation der SPHK 1a- und OX6-IR zeigt keine der reaktiven Zellen im Bindegewebe.
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Abb. 62: Uterus, Myometrium, Endometrium mit Vimentin-SPHK 1a-Doppelimmunfluoreszenz

Die glatten Muskelzellen im Myometrium weisen eine sehr starke SPHK1a-IR auf (A: M). Die zwischen den
Biindeln glatter Muskelzellen gelegenen Bindegewebszellen zeigen eine Vimentin-IR (B, E: Doppelpfeil). Auch
die Mesothelzellen des Uterus sind Vimentin-immunreaktiv (B: »). Im Endometrium finden sich mehrere
langliche SPHK 1a-immunreaktive Zellen (D: —), die keine Vimentin-IR aufweisen. Jedoch findet sich bei
keiner der verschiedenen immunreaktiven Zellpopulationen eine SPHK 1a-Vimentin-Kolokalisation.
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Nebenniere

Die glatte Muskulatur der Aa. suprarenales und deren Aste wiesen eine sehr starke SPHK 1a-
IR auf (Abb. 63). Bei den Arterien des subkapsuldren GefaBplexus konnte noch eine starke
SPHK1a-IR der glatten Myozyten festgestellt werden (Abb. 63). Im Organinneren zeigten die
vaskulidren Muskelzellen der im Mark verlaufenden Aste der Vv. suprarenales eine nur
geringe SPHK1a-IR und die fenestrierten Kapillaren wiesen keine SPHK1a-IR auf (Abb. 64).
Die Untersuchung des Rindenparenchyms der Nebenniere ergab keine SPHKI1a-IR der
verschiedenen endokrinen Zellen der Zona glomerulosa, fasciculata und reticularis (Abb. 63).
Im Nebennierenmark wiesen die adrenergen und noradrenergen chromaffinen Zellen und die
sympathischen postgangliondren Neurone keine erkennbare SPHK1a-IR auf (Abb. 64). Das
umgebende retikuldre Bindegewebe und die medulldren weitgestellten Kapillaren zeigten
keine IR. Bei den vereinzelt in der Organkapsel lokalisierten glatten Muskelzellen konnte eine

geringe SPHK 1a-IR nachgewiesen werden (Ab. 63).

Tab. 19: SPHK 1a-IR der Nebenniere

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefile Endothel Tunica media

= A. suprarenalis - +++

* Subkapsuldre Arterien - ++/+

= V. centralis - +

= Kapillarsinus - -
Cortex glandulae suprarenalis
Kapsel +14 ' olatte Muskelzellen

Zona glomerulosa -

Zona fasciculata -

Zona reticularis -

Medulla glandulae suprarenalis

chromaffine Zellen -

Sympathische Ganglien -
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Abb. 63: Nebenniere, Blutgefafe

Die A. suprarenalis und die Gefélle des subkapsuldren Plexus (B, E: —) zeigen eine starke SPHK1a-IR der
glatten Muskelzellen (A, D: —). Das Endothel (Doppelpfeil) und das umgebende Bindegewebe (Bg) lassen keine
IR erkennen. In der Kapsel (K) sind einige SPHK 1a-immunreaktive Strukturen und Zellen erkennbar (A, D: »),
die zum Teil nur eine sehr schwache aSMA-IR besitzen (B, E: »). Das Parenchym der Zona glomerulosa (Zg)
und der teilweise angeschnittenen Zona fasciculata (Zf) weist keine immunreaktiven Epithelzellen auf.
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Abb. 64: Nebenniere, Medulla glandulae suprarenalis

In Mark der Nebenniere stellen sich die Aste der V. suprarenalis (B: =) mit einer nur geringen SPHK 1a-IR der
Tunica media dar (A: —). Die glatten Muskelzellen der kleineren Aste (B: ») und die weitgestellten Kapillaren
weisen keine SPHKla-IR auf (A: ). Beim umgebenden Parenchym (*) konnte keine SPHKla-IR der
verschiedenen medulldren Zellpopulationen beobachtet werden.
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Bewegungsapparat

M. biceps brachii

Die glatte GefiBmuskulatur der A. und V. brachialis und deren Aste zeigte bis auf die Ebene
der Arteriolen und Venolen eine sehr starke SPHK1a-IR (Abb. 65). Bei den prikapilldren
Arteriolen und Kapillaren konnte keine SPHK1a-IR festgestellt werden. Das Endothel und
das gefaBumgebende Bindegewebe zeigten keine IR der Zellen oder Strukturen.

Die Skelettmuskulatur wies keine SPHK1a-IR auf (Abb. 65-67). Es wurden zwischen den
Muskelfasern einige immunreaktive Strukturen nachgewiesen, die nicht a SMA-immunreaktiv
waren (Abb. 66). Durch die Doppelimmunfluoreszenzen mit NF68, einem Marker fiir
neuronale Strukturen, konnte eine enge topografische Beziehung der SPHKIla-
immunreaktiven Strukturen zu den Nervenfasern, aber keine Kolokalisation, gezeigt werden
(Abb. 67). Bei den SPHK1a-immunreaktiven Strukturen konnte es sich mdglicherweise um
Muskelspindeln des M. biceps brachii handeln, die SPHK 1a-immunreaktive Fasern, wie z. B.
die Kernketten- oder Kernhaufenfasern, beinhalten.

Bei den parallel zu der A. brachialis verlaufenden Nervenfaserbiindeln des N. medianus

konnte keine SPHK 1a-IR festgestellt werden (Abb. 67).

Tab. 20: SPHK1a-IR des M. biceps brachii

SPHK1a-IR Anmerkungen

Gefille Endothel Tunica media

= Arterien - +++

=  Venen - +++

M. biceps brachii

Skelettmuskulatur -

vereinzelte Strukturen ++

Neuronale Strukturen

N. medianus -
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Abb. 65: M. biceps brachii, Arterien und Venen im Vergleich

Die Aste der A. brachialis (B, E: =) weisen eine sehr starke SPHK 1a-IR der glatten Muskelzellen auf (A, D: =).
Die glatte Muskulatur der begleitenden Vene (B, E: Doppelpfeil) zeigt bei gleich bleibender aSMA-IR eine
deutlich geringere SPHK1a-IR (A, D: Doppelpfeil). Durch die nicht-reaktiven Nuclei lassen sich die einzelnen
glatten Muskelzellen (B, E: =) in der Tunica media sehr gut abgrenzen (A, D: —). Die Tunica adventitia (Ta)
und intima () weisen keine immunreaktiven Zellen auf. Die Skelettmuskelfasern (Sm) zeigen keine SPHK 1a-
IR (A: *).
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Abb. 66: M. biceps brachii, Blutgefdlie

Die glatten Muskelzellen der Gefélle (B, E: =) weisen eine starke SPHK1a-IR auf (A, D: —). Durch die nicht-
reaktiven Zellkerne sind einzelne Muskelzellen (Doppelpfeil) in der Tunica media abgrenzbar. Neben den
BlutgefaBen im interstiticllen Bindegewebe (Bg) befinden sich Strukturen mit einer starken SPHK1a-IR (A, D:
»). Bei der umgebenden Skelettmuskulatur (Sm) ldsst sich keine SPHK 1a-IR beobachten.
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Abb. 67: M. biceps brachii, Blutgefie mit SPHK 1a-NF68-Doppelimmunfluoreszenz

Die Gefille weisen eine starke SPHK 1a-IR der Muskulatur auf (A, D: *). Die Endothelzellen und die Zellen des
umgebenden Bindegewebes (Bg) zeigen keine SPHK 1a-IR. Einige Strukturen zwischen den Skelettmuskelfasern
zeigen eine SPHK 1a-IR (D: »), aber keine NF68-Kolokalisation (E: »). Um die Gefille und um die SPHK 1a-
immunreaktive Struktur stellen sich viele Nervenfasern mit NF68-IR dar (B, E: Doppelpfeil). Die umgebende
Skelettmuskulatur (Sm) und das Endomysium (<) zeigen keine SPHK1a-IR. Die Skelettmuskulatur (Sm) zeigt
keine SPHK 1a-IR.
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Kurze Zusammenfassung der Ergebnisse

* Die glatte Muskulatur nahezu aller Blutgefdf3e besitzt SPHK 1a-Immunreaktivitét.

* Die Intensitit der SPHK1a-Immunfluoreszenz variiert abhingig vom Gefdflsystem:
Arterien des Gehirns, Herzens, Darms, der Niere und des M. biceps brachii weisen
eine stiarkere Immunfluoreszenz der glatten Muskulatur auf als vergleichbare Gefille
in Trachea, Lunge, Leber, Uterus und der Vasa nervorum groBer Nerven.

* Die Immunreaktivitit der glatten Muskelzellen von Arterien ist im Vergleich zu der
der vendsen GefaBmuskulatur deutlich stirker ausgebildet.

* Die SPHK1a-Immunfluoreszenz der glatten GefaBmuskulatur nimmt zu den kleinen
Gefilen hin ab und ist bei den prakapilldren Arteriolen nicht mehr nachweisbar.

* Die nicht-vaskuldre glatte Muskulatur, wie die Muskulatur der Atemwege, des
Gastrointestinaltrakts, des Nierenbeckens und des Uterus, zeigt eine sehr starke
SPHK 1a-Immunreaktivitét, die weit stirker ist als die der glatten GefdaBmuskulatur.

* Eine nicht-glattmuskuldre Immunreaktivitit wurde nur in wenigen Bereichen von

Uterus, Niere, GroBhirn und Darm nachgewiesen.
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4. Diskussion

Methoden

Die Voruntersuchungen zeigten eine Abhdngigkeit der SPHK1a-IR in Bezug auf das
untersuchte Gewebe und des verwendeten Fixativs. Beide Fixantien, Aceton und Isopropanol,
zeigten bei guter Gewebekonservierung eine Erhaltung der IR und somit der antigenen
Determinanten. Die Auswertung der mit den beiden Fixativen behandelten Parallelschnitte
ergab eine — bis auf wenige Ausnahmen - identische Verteilung der SPHK1a-IR, obgleich
Aceton-fixiertes Gewebe im Vergleich zu Isopropanol-fixiertem zum Teil eine starkere IR
sowohl der glattmuskul&ren als auch der nicht-muskulédren SPHK1a-positiven Zellen aufwies.
Weiterhin stellten sich bei Acetonfixierung im Vergleich zu Isopropanol-fixiertem Gewebe
vor allem in der Niere, Leber und Zunge vermehrt vaskuldre SPHK1a-positive Zellen dar. Des
Weiteren stieg die Anzahl der SPHK1a-immunreaktiven interstitiellen Zellen in der Aceton-
fixierten Niere im Vergleich zur Isopropanol-Fixierung stark an.

Im Uterus zeigte sich eine fixierungsabhéngiger Unterschied in der Detektion des SPHK1a-
Proteins: Im Aceton-fixierten Uterus wiesen zahlreiche interstitielle Zellen eine sehr starke
SPHK1a-IR auf, wahrend diese Zellen im Isopropanol-fixierten Uterus nicht nachweisbar
waren. Im Cerebrum zeigte sich ebenfalls ein fixierungsabhangiger Unterschied in der
SPHK1a-IR des neuronalen Gewebes. In einigen Arealen des Isopropanol-fixierten
Cerebrums zeigten Subpopulatonen von Neuronen eine spezifische Reaktion, wéhrend in
Parallelschnitten mit Aceton-Fixierung keine SPHK1a-positiven neuronalen Zellen
identifiziert werden konnten.

Die fixierungsabhéngigen Unterschiede der SPHK1a-IR in den Geweben Niere, Uterus und
Gehirn konnte sich durch die unterschiedliche intrazelluldare Lokalisation der SPHK1la
erklaren. Die SPHK1a kommt in Abh&ngigkeit vom Gewebe im Membrankompartiment oder
im Zytosol vor (Baumruker et al., 2005). Daher ergibt sich die Mdglichkeit, dass die SPHK1a
bei einem vornehmlichen membrandsen Vorkommen in den Geweben vermehrt ausgespult
wurde und folglich immunhistologisch nicht mehr erfassbar war. Bei der Fixierung mit
Aceton werden im Vergleich zu dem weniger aggressivem Isopropanol vermehrt Membran-
lipide ausgewaschen und somit bei membranstéandiger Lokalisation auch vermehrt SPHK1a.
Durch die vermehrte Auswaschung zeigt das Gewebe in den immunhistochemischen

Untersuchungen dementsprechend eine verringerte SPHK1a-IR.
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Herz-Kreislauf-System

Blutgefalie

In in-vitro-Untersuchungen an definierten Zelllinien wurden durch In-Situ-Hybridisierung
und pharmakologische Untersuchungen sowohl in Endothelzellen (transfizierte human
umbilical vein cells (HUVEC), human vascular endothelial cell (HVEC)), in embryonalen
Nierenzellen (human embryonic kidney cells (HEK 293T)), als auch in glatten Muskelzellen
verschiedener Arterien SPHK-mRNA bzw. Isoformen der SPHK nachgewiesen (Augé et al.,
1999; Xia et al., 1999; Ren et al., 2002; Xu et al., 2002). Die Lokalisation der SPHK1a wurde
immunhistochemisch durch Murate et al. (2001) untersucht. Die SPHK1a konnte in fast allen
GefaRendothelzellen der untersuchten humanen Gewebe nachgewiesen werden. Im Hoden
zeigten neben den Endothelzellen auch die glatten Muskelzellen eine SPHK1a-IR.

Die Ergebnisse bisher veroffentlichter Studien stimmen nur teilweise mit denen der hier
vorliegenden immunhistochemischen Untersuchung Uberein: Die vaskuléren Endothelzellen
wiesen in keinem der untersuchten GefélRgebiete eine SPHK1a-IR auf. Jedoch konnte ein
ubiquitares Vorkommen der SPHK1a in der glatten Gefamuskulatur nachgewiesen werden,
obgleich auch einige Unterschiede zwischen verschiedenen Geféliabschnitten in Intensitat
und/oder Verteilungsmuster der SPHK1a-IR erkennbar waren.

Im Allgemeinen wies im gleichen Geféligebiet die Tunica media der Arterien im Vergleich zu
den begleitenden Venen eine starkere SPHK1a-IR auf. Die Blutgefae muskuldaren Typs und
die peripheren muskelstarken kleineren Arterien zeigten im Vergleich zu den GefaRen
elastischen Typs eine stdrkere SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen. Die GefaRe muskuldren
Typs und die kleineren Arterien wiesen eine &ulerst starke IR ihrer gesamten Tunica media
auf, wahrend bei den Blutgefalen elastischen Typs die aufleren Muskelzellschichten im
Vergleich zu den Intima-nahen Zelllagen eine stdrkere SPHK1a-IR besalRen. Die SPHK1a-IR
der Media nahm mit dem Gefaldurchmesser ab. Bei den prakapillaren Arteriolen war keine
SPHK1a-IR der Tunica media mehr nachzuweisen. Zudem fanden sich sowohl in Arterien als
auch in Venen einige wenige SPHK1a-negative glatte Muskelzellen. Diese Myozyten waren
vornehmlich in den inneren Muskelzellschichten der Tunica media lokalisiert und besaflen
Kontakt zur Membrana elastica interna. Die mit Isopropanol fixierte Aorta thoracica zeigte
hierbei insgesamt einen deutlichen Unterschied der SPHK1la-IR der glatten

GefalBmuskelzellen. Die SPHK1a-IR der Tunica media nahm zentrifugal deutlich zu.
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Die Unterschiede in der IR und somit wahrscheinlich in der Expression lassen sich durch die
unterschiedliche Funktionszustande der Muskeln erklaren. Die Myozyten der Tunica media
stellen keine homogene Gruppe dar, sondern es gibt verschiedene Phanotypen: metabolische,
kontraktile und ferner, da sie ineinander umwandelbar sind, noch alle denkbaren
Zwischenstufen (Walker et al., 1986). Da beide Formen kontraktile Elemente, allerdings in
unterschiedlicher Gewichtung, enthalten, sind sie beide aSMA-positiv (Owens, 1995). Die
Differenzierung in die unterschiedlichen Myozytentypen sind u. a. von den Umgebungs-
bedingungen abhangig (Rzucidlo et al., 2007). Die kontraktilen Myozyten sind in der Lage,
durch Dedifferenzierung in die metabolische Form (berzugehen und in den subintimalen
Raum zu wandern (Rzucidlo et al., 2007). Die SPHK1a spielt bei der GefalRkontraktion und
der Regulation des —tonus eine wichtige Rolle (Xu et al., 2004) und kénnte daher
hauptséchlich im kontraktilen und weniger im metabolischen Phénotyp lokalisiert sein. Dies
kdnnte die Praferenz der SPHK1a in den duBeren Muskelzellschichten der Tunica media
erklaren.

Die prékapillaren Arteriolen verfiigen neben den glatten Muskelzellen und Perizyten auch
uber verschiedene Ubergangsformen zwischen diesen Zellarten (Nehls und Drenckhahn,
1991). Die Perizyten der Mittkapillaren enthalten, im Gegensatz zu den Ubergangsperizyten
und Myozyten, keine kontraktilen Elemente und unterscheiden sich auch biochemisch von
den Myozyten (Benninghoff und Drenckhahn, 2004b). In dieser Arbeit wiesen viele der
prakapillaren Arteriolen eine aSMA-IR auf, waren aber SPHK1a-negativ. Hierbei handelt es
sich wahrscheinlich um Zellen der Ubergangsformen, die zwar Aktin, aber keine SPHK1a
enthalten.

Die Unterschiede in der Intensitat der SPHK1a-IR in verschiedenen Gefallabschnitten lassen
sich durch die Beeinflussung der myogenen Reaktion der glatten Muskelzellen durch die
SPHK1 erklaren (Bolz et al., 2003). Der vermehrte Gehalt an SPHK1 erhoht die Ca*'-
Sensitivitdt der kontraktilen Elemente und flihrt zu einer Verstarkung der myogenen
Zellantwort und des Gefalitonus (Bolz et al., 2003). Die glatten Muskelzellen der Gefalle
elastischen Typs modulieren nur die Vorspannung der Elastinlamellen und daher ist eine sehr
hohe Kontraktilitat der Myozyten bzw. eine hohe SPHK1-Konzentration nicht notwenig. Im
Gegensatz dazu zeigen die Blutgefalen des muskuldaren Typs, die den peripheren
GeféaBwiderstand regulieren und daher sehr hohe Wandspannungen erzeugen missen, einen
hohen Gehalt an SPHK1a.
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Der hohe Gehalt an SPHK1a spricht fur eine vermehrte intrazellulare S1P-Synthese (Olivera
et al., 1999). S1P ist in der Lage, als intrazellularer second messenger verschiedene
Regelmechanismen zu beeinflussen. So kénnte S1P-abhdngig durch eine gesteigerte
Entleerung intrazelluldrer Speicher die Ca?*-Konzentration in der Zelle erhht und somit eine
gesteigerte Kontraktilitat der Myozyten bewirkt werden. Dass S1P zu einer gesteigerten Ca*'-
Freisetzung flhrt, zeigen Untersuchungen an glatten GefaBmuskelzellen (Alewijnse et al.,
2004). Zudem kodnnte S1P auch durch vermehrtes Zellwachstum (Spiegel und Milstien, 2003)
und/oder Steigerung der Proliferation (Xu et al., 2002) die Kontraktionskraft der Gefale
modulieren.

Wihrend die Ca**-abhangigen Prozesse durch die second-messenger Wirkung des S1P
gesteuert werden, ist auch eine autokrine oder parakrine Funktion der SPHK1/S1P denkbar
(Hobson et al., 2001). Von verschiedenen nicht-vaskuldren Zellen, wie HEK293 Zellen
(Johnson et al., 2002), hdamatopoetische Zellen und Mastzellen (Yatomi et al., 2000; Olivera
et al., 2006), wird S1P freigesetzt. Die Myozyten konnten direkt durch Freisetzung von S1P
oder indirekt durch die Sekretion von SPHK1 die extrazellulare S1P-Konzentration erhdhen.
Ancellin et al. (2002) konnte die Freisetzung von SPHK1 und die damit verbundene
extrazellulare Synthese von S1P bei Endothelzellen nachweisen. S1P wirkt extrazellular als
Ligand an S1P-Rezeptoren und kann in verschiedenen Zellen wichtige biologische Prozesse
beeinflussen. S1P st in der Lage, je nach Gefalgebiet und Konzentration eine
Vasokonstriktion oder —dilatation auszuldsen (Watterson et al., 2005) und konnte somit eine
essenzielle Rolle in der Regulation des lokalen Blutflusses spielen.

Die Dysregulation der S1P-vermittelten Prozesse in den glatten Gefalmuskelzellen sowie in
den Endothelzellen (Yatomi et al., 2000) steht in Zusammenhang mit der Pathogenese
verschiedener Geféalierkrankungen wie Hypertension, Arteriosklerose (Ross et al., 1993) und
peripherer GeféalRerkrankungen (Radeff-Huang et al, 2004). Zum genauen Verstandnis dieser

Mechanismen bedarf es jedoch noch viel an weiterer Forschungsarbeit.

Herz

Verschiedene Northern Blot- (Kohama et al., 1998; Melendez et al., 2000; Liu et al., 2000)

und Enzymaktivitatsuntersuchungen (Fukuda et al., 2003) an Gewebehomogenaten wiesen
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SPHK1 in humanen und murinen Herzen nach. Auch wurde durch verschiedene
Untersuchungen (u. a. massenspektroskopisch) das Syntheseprodukt der SPHK1a, S1P, in
Homogenaten von Ratten-Herzen nachgewiesen (Van Veldhoven et al., 1994; Yatomi et al.,
1997b). Weiterhin konnte die mRNA der SPHK2 in Gewebehomogenaten von humanen und
Mause-Herzen durch Northern-Blot-Studien in méRiger Konzentration nachgewiesen werden
(Liu et al., 2000). Die immunhistochemischen Untersuchungen in dieser Arbeit bestétigten
das Vorkommen der SPHK1a im Herzen und zeigten erstmals die zellspezifische Lokalisation
des Enzyms.

Im Herzen zeigten sowohl die glatten Muskelzellen der GefaRe als auch die Myozyten im
Stratum subendotheliale eine starke SPHK1a-IR. Die KoronargefaRe besallen im Vergleich zu
anderen Gefél3gebieten eine starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen. In den atrialen und
ventrikuldren kardialen Myozyten konnte das Protein der SPHK1a immunhistochemisch nicht
nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte auch das Reizleitungssystem des Herzen keine
SPHK1a-IR.

Zusammenfassend scheint die SPHK1a im Herzen im Wesentlichen auf die glatte Muskulatur
beschrénkt vorzuliegen. Die intrazellulare SPHK1a konnte iber die S1P-Synthese (Cavalli et
al., 2002) durch Erhdhung der Ca**-Sensitivitat der kontraktilen Filamente eine Steigerung
der Kontraktion bewirken (Bolz et al., 2003). Eine weitere Mdoglichkeit der
Kontraktionssteigerung durch S1P ware die Erhéhung der intrazelluldren Ca®*-Konzentration
durch Ca?®*-Freisetzung aus intrazellularen Speichern oder durch Einstrom ber L-Kanale
(Nakajima et al., 2000; Liu und Kennedy, 2003b; Relling et al., 2003). Die SPHK1a bzw. S1P
kdnnte auch parakrin oder autokrin wirken und so die Kontraktilitit der umgebenden
Myozyten beeinflussen, denn S1P; 3-Rezeptoren konnten in groRer Menge im Ratten-Herzen
nachgewiesen werden (Nakajima et al., 2000; Liliom et al., 2001). Die glatten Muskelzellen
der humanen Koronargefdlle besitzen nur den S1Ps-Rezeptor und die kardialen
Endothelzellen den S1P;-Rezeptor (Mazurais et al., 2002). Die S1P-Rezeptoren sind fur die
Kontraktion der KoronargefaBe nach intravasaler Applikation von S1P verantwortlich
(Sugiyama et al., 2000b; Ohmori et al., 2003). Dem reduzierten koronaren Blutfluss folgt ein
geringer negativer inotroper Effekt der Herzmuskulatur (Sugiyama et al., 2000b; Liu und
Kennedy, 2003b). Extrazellulares S1P wirkt auch auf die Kardiomyozyten, da Studien auch
bei den Kardiomyozyten verschiedene S1P-Rezeptorsubtypen nachweisen konnten (Himmel
et al., 2000), zusatzlich konnten die Kardiomyozyten die Fahigkeit zur S1P-Sekretion

besitzen, wie dies schon bei verschiedenen anderen Zellarten nachgewiesen wurde (Yatomi et
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al., 1997a). Insgesamt deuten die verschiedenen Untersuchungsergebnisse auf eine parakrine
bzw. autokrine Wirkungsweise des S1P im Herzen hin. Nebenbei konnte im Gegensatz zu
anderen Studien, die Uber eine Bradykardie nach S1P-Gabe berichteten (Sugiyama et al.,
2000a; Benediktsdottir et al., 2002; Friedrichs et al., 2002; Forrest et al., 2004; Sanna et al.,
2004), eine Steigerung der Herzfrequenz festgestellt werden (Sugiyama et al., 2000b). Die
differierende kardiovaskulare Wirkung von S1P konnte sich durch die unterschiedlichen
Spezies, Applikationsmethoden oder die S1P-Konzentrationen erklaren.

Weitere Untersuchungen zeigten einen protektiven Effekt des extra- und auch intrazelluldarem
S1P auf kardiale Myozyten und Fibroblasten unter Hypoxie bzw. Ischamie (Karliner et al.,
2001; Jin et al.,, 2001, 2002, 2004; Lecour et al., 2002). Da sowohl intra- als auch
extrazellulares S1P kardioprotektiv wirkt, sollte es sich hierbei um eine auto- und parakrine
Wirkung des S1P handeln. Extrazellulares S1P konnte Uber S1P-Rezeptoren in
Kardiomyozyten noch nicht identifizierte Mechanismen einleiten, die die Myozyten bei
Ischdmie und Hypoxie schitzen (Jin et al.,, 2002 und 2004). Untersuchungen konnten
verschiedene S1P-Rezeptoren in den Herzmuskelzellen nachweisen (Himmel et al., 2000).
Ferner ware auch eine Interaktion mit den Endothelzellen denkbar, da auch die Endothelzellen
der KoronargefaRe iber S1P-Rezeptoren verfiigen (YYatomi et al., 2000; Mazurais et al., 2002;
Salomone et al., 2003). Das exogene S1P konnte Uber Beeinflussung verschiedener
Regelmechanismen, wie Angiogenese, Permeabilitat, Migration und Proliferation (Hla et al.,
2001; Panetti et al., 2002), das Gewebe im ischamischen GeféalRgebiet schiitzen und/oder die
Regeneration der geschéadigten Zellen zu fordern. Es bedarf jedoch noch viel an weiterer
Forschungsarbeit, um die S1P-Signaltransduktionswege innerhalb und auBerhalb der Zelle zu

identifizieren und dadurch die kardioprotektiven Mechanismen zu verstehen.
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Unterer Respirationstrakt

S1P wurde in verschiedenen Homogenat-Untersuchungen in Ratten-Lungen nachgewiesen
(Yatomi et al., 1997b). Nothern Blot- und Enzymaktivitatsstudien von Homogenaten
beschrieben spéter eine ausgepragte Prasenz von SPHK1 in humanen und Mause-Lungen
(Kohama et al., 1998; Melendez et al., 2000; Fukuda et al., 2003), wahrend Liu et al. (2000)
durch Northern Blot-Untersuchungen nur eine maRige Konzentration von SPHK1 und eine
sehr geringe Konzentration von SPHK2 in Mduse-Lungen nachweisen konnte. In humanen
Lungenhomogenaten konnte durch Northern-Blot-Untersuchungen eine maRige Expression
der SPHK2-mRNA festgestellt werden (Liu et al., 2000). Die immunhistochemische
Untersuchung des humanen Lungengewebes zeigte eine moderate SPHK1a-IR des
GeféaRendothels und der submukdsen Bronchialdriisen, wohingegen die Alveolen keine
SPHK1a-IR aufwiesen (Murate et al., 2001). Diese Untersuchungsergebnisse konnten in der
vorliegenden Arbeit nicht bestétigt werden, da sich die SPHK1a-IR in Ratten-Lungen auf die
glatte Bronchial- und GefaRmuskulatur beschrénkte. Dabei wies die glatte Muskulatur der
Bronchien im Vergleich zu den vaskularen Myozyten eine deutlich starkere SPHK1a-IR auf.
Dass die SPHK1a nicht per se in myoiden Zellen vorkommt, zeigte die fehlende bzw. sehr
geringe IR in Myoepithelzellen der Trachealdrisen. Zwischen den SPHK1a-negativen
Epithelzellen der seromukdsen Driisen konnten vereinzelt SPHK1a-immunreaktive Zellen
lokalisiert werden. Aufgrund der Morphologie und basalen Lokalisation im Driisenepithel
handelt sich hierbei wahrscheinlich um Basalzellen. Der Gehalt an SPHKla in den
Basalzellen konnte auf die erhdhte Mitoseaktivitat der Zellen zurlick zufuhren sein (Junqueira
und Carneiro, 1996; Shu et al., 2002), da stimulierte SPHK1 S1P-vermittelt zu einer
Steigerung der Proliferation und DNA-Synthese flhrt (Berse et al., 1992; Hosford et al.,
2003).

Der hohe SPHK1a-Gehalt der glatten Muskulatur kdnnte im Zusammenhang mit einer
parakrinen Regulation der Atemwegsdurchmesser stehen. Durch die SPHK1a intrazellular
synthetisiertes S1P konnte von den bronchialen Muskelzellen sezerniert werden und
extrazellular als Ligand an S1P-Rezeptoren die Kontraktion der Bronchialmuskulatur
stimulieren (Watterson et al., 2005). Ferner besteht auch die Moglichkeit einer intrazellul&ren
Wirkung von S1P auf die glatten Muskelzellen der Atemwege, so zeigten Pfaff et al. (2005),
dass S1P in die Signalkaskade der muskarnischen Acetylcholin-Rezeptoren (MAChR)-

vermittelten Regulation peripherer Atemwege integriert ist. Neben Stimulation der
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Bronchialkontraktion induziert S1P auch die Proliferation von glatten Muskelzellen der
Atemwege (Pyne et al., 1996; Ediger und Toews, 2000) und die Synthese von Stressfasern in
HASM (human airway smooth muscle)-Zellen (Rosenfeldt et al., 2003). In asthmatisch
verdnderten Bronchien/Lungen ist durch die vermehrte S1P-Freisetzung aus aktivierten
Mastzellen (Prieschl et al., 1999) die S1P-Menge im Lungengewebe stark erhdht (Ammit et
al., 2001). Die Mastzellen sind vornehmlich in der Bronchialwand lokalisiert und kénnten
daher die glatten Muskelzellen und Endothelzellen parakrin stimulieren (Jolly et al., 2001).
Die Dysregulation des S1P konnte so nicht nur zu einem Remodelling der Bronchialwand,
sondern auch zu einer Stimulierung der Mastzelldegranulation und damit zu einer
Verstarkung der immunologischen Antwort fihren. SPHK-Inhibitoren zeigten eine Inhibition
der IgE/antigenstimulierten Histamin-Sekretion (Jolly et al., 2001) und bilden ein neues Ziel
in der Therapie des Asthma bronchiale.

Gastrointestinaltrakt

Intestinum

Das Syntheseprodukt der SPHK, S1P, konnte in hohen Konzentrationen im Diunndarm-
Homogenat von Ratten und Méausen nachgewiesen werden (Yatomi et al., 1997b, Fukuda et
al., 2003). Eine Northern Blot-Untersuchung an humanem Diinndarm-Homogenat zeigte dort
jedoch nur eine sehr geringe huSPHK1-Expression (Melendez et al., 2000), wohingegen die
SPHK2 deutlich starker exprimiert war (Liu et al., 2000). Die immunhistochemische
Untersuchung des humanen Diunndarms bestatigte die geringe SPHK1-Konzentration auch
auf Proteinebene, da nur epitheliale Zellen eine geringe SPHK1a-IR aufwiesen (Murate et al.,
2001). Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigten im Gegensatz zu den Untersuchungen des
humanen Intestinums von Murate et al. (2001) ein hohes Vorkommen der SPHK1a im Ratten-
Dunndarm und ferner ein differentes Verteilungsmuster der SPHK1a-IR. Jedoch bestatigte die
vorliegende Arbeit wiederum die durch Yatomi et al. (1997b) nachgewiesene hohe S1P-
Konzentration im Ratten-Dinndarm. Die Diskrepanz der beiden immunhistochemischen

Arbeiten konnte auf speziesspezifische Unterschiede im Verteilungsmuster der SPHK1la
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beruhen, wie dies bei der Verteilung der S1P-Rezeptoren im kardiovaskularen System schon
erkannt wurde (Karliner et al., 2002).

Die untersuchten Darmabschnitte (Osophagus, Jejunum, lleum) zeigten ein vergleichbares
Verteilungsmuster der SPHK1a-IR. Die glatte Muskulatur, sowohl vaskular als auch nicht-
vaskular, wies eine sehr starke SPHK1a-IR auf. Die Myozyten der Tunica media zeigten im
Darm im Vergleich zu GefaRgebieten anderer Organe eine starke SPHK1a-IR. Weiterhin
zeigten einige Epithelzellen in den Glandulae intestinales eine sehr starke SPHK1a-IR. Da die
Proliferation im Dinndarm in den Krypten stattfindet, konnte es sich um Stammzellen des
intestinalen Epithels mit einer hohen Teilungsrate handeln. Das Vorkommen der SPHK1a in
den Stammzellen wére durch die hohe Mitoseaktivitat dieser Zellen erklarbar, da die
Stimulierung der SPHK1a zu einer Steigerung der Proliferation und DNA-Synthese in den
Darmepithelzellen fuhren kénnte. Untersuchungen an Swiss 3T3 Fibroblasten konnten neben
einer Erhdhung der freien Ca®*-Konzentration und morphologischen Veranderungen eine
DNA-Synthese- und Proliferationssteigerung durch S1P nachweisen (Augé et al., 1999).

Die glatte Muskulatur der Gefélie zeigte eine starke SPHK1a-IR. Da die intrazellulare SPHK1
in der Lage ist, die Kontraktilitdt vaskularer Myozyten zu beeinflussen (Bolz et al., 2003),
konnte sie an der Regulation des lokalen Gefalwiderstands beteiligt sein. Zudem kdnnte die
SPHK1a auch parakrin/autokrin (Ancellin et al., 2002) durch Regulierung der extrazellularen
S1P-Konzentration auf den lokalen Blutfluss einwirken. Die Applikation von S1P fihrt je
nach Konzentration zu einer Vasokonstriktion oder —dilatation im mesenterialen Geféaligebiet,
ohne jedoch den arteriellen Blutdruck oder die Herzfrequenz zu beeintréchtigen (Bischoff et
al., 2000; Dantas et al., 2003).

Die S1P-induzierte Kontraktion der glatten Muskelzellen ist nicht auf Blutgeféalie beschrénkt,
sondern wurde auch an Myozyten verschiedener innerer Organe, wie Atemwege (Rosenfeldt
et al., 2003; Pfaff et al., 2005) und Magen (Zhou et al., 2004), nachgewiesen. Daher kdnnte
auch  die  Kontraktion der SPHKla-immunreaktiven  Darmmuskulatur  durch

parakrine/autokrine Regulation der extrazelluldren S1P-Konzentration gesteuert werden.
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Zunge

In dieser Arbeit wurde erstmals die SPHK1a in der Zunge der Ratte nachgewiesen. Bislang
wurden lediglich Untersuchungen Uber das Vorkommen der SPHK in der Skelettmuskulatur
durchgefihrt: Northern Blot- (Kohama et al., 1998; Melendez et al., 2000; Liu et al., 2000)
und Enzymaktivitatsuntersuchungen (Fukuda et al., 2003) von Skelettmuskel-Homogenaten
unterschiedlicher Spezies zeigten nur eine sehr geringe Expression bzw. Aktivitat der SPHK1
und 2. Auch das Syntheseprodukt der SPHK1, S1P, konnte nur in geringen Konzentrationen
in der Ratten-Muskulatur nachgewiesen werden (Yatomi et al., 1997b). Die vorliegende
immunhistochemische Untersuchung der Ratten-Zunge zeigte eine SPHK1a-IR der glatten
GefalBmuskelzellen und einer Subpopulation der um die Glandulae sublinguales gelegenen
Myoepithelzellen, wahrend die Skelettmuskulatur der Zunge keine SPHK1a-IR aufwies.

Die unterschiedliche SPHK1a-IR der Myoepithelzellen kdnnte im Zusammenhang mit der
Lokalisation im Organ stehen. Die sternférmigen Myoepithelzellen umfangen die
Drisenendstiicke. Durch die enthaltenen Aktin- und Myosinfilamente sind die
Myoepithelzellen kontraktil und konnen daher die sezernierenden Driisenabschnitte
zusammendriicken und unterstitzen somit die Sekretion der Epithelzellen (Junqueira und
Carneiro, 1996). Die Glandulae sublinguales sind gemischte Drusen mit serésen und mukdsen
Drisenanteilen. Das Sekret der serdsen Drusenabschnitte ist dunnflissig, enzym- und
proteinreich. Im Gegensatz dazu sezernieren die mukdsen Epithelzellen einen zahflussigen,
enzymarmen Schleim (Junqueira und Carneiro, 1996). Die erhtdhte Viskositat des mukdsen
Sekrets konnte den Transport in den Drisenausfiihrungsgangen erschweren und somit eine
erhdhte Kontraktilitdit der Myozyten erfordern. Die Myozyten im Bereich der mukdsen
Drisenabschnitte konnten somit im Vergleich zu den Myozyten der serdsen Driisenanteile
mehr SPHK1a enthalten, da eine erhohte intrazellulire SPHK1-Konzentration die Ca®*-
Sensibilitdt der myogenen Filamente steigert und so zu einer Zunahme der Kontraktilitat fihrt
(Bolz et al., 2003). Weiterhin steigert S1P, synthetisiert durch die SPHK1a, die Entleerung
intrazellularer Ca®*-Speicher und kann auch hierdurch die Kontraktilitat der Myozyten
erhdhen (Spiegel und Milstien, 2003). Eine weitere alternative Regulierung wére eine
Freisetzung von SPHK1a oder S1P aus den Myozyten mit reaktiver autokriner bzw.
parakriner Steigerung der Kontraktilitat (Ancellin et al., 2002).
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Leber, Pankreas

Bereits 1994 wiesen Van Veldhoven et al. massenspektroskopisch eine niedrige S1P-
Konzentration in der Ratten-Leber nach (Van Veldhoven et al., 1994). Zwei Jahre spéater
wurde durch eine alternative S1P-Untersuchungsmethode (Yatomi et al., 1995) das geringe
Vorkommen des Sphingolipids im Leber-Homogenat bestétigt (Yatomi et al., 1997). Weitere
Studien, Enzymaktivitats- (Fukuda et al., 2003) und Northern Blot-Untersuchungen (Kohama
et al., 1998; Melendez et al., 2000; Liu et al., 2000), zeigten sowohl im Menschen als auch in
der Maus eine geringe Konzentration von SPHK1 in der Leber, jedoch konnte die Isoform
SPHK2 durch Northern-Blot-Untersuchungen von Liu et al. (2000) in sehr hohen
Konzentrationen in der Leber des Menschen und der Maus nachgewiesen werden.
Immunhistochemisch konnte die SPHK1a in der Leber des Menschen in den Endothelzellen
der Sinusoide, jedoch nicht in den Hepatozyten nachgewiesen werden (Murate et al., 2001).
Die in dieser Arbeit durchgefiihrten immunhistochemischen Untersuchungen zeigten ein
davon differierendes IR-Verteilungsmuster bei der Ratte: Die verschiedenen Zellen des
Leberacinus, Hepatozyten, Kupffer-Zellen und Endothelzellen der Sinusoide, sowie die
Ductus interlobulares wiesen keine SPHK1a-IR auf, lediglich die glatten Muskelzellen des
BlutgefalRsystems zeigten eine SPHK1a-IR. Die Myozyten der Aa. interlobulares waren im
Gegensatz zu den Glattmuskelzellen der Venen sehr stark SPHKZla-immunreaktiv. Das
unterschiedliche Verteilungsmuster der SPHKla-IR in der Leber konnte auf
speziesspezifische Unterschiede beruhen, wie dies schon bei der Verteilung der S1P-
Rezeptoren im Herzkreislauf-System gezeigt wurde (Karliner et al., 2002).

Im Gegensatz zu den zahlreichen Studien bezilglich der SPHK-Vorkommen in der Leber
untersuchte nur eine Studie die Enzymaktivitat der SPHK im Pankreashomogenat (Fukada et
al., 2003). Die ermittelte geringe Aktivitat der SPHK im M&use-Pankreas stimmt mit den
Ergebnissen dieser Arbeit (berein, da auch immunhistochemisch im Ratten-Pankreas
insgesamt nur eine geringe SPHK1a-IR nachgewiesen werden konnte. So wiesen nur die
glatten Myozyten der Blutgefale eine SPHKla-IR auf und die exo- bzw. endokrinen
Pankreasparenchymzellen zeigten keine SPHK1a-IR.

Die SPHK1a konnte im Parenchym der beiden Anhangsdriisen des Verdauungstraktes nicht
nachgewiesen werden und wird daher in den endokrinen und metabolischen Zellfunktionen
der hepatischen und pankreatischen Zellen eine eher untergeordnete Rolle spielen. Im
Gegensatz zum Parenchym der beiden Organe wiesen die glatten Gefalmuskelzellen, v.a. der
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Arterien, eine SPHK1a-IR auf und somit kénnte die SPHK1a auch hier an der Regulation des
lokalen Blutflusses beteiligt sein. Untersuchungen konnten auch in mesenterialen Blutgefalien
eine konzentrationsabh&ngige Wirkung von S1P auf den Muskeltonus zeigen (Bischoff et al.,
2000; Dantas et al., 2003).

Nervensystem

Gehirn

Frihere Untersuchungen konnten mit unterschiedlichen Methoden S1P in Gehirn-
Homogenaten von Ratten nachweisen (Van Veldhoven et al., 1994; Yatomi et al., 1997).
Weiterhin gelang in den darauf folgenden Jahren der Nachweis sowohl der SPHK1 als auch
der SPHK2 in Gehirn-Homogenaten verschiedener Spezies durch Enzymaktivitatsstudien
(Fukuda et al., 2003) und Northern Blot-Untersuchungen (Kohama et al., 1998; Melendez et
al., 2000; Liu et al., 2000). Die immunhistochemische Arbeit von Murate et al. wies neben der
SPHK1a-IR der weillen Substanz des humanen Cerebrums und Cerebellums auch eine
SPHK1a-IR des Nucleus ruber und der Pedunculi cerebri im Mittelhirn nach (Murate et al.,
2001). Terada et al. (2004) untersuchte immunhistochemisch die Verteilung der SPHK1a im
Cerebellum von Mausen und konnte bei einer Subpopulation der Purkinje-Zellen,
insbesondere bei den Dendriten und der Plasmamembran, eine SPHK1a-IR nachweisen. In
der vorliegenden Untersuchung zeigte das Ratten-Gehirn im Vergleich zum humanen und
auch zum Mause-Gehirn ein unterschiedliches Verteilungsmuster der SPHKla-IR: Im
Aceton-fixierten Gewebe konnte weder im Cerebrum, noch im Cerebellum eine SPHK1a-IR
der weilien oder grauen Substanz festgestellt werden. Im Gegensatz zum Aceton-fixierten
Gewebe zeigte im Isopropanol-fixierten Cerebrum der Ratte in bestimmten Arealen der
grauen Substanz eine Subpopulation der Neurone eine starke SPHK1a-IR. Die SPHK1a-
immunreaktiven Neurone waren sowohl periventrikuldar in Kernbereichen als auch
oberflachlich in den Gyri cerbri zu finden, jedoch in allen Lokalisationen immer regional
beschrankt. Die Beschrankung auf bestimmte Regionen und Neurone kénnte mit der
Verschaltung und Spezialisierung der Neurone zusammenhéngen. Da nicht alle cerebralen

Neurone SPHK1a-immunreaktiv waren, liegt die Annahme nahe, dass die SPHK1a bzw. S1P
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nicht an essenziellen metabolischen oder funktionellen Regelmechanismen der Neurone, wie
dies bei den glatten Muskelzellen vermutet wird, sondern nur bei spezifischen Prozessen einer
bestimmten Subpopulation der Neurone beteiligt ist. Die fehlerfreie Funktion des Gehirns ist
an das komplexe Zusammenwirken verschiedenster Regionen und Faserbahnen gebunden, die
nicht selten weit verstreut im Gehirn lokalisiert sind. Es ist denkbar, dass die zu einem System
gehdrenden Neuronen uber die gleichen Regelmechanismen verfiigen bzw. tber die gleichen
Metabolite geregelt werden, wodurch sich die sehr unterschiedliche Verteilung der SPHK1a-
immunreaktiven Neurone im Gehirn erklaren wiirde.

Neben den immunreaktiven Neuronen zeigten unabhé&ngig von der Fixierung die glatten
GefalBmuskelzellen eine starke SPHK1a-IR. Im Vergleich zu entsprechenden GefaRen anderer
Organe war die IR der cerebralen vaskuldren Myozyten deutlich starker, insbesondere bei den
intracerebralen GefaRen kleineren Durchmessers. Das Vorkommen der SPHK1a selbst in den
muskelschwachen kleinen cerebralen Blutgefalien kdnnte mit der Regulierung des Blutdrucks
zusammenhangen, denn im Gehirn ist eine Ausdehnung des Gefallbettes durch die kndcherne
Begrenzung nur eingeschréankt mdoglich. Ein vermehrter Einstrom muss immer mit einem
erhdhten Ausstrom gekoppelt sein, ansonsten resultiert ein Hirnddem. Auf Blutdruck-
schwankungen kann das Gehirn durch die Autoregulation des Blutdrucks schnell reagieren,
denn bei Dysregulation resultiert schon nach Sekunden Schwindel und kurze Zeit spater
Bewusstlosigkeit und irreversible Schaden. Durch den hohen Gehalt an SPHK1a in den
vaskuldren Myozyten konnte eine genaue Blutdruckregulierung bis in die kleinen
intracerebralen GefaRe mdglich sein und so Blutdruckschwankungen vorbeugen. Der hohe
Gehalt an SPHK1a in den glatten Muskelzellen erhoht die Ca®*-Empfindlichkeit der
kontraktilen Elemente, die dadurch in der Lage sind, auch auf kleine Anderungen der
intrazellularen Ca**-Konzentration zu reagieren (Bolz et al., 2003). Weiterhin konnte die
SPHK1a via intrazelluldres S1P durch Beeinflussung der Ca?*-Freisetzung aus intrazelluldren
Speichern die myogene Reaktion der Myozyten steuern (Young et al., 2002; Bolz et al.,
2003). Da S1P nicht nur als second messenger intrazelluldr, sondern auch als Ligand
extrazellular agiert, kdnnte auch ein auto- bzw. parakriner Regelmechanismus denkbar sein,
um auf die Kontraktilitdt der vaskuldren Muskelzellen einzuwirken. Entsprechend wiesen
verschiedene Untersuchungen bei den HirngefaBen eine durch physiologische
Konzentrationen von S1P induzierbare Vasokonstriktion nach (Tosaka et al., 2001; Coussin et
al., 2002; Salomone et al., 2003).
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Spinalganglien, N. ischiadicus

Bisherige Studien (ber das Vorkommen der SPHK im Nervensystem beschranken sich auf
Untersuchungen des Gehirns, tber das periphere Nervensystem und Ruckenmark gibt es
keine veroffentlichten Daten. In der vorliegenden immunhistochemischen Arbeit wurde die
SPHK1a im Spinalganglion und im N. ischiadicus nur in den glatten Muskelzellen der
BlutgefaRe nachgewiesen. Weder die Ganglienzellen, noch die Nervenfasern zeigten eine
SPHK1a-IR. Die Neurone bendtigen folglich fiir die Aufrechterhaltung des Zellmetabolismus
in den Perikara keine SPHK1a. Da weiterhin auch der Nachweis der SPHK1a in den
Nervenfasern der Ganglien und des N. ischiadicus nicht erbracht werden konnte, scheint
SPHK1a auch nicht an der Weiterleitung der Aktionspotenziale beteiligt zu sein, obwohl im
Reizleitungssystem des Herzens schon gezeigt wurde, dass S1P in der Lage ist verschiedene
lonenkanale zu beeinflussen. Arbeiten der Arbeitsgruppe zeigen in isolierten Spinalganglien-
Neuronen einen Anstieg der SPHK-IR (unpublizierte Daten).

Die SPHK1la-IR der vaskuldren Muskelzellen verénderte sich in Abhéngigkeit vom
GeféaBgebiet und GeféalRdurchmesser: Bei den Myozyten der kleinen muskelschwachen
BlutgefaRe wurde keine SPHK1la-IR festgestellt. Insgesamt war die SPHK1la-IR der
vaskularen Myozyten im Vergleich zu glatten Muskelzellen entsprechender Blutgefélie
anderer Organe, wie Herz, M. biceps brachii, Darm, Niere oder auch Gehirn, geringer. Im
peripheren Nervensystem hingegen, in perineuralen Blutgeféalien des N. ischiadicus war eine
starke SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen vorhanden, die bei Eintritt der GefaRe in den
Nerv abrupt endete. Der Nachweis der SPHK1a in den vaskuldren Myozyten deutet auf eine
Beteiligung des enzymatischen Produktes, S1P, an der Regulation des lokalen Blutflusses hin.
Die genaue Wirkungsweise des S1P, intra- oder extrazelluldr, auto- oder parakrin, ist jedoch
auch hier noch nicht bekannt. Es bedarf daher noch weiterer Untersuchungen, um diese

Regelmechanismen zu entschlusseln.
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Urogenitaltrakt

Niere

Verschiedene Studien wiesen sowohl das Produkt S1P (Van Veldhoven et al., 1994; Yatomi
et al., 1997) als auch die synthetisierenden Enzyme, SPHK1 und SPHK2, (Kohama et al.,
1998; Liu et al., 2000; Melendez et al., 2000) in Homogenaten der Niere unterschiedlicher
Spezies nach. Eine spatere Enzymaktivitatsuntersuchung an Mause-Geweben bestétigte die
hohe Konzentration der SPHK in der Niere (Fukuda et al., 2003). Auf Proteinebene wurde die
SPHK1a in der Niere im Menschen immunhistochemisch nur in den Tubuli renales in hoher
Konzentration nachgewiesen (Murate et al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigte die
immunhistochemische Untersuchung der vorliegenden Arbeit in der Ratten-Niere eine sehr
starke SPHK1a-IR der glatten Muskulatur des Nierenbeckens und der Nierengefdle. Die
kleinen Nierengefdlle, wie die Aa. corticales radiatae, Vasa afferentes und efferentes, wiesen
kein einheitliches Verteilungsmuster der SPHK1a-IR auf: Neben den SPHK1a-
immunreaktiven GefalRen konnten auch einige GeféaRe identifiziert werden, die keine
SPHK1la-immunreaktive Myozyten besalen. Die differente SPHK1a-IR der BlutgefaRe
kénnte mit der unterschiedlichen Durchblutung der Bereiche in der Niere zusammenhéngen,
so ist die Nierenrinde im Vergleich zum Nierenmark deutlich starker durchblutet (Steinhausen
et al., 1993) und konnte sich daher auch in der Regulierung des Blutflusses von der des Marks
unterscheiden. Die GefalRe in der Nierenrinde zeigten zum grofiten Teil eine SPHK1a-IR der
glatten Muskelzellen, wohingegen die BlutgefaRe in der Medulla renalis keine SPHK1a-
immunreaktiven vaskuldren Myozyten besaflen, so zeigten die Vasa recta allgemein keine
SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen. Die Vasa recta unterscheiden sich grundsatzlich auch
durch ihren Wandbau, der perizytenreichen prakapillaren Arterien entspricht, von den
BlutgefalRen des Cortex renalis (Benninghoff und Drenckhahn, 2004b). Der unterschiedliche
Wandaufbau und die SPHK1a-IR der glatten Gefallmuskelzelle liefern somit Hinweise auf
eine unterschiedliche Blutflussregulierung des Nierenmarks bzw. der Nierenrinde.
Untersuchungen der renalen Blutdruckregulierung zeigten eine Reduktion des renalen
Blutflusses durch die intraventse Applikation von S1P (Bischoff et al., 2000), weiterhin
konnte durch exogenes S1P eine Vasokonstriktion der Aa. interlobares ausgeldst werden
(Bischoff et al., 2000). Die Reaktion der renalen Blutgeféalie und der Nachweis der SPHK1a in
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der vaskuldren Muskulatur 1a8t auch in der Niere auf eine parakrine bzw. autokrine

Wirkungsweise des S1P auf den regionalen Blutfluss schlieRRen.

Uterus

Bislang gibt es noch keine Informationen tiber das Vorkommen der SPHK oder des S1P im
Uterus. Die immunhistochemischen Ergebnisse dieser Arbeit sind daher die ersten
veroffentlichten Daten Uber das Vorkommen der SPHK1a im Uterus der Ratte. Entsprechend
den Resultaten der anderen untersuchten Organe zeigten auch hier die glatten Muskelzellen
der Blutgefalie eine starke SPHK1a-IR. Bei den kleinen GefélRen war die SPHK1a-IR deutlich
geringer ausgepragt als bei den Geféllen groReren Durchmessers. Die Spiralarterien im
Endometrium wiesen keine SPHK1a-IR auf. Weiterhin zeigten die glatten Myozyten des
Myo- und Perimetriums eine sehr starke SPHK1a-IR. Die SPHK kann die myogene Reaktion
und den Muskeltonus der BlutgeféRRe tber S1P verandern (Bolz et al., 2003), daher wére es
auch denkbar, dass nicht nur die vaskuldre Myozyten, sondern auch die glatten Muskelzellen
des Uterus durch die SPHK1a in ihrer Kontraktion beeinflusst werden, wie dies schon bei den
glatten Muskelzellen der Atemwege (Rosenfeldt et al., 2003) und des Magens (Zhou et al.,
2004) gezeigt wurde. Die SPHK1a-immunreaktiven Muskelzellen wéren ferner tber eine
parakrine  Wirkung des S1P durch die umgebenden Muskelzellen Uber S1P-
Rezeptorenaktivierung beeinflussbar. Die parakrine Wirkung des S1P kdnnte zu einer
Kontraktionssteigerung oder auch zu einer vermehrten Proliferation der glatten Muskelzellen
(Auge et al., 1999) und der Fibroblasten (Olivera und Spiegel, 1993) fiihren, z. B. wéhrend
der Schwangerschaft. Eine Untersuchung der Veranderung der Expression wahrend der
Schwangerschaft konnte eine wichtige Beteiligung der SPHK1a an den Umbauvorgéngen des
Uterus wéhrend der Schwangerschaft klaren.

Im Uterus war die Lokalisation des Enzyms nicht nur auf vaskulare Zellen oder die glatte
Muskulatur beschrénkt. Zwischen den Muskelfaserbundeln wies noch eine Subpopulation der
interstitiellen Zellen eine sehr starke SPHK1a-IR auf, jedoch gelang eine weitere Zuordnung
der Zellen nicht. Die durchgefiihrten Doppelimmunfluoreszenzen schlossen verschiedene
immunkompetente Zellen aus, denn es konnte keine Komarkierung mit den Antikoérpern ED1,
ED2 oder OX6 nachgewiesen werden. Weitere Doppelimmunfluoreszenzen schlossen eine
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Zugehorigkeit zu den kontraktilen Zelltypen des Uterus, wie glatte Muskelzellen und
Myofibroblasten, aus, da die SPHK1a-immunreaktiven, interstitiellen Zellen keine aSMA-IR
besaRen. Ferner enthielten die SPHKZla-immunreaktiven interstitiellen Zellen auch kein
Vimentin, ein Marker fir zervikale Fibroblasten. Die SPHKZla-immunreaktiven Zellen
gehoren somit weder zu den glatten Muskelzellen, den Myofibroblasten noch zu den
zervikalen Fibroblasten.

Die nicht néher einzuordnenden SPHK1a-immunreaktiven Zellen kénnten auf das umliegende
Gewebe parakrin einwirken. So koénnte der Wiederaufbau des Stratum functionale des
Endometriums in der Proliferationsphase des Menstruationszyklus durch SPHKla mit
beeinflusst werden, da das enzymatische Produkt, S1P, extrazelluldar neben einer
proliferativen Wirkung auf Muskelzellen (Auge et al., 1999) und Fibroblasten (Olivera und
Spiegel, 1993) auch die Angiogenese (English et al., 2002) im Endometrium steigern kénnte.
Untersuchungen der SPHK1a-Verteilung wahrend der unterschiedlichen Phasen des
Menstruationszyklus konnten hier wichtige Informationen zu der Beteiligung der SPHK1a

liefern.

Nebennniere

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals Untersuchungen tber das Vorkommen der SPHK
in der Nebenniere durchgefihrt. Die SPHK1a wurde immunhistochemisch in der Nebenniere
der Ratte nur in den glatten Muskelzellen der Gefélle nachgewiesen, das Parenchym zeigte
keine SPHK1a-IR. Analog zu den anderen untersuchten Geféal3gebieten dieser Arbeit zeigten
auch hier die vaskuldren Myozyten mit abnehmenden GeféalRdurchmesser eine Verminderung
der SPHK1a-IR. Die oberflachlichen Blutgefdle des Arteriennetzes wiesen eine starke
SPHK1a-IR der glatten Muskelzellen auf, wahrend die SPHK1a-IR der Aa. perforantes und
der Zentralvene nur noch gering nachweisbar war. Bei den Kapillaren der Nebenniere konnte
keine SPHK1a-IR festgestellt werden. Der Einfluss von SPHK1a bzw. des S1P auf den
lokalen Blutfluss wird sicherlich auch hier eine zentrale Rolle in der Blutdruckregulation
spielen. Jedoch unterscheidet sich das GefaRRsystem der Nebenniere von den meisten anderen
Organen durch das Vorhandensein der weitgestellten medulléren Kapillaren und besitzt somit
auch differierende Regelmechanismen des Blutflusses in diesem Bereich. Die SPHK1a konnte
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nur in den oberflachlichen Arteriennetzen nachgewiesen werden und somit wird auch die
Beteiligung des S1P an der Blutdruckregulation an der Organoberflache enden und erst
wieder in den groReren SPHKla-immunreaktiven Zentralvenen des Nebennierenmarks
beginnen. Im Organinneren der Nebennieren wird das Blut vorwiegend in den fenestrierten
Kapillaren transportiert und hier scheinen andere Mechanismen flr die Regulierung der
Blutversorgung ausschlaggebend zu sein. Der Zusammenhang der SPHK1a-Verteilung und
die damit verbundene Blutdruckregulation ist jedoch noch nicht geklart und es bedarf weiterer
Forschung, um die exakten Regulierungsmechanismen zu verstehen, bisher konnte nur eine
gefaRspezifische und konzentrationsabhéngige Wirkung von S1P bzw. SPHKla auf
Blutgeféalle gezeigt werden (Watterson et al., 2005).

Bewegungsapparat

M. biceps brachii

Schon 1997 konnte in der Skelettmuskulatur der Ratte S1P in geringer Konzentration nach-
gewiesen werden (Yatomi et al., 1997). Darauf folgende Northern Blot-Untersuchungen der
humanen sowie auch der Mause-Skelettmuskulatur stellten eine geringe SPHK1-mRNA
Konzentration fest (Kohama et al., 1998; Liu et al., 2000; Melendez et al., 2000). Weitere
Northern-Blot-Studien an Skelettmuskulatur zeigten eine geringe SPHK2-Konzentration in
humanen Gewebehomogenaten, im Mause-Skelettmuskel konnte jedoch keine SPHK2 nach-
gewiesen werden (Liu et al., 2000). Eine Enzymaktivitatsstudie stellte eine geringe Aktivitét
der SPHK im Mause-Skelettmuskel fest (Fukuda et al., 2003). In dieser Arbeit konnten die
Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen auf Proteinebene im Ratten-Skelettmuskel
bestatigt werden: Nur vereinzelte Muskelfasern der Skelettmuskulatur wiesen eine geringe
SPHK1a-IR auf, die Gbrigen zeigten keine IR. Bei den glatten Muskelzellen der BlutgeféalRe
wiesen selbst die der kleinen muskelschwachen GefaRe eine sehr starke SPHK1a-IR auf. Im
Vergleich zu entsprechenden GefdRen anderer Organe, wie Trachea, Lunge, Leber und
Uterus, war die SPHK1a-IR der vaskularen Myozyten im Skelettmuskel starker. Die SPHK1a
ist auch hier in der Skelettmuskulatur an der Regulation des lokalen Blutflusses beteiligt, wie

Untersuchungen von Bolz et al. (2003) gezeigt haben: So fiihrt eine Uberexpression der
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SPHK1a in glatten Gefalmuskelzellen zu einer Verstarkung der myogenen Reaktion und des
Muskeltonus der Widerstandsgefale in der Skelettmuskulatur. Um den genauen Regel-
mechanismus der Blutflussregulierung durch SPHK1a bzw. S1P zu entschlisseln, sind jedoch
noch weitere Untersuchungen notwendig.

Zwischen den Muskelfasern des M. biceps brachii waren vereinzelt Strukturen mit einer
starken SPHK1a-IR zu erkennen, die nicht naher bestimmt werden konnten. Doppelimmun-
fluoreszenzuntersuchungen zeigten eine enge topographische Beziehung der mit einem
Antikorper gegen NF68 markierten Nervenfasern und den SPHKZla-immunreaktiven
Strukturen zwischen den einzelnen Muskelfaserbiindeln, jedoch konnte keine Kolokalisation
der neuronalen und SPHK1a-immunreaktiven Strukturen nachgewiesen werden. Aufgrund der
Lokalisation und Morphologie konnte es sich hierbei um Muskelspindeln des M. biceps
brachii handeln, die SPHK1a-immunreaktive kontraktile Kernketten oder Kernhaufenfasern
beinhalten. Die SPHK1a in den Kernketten- oder Kernhaufenfasern kénnte tiber Erhéhung der
Ca®*-Sensibilitat der kontraktilen Elemente via S1P (Young et al., 2002) die Empfindlichkeit
der Muskelspindeln auf Dehnungsreize steuern (Kahle et al., 1991) und dadurch auch geringe
Anderungen der Muskelkontraktion bzw. -lange registrieren und weiterleiten. Weiterhin kann
SPHK1a auch (ber eine Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration durch Freisetzung
aus intrazellularen Speichern oder durch Ca?*-Einstrom in die Zelle eine starkere Zellantwort
bewirken und somit auch sehr kleine Anderungen der Muskellange- oder -kontraktion
weiterleiten (Young et al.,, 2002; Alewijnse et al., 2004). Die Verdnderungen der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration und Ca®*-Sensitivitat durch SPHK1a wurden nur in glatten
Muskelzellen (Alewijnse et al., 2004; Watterson et al., 2005) untersucht, der SPKH1a-

Wirkungsnachweis in den intrafusalen Fasern der Muskelspindeln fehlt bislang noch.

Die hier vorgestellten Daten zeigen eine weitreichende organspezifische Verteilung der
SPHK1 und bilden die Grundlage zum Verstandnis der Funktion bioaktiver Sphingolipide in
der Homoostase verschiedener Organe. Die Kenntnis der Lokalisation ist eine unbedingte
Voraussetzung fir die Addressierbarkeit durch pharmakologische Intervention. Die
konsistente Prasenz des Enzyms in den Bereichen der GefalRe unterstiitzt die funktionellen
Untersuchungen und stellt das Sphingosinkinase/Sphingosin 1-Phosphatsystem als einen
wichtigen Faktor in der Regulation der Organdurchblutung dar.
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Zusammenfassung

Sphingosin-1-Phosphat (S1P), ein bioaktives Sphingophospholipid, ist an vielen wichtigen
zelluldren Regelmechanismen, wie z.B. der Apoptose, Proliferation, Kontraktion und
Inflammation beteiligt. S1P wirkt intrazellulér als second messenger, aber auch extrazellular
als Ligand einer Gruppe von fiinf G-Protein-gekoppelten S1P-Rezeptoren. S1P wird durch
Sphingosinkinasen (SPHK) aus Sphingosin generiert. Die identifizierten beiden SPHK-
Isoformen, SPHK1 und 2, weisen neben spezifischen Eigenschaften auch verschiedene
Lokalisationen in der Zelle auf. Man unterscheidet 2 funktionell identische SPHK1
Isoformen: SPHK1a und SPHK1b. Die SPHK1, wichtig fiir Wachstum und Uberleben der
Zelle, ist durch verschiedenste Molekile, wie Liganden von Wachstumsfaktorrezeptoren
(PDGF, EGF, VEGF), von G-Protein-gekoppelten (Acetycholin) und von Immunoglobulin-
Rezeptoren (FcgRlI, FcgRIII) sowie auch durch Zytokine (TNFa) aktivierbar.

Obgleich S1P in die Regulation wichtiger essenzieller Signaltransduktionswege integriert ist,
bestehen nur unzureichende Informationen (ber die Lokalisation des S1P-generierenden
Enzyms SPHK1 in den verschiedenen Organsystemen. In dieser Arbeit wurde
immunhistochemisch die Lokalisation des SPHK1a-Proteins in verschiedenen Organsystemen
der Ratte untersucht. Nahezu alle arteriellen Stromgebiete des Kdrperkreislaufs zeigten von
den organversorgenden Hauptasten bis hin zu den kleinen Arteriolen und Venolen in der
glatten Muskulatur eine SPHK1a-Immunreaktivitét (IR); Arterien muskuldren Bautyps hierbei
starker als Arterien des elastischen Typs und Venen. Weiterhin war die Intensitat der
Immunreaktivitat der glatten Gefadmuskulatur abhangig von der GefaRgrolie. Die SPHK1a-
IR war auch in Abhdngigkeit vom Organ unterschiedlich ausgepragt. So wiesen die Arterien
des Gehirns, Herzens, Zunge, der verschiedenen Darmanteile, Niere und des M. biceps brachii
eine starkere Immunfluoreszenz der glatten Muskulatur auf als vergleichbare GefaRe der
Trachea, Lunge, Leber, Nebenniere, Uterus und Vasa nervorum grofler Nerven. Die
ubiquitdre Lokalisation der SPHK1a in den glatten Muskelzellen der Blutgefalie erweitert die
Ergebnisse der Untersuchungen an BlutgefaRen, die eine Beteiligung der S1P an vaskul&ren
Regelmechanismen nachwiesen.

Die nicht-vaskulare glatte Muskulatur der untersuchten inneren Organe, wie Atemwege,
Gastrointestinaltrakt, Nierenbecken und Uterus, zeigte eine deutlich starkere SPHKla-
Immunreaktivitat als die glatte Muskulatur der BlutgefaRe. Nicht-glattmuskulare neuronale
Zellen mit einer SPHK1a-IR wurden im GrofRhirn in bestimmten Bereichen um die Ventrikel

und in verschiedenen Arealen des Cortex nachgewiesen. Das Vorkommen der SPHK1a in
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bestimmten Neuronenpopulationen weist auf eine Beteiligung von S1P in der Funktion von
Neuronen hin. Die im Uterus beobachteten SPHK1a-IR Zellen zeigten weder eine
Kolokalisation mit Markern immunkompetenter Zellen, noch mit glattmuskuldarem Aktin.
Weiterhin wurden vereinzelte nicht-glattmuskulare, SPHK1a-immunreaktive Zellen in den
Glandulae intestinales und tracheales nachgewiesen. In Zellen mit einer hohen Proliferations-
und Mitoserate, wie im Uterus, in den Glandulae intestinales und tracheales, wurde eine hohe
Konzentration intrazellularer SPHK1a detektiert, was flr eine para/autokrine S1P-vermittelte
Stimulation der Mitoserate spricht.

Die Integration des SPHK1a/S1P Signalwegs in essenzielle Signaltransduktionswege ist
bekannt, jedoch konnten bisher weder die Quellen des S1P, d.h. die synthetisierenden Zellen,
noch die genauen Regulationsmechanismen entschlisselt werden. Lediglich der
Zusammenhang zwischen der Dysregulation verschiedener Sphingolipid-Regelmechanismen
und der Pathogenese einiger Erkrankung wie Arteriosklerose, arterieller Hypertonie, Apoplex,
Asthma bronchiale und Autoimmunerkrankungen konnte bisher festgestellt werden. Die
vorliegende Arbeit bildet einen Baustein flr weiterfliihrende Untersuchungen der extra- und
intrazelluldaren Wirkung von S1P und der Entschlusselung der zu Grunde liegenden
Sphingolipid-Regelmechanismen.

Summary

The bioactive sphingolipid sphingosine 1-phosphate (S1P) is an important modulator of
cellular processes like apoptosis, proliferation, contraction and inflammation. S1P acts
intracellularly as a second messenger and interact upon release extracellularly with a class of
five different G-protein coupled S1P-receptors. S1P is synthesized via two sphingosine kinase
isoforms (SPHK1 and 2). The SPHK1 and 2 have different properties and intracellular
localisations. Two functional identical SPHK1 isoforms, SPHKl1a and b, can be
discriminated. The SPHK1 enzyme is important for growth and viability of cells and can be
activated by a huge variety of different molecules like ligands of growth factor receptors
(PDGF, EDG, VEGF), G-protein coupled receptors (acetylcholine), immunoglobulin
receptors (FcgRI, FcgRIII) and cytokine receptors (TNF).

The importance of SPHK1/S1P as part of essential signalling pathways is clear but the cell
specific localisation of the enzyme remained to be determined. In this study we investigated

by means of immunohistochemistry the localization of the SPHK1a-protein in different
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organs of the rat. SPHK1a-immunoreactivity (IR) was found in the vascular smooth muscle of
almost all main arteries, from the aorta down to the level of the arterioles. Arteries from the
muscular type showed stronger IR compared to elastic arteries and veins. The intensity of the
IR was also dependent on the vessel size with stronger IR in larger vessels. The SPHK1a-IR
showed an organ specific pattern. The immunreactivity of arterial smooth muscle was
stronger in brain, heart, tongue, gastrointestinal tract and striated muscle compared to airways,
liver, adrenal, uterus and the vasa nervorum. The almost ubiquitous localisation in vascular
smooth muscle corroborates the physiological and biochemical results and indicates an
important role of SPHK1/S1P in the regulation of vascular function. The SPHK1a-IR of non-
vascular smooth muscle of inner organs like airways, gastrointestinal tract, renal pelvis and
uterus was stronger compared to the vascular smooth muscle. Non-muscular cells in the grey
matter of the forebrain and around the ventricles of the brain also exhibited SPHK1a-IR
which points to an involvement of S1P signalling in neuronal function. SPHK1a-IR was also
present in cells of the uterus that could not be stained with markers for immune cells or
smooth muscle. In addition, single non-muscular cells that were SPHK1-IR could also be
found in intestinal and tracheal glands which were known to contain cells with a high
proliferative capacity.

It is well known that the sphingosine kinase 1/sphingosine 1-phosphate pathway is coupled to
essential signalling transduction pathways and a dysbalance of the spingolipid system is
coupled to diseases like arteriosclerosis, hypertonie, apoplexy, asthma and autoimmune
diseases prior to the work of this thesis however the S1P synthesizing cells were unknown in
most organs. Therefore, this work is of relevance for subsequent investigations of intra- and

extracellular actions of S1P.
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