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1 Einleitung

1.1 Kinasen und Phosphatasen regulieren das Ausmalf der
Substrat-Phosphorylierung

Reversible Phosphorylierung ist die haufigste posttranslationale Modifikation
intrazellularer Proteine (Khoury 2011) und reguliert das Leben der Zelle auf
nahezu jede erdenkliche Art und Weise (Cohen 2002). Haufig beeinflussen
Phosphorylierung und Dephosphorylierung enzymatische Aktivitat und damit
verschiedenste nachgeschaltete Signalkaskaden. Wie mit einem molekularen
Schalter erméglichen sie so die Kontrolle unterschiedlicher zellularer Prozesse:
Zellwachstum, Differenzierung, Migration und metabolische Homo6ostase sind
nur einige Beispiele. Zu welchem Anteil ein Substrat phosphoryliert ist, wird durch
Kinasen und Phosphatasen reguliert, deren katalytische Prozesse sich
entgegengesetzt auswirken. Dysfunktionen spezifischer Kinasen oder
Phosphatasen sind mit zahlreichen Krankheitsbildern assoziiert; darunter
verschiedene maligne Tumorerkrankungen, kardiovaskulare und neurologische
Erkrankungen und metabolische Stérungen wie Adipositas, Insulinresistenz und
Diabetes Mellitus Typ 2 (Zhao et al. 2015, Bae et al. 2012).

Kinasen katalysieren die Phosphorylierung, indem sie die y-Phosphatgruppe von
Nukleosidtriphosphaten - fast immer von Adenosintriphosphat (ATP) - auf
bestimmte Aminosauren (AS) von Proteinen oder auf freie Hydroxylgruppen
kleiner Moleklle wie Kohlenhydrate, Nukleoside oder Lipide Ubertragen (Fabbro
et al. 2015). Kinasen bilden eine der grof3ten bekannten Proteinfamilien — mit
Uber 100 homologen Enzymen bei der Hefe und Gber 550 beim Menschen (Berg
et al. 2014). Demgegenuber kodiert das menschliche Genom zwar nur fir etwa
200 katalytische Untereinheiten von Phosphatasen (Sacco et al. 2012; Liberti et
al. 2013; Chen et al. 2017); diese bilden durch Komplexbildung mit
verschiedenen targeting- und spezifitditsdeterminierenden Untereinheiten jedoch
eine ahnlich grol3e Klasse von Enzymen wie die Kinasen (Ubersax & Ferrell Jr
2007; Virshup & Shenolikar 2009; Bollen et al. 2010). Phosphatasen vermitteln



ihrerseits die Dephosphorylierung, indem sie die Phosphorylgruppe (PO3)? ihres
Substrats hydrolysieren.

Im Hinblick auf die entscheidende Rolle, die Phosphatasen in der Kontrolle der
Signaltransduktion einnehmen, kommen sie als medikamentdse Angriffspunkte
in Frage (Nguyen et al. 2013, He et al. 2014).

1.2 Klassifikation der Phosphatasen

Die ca. 200 beim Menschen identifizierten Phosphatasen unterscheiden sich in
den Aminosauresequenzen ihrer katalytischen Doméanen und lassen sich je nach
Ubereinstimmungsgrad in sechs Enzymfamilien eingruppieren (Sacco et al.
2012).

Den Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs) werden als gro3ter Gruppe ca. die
Halfte aller Phosphatasen zugeordnet.

Metall-abh&angige Protein-Phosphatasen  (PPMs)  und Phosphoprotein-
Phosphatasen (PPPs) dephosphorylieren ihre Proteinsubstrate an den
Aminosauren Serin und/oder Threonin. Zusammen reprasentieren sie knapp
15 % aller Phosphatasen.

Phosphatasen vom Haloazid Dehalogenase-Typ (HAD-Phosphatasen) stellen
eine grol3e, ubiquitdr vorkommende Enzymfamilie dar, die sich strukturell und
mechanistisch von den Ubrigen Phosphatasen unterscheidet. Die biologischen
Funktionen dieser Enzyme sind bislang noch weitgehend unerforscht. Im
menschlichen Genom wurden >40 Mitglieder der Enzymfamilie detektiert
(Seifried et al. 2013). Eines davon ist die Phosphoglykolat-Phosphatase, die
Gegenstand dieser Arbeit ist.

Obwohl die Vertreter der Enzymfamilie bei Betrachtung ihrer gesamten
Primarstruktur nur geringe Ubereinstimmungen zeigen, so kdnnen sie dennoch
anhand von vier charakteristischen Aminosauresequenzen des aktiven Zentrums
identifiziert werden. Erkennungssequenz 1 lautet h(hhDXDXT/V (h, hydrophober
Rest; D, Aspartat; X, beliebige AS; T, Threonin; V, Valin) und beinhaltet die
Aminosaure Aspartat, die als Nukleophil fir die Funktion der HAD-Phosphatasen

unerlasslich ist, da sie den Phosphoryltransfer katalysiert: Die Dephospho-



rylierung eines Substrats erfolgt Uber die Bildung eines Phosphoaspartat-
Zwischenprodukts. Der folgende nukleophile Angriff durch ein Wassermolekiil an
diesem Zwischenprodukt bewirkt die Freisetzung von Phosphat und die
Wiederherstellung des Aspartatrests. Die Aminosdure Aspartat koordiniert
zusammen mit dem zweiten Aspartat aus Erkennungssequenz 1 den
obligatorischen  Cofaktor Mg?* im aktiven Zentrum. Ein weiteres
Erkennungsmerkmal aller HAD-Phosphatasen ist eine modifizierte Rossmann-
Faltung der katalytischen Region.

Die Lipid-Phosphatasen (LPs) bilden drei Klassen mit insgesamt 37 Mitgliedern
(Liberti et al. 2013). Sie konnen bestimmte Phospholipide bzw. Lyso-
phospholipide, wie beispielsweise Sphingosin-1-phosphat, dephosphorylieren
(Sigal et al. 2005).

Die sechste Gruppe der Phosphatasen ist die der NUDT- oder auch Nudix-
Phosphatasen. Sie werden so bezeichnet, da sie Nukleosiddiphosphate
hydrolysieren, die an einen anderen Rest ,X“ gebunden sind (Bessman et al.
1996; Gabelli et al. 2002).

In weiteren aktuellen Studien werden die >200 Proteine des Menschen mit einer
Phosphatase-spezifischen katalytischen Doméne gemalR ihrer Faltung gruppiert
und weiter in Enzymfamilien unterteilt (Chen et al. 2017). Demnach gehdéren die
Phosphatasen mit einer bereits bekannten Phosphatase-Aktivitdt zehn
unterschiedlichen Faltungen, darunter z.B. auch die der Histidin-Phosphatasen,

und insgesamt 21 Enzymfamilien an.



1.3 Charakterisierung der Phosphoglykolat-Phosphatase

Pgp, das fur die Phosphoglykolat-Phosphatase (PGP) kodierende Gen, wurde
mittels Datenbankrecherche und phylogenetischer Analysen als Paralog der
Pyridoxalphosphat-Phosphatase (PDXP, auch bekannt als Chronophin),
identifiziert (Seifried et al. 2014). PGP wurde ursprunglich aufgrund seiner
biochemischen Eigenschaften AUM (fur Aspartat-basierte, ubiquitare, Mg?*-
abhangige Phosphatase) genannt, denn es nutzt als Phosphatase vom HAD-Typ
einen Aspartatrest als Nukleophil im aktiven Zentrum, der den Transfer der
Phosphatgruppe katalysiert. Die katalytische Aktivitat wurde in Bezug auf das
kinstliche Substrat para-Nitrophenylphosphat (pNPP) getestet. Wéhrend es von
PGPWT dephosphoryliert werden konnte, war die Punktmutante (Austausch des
katalytisch essentiellen Aspartats gegen Asparagin an Position 34 der HAD-
Erkennungssequenz 1, PGPP34N) Phosphatase-inaktiv (Seifried et al. 2014). Auf
eine ubiquitéare Expression der PGP konnte durch Western-Blot-Analysen
unterschiedlicher Gewebeproben geschlossen werden. Die Aufhebung der
katalytischen Aktivitat durch den Mg?*-Chelator EDTA verdeutlicht, dass die flr
HAD-Phosphatasen typische Abhangigkeit von Mg?* als Cofaktor auch bei der
PGP vorliegt (Seifried et al. 2014). Das murine Protein hat ein Molekulargewicht

von 34,5 kDa und besteht aus 321 Aminoséauren.

1.3.1 Potentielle Substrate der PGP

Phosphatasen vom HAD-Typ weisen ein bemerkenswert vielfaltiges Spektrum
an kleinen und groRen Substratmolekilen auf (Burroughs et al. 2006). Die
Bandbreite reicht von Metaboliten, Lipiden Uber DNA bis hin zu an
Serin/Threonin- oder an Tyrosinresten phosphorylierten Proteinen (Seifried et al.
2014). Auch fir die PGP sind bereits unterschiedliche Substrate beschrieben.

1.3.1.1 Tyrosylphosphorylierte Proteine und Nukleotide
Eine potentielle Substratpraferenz der PGP gegentiber Phosphopeptiden wurde

in vitro mit Array-Assays, die insgesamt 720 unterschiedliche Phosphopeptide



umfassten, untersucht. Wahrend keine Aktivitat gegenuber Ser(P)- oder Thr(P)-
Peptiden detektiert wurde, dephosphorylierte die PGP einen kleinen Teil (~3.5 %)
der Tyr(P)-Peptide. Darlber hinaus zeigten Phosphatase Overlay-Assays, dass
die PGP an Tyrosinresten phosphorylierte Proteine aus HelLa-Zellen direkt
hydrolysiert (Seifried et al. 2014). In der murinen Spermatogonien-Zelllinie GC1-
spg fuhrte PGP-Verlust durch RNA-Interferenz nach Stimulation mit
Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF) zu einer Zunahme tyrosylphosphorylierter
Proteine. Dies lasst vermuten, dass die PGP als Tyrosinphosphatase in durch
EGF induzierte Signalkaskaden involviert ist. Physiologische Tyr(P)-Substrate
der PGP sind jedoch bislang noch unbekannt. AuRerdem kann die PGP in vitro
auch Nukleotide dephosphorylieren (ADP > ATP = GDP = GTP) (Seifried et al.
2014).

1.3.1.2 Glycerin-3-phosphat

Kdrzlich konnte gezeigt werden, dass murine PGP (mPGP) in vitro als
Glycerin-3-phosphat (G3P)-Phosphatase fungieren kann (Mugabo et al. 2016)
und die Autoren weisen in PGP-inaktivierten Hepatozyten der Ratte erhdhte
G3P-Spiegel nach. Die Veréffentlichung zeigt dartiber hinaus, dass die PGP den
Glukose- und Lipidmetabolismus in Hepatozyten und (-Zellen des Pankreas
unter metabolischen Uberflussbedingungen beeinflusst. Als Grund dafiir wird die
spezifische Aktivitat der PGP gegeniiber G3P angesehen. Die Kenngrof3en der
Enzymkinetik sind fur die Hydrolyse von G3P durch mPGP mit einer
Michaeliskonstante (Km) von 1.29 + 0.42 mM, einer Wechselzahl (Kcat) von
0.10 £ 0.01 s? und einer maximalen Reaktionsgeschweindigkeit (Vmax) von
~100 nmol/min/mg Protein angegeben.

Demgegenuber wird Phosphoglykolat (PG), ein weiteres Substrat der PGP (siehe
Kap. 1.3.1.3), durch mPGP mit einer Km von 0.3 £ 0.05 mM, einer Kcat von
2.13+0.1s? und einer Vmax von ~2400 nmol/min/mg Protein hydrolysiert
(Seifried et al. 2016).

Der 4.3-fach niedrigere 1/Ku-Wert fiir G3P verglichen mit dem fur PG als Substrat
gibt n&herungsweise eine niedrigere Affinitat der PGP gegenuber G3P an.

Zudem scheint mPGP G3P weitaus ineffizienter zu dephosphorylieren als PG,



was durch die fur G3P 21.3-fach niedrigere kcat verdeutlicht wird. Und auch Vmax
als Mal} fur die maximale Umsatzgeschwindigkeit ist fir G3P ~24-fach niedriger
als fur PG.

Da die Level von G3P in Hepatozyten aber ~175-mal héher sind als die von PG,
schlussfolgern Mugabo et al., dass G3P trotz der hohen Km des Enzyms ein

physiologisch relevantes PGP-Substrat ist (Mugabo et al. 2016).

1.3.1.3 Phosphoglykolat

Wie Seifried et al. 2016 mit in vitro Phosphatase-Assays erstmals zeigen
konnten, wird Phosphoglykolat (PG) durch hoch gereinigte, rekombinante murine
PGP effizient dephosphoryliert (kcat = 2.13 + 0.1 s!), wohingegen sowohl durch
PGPP3*N als auch durch PDXP keine nachweisbare Hydrolyse von PG stattfand.
Auch in Lysaten aus E8.5-PgpWTWT-Embryonen war die Phosphatase-Aktivitat
gegeniber PG nachweisbar. Sie ist abgeschwacht in heterozygoten PgpWT/D34N-
Embryonen und in PGP-inaktivierten PgpP34ND34N-Embryonen  kaum
nachweisbar (Segerer et al. 2016).

Phosphoglykolat ist ein 2-Desoxyribose-Fragment, das bei der Reparatur
oxidativer DNA-Schéden freigesetzt wird (Abb. 1). Das Leben unter aeroben
Bedingungen beglnstigt die Bildung endogener und exogener reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS), die fortwahrend DNA-Schaden verursachen. Sie
erzeugen Einzel- oder Doppelstrangbriiche der DNA (ESBs, DSBs) unter
anderem mit einem 3'-Phosphat- oder einem 3‘-Phosphoglykolat (3'-PG)-Ende
(Povirk 2012, lyama & Wilson 2013). Pro Zelle kommt es taglich allein zu
zehntausenden an ESBs (Vilenchik & Knudson 2000), deren 3‘-Enden zu einem
Anteil von 10 - 25 % PG tragen (Chen et al. 2007, Bertoncini & Mene 1995).
Diese 3'-Enden mussen entfernt werden, um die DNA-Reparatur zu erméglichen.
Es ist noch nicht vollstandig verstanden, wie DNA-Schaden mit PG-tragenden
3'-Enden repariert werden (Parsons et al. 2004). Unterschiedliche Enzyme
scheinen 3‘-PG-Enden jedoch abhangig von der Konfiguration des DNA-
Strangbruchs spalten zu kénnen.

Aul3er der Tyrosyl-DNA-Phosphodiesterase 1 (TDP1) sind bislang keine weiteren

Enzyme bekannt, die hervorstehende 3‘-PG-Enden von DSBs direkt spalten



kénnen (Inamdar et al. 2002; Zhou et al. 2005). Zwar nicht direkt, aber zusammen
mit einigen wenigen terminalen Nukleotiden kann auch die Nuklease Artemis
uberstehende 3‘-PG-Enden von DSBs abspalten (Povirk et al. 2006).

Zwei apurinische/apyrimidinische Endonukleasen, APE1 und APE2, sind daruber
hinaus in menschlichen Zellen bekannt, durch deren Phosphodiesterase-Aktivitat
3-PG-Enden hydrolysiert werden (Hadi & Wilson 2000). Es wird dabei PG
freigesetzt (Winters et al. 1994), das im Zytosol durch die PGP hydrolysiert
werden kann. An den 3‘-Enden bleiben Hydroxylgruppen zurick.

APEL1 ist in der Lage, 3-PG-Enden von ESBs effektiv, zuriickgezogene 3‘-PG-
Enden von DSBs weniger effektiv, stumpfe 3-PG-Enden von DSBs kaum und
hervorstehende 3°-PG-Enden von DSBs gar nicht abzuspalten (Suh et al. 1997;
Wilson 2003). Trotzdem macht die Phosphodiesterase-Aktivitat der APEL
gegenuber 3'-PG, basierend auf dem Vergleich der kca/Km-Werte, bestenfalls
1 % ihrer Endonuklease-Aktivitat aus (Suh et al. 1997). Umgekehrt zeigt die
APE2 bei schwacher Endonuklease-Aktivitat jedoch eine robuste
Phosphodiesterase-Aktivitat, die sich durch Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen
(PCNA) zusatzlich steigern lasst (Unk et al. 2001; Burkovics et al. 2006;
Burkovics et al. 2009). APE2 scheint deshalb, auch wenn die kinetischen
Parameter noch nicht genau bestimmt wurden, ein vielversprechender Kandidat
der PG-Abspaltung zu sein (Povirk 2012).

Daruiber hinaus konnte in vitro gezeigt werden, dass PG in einer Nebenreaktion
der Pyruvatkinase (PK) durch Phosphorylierung von Glykolat ATP-abhangig
gebildet werden kann (Kayne 1974).

In Pflanzen ist PG ein wichtiges Intermediat der Photorespiration. Es wird durch
die Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO) gebildet,
wenn das COz in der ersten Reaktion der photosynthetischen CO2-Fixation durch
O:2 ersetzt wird. Die PGP hydrolysiert PG daraufhin zu Glykolat, das tiber mehrere
Reaktionsschritte als Phosphoglycerat wieder dem Kalvin-Zyklus zugefihrt wird
(Bauwe et al. 2010).

Die Funktionen von PG und Glykolat in S&augetieren sind noch weitgehend
unbekannt. Die PGP wurde erstmals aus Erythrozyten des Menschen

aufgereinigt und biochemisch charakterisiert (Badwey 1977, Zecher & Wolf 1980,



Rose 1981) und man glaubte, dass PG die Bisphosphoglyceratmutase-
abhangige Hydrolyse von 2,3-Bisphosphoglycerat (2,3-BPG) 1600-fach
beschleunigt (Rose & Liebowitz 1970). 2,3-BPG ist fur die Regulation der
Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins (Hb) von grol3er Bedeutung und fuhrt zu
einer Rechtsverschiebung der Sauerstoffbindungskurve.

Wie Somoza & Beutler 1983 entgegen der friiheren Vermutung jedoch zeigen
konnten, korrelieren 2,3-BPG-Level in vivo nicht mit der Aktivitat der PGP, was
eine physiologische Relevanz der PGP oder von PG beziglich der Beeinflussung
der Sauerstoffaffinitat von Hb in Frage stellt.

Dariber hinaus wird PG in vitro als kompetitiver Inhibitor der
Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) (Meyer et al. 1989, Stiffin et al.
2008, Nowak & Mildvan 1970), der PK (Dougherty & Cleland 1985) und der
Triosephosphatisomerase (TPI) (Hartman et al. 1975) beschrieben. Die PEPCK
katalysiert mittels GTP den geschwindigkeits-bestimmenden Schritt der
Glukoneogenese: Die Umwandlung von Oxalacetat zu Phosphoenolpyruvat. Die
Pyruvatkinase Ubertragt im Rahmen der Glykolyse eine Phosphatgruppe von
Phosphoenolpyruvat auf ADP, wodurch Pyruvat und ATP entstehen.

Die TPl ist ein sehr schnell arbeitendes Enzym, das ebenfalls einen Teilschritt
der Glykolyse katalysiert: Die Umwandlung der beiden Triosephosphate
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP)
ineinander (Abb. 1). Diese Isomerisationsreaktion erfolgt Uber ein cis-Endiol-
Zwischenprodukt im aktiven Zentrum der TPI. Das Enzym kontrolliert die
Schnittstelle zwischen Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus. Wahrend im
Rahmen der Glykolyse nur GAP weiter verstoffwechselt wird, wird DHAP
letztendlich zum Kohlenhydrat-Rickgrat vieler unterschiedlicher Lipidklassen.
DHAP kann durch die zytosolische Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase (cGDH)
in G3P umgewandelt werden, das zusammen mit als Acylreste an Coenzym A
(CoA) gebundenen Fettsauren (FS) den Glycerolipid/Fettsduren (GL/FS)-Zyklus
speist (Prentki & Madiraju 2012). Uber den anabolen Zweig des Zyklus
(Lipogenese) werden durch Veresterung von Fettsauren Triacylglycerine (TG)
gebildet. Dabei entstehen Lysophosphatidat (LPA), Phosphatidat (PA) und
Diacylglycerin (DG). Ausgehend von PA und DG koénnen Phospholipide wie



beispielsweise  Phosphatidylglycerin ~ (PG*),  Cardiolipin  (CL) und
Phosphatidylcholin (PC) synthetisiert werden. Im katabolen Zweig des Zyklus
(Lipolyse) wird TG durch Hydrolyse wieder zu FS und Glycerin abgebaut. Auf
diesem Weg entstehen DG und Monoacylglycerin (MG).

Das katalytische Gleichgewicht der TPI liegt zwar stark auf der Seite von DHAP,
da im Rahmen der Glykolyse jedoch nur GAP weiterreagiert und so aus dem
Reaktionsgleichgewicht entfernt wird, katalysiert das Enzym bei Ablauf der
Glykolyse diffusionsgetrieben die Umwandlung von DHAP in GAP. Die Reaktion
in dieser Richtung wird deshalb als physiologische Vorwartsreaktion bezeichnet
(Blacklow et al. 1988, Wierenga et al. 2010).

PG hat hinsichtlich seiner Ladungsverteilung und Stereochemie grof3e
Ahnlichkeit mit dem cis-Endiol-Zwischenprodukt der Isomerisationsreaktion. Dies
wird als Grund dafiir angesehen, dass PG Uber 100-mal starker an die TPI bindet
als DHAP oder GAP (Lolis & Petsko 1990) und so als starker, kompetitiver
Inhibitor des Enzyms fungiert.

Die physiologischen Auswirkungen der Beeinflussung der TPI-Aktivitat durch PG
und die PGP sind besonders deswegen interessant, da das Enzym eine
Schnittstelle zwischen Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus kontrolliert
(Abb. 1).
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Abbildung 1: PG und der Ubergang zwischen Kohlenhydrat- und Lipidmetabolismus.

TG

DG

Details siehe Text. ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, PDE: Phosphodiesterase, PG:

Phosphoglykolat, PGP: Phosphoglykolat-Phosphatase, PK: Pyruvatkinase,

PEP:

Phosphoenolpyruvat, TPI: Triosephosphatisomerase, GAP: Glycerinaldehyd-3-phosphat,
DHAP: Dihydroxyacetonphosphat, G3P: Glycerin-3-phosphat, LPA: Lysophosphatidat, PA:
Phosphatidat, DG: Diacylglycerin, TG: Triacylglycerin, MG: Monoacylglycerin, FS: Fettséaure,
CoA: Coenzym A, CDP: Cytidindiphosphat, PGP*: Phosphatidylglycerinphosphat, PG*:
Phosphatidylglycerin, CL: Cardiolipin, PIl: Phosphatidylinositol, PS: Phosphatidylserin, PE:

Phosphatidylethanolamin, PC: Phosphatidylcholin.
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1.3.1.4 Phosphoerythronat und Phospholactat

Neue Erkenntnisse sehen die PGP als metabolisches Reparaturenzym, das die
potentiell toxischen Nebenprodukte der Glykolyse, Phosphoerythronat
(P-Erythronat) und Phospholactat (P-Lactat), abbaut (Collard et al. 2016). Diesen
Erkenntnissen zufolge weist murine PGP gegentber P-Erythronat und P-Lactat
im Vergleich zu PG eine &hnliche katalytische Effizienz auf (Tab. 1). Das
glykolytische Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
katalysiert die oxidative Phosphorylierung von GAP zu 1,3-Bisphosphoglycerat.
In einer Nebenreaktion wandelt das Enzym, wenn auch mit 3500-fach geringerer
Effizienz, Erythrose-4-phosphat, ein Intermediat des Pentosephosphatwegs, in
P-Erythronat um. Die molekularen Details dieser Nebenreaktion sind noch unklar.
Das Nebenprodukt, P-Erythronat, ist als Hemmstoff der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase (6PGDH), einem Enzym des Pentosephosphatwegs, bekannt
(Pasti et al. 2003). PGP-Inaktivierung fiihrte deshalb, wie in der humanen Zelllinie
des kolorektalen Karzinoms HCT116 gezeigt wurde, zur Akkumulation von
P-Erythronat und von 6-Phosphogluconat, dem Substrat der 6PGDH.

P-Lactat, ein weiteres Nebenprodukt der Glykolyse, das mdglicherweise in einer
Nebenreaktion der PK entsteht (Ash et al. 1984), fuhrt durch Hemmung
bestimmter Phosphofructokinase (PFK)2-Formen zu erniedrigten Fructose-2,6-
bisphosphat-Leveln. Da Fructose-2,6-bisphosphat ein allosterischer Aktivator
des glykolytischen Enzyms PFK1 ist (Rider et al. 2004) und da unter PGP-
Inaktivierung ein reduzierter glykolytischer Fluss detektiert wurde, sehen die
Autoren die Aufrechterhaltung der Glykolyse durch Abbau von P-Lactat als eine
wichtige Aufgabe der PGP an (Collard et al. 2016).

Substrate Kwm Kcat Kcat/Km

muriner PGP (UM) (s (Mts?

G3P 1290 +£420 0.10+0.01 78 Mugabo et al. 2016
PG 300 + 50 2.13+£0.10 7100 Seifried et al. 2016
PG 766 + 68 6.56 + 0.44 8564

P-Erythronat 247 + 25 3.23+0.18 13078 Collard et al. 2016
P-Lactat 174 £ 55 1.82+0.34 10460

Tabelle 1: Enzymkinetische Parameter fur unterschiedliche Substrate muriner PGP.
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1.4 Rolle der PGP in vivo

1.4.1 Targeting-Strategie

Bislang wurden zwei unterschiedliche Mausmodelle entwickelt, um die
physiologischen Auswirkungen der PGP zu untersuchen. Es wurde jeweils ein
Cre/loxP-basierter konditionaler Pgp-Knockout Ansatz verwendet, der mit dem
Knockin eines fur die Phosphatase-inaktive Pgp-Punktmutante kodierenden
Minigens (PgpP34N, Austausch des katalytisch essentiellen Aspartats gegen
Asparagin) in den endogenen Pgp-Lokus von C57BL/6J M&usen gekoppelt
wurde (Seifried et al. 2014; Segerer et al. 2016).

Nach FLPe-vermittelter Exzision der Neomycin-Resistenzkassette und Cre-
vermittelter Entfernung des gefloxten Pgp wird PgpP34N unter der Kontrolle des
endogenen Pgp-Promoters exprimiert. Durch den Einsatz unterschiedlicher,
gewebsspezifischer  Cre-Mauslinien  kdnnen  verschiedene  konditional
Phosphatase-inaktive Mausmodelle erzeugt werden.

12
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Abbildung 2: Pgp Targeting-Strategie.
Fur Details siehe Text weiter oben. PGK: Promoter der Phosphoglyceratkinase. pA: Poly-
adenylierungssequenz. Abb. adaptiert nach Segerer et al. 2016.

Zwei Cre-Mauslinien wurden bislang verwendet. Die Verpaarung von Pgpfix/fix-
Mausen mit dem Ganzkorper-Cre-Deleter-Stamm Ella-Cre flhrte zu einer
ubiquitdren Pgp-Inaktivierung in allen Gewebearten (Pgp™x; Ella-Cre). Die
Verpaarung der Pgp™fix-Mause mit der Tie2-Cre-Driver-Mauslinie fiihrte zu einer
Pgp-Inaktivierung in Endothelzellen und in Zellen des hamatopoetischen

Systems, darunter Erythrozyten und Lymphozyten (Pgp™/fix: Tie2-Cre*').

1.4.2 Ganzkorperinaktivierung der PGP verzdgert das embryonale
Wachstum und ist embryonal letal

Heterozygot PGP-inaktivierte Pgp™/x; Ella-Cre-M&use (PgpWVTP34N) lassen sich,
was Wachstum und Fruchtbarkeit angeht, nicht von ihren Wildtyp-
Wourfgeschwistern unterscheiden. Kerstin Hadamek in der AG Gohla analysierte

>600 Embryonen aus Kreuzungen zwischen PgpWTD34N-Mausen zu

unterschiedlichen Gestationsstadien. Zwischen E8.5 und E11.5 stimmte das
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Haufigkeitsverhaltnis zwischen den Genotypen mit der erwarteten Mendelschen
Verteilung Uberein. An E12.5 wurde aber nur ein homozygoter Embryo gefunden
(4 %). Geboren wurden heterozygote (~64 %) und Wildtyp-Nachkommen
(~36 %), aber es kamen keine homozygoten PgpP34N/D34N-Mguse zur Welt.
GroRenvergleiche zwischen PgpP34ND3aN- ynd PgpWT™WT-Embryonen in
unterschiedlichen Gestationsstadien und eine verspatete Achsendrehung der
PgpP34N/D34N-Embryonen machten ein verzogertes Wachstum PGP-inaktivierter
Embryonen ab E8.5 deutlich. Zudem lagen in Embryonen aller Genotypen an
E8.5 noch gleiche Anzahlen an Somitenpaaren vor. Die weitere Somitogenese
stagnierte jedoch in PgpP34ND34N-Embryonen. Homozygote PgpP34N/D34N-
Embryonen scheinen also ab E8.5 langsamer zu wachsen und bis E12.5 zu
sterben. Dies deutet auf eine wesentliche Funktion der PGP bereits vor der
Geburt hin. Zwischen E8.5 und E12.5 ist das murine Wachstum von einer
regularen Entwicklung der Plazenta und des kardiovaskuldaren Systems
abhangig, die eine ausreichende embryonale Versorgung mit Nahrstoffen und Oz
sichern. An E10.5 war unter PGP-Inaktivierung die Dichte embryonaler Gefal3e
im Labyrinth der Plazenta zwar erniedrigt, da die Entwicklungsverzdgerung der
PgpP34N/D34N-Embryonen jedoch schon vor Beginn der Plazentavaskularisation in
Erscheinung trat, scheint der abweichende Aufbau des Labyrinths eher Folge als
Ursache der embryonalen Entwicklungsverzégerung zu sein. Einige
PgpP34ND34N-Embryonen zeigten dartber hinaus kraniale, dorsale und
abdominale Blutungen. Die gezielte PGP-Inaktivierung in hamatopoetischen
Zellen und Endothelzellen hatte jedoch nicht den Tod der Embryonen zur Folge.
Pgp™x; Tie2-Cre*--Mause kamen der zu erwartenden Mendelschen Verteilung
entsprechend auf die Welt. Sie zeigten keine Hamorrhagien und glichen den
Wildtyp-Mausen in Lebensfahigkeit, Wachstum und Fertilitat (Segerer et al.
2016).
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1.4.3 Inaktivierung der PGP hemmt die Zellproliferation unter
normoxischen Bedingungen

Vor der Ausbildung eines funktionstiichtigen uteroplazentaren Gefaf3systems
dominieren im embryonalen Gewebe niedrige O2-Level (physiologische
Hypoxie). Mit der Entwicklung des kardiovaskularen Systems und der Plazenta
steigt der Sauerstoffanteil auf Normoxie-Niveau (2-9 % O2) an (Simon & Keith
2008). Da die beobachtete Wachstumsverzégerung der PgpP34ND34N-Embryonen
zeitlich mit der Entwicklung des kardiovaskularen Systems und der Plazenta
zusammenfallt, wurde von Dr. Gabriela Segerer aus der AG Gohla der Einfluss
von Sauerstoff auf die PGP-abhangige Zellproliferation untersucht. Wahrend
unter ,normoxischen® Bedingungen (~20 % O3) die Proliferation PGP-inaktivierter
muriner embryonaler Fibroblasten (MEFs) im Vergleich zu Wildtyp-MEFs
signifikant vermindert war, so verschwand dieser Unterschied unter hypoxischen
Bedingungen (~1 % O32) (Segerer et al. 2016).

1.4.4 Inaktivierung der PGP verringert die Aktivitat der TPI

Ein Mausembryo durchlauft in seiner Entwicklung einen Wandel des
Intermediarstoffwechsels: Im Einzellstadium sind im Embryo wie auch in der
Eizelle hauptsachlich oxidative Stoffwechselwege aktiv. Allmahlich erfolgt
wahrend der Praimplantationsphase jedoch ein Wechsel des Metabolismus hin
zur Aufnahme von Glukose und zu deren anaerobem Abbau zu Lactat. Ab E6 in
der Postimplantationsphase wird die oxidative Metabolisierung zunehmend
wieder aufgenommen und parallel zur Glykolyse betrieben (Johnson et al. 2003).
Unter anderem durch bei oxidativem Metabolismus entstehende ROS werden
vermehrt DNA-Schéden verursacht. Bei der Reparatur dieser Schaden setzen
PDEs PG frei, indem sie die 3‘-PG Enden von ESBs oder DSBs spalten (siehe
Kap. 1.3.1.3).

Diese Enzyme werden in murinen Embryonen schon in frihen
Entwicklungsstadien (E8.5-E11.5) exprimiert (Jaroudi & SenGupta 2007). Auch
in Eizellen ist die Expression dieser Enzyme beschrieben (Menezo et al. 2007),

was dafur spricht, dass sie auch in diesem Kontext zur Reparatur der im
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Einzellstadium unter oxidativem Metabolismus entstehenden DNA-Schaden zur
Verfligung stehen und PG bilden.

Da bisherige Versuche, endogene PG-Level in Embryos zu bestimmen, erfolglos
blieben, wurde von Dr. Gabriela Segerer untersucht, ob die Inaktivierung der PGP
PG-abhangige Funktionen (siehe Kap. 1.3.1.3) beeinflusst.

Zu erhdhten PG-Spiegeln passend fuhrte PGP-Inaktivierung tatsachlich zu einer
Reduktion der TPI-Aktivitat um ~25 % in Erythrozyten von Pgp™/fx; Tie2-Cre*'-
Mausen im Vergleich zu Pgp™-Mausen. In Lysaten aus PgpDP34N/D34N.
Embryonen war die TPI-Aktivitat gegeniiber PgpWT™WT-Embryonen an E8.5 um
~34 % inhibiert. Diese Auswirkung war unter hypoxischen Bedingungen nicht
nachweisbar.

Hemmung der TPI erhoht DHAP-Level, dessen Bildung thermodynamisch
bevorzugt wird (Ciriacy & Breitenbach 1979; Hollan et al. 1993; Shi et al. 2005;
Orosz et al. 2006; Ralser et al. 2007). DHAP kann mittels zytosolischer Glycerin-
3-phosphat-Dehydrogenase (GDH) zu G3P, dem Vorlaufer von Glycerolipid-
Ruckgraten, reduziert werden. Die Reaktion lasst sich durch die FAD-abhangige
mitochondriale GDH umkehren, wodurch zwei Elektronen in die Atmungskette
geschleust werden (Mracek et al. 2013).

In Ubereinstimmung mit aus PG-vermittelter TPl-Hemmung resultierenden
erhohten DHAP-Spiegeln wurden ebenso erhdhte G3P-Konzentrationen in
Lysaten aus PgpP34ND3sN-Embryonen gefunden (Segerer et al. 2016). Diese
konnten allerdings auch mit der direkt G3P-dephosphorylierenden Aktivitat der
PGP zusammenhangen (Mugabo et al. 2016, Seifried et al. 2016).
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2 Ziel der Arbeit

Die Phosphoglykolat-Phosphatase PGP (friher auch als AUM bezeichnet) wurde
in dem Labor, in dem diese Arbeit entstand, als ein Mitglied der Phosphatasen
vom HAD-Typ identifiziert. Neue Erkenntnisse schreiben dem Enzym neben
einer Aktivitat gegenuber Phosphoglykolat auch Aktivitdten gegentber Glycerin-
3-phosphat (G3P), P-Erythronat und P-Lactat zu. Die genetische Inaktivierung
des Enzyms im gesamten Mausorganismus fihrt ab E85 zu einer
Wachstumsverzdgerung muriner Embryonen und bis E12.5 schlief3lich zu deren
Tod. Im Gegensatz dazu sind Mause mit einer PGP-Inaktivierung in
hamatopoetischen Zellen und im Endothel lebensfahig und phanotypisch
unauffallig. Die beschriebenen Phosphatase-Aktivitdten legen eine wichtige Rolle
des Enzyms fir die Beeinflussung des Metabolismus und von Signalwegen nahe.
Die genaue metabolische Funktion, die exakten Signalkaskaden sowie deren

Auswirkungen sind bislang jedoch weitgehend unklar.

Ziel dieser Arbeit war es, die PGP-abhangigen Spiegel von Signal-, Membran-
und Speicherlipiden in Mausembryonen und adulten murinen Lymphozyten
mithilfe massenspektrometrischer Methoden in vivo zu untersuchen, da G3P als
Kohlenhydrat-Ruckgrat ein wichtiger Bestandteil vieler Lipide ist. Drei zentrale

Fragen wurden adressiert:

(1) Welchen Einfluss hat die PGP-Aktivitat auf die Lipidzusammensetzung
muriner Embryonen am Embryonaltag 8.5?

(2) Fungiert die PGP auch in Lymphozyten als Glycerin-3-phophat-
Phosphatase?

(3) Welchen Einfluss hat die PGP-Aktivitat auf die Lipidzusammensetzung

muriner adulter Lymphozyten?
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3 Material

3.1 Chemikalien und Reagenzien

2-Propanol

Agarose (Gene Technology Quality, GTQ)
Acetonitril

Ammoniumacetat

Ammoniumchlorid (NH4CL)

Aprotinin
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
DMEM

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromidlosung (1 %)

Fetales Kalberserum (FCS)

Glukose

Glycerin-3-phosphat (G3P)
Bis(cyclohexylammonium)-Salz

Glycin

Hydrazinhydratlosung (24 %)
Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3)
Leupeptin

L-Glutamin

Magnesiumchlorid (MgCl2)
Methanol

Natriumchlorid (NacCl)
Natriumdesoxycholat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid (NaOH)
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD)
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Biosolve

Carl Roth

Biosolve

Biosolve

Carl Roth

Sigma Aldrich
Invitrogen

PAN Biotech GmbH
Merck

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

PAN Biotech GmbH
Merck Millipore
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
AppliChem
Carl Roth
PAN Biotech GmbH
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma Aldrich
Carl Roth
Carl Roth
Sigma Aldrich



Orange G
Pefabloc SC
Penicillin G Natriumsalz

Pepstatin

Polyethylenglycol(40)-nonylphenolether (NP-40)

RPMI 1640
Schweinegelatine
Streptomycinsulfat
TRIS Base
TRIS-HCI
Trypanblau

3.2 Technische Gerate

5424 R Zentrifuge

5804 Zentrifuge

Analysenwaage ABS-N/ABJ-NM

BBD 6220 CO:2 Brutschrank

BDK Laminar-Flow Sicherheitswerkbank
C1000 Thermal Cycler

EnVision 2104 Multilabel Plate Reader
Labovert FS Microscope

MM 301 Mixer Mill

MR Hei-Mix L Magnetic Stirrer

MZ 2C NT +AK+EK Vakuumpumpe
Neubauer-Zahlkammer

RVC 2-25 CDplus Rotational Vacuum
Concentrator

Sonorex TK 52 Ultraschallbad
Systec V-150 Autoklav
Thermomixer comfort 1.5 ml
UPLC-Quattro Premier MS
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Carl Roth

Roche

PAN Biotech GmbH
Sigma Aldrich
Fluka

PAN Biotech GmbH
Sigma Aldrich

PAN Biotech GmbH
Carl Roth

Carl Roth

Sigma Aldrich

Eppendorf
Eppendorf
Kern

Heraeus
Thermo Scientific
Bio-Rad
Perkin Elmer
Leitz

Retsch GmbH
Heidolph
Vacuubrand
Marienfeld
Christ

Bandelin
Systec
Eppendorf

Waters



UPLC-Synapt G2 HDMS
UVT28-ME UV-Transilluminator
VORTEX-GENIE 2

3.3 Verbrauchsmaterialien

12-Well-Zellkulturschalen
mit Nunclon Delta Oberflache

300 ul Fixed Insert Vials, Clear, Screw Top

96-Well-Platten mit Nunclon Delta Oberflache

BD Falcon Conical Tubes

BD Falcon Round-Bottom Tubes

Cell Scraper

Cell Strainer (70 pm)

Einmal-Skalpelle

Einmalspritzen

Mikroreaktionsgefalie
Mikro-Schraubréhren 2 ml mit Verschluss
PCR-Reaktionsgefalle

Petrischalen mit Nunclon Delta Oberflache

Superfrost Plus-Deckglaser

3.4 DNA- und Proteinleitern

100 bp DNA-Leiter

3.5 Kommerzielle Kits

Micro BCA Protein Assay Kit
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Waters
Herolab

Scientific Industries

Nunc

Chromacol
Thermo Scientific
BD Biosciences
BD Biosciences
Biologix
Corning

B. Braun

B. Braun
Eppendorf
Sarstedt
Hartenstein
Nunc

Thermos Scientific

NEB

Thermo Scientific



3.6 Kommerzielle Puffer

5X AccuPrime GC-Rich Buffer A Invitrogen

3.7 Mausmodelle

B6.Cg-Tg(Tek-cre)lYwa/J (Tie2-Cre) The Jackson Laboratory
B6.FVB-Tg(Ella-cre)C5379Lmgd/J The Jackson Laboratory
C57BI/6J-Mause Charles River Laboratories
C57Bl/6-PgptmiGoh-Mause Ozgene Ltd.

3.8 Zellkulturmedien

DMEM (Vollmedium)
DMEM mit: 4.5 g/l Glukose
10 % FCS
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

RPMI mit: 2.0 g/l Glukose
2 mM L-Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

3.9 Antikorper

a-CD3 Anti-Maus, monoklonal (DaA3) ImmunoTools GmbH
a-CD28 Anti-Maus, monoklonal (37.51) ImmunoTools GmbH
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3.10 Enzyme

AccuPrime GC-Rich DNA Polymerase

a-Glycerophosphate Dehydrogenase

3.11 Interne Standards

1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho-
(1'-sn-glycerol)

1*,3'-bis-(1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-
3-phospho)-sn-glycerol

3.12 Ldsungen und Puffer

UPLC-LOsungsmittel:

Ldsungsmittel A 10 mM

Lésungsmittel B 10 mM

Gewebe- und Zelllysepuffer:

Verdauungspuffer 25 mM
0.2mM
Neutralisationspuffer 40 mM
RBC-Lysepuffer 155 mM
12 mM
0.1 mM
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Invitrogen
Sigma Aldrich

Avanti Polar Lipids

Avanti Polar Lipids

Ammoniumacetat in
H20dest/Acetonitril (60/40, v/iv)

Ammoniumacetat in
2-Propanol/Acetonitril (90/10, v/v)

NaOH
EDTA

TRIS-HCI
pH 5.5

NHa4Cl
KHCO3
EDTA
pH 7.3



RIPA-Puffer 50 mM TRIS-HCI

150 mM NacCl
1% NP-40
1% (w/iv) SDS
0.5% Natriumdesoxycholat

10 pg/ml Aprotinin

10 pg/mi Leupeptin
10 pg/ml Pepstatin
1 mM Pefabloc
pH 8.0
Andere:
TAE 40 mM TRIS Base
20 mM CH3CO2H
1 mM EDTA
pH 8.5
Trypanblau-Lésung 0.4 % Trypanblau in PBS (w/v)
Hydrazin-/Glycin-Puffer 1M Hydrazin
0.2M Glycin
2 mM MgCl2
pH 9.7
NAD*-Ldsung 0.05M NAD™ in H2Odest.
GDH-L6sung 6 mg/mi GDH in H20dest.
G3P-L6sung 1 mM G3P in H2Odest.
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3.13 Software und Datenbanken

ChemSketch v14.01 Advanced Chemistry Development

E.A.S.Y Win32 Herolab
Gel-Documentation System

EnVision Multilabel Reader PerkinElmer
Software 1.12

MassLynx v4.1 Waters

MSe Data Viewer v1.0 Waters

Prism 5 GraphPad

QuantLynx v4.1 Waters

RLA-Tool (beta) Entwickelt von Dr. Agnes Fekete

und Prof. Dr. Dr. Martin J. Muller,
Julius-von-Sachs-Institut,
Pharmazeutische Biologie,
Universitat Wrzburg

SoftMax Pro 6.2.2 Molecular Devices

The METLIN Metabolomics https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?
Database pgcontent=mainPage

TransOmics* Waters
*Die Software wurde mittlerweile in ,Progenesis QI“ umbenannt.
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4 Methoden

4.1 Zichtung PGP-inaktivierter Mause

Ozgene Pty Ltd., Australien, erzeugte gefloxte Pgp-Mause (Pgpi™miGoh; pgpfixfix)
(Abb. 2) mit dem genetischen Hintergrund von C57BI/6J-Méausen. Die Neomycin-
Resistenz-Kassette wurde durch Verpaaren mit dem globalen ,FLPe deleter
strain B6.129S4-Gt(ROSA)26Sor<tm1(FLP1)Dym>/RainJ“ entfernt. Ganzkorper-
oder fur hamatopoetische-/Endothelzellen spezifische PGP-Inaktivierung wurde
durch Kreuzung mit transgenen B6.FVB-Tg(Ella-cre)C5379Lmgd/J (Ella-Cre)-
bzw. B6.Cg-Tg(Tek-cre)lYwa/J (Tie2-Cre)-Mausen erreicht. Transgene Mause
wurden von ,Jackson Laboratory” bezogen. Die Experimente an Mausen wurden
durch die Regierung von Unterfranken genehmigt. Alle Untersuchungen wurden
in strenger Ubereinstimmung mit den in Deutschland und der EU geltenden
Rechtsvorschriften beziglich der Behandlung und Nutzung von Labortieren
durchgefuhrt.

4.2 Genotypisierung der Mause mittels PCR und Agarose-
Gelelektrophorese

Um genomische DNA zu isolieren, wurden Stanzbiopsien des Ohrs von Pgp™/fix-
oder Pgp™fx Tie2-Cre*--Mausen 60 min bei 98 °C und 500 rpm im Thermomixer
in  35pl  Verdauungspuffer lysiert. Die Lysate wurden mit 35 pl
Neutralisationspuffer neutralisiert und unlésliches Material durch dreiminitiges
Zentrifugieren bei 4000 x g entfernt. Die PCR erfolgte unter Verwendung zweier
unterschiedlicher Primersatze. Die Primer 1C324 vorwarts (5-CTA GGC CAC
AGA ATT GAA AGA TCT-3Y) und 1C324 ruckwarts (5-GTA GGT GGA AAT TCT
AGC ATC ATC C-3Y) dienten der internen Positivkontrolle und fihrten zur
Amplifikation eines 324 bp langen DNA-Fragments. Durch die Primer Cre-1084
vorwarts (5-GCG GTC TGG CAG TAA AAA CTA TC-3°) und Cre-1085 ruckwarts
(5'-GTG AAA CAG CAT TGC TGT CAC TT-3') lieRen sich Pgp™fx Tie2-Cre*--
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Mause anhand einer zusatzlichen Bande mit einer Lange von 100 bp

identifizieren. Zur Amplifikation wurde die thermostabile AccuPrime GC-Rich

DNA Polymerase verwendet.

Zusammensetzung des Reaktionsgemisches fiir die PCR:

4 ul
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
0.5 ul
1l
0.4 pl
12.6 pl

PCR-Protokoll:

Reaktionsschritt

Initialisierung:
Denaturierung:
Primerhybridisierung:
Elongation:

Final Hold:

5 x AccuPrime™ GC-Rich Buffer A

20 uM 1C324 forward

20 uM 1C324 reverse

20 pM Cre-1084 forward

20 puM Cre-1085 reverse

DNA

AccuPrime™ GC-Rich DNA Polymerase
steriles H2Odgest.

Temperatur (°C) Dauer Zyklen
95 3 min -
98 20s
51 15s 35
72 25s
12 00 -

Bei Ella-Cre-Mausen erfolgte die PCR wie von Segerer et al. 2016 beschrieben.
Hier detektieren die Primer (vorwarts: 5-AAT GAG CGT CCC GGA GGC-35
rickwarts: 5-AAA CCC AAG CGC CTT AGC-3') das Wildtyp-Allel mit 212 bp und
das ,getargetete“ Allel mit 163 bp.

Nach der PCR erfolgte die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Grol3e

durch Agarose-Gelelektrophorese bei einer konstanten Spannung von 80 V. Fir

das bendtigte Gel wurden 2.5 % Agarose (w/v) in TAE-Puffer geschmolzen, der

spater auch als Elektrophoresepuffer diente. Bevor das Gel gegossen wurde,
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wurden 0.005 % Ethidiumbromid hinzugefigt. Um den Fortschritt der
elektrophoretischen Auftrennung Uberwachen zu kénnen, wurden die Proben mit
jeweils 3 pl Orange G versehen. Anschlie3end wurden die Geltaschen befillt. Als
unabhangiger GréRenmalistab fir die PCR-Produktbanden wurde ein 100 bp
DNA-Leiterstandard verwendet. Die Visualisierung der Banden wurde durch den

UV-Transilluminator eines Gel-Dokumentationssystems ermoglicht.

4.3 Entnahme und Aufbereitung der Embryonen

Embryonen von Pgp™/fix- bzw. Pgp/fix; Ella-Cre-M&ausen wurden an Tag 8.5 der
Embryogenese explantiert und in mit 0.1 % Schweinegelatine beschichteten
24-Well-Kulturschalen in vollinhaltichem DMEM in einem Brutschrank bei 37 °C
und 5% CO2 kultiviert. Pro Versuch wurden je zehn dieser PgpW™WT- bzw.
PgpP34ND34N-Embryonen gepoolt und in 600 pl eiskaltes 100%iges Methanol
aufgenommen. Die Proben wurden bis zur Extraktion des Lipidoms, aber
mindestens 24 h lang, bei -80 °C gelagert.

4.4 Entnahme sekundéarer lymphatischer Organe

Fir die Untersuchungen des Lipidoms wurden Pgp™fx- und Pgpf/fix; Tie2-Cre*--
Mausen folgende Lymphknoten entnommen und in RPMI gewaschen:
Ln. mandibularis, Ln. mandibularis accessorius, Ln. parotideus superficialis,
Ln. axillaris proprius, Ln. axillaris accessorius, Ln. subiliacus, Lnn. jejunales,
Ln. colicus und Ln. iliacus medialis (Abb. 3).

Fur den Glycerin-3-phosphat (G3P)-Assay wurde den Mausen, um ausreichend
hohe Zellzahlen zu erhalten, die Milz als lymphozytenreiches lymphatisches
Organ entnommen.

Unmittelbar im Anschluss an die Entnahme erfolgte die Isolierung der

Lymphozyten aus dem jeweiligen Gewebe.
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Abbildung 3: Murine Lymphknoten.

Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.
Ln.

Offizieller Name

mandibularis®

mandibularis accessorius*
parotideus superficialis*
cervicalis profundus cranialis
axillaris proprius*

axillaris accessorius™
subiliacus®

ischiadicus (nicht sichtbar)

popliteus

Lnn. mediastinales craniales

. tracheobronchalis
. mediastinalis caudalis
. gastricus

. pancreaticoduodenalis

Lnn. jejunales*®
Ln.
Ln.
Ln.
19 Ln.
L, 20 Ln.

21 Ln.

22 Ln.

colicus™®

mesentericus caudalis
renalis

lumbalis aorticus
iliacus lateralis

iliacus medialis*

iliacus externus

Schematische Zeichnung der anatomischen Verteilung muriner Lymphknoten; frei nach Van
den Broeck et al. 2006. Die fur unsere Versuche entnommenen Lymphknoten sind mit (*)

gekennzeichnet.
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4.5 lIsolierung und Zéahlen der Lymphozyten

Die Lymphknoten wurden mithilfe des Kolbens einer sterilen 2 ml-Spritze
homogenisiert und so gewonnene Zellen wurden durch ein auf einem
50 ml-Falconréhrchen befestigtes Zellsieb mit einer Porengrof3e von 70 pm
gefiltert. Das Sieb wurde finf Mal mit jeweils 1 ml RPMI gespult und die erhaltene
Zellsuspension fir 8 min bei 800 x g und Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml 37 °C warmen
RBC-Lysepuffers resuspendiert und fur 8 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Erythrozytenlyse wurde durch Zugabe von 9 ml RPMI gestoppt und die
Suspension erneut fir 8 min bei 800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Lymphozyten in 10% FCS enthaltendem RPMI
resuspendiert.

Von jeder Lymphozytensuspension wurde anschlieRend manuell die Zellzahl
bestimmt. Daftir wurden 10 ul Zellsuspension entnommen, verdinnt und mit
Trypanblau gefarbt. Nach Befullen einer Neubauer-Zahlkammer wurden alle vier
grolRen Eckquadrate ausgezahlt und die Lymphozytenkonzentration der
Suspension nach der Formel Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellzahlen der
Eckquadrate x Verdiinnungsfaktor x 10# Zellen/ml bestimmt.

Suspensionen gleicher Lymphozytenzahl wurden fir 8 min bei 800 x g
zentrifugiert, die Zellen in 125 ul RPMI aufgenommen, in 2 ml-Schraubdeckel-
gefalRe Uberfuhrt und in 375 pl eiskalten 100%igen Methanols geldst. Die Proben
wurden auf Eis gesammelt und bis zur Extraktion des Lipidoms bei -80 °C
gelagert.

Fur den G3P-Assay erfolgte die Extraktion der Lymphozyten aus der Milz mit
wenigen Abweichungen auf dieselbe Vorgehensweise: Der Schritt der
Erythrozytenlyse wurde unter Verwendung von 4 ml 37°C warmen
RBC-Lysepuffers zwei Mal durchgefiihrt. Die Pellets gleicher Lymphozytenzahl
wurden darUber hinaus nicht mit Methanol, sondern mit 240 ul RIPA-Puffer
lysiert. Weitere Behandlungsschritte folgten unmittelbar im Anschluss und sind
in Kap. 4.6.3 beschrieben.
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4.6 Glycerin-3-phosphat-Assay

4.6.1 Prinzip

Die Bestimmung der relativen, intrazellularen G3P-Konzentration von
Lymphozyten wurde in Anlehnung an die Vorgehensweise von Hans-Jirgen
Hohorst durchgefuhrt (Hohorst 1962). Seine Methode beruht auf der Reaktion
der cGDH (Formel 1 a). Dieses Enzym kann sowohl die Reduktion von DHAP als

auch die Oxidation von G3P katalysieren (Koekemoer et al. 1995).

a) DHAP + NADH + H* —=2Z= G3P + NAD*

mGDH

b) DHAP + FADH, G3P + FAD

Formel 1. Reaktionen des G3P-Shulttles.
Reduktion von DHAP durch die cGDH (a) und Oxidation von G3P durch die mGDH (b).

Das Gleichgewicht dieser Reaktion (Formel 1 a) liegt weit auf der rechten Seite
und die umgekehrte Reaktion (Formel 1 b, Oxidation von G3P) wird unter
physiologischen Bedingungen im Rahmen des G3P-Shuttles durch die
FAD-abhangige mGDH katalysiert (Mracek et al. 2013).

Unter adaptierten Bedingungen gelingt es jedoch, dass auch die Oxidation von
G3P durch die cGDH unter Entstehung von NADH katalysiert wird. Dafur werden
DHAP durch einen Hydrazin-Puffer und Protonen durch ein alkalisches Milieu

aus dem Gleichgewicht entfernt (Formel 2).

G3P + NAD* + Hydrazin % DHAP-Hydrazon + NADH + H,0*

Formel 2: Oxidation von G3P durch die cGDH.
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So kann das bei dieser Reaktion entstehende und bei 340 nm photometrisch
detektierbare NADH direkt mit der urspringlich vorhandenen G3P-Menge

korreliert werden.

4.6.2 Etablierung des Versuchs

An der von Hohost beschriebenen Methode wurden einige Anderungen
vorgenommen, um die Methode an die zu untersuchende Fragestellung
anzupassen. Anstatt separate Extinktionswerte aus Kivetten zu ermitteln,
verwendeten wir 96-Well-Platten und einen Multilabel Plate Reader. Auf diese
Weise wurde die Extinktion alle 30 s bei 340 nm kolorimetrisch bestimmt und ihr
Verlauf Gber 9 min vor und 38 min nach Enzymzugabe gemessen. In unseren
Proben aus in begrenztem Mal zur Verfligung stehendem Lymphozytenmaterial
kam es unter Verwendung von zur Enteiweil3ung angeratenen Perchlorsaure
nach Enzymzugabe nicht zu einem Anstieg der Extinktion (Abb. 4). Deshalb
wurde anstelle der Perchlorsaure RIPA-Puffer eingesetzt, worunter die Extinktion
sowohl vor als auch nach Enzymzugabe anstieg. Erst die Kombination von
RIPA-Puffer und thermischer Denaturierung flihrte zu einer konstanten

Ausgangsextinktion und einem Extinktionsanstieg nach Zugabe der cGDH.

31



0.654
0.601
= = RIPA + Erhitzen
ay t
o 0-55- cGDH — RIPA
0.30- \ Perchlorsaure
0.254
'W‘m
0 10 20 30
t (min)

Abbildung 4: Etablierung eines geeigneten Lymphozytenlyseverfahrens fir den G3P-Assay.
Einfluss der Behandlung von Lymphozytenproben mit Perchlorsdure, RIPA oder RIPA +
Erhitzen auf den Verlauf der Extinktion bei 340 nm (ODz40). Die Pfeile zeigen den Zeitpunkt
der cGDH-Zugabe an. Bei zuvor konstanter Extinktion ist eine Extinktionszunahme nach
Enzymzugabe auf die Produktion von NADH zuriickzufiihren. Es wurden jeweils 20 Mio.
Lymphozyten eingesetzt, die in diesem Schritt der Etablierung noch aus Lymphknoten isoliert
wurden.

4.6.3 Aufbereitung, Messung und Auswertung der Proben

Die Lymphozytenlysate (siehe Kap. 4.5) wurden 15 min bei 4 °C geschwenkt und
unlésliche Komponenten durch 15-minttiges Zentrifugieren bei 20 000 x g und
4 °C entfernt. Der Uberstand wurde anschlieRend fiir 30 min bei 62 °C erhitzt.
Die Proteine und damit auch NADH produzierende bzw. konsumierende Enzyme
wurden dadurch thermisch denaturiert und die Proben durch Protein-Prézipitation
leicht triib. Bei Raumtemperatur erfolgte deshalb eine letzte Zentrifugation fur
5 min bei 20 000 x g. Auch fur die G3P-Verdinnungen der Standardgerade
wurde RIPA-Puffer verwendet. Sie wurden (gleichzeitig mit den

Lymphozytenproben im Thermomixer erhitzt.

Die Wells wurden mit 90 pl Hydrazin/Glycin-Puffer, 7.5 ul NAD*-L6sung und
100 pl der Lymphozytenprobe bzw. der jeweiligen Verdinnung fur die Standard-
gerade befullt. Die Proben aus PGP-inaktivierten bzw. Wildtyp-Lymphozyten
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wurden dabei in Duplikate aufgeteilt. Nach Erreichen der Raumtemperatur und
vor Enzymzugabe erfolgte tber 9 min alle 30 s die Bestimmung der Extinktion im
Multilabel Reader. Nach Hinzufiigen von 1.5 pl der cGDH-L6sung wurden die
Extinktionswerte tber 38 min hinweg ebenfalls alle 30 s aufgezeichnet (Abb. 11
a und b).

Anstelle des Extinktionsunterschiedes AE wurde die Steigung als Mal3 fur die
G3P-Konzentration verwendet. Sie wurde aus dem aufgezeichneten
Extinktionsverlauf ab 3 min nach Enzymzugabe anhand von 20 Messwerten
berechnet (Abb. 11 ¢ und d).

4.7 Lymphozytenaktivierung

12-Well-Kulturschalen wurden fur 2 h mit a-CD3-Antikdrpern in PBS (5 pg/ml,
500 pl/Well) bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die so mit a-CD3-Antikorpern
beschichteten Wells wurden anschlieend mit PBS gewaschen. Vier Millionen
Lymphozyten in RPMI + 10 % FCS (2 Mio. Zellen/ml) wurden pro Well zusammen
mit a-CD28 (5 ug/ml) und Glukose (20 mmol/l) ausgesat und in 18-stindiger
Inkubation aktiviert. Danach wurden die Lymphozyten erneut gezahlt und gleiche

Zellzahlen lysiert.
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4.8 Lipidomics

4.8.1 Extraktion des Lipidoms mit Methyl-tert-butylether

Die Methyl-tert-butylether (MTBE)-basierte Extraktion der Gesamtlipide erfolgte
— geringfugig modifiziert — geman publizierter Verfahren (Matyash et al. 2008,
Chen et al. 2013). Die Lymphozytenlysate (~40 Mio. Lymphozyten/ml bzw. ~1 mg
Protein/ml) wurden in Schraubdeckelgefalen mit 5 mm Zirconiumdioxid-Kugeln
versehen und Uber 5 min bei 21 Hz in einer Kugelmuihle bearbeitet. Ein ml MTBE
wurde hinzugefiigt. Die Proben wurden 1 h bei Raumtemperatur auf einem
Thermomixer geschdttelt. 250 pl destillierten Wassers wurden hinzugefigt und
die Proben fir 1 min gevortext. Um die Phasentrennung zu unterstitzen, folgte
eine Zentrifugation fir 3 min bei 9400 x g. Die obere Phase wurde im
Rotationsverdampfer durch eine  Vakuumpumpe entfernt und die
zurlckbleibenden Lipide in 50 pl Isopropanol aufgeldst.

Bei der Aufbereitung aktivierter Lymphozytenproben wurden dem MTBE jeweils
1 pg/ml der internen Standards 1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-sn-
glycerol) und 1°,3%bis-(1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho)-sn-glycerol
beigefligt. Der Proteingehalt der aktivierten Lymphozytenproben wurde mittels
Micro BCA Protein Assay Kit bestimmt. Die Proben dafiir wurden entnommen,
bevor das Extraktionsmedium den aktivierten Lymphozytenlysaten hinzugefiigt
wurde.

Bis auf die Zugabe von 200 pul destillierten Wassers vor der Bearbeitung in der
Kugelmihle wurden die Lipide der Embryoproben auf die gleiche Weise

extrahiert wie die der nicht aktivierten Lymphozytenproben.
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4.8.2 Non-targeted Analyse

Mittels Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) und anschliel3ender
massenspektrometrischer Analyse durch ein Hybrid Quadrupol Orthogonal
Flugzeit-Massenspektrometer wurde die ungerichtete Erfassung aller
extrahierter Lipide angestrebt. Alle Losungsmittel entsprachen dem LC-MS-
Reinheitsgrad. Die Messung erfolgte prinzipiell so wie von Schiebel et al. 2013
publiziert. Jedoch wurde neben negativer Elektrospray-lonisation (ESI) auch der
positive ESI-Modus verwendet (Kapillarspannung +0.8 kV, Innenringspannung
[,cone voltage“] £25 V). Die ESI-Einheit koppelt den Chromatographen mit dem
Massenspektrometer und fuhrt nach chromatographischer Auftrennung der im
Losemittel enthaltenen Metabolite zu deren Uberfiihrung in die Gasphase und
lonisation (es entstehen sog. Vorlaufer-lonen). In der Kollisionszelle des
Massenspektrometers fuhrt die Anlage einer Spannung durch kollisionsinduzierte
Dissoziation (CID) zur Fragmentation der Vorlaufer-lonen. Die Spannung wurde
alternierend alle 9 ms angelegt (semi-simultaner Fragmentationsprozess),
sodass nach Passage des time-of-flight (TOF)-Analysators annahernd
gleichzeitig die Masse-Ladungsverhéltnisse (m/z) der Vorlaufer-lonen in einer
Low-Energy (LE)-Spur (Abb. 5) und ihrer Fragment-lonen in einer High-Energy
(HE)-Spur detektiert werden konnten. Bei der Messung der ersten
Lymphozytenproben beschrénkte sich die Datenerfassung auf den m/z-Bereich
von 50-1200. Fur die Messung weiterer Lymphozytenproben und der
Embryoproben wurde die Spanne auf 50-1500 erweitert, um auch die m/z einfach

deprotonierter CL-Spezies zu erfassen.
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Abbildung 5: 2D-Kartierung der mittels non-targeted Analyse detektierten Vorlaufer-lonen.
Anhand von WT-Lymphozytenprobe Nr.1 sind beispielhaft Retentionszeit (rt), Masse-
Ladungsverhéltnis (m/z) und Intensitat der Vorlaufer-lonen aus der LE-Spur des positiven
ESI-Modus dargestellt. Analog dazu wurden die Fragmente der Vorlaufer-lonen in der
HE-Spur detektiert. Zudem wurden auch im negativen ESI-Modus die Messdaten von
Vorlaufer-lonen und ihren Fragmenten bestimmt. Der gezeigte m/z-Bereich (Y-Achse) ist auf
100-1000 beschrankt; die rt von 0.5 bis 10.5 ist auf der x-Achse dargestellt; die Intensitat
(I, in %) der detektierten lonen ist farblich kodiert (siehe Skala rechts).

4.8.2.1 Metabolite fingerprinting und Identifikation von Marker-lonen zur
Hypothesen-Generierung

Um aus der Fille an detektierten und unkomprimiert als Kontinuumdaten
abgespeicherten lonen diejenigen sog. Marker-lonen herauszufiltern, deren
Intensitaten sich zwischen WT und PGP-inaktivierten Proben signifikant
unterscheiden (metabolite fingerprinting), wurden die gespeicherten Datensatze
in das Programm TransOmics (Version 1.0; Waters) importiert und dort
analysiert. Da geringe Abweichungen der Retentionszeit (rt) zwischen den
Messdurchlaufen der Proben zur Inkongruenz der Peaks fuhren, wurden ihre
Positionen von der Software durch eine Alignmentfunktion in Ubereinstimmung
gebracht. Die Detektion der Peaks erfolgte durch Peak Picking. Detektierte

Peaks wurden mit ANOVA analysiert, um signifikante Unterschiede zwischen den
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Genotypen zu identifizieren. Marker-lonen (im Folgenden nur Marker) waren
lediglich durch ihr m/z und ihre rt charakterisiert. Der sich hinter ihnen
verbergende Stoff musste erst identifiziert werden. Diejenigen Marker, deren
Detektion und Intensitatsunterschied sich in den Messdaten weiterer Proben
reproduzieren lie3, wurden wie folgt identifiziert: Mit MassLynx wurde das m/z
des Markers Uberprift und prazisiert. Die genaueren m/z erlaubten eine
gezieltere Datenbankrecherche (Toleranz 3 mDa). Wir verwendeten die METLIN
Datenbank unter Berlcksichtigung von [M+H]*-, [M+NH4]*-, [M+H-H20]"-,
[M+H-2H20]*-, [M+2H]?*- und [M+CH3OH+H]*-Addukten fiir Marker der positiven
ESI-Messung und [M-H] -, [M-H20-H]-, [M-2H]- und [M+CH3COOQO]-Addukten fir
Marker der negativen ESI-Messung. Das m/z eines Markers stimmte z.T. mit dem
mehrerer bei der Recherche gefundener Substanzen Uberein. Fir jede
gefundene Substanz wurde hinterfragt, ob die angegebene Art des Addukts zu
ihrem Ublichen lonisationsverhalten und ob die rt des Markers zu ihrer Polaritat
passt. Daruber hinaus wurde mit MassLynx anhand der Isotopenverteilung die
elementare Zusammensetzung des Markers berechnet. Stimmte sie mit der
eines in der Datenbankrecherche fir das entsprechende m/z gefundenen Stoffes
Uberein, wurde Uberpruft, ob das Fragmentationsmuster des Markers auch die
Fragmente des vermeintlichen Stoffs enthalt (Abb. 6). Bei Ubereinstimmung
wurde ein Profiling (Kap. 4.8.2.2) der gesamten Stoffklasse durchgefihrt.
AulRerdem wurde das m/z der vermeintlichen Substanz seiner bevorzugten
Adduktbildung entsprechend fur den umgekehrten lonisationsmodus berechnet
und es wurde geprift, ob es sich im Massenspektrum dieses ESI-Modus auch

bei gleicher rt detektieren lasst.
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Abbildung 6: Uberpriifung des Fragmentationsmusters eines Marker-lons.

Fur den im negativen ESI-Modus detektierten Marker mit einer rt von 5.34 min und einem
m/z von 747.5195 ergab die METLIN Datenbankrecherche PG*(34:1) in deprotonierter Form
als sich vermeintlich dahinter verbergende Substanz. Da die von MassLynx ermittelte
elementare Zusammensetzung (C40H76010P) auch mit der des mutmaRlichen
Phosphatidylglycerins Ubereinstimmte, wurde das Fragmentationsmuster des Markers in
Lymphozytenprobe Nr. 1 einer Pgp™™; Tie2-Cre*"-Maus untersucht. (a) zeigt das Extracted
lon Chromatogramm (XIC) des m/z von 747.5195 mit der rt von 3.6 bis 7.2 auf der X-Achse
und der Intensitat in % auf der Y-Achse. Der Peak des Stoffes mit dem m/z von 747.5195 ist
bei der rt von 5.34 min zu sehen. (b) und (c) zeigen das Massenspektrum des Peaks in der
LE- bzw. in der HE-Spur. Der m/z-Bereich auf der X-Achse ist jeweils auf 200-800
beschrankt. Die Y-Achse zeigt die Intensitat in % von Vorlaufer-lonen (b) bzw. von Fragment-
lonen (c). Im Massenspektrum der Fragment-lonen werden die m/z 255.2332 und 281.2487
fur die Fettsduren (16:0) und (18:1) detektiert, wahrend sie im Massenspektrum der
Vorlaufer-lonen nicht vorkommen. Dieses Fragmentationsmuster bestatigt die
Anfangsvermutung nach Datenbankrecherche und Berechnung der elementaren
Zusammensetzung, da die beiden Fettsduren zwei integrale Bestandteile von PG*(34:1)
sind.
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4.8.2.2 Profiling

Unter Verwendung des MSe DataViewers wurden die LE- und HE-Spur des
Kontinuum-Datensatzes des gewinschten ESI-Modus einer  Probe
praprozessiert und alle m/z-rt-Paare der Vorlaufer-lonen (aus der LE-Spur) und
der Fragment-lonen (aus der HE-Spur) aufgelistet. Diese Listen wurden als
comma-separated value (CSV)-Dateien exportiert und waren die Basis des Lipid-
Profilings. Das Profiling einer gewunschten Lipidklasse erfolgte auf etabliertem
Weg Uber phpMyAdmin und MySQL. Erganzend dazu wurde die hausintern neu
entwickelte Software RLA-Tool (Dr. Agnes Fekete und Prof. Dr. Dr. Martin J.
Miuller, unpubliziert) getestet, die das bisherige Standardverfahren zukunftig
ersetzen soll. Die CSV-Dateien aus LE- und HE-Spur wurden dementsprechend
sowohl nach bisher Gblichem Verfahren als auch unter Verwendung des RLA-
Tools importiert und mit den hinterlegten Datenbanken abgeglichen. Ein Lipid
wurde jeweils nur dann identifiziert, wenn sein exaktes m/z in der LE-Datei und
bei gleicher rt mit einer Fehlertoleranz von 3 mDa die m/z zweier seiner integralen
Fragmente (Fettsaure-Seitenreste) in der HE-Datei vorlagen. Die Identifikation
der Lipidspezies wurde durch Uberpriifung der von Hermansson et al. 2005 und
Hummel et al. 2011 beschriebenen systematischen Verteilung ihrer m/z und rt
bestétigt (Abb. 7). Die identifizierten Lipidspezies wurden mit m/z und rt in eine
Methodendatei Ubertragen, mit deren Hilfe das in MassLynx eingebettete
Programm QuantLynx automatisiert die passenden Peakflachen integrierte. Mit
einer verkurzten, numerischen Schreibweise wurden unterschiedliche Vertreter
einer Lipidklasse derselben elementaren Zusammensetzung (und bei gleicher
Ladung folglich auch desselben m/z) wie beispielsweise PC(18:2/18:2) und
PC(16:0/20:4) unter PC(36:4) zusammengefasst. Die Zahlen in der Klammer
beziehen sich bei dieser verkirzten Schreibweise auf die Summe der
Kohlenstoffatome und die Summe der Doppelbindungen aller Fettsaure-
Seitenketten des Lipids (Fahy et al. 2008).
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Abbildung 7: rt-m/z-Streudiagramm.

Systematische Verteilung von m/z und rt am Beispiel der Phosphatidylcholine (PCs) aus
PgpV™T.Embryolysat. Es wurde in Messung1l des positiven ESI-Modus nach
[M+H]*-Addukten der PCs gesucht. Weitere beim Profiling gefundene PC-Spezies, die nicht
in dieses System passten, wurden als falsch identifiziert gewertet und entfernt. Die Zahlen in
der Klammer beziehen sich auf die Summe der Kohlenstoffatome und die Summe der
Doppelbindungen der Fettsdure-Seitenketten der PCs.

4.8.3 Targeted Analyse

Die gezielte, hypothesengetriebende Analyse der Cardiolipin-Spezies erfolgte mit
Unterstitzung durch Dr. Markus Krischke wie von Ott et al. 2012 beschrieben
unter Einsatz eines Flussigkeitschromatographs (Waters Acquity Ultra-
Performance Liquid Chromatograph) gekoppelt an ein Tandem-
Massenspektrometer (Waters Micromass Quattro Premier triple-quadrupole
mass spectrometer, Milford, MA) mit einer ESI-Schnittstelle.
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4.9 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel und GraphPad Prism 5.
Fur den G3P-Assay wurde mittels Einstichproben-t-Test geprift, ob sich der
Mittelwert der relativen G3P-Konzentrationen in PGP-inaktivierten Lymphozyten
signifikant vom Wert 1 unterscheidet. Die Auswertung der Lipidomics-Versuche
erfolgte mittels t-Test (unpaired, two-tailed). Die Diagramme der Embryo-
versuche zeigen Mittelwert + Standardabweichung dreier technischer Replikate
aus zehn gepoolten und lysierten E8.5-Embryonen pro Genotyp. Die Diagramme
der Lymphozytenversuche zeigen Mittelwert + Standardfehler dreier biologischer
Replikate. Die statistische Signifikanz wird mit * fir p < 0.05, ** fir p < 0.01, ***
fur p < 0.001 bzw. ,ns“ (nicht signifikant) flr p > 0.05 angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Ganzkorperinaktivierung der PGP in E8.5-Embryonen
verursacht DG-, TG- und SM-Anhaufung und PC-Abnahme

G3P stellt das aktivierte Kohlenhydrat-Rickgrat der Glycerolipide dar. Nachdem
in PGP-inaktivierten Embryonen unter Normoxie eine reduzierte TPI-Aktivitat und
erhohte G3P-Level gemessen wurden (siehe Kap. 1.4.4), wurde die
Lipidzusammensetzung von PgpW™T- und PgpP34ND34N-Embryonen am
Embryonaltag 8.5 mittels UPLC-gTOF-MS untersucht. Mit non-targeted
Messungen und anschlieBendem metabolite fingerprinting wurde zunachst eine
hypothesengenerierende Herangehensweise gewahlt, um Marker-lonen zu
definieren. Die beiden in PgpP34N/D34N-Embryonen statistisch am relevantesten
erhohten Marker wurden als DG(32:0) und DG(34:0) identifiziert. Erhéhte DGs in
PgpP34N/D34N-Embryonen konnten in einem weiteren unabhangigen Versuch
durch Profiling der Lipidklasse bestatigt werden. Das Spektrum so identifizierter
DG-Spezies stimmt Uberwiegend mit dem unterschiedlicher Sdugetierzellen bzw.
-gewebe Uberein (Lee et al. 1991; Laurin et al. 1998; Li et al. 2007; Leiker et al.
2011; Lanekoff et al. 2016). Die Haufigkeitsverteilung der DG-Spezies
unterscheidet sich jedoch zwischen den verschiedenen Zell- und Gewebetypen.
So machten die gesattigten DG-Spezies DG(32:0), DG(34:0) und DG(36:0),
anders als z.B. in murinen Lymphozyten (siehe Kap. 5.2.3), in Makrophagen aus
murinem Knochenmark (Leiker et al. 2011) oder in menschlichen Neuroblasten
(Lee et al. 1991), in murinen E8.5-Embryonen den Grol3teil der Gesamt-DGs aus
(Abb. 8 a). Dies spricht fur eine hohe in den Embryonen stattfindende de novo
DG-Biosynthese (Segerer et al. 2016). Doch auch weitere Stoffwechselwege wie
z.B. Phospholipase D vermittelter Abbau gesattigter PCs (Hodgkin et al. 1998)
oder Sphingomyelin (SM)-Synthese kdnnen zur Bildung gesattigter DG-Spezies
fuhren.

In PgpP34ND34N_-Embryonen fanden sich erniedrigte Level unterschiedlicher

PC-Spezies (Abb. 8 b), deren Zusammensetzung der verschiedener Saugetier-
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zellen bzw. -gewebe ahnelt (Takamura et al. 1986; Lee et al. 1991; Booker et al.
1992; Isaac et al. 2003).

Das detektierte Spektrum an TG-Spezies sowie im Grof3en und Ganzen auch
das Muster ihrer Haufigkeitsverteilung stimmten mit Literaturangaben aus
Rattenmyokard (Han & Gross 2001) bzw. menschlichem Blut (Gao et al. 2017)
Uberein. Die meisten TG-Spezies waren in PgpP34ND34N-Embryonen gegeniber
Wildtyp-Embryonen erhdht (Abb. 8 c). Einige, auffélligerweise die geséttigteren
Spezies gleicher Gesamtkettenlange, waren in PGP-inaktivierten Embryonen
jedoch erniedrigt (durch blaue Signifikanzangabe hervorgehoben). Trotz dieser
Unterschiede zwischen den molekularen TG-Spezies war ihre Summe in
PgpP34ND34N-Embryonen insgesamt ~1.25-fach gesteigert (Abb. 8 d).

Mit einer unabhangigen, auf enzymatischer Quantifizierung beruhenden,
Versuchsreihe konnten diese Ergebnisse fur PCs und TGs von Dr. Gabriela
Segerer bereits bestatigt werden. Darlber hinaus wurden durch eine
Lipidtropfchenfarbung 26.4 % an PgpP34ND34N-mouse embryonic fibroblasts
(MEFs) aus E8.5-Embryonen mit durchschnittlich 47.8 Lipidtropfchen/Zelle
markiert, wahrend an PgpWTWT-MEFs nur 22 % mit 35.8 Lipidtrépfchen/Zelle

markiert wurden (Segerer et al. 2016).
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Abbildung 8: PGP-Inaktivierung beeinflusst Glycerolipidlevel in E8.5-Embryonen.

UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung

einzelner

Diacylglycerin

(DG)-Spezies (a),

Phosphatidylcholin (PC)-Spezies (b), Triacylglycerin (TG)-Spezies (c) in Lipidextrakten aus
10 gepoolten EB8.5-Embryonen pro Genotyp. Zusammenfassend zeigt (d) jeweils die
gesamte Glycerolipidklasse als Summe der in (a)-(c) abgebildeten Spezies. Das Profiling der
Lipide erfolgte im positiven ESI-Modus gemalf3 ihrer bevorzugten lonisation (TGs und DGs
als NHs-Addukt, PCs in protonierter Form). Es sind die auf die Proteinmenge normalisierten

Mittelwerte der Flache unter der

Kurve (AUC) von 3technischen Replikaten =+

Standardabweichung dargestellt. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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Sphingomyeline (SMs) sind die haufigsten Sphingolipide (Voet et al. 2016) und
ein wichtiger Bestandteil von Membranen eukaryotischer Zellen. Abhangig vom
untersuchten Gewebe machen sie 2-15 % aller Phospholipide aus (Koval &
Pagano 1991).

Anders als die Glycerolipide besitzt SM als Sphingolipid kein G3P-Ruckgrat. Es
besteht aus einem Ceramid und Phosphorylcholin (Abb. 9 a) und ist damit das
Analogon zum Glycerolipid Phosphatidylcholin.

Das Ceramid besteht wiederum aus einem Sphingoid, meist Sphingosin, das
Uber eine Amidbindung mit einem Fettsaurerest verbunden ist. Der Fettsdurerest
ist typischerweise gesattigt oder einfach ungesattigt und besteht meist aus 16 bis
24 Kohlenstoffatomen (Ramstedt & Slotte 2002).

Da eine vermehrte SM-Synthese eine Erklarung fur die erniedrigten PC-Spiegel
darstellen kénnte, wurden die Messdaten auf SMs untersucht. SM wird von der
Sphingomyelin-Synthase (SMS) aus PC und Ceramid unter Entstehung von DG
gebildet. Die haufigste SM-Spezies in murinen E8.5-Embryonen war SM(d34:1)
(Abb 9 b). Dies trifft auch fur die SM-Analyse von Eigelb zu (Ramstedt et al.
1999). Fur sieben der neun detektierten SM-Spezies ergab der t-Test (unpaired,
two-tailed) signifikante Unterschiede. Nach Addition der Peakflachen aller
SM-Spezies ergaben sich fur die Gesamt-SMs ~1.3-fach hohere Level in
PgpP34ND34N-Embryonen (Abb. 9 c). Wahrend das detektierte Gesamt-SM in
WT-Lymphozyten ~27.1 % des Gesamt-PC-Spiegels ausmacht, kommt es in
PgpWT™WT-Embryonen nur auf einen Anteil von 5.6 %. Mdglicherweise ist die
SM-Synthese in diesem Entwicklungsstadium noch limitiert. Vor ihrer
Implantation konnten in murinen Embryonen (Morula- und Blastozystenstadium)
mittels Dunnschichtchromatographie von mit [Methyl-3H]-Cholin markierten
Lipiden noch keine Sphingomyeline detektiert werden (Pratt 1980).
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Abbildung 9: Sphingomyeline in murinen E8.5-Embryonen.

(a) zeigt den Aufbau der SMs am Beispiel von SM(d18:1/16:0) oder kurz SM(34:1). SMs
bestehen aus einem Ceramid und Phosphorylcholin (grin). Das Ceramid setzt sich
wiederum aus einem Sphingoid und einer FS zusammen. Als haufigstes Sphingoid ist in Rot
Sphingosin oder kurz (d18:1) gezeigt. In Blau ist der Rest der Palmitinsaure oder kurz (16:0)
gezeigt. Die Kohlenstoffatome von Sphingosin sind von 1-18, die der Palmitinsdure von 1-16*
durchnummeriert. (b) zeigt die UPLC-gqTOF-MS-basierte Bestimmung einzelner SM-Spezies
in Lipidextrakten aus 10 gepoolten E8.5-Embryonen pro Genotyp. Die Detektion erfolgte im
positiven ESI-Modus in protonierter Form. (c) zeigt das Gesamt-SM als Summe der
einzelnen SM-Spezies. Es sind die auf die Proteinmenge normalisierten Mittelwerte der
Flache unter der Kurve (AUC) von 3 technischen Replikaten + Standardabweichung
dargestellt. d = dihydroxy. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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5.2 Auswirkungen der PGP-Inaktivierung in Endothelzellen und in
Zellen des hamatopoetischen Systems

5.2.1 Pgp™™; Tie2-Cre* -Mause sind lebensfahig

Die in hamatopoetischen Zellen und Endothelzellen von Pgp™/fix; Tie2-Cre*-
Mausen Tie2-assoziiert heterozygot exprimierte cyclization recombinase (Cre)
fuhrt zur Exzision des von loxP-Stellen flankierten Wildtyp-Pgp (Pgp™), sodass
nur PGP-inaktiviertes PgpP34N exprimiert wird. Unter Verwendung von
genomischer DNA aus Lymphozyten wurde dies durch Allel-spezifische PCR
bestatigt (Segerer 2015). Die PGP-Inaktivierung in Pgp™/fix; Tie2-Cre*--Mausen
konnte durch Analyse der Phosphatase-Aktivitdt in Erythrozytenlysaten
nachgewiesen werden (Segerer et al. 2016). Dennoch waren Mause, deren PGP
gezielt in Endothelzellen und hamatopoetischen Zellen inaktiviert wurde, im
Gegensatz zu ganzkorperinaktivierten PgpP34N/D3aN-Mausen lebensfahig. Sie
zeigten keine Hamorrhagien und glichen Pgp™#-Mausen hinsichtlich
Uberlebensfahigkeit, Wachstum und Fruchtbarkeit. Dies deutet darauf hin, dass
die vitale Bedeutung der PGP nicht ihrer Funktion in Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen zukommt, sondern der in einem anderen Gewebe.

Die Verpaarung von Pgp®™ix-Mausen mit Pgp™x; Tie2-Cre* -Mausen fihrte
erwartungsgemaf wiederum und im gleichen Verhaltnis zu Pgp™/fix- und Pgpfix/ix;
Tie2-Cre*--Nachkommen. Sie wurden wie in Kapitel 4.2 beschrieben

genotypisiert.
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Abbildung 10: PCR- und Agarose-Gelelektrophorese-basierte Genotypisierung.
Die 324 bp-Bande diente der Positivkontrolle. Pgp™™; Tie2-Cre*"-Mause wurden anhand
der 100 bp-Bande identifiziert.
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5.2.2 Keine erhohte G3P-Konzentration in PGP-inaktivierten
Lymphozyten ohne metabolische Uberflussbedingungen

Neuen Erkenntnissen zufolge fungiert die PGP auch als spezifische G3P-
Phosphatase und PGP-Uberexpression fiihrt in Hepatozyten der Ratte zu
erniedrigten G3P-Spiegeln, wahrend es durch PGP-Knockdown und unter
gesteigertem Glukoseangebot (25 mM) zu erhdhten G3P-Spiegeln kommt
(Mugabo et al. 2016). Zudem wurden in PGP-inaktivierten E8.5-Embryonen
signifikant erhdohte G3P-Spiegel registriert (Segerer et al. 2016). Um zu
untersuchen, ob die PGP-Aktivitat auch in weiteren Geweben Auswirkungen auf
die G3P-Spiegel hat, wurden sie PGP-abhangig in Lymphozyten adulter Mause
bestimmt. Die Isolierung der Lymphozyten aus der Milz von Pgp™ix- bzw.
Pgp™flx; Tie2Cre*--Mausen erfolgte unter Verwendung von 2 g/l (11.1 mM)
Glukose enthaltendem RPMI-Zellkulturmedium. Uber diese gebrauchliche
Glukosekonzentration hinaus wurden die Lymphozyten keinem gesteigerten
Glukoseangebot ausgesetzt und es erfolgte keine Inkubation. Vor diesem
Hintergrund ergibt sich aus Abb. 11 d und e fur Pgp™fx-Mause eine absolute
G3P-Konzentration von ~3.6 nmol/60 Mio. Zellen und fiir Pgp™x; Tie2-Cre*--
Mause von ~4.1 nmol/60 Mio. Zellen. Die Proteinbestimmung mittels BCA-Assay
stimmte mit den manuell erhobenen Lymphozytenzahlen lberein und ergab
einen Proteingehalt von ~20 pg Protein/Mio. Lymphozyten. Fir die auf die
Proteinmenge bezogene G3P-Konzentration ergibt sich somit fiir Pgp™/fix-Mause
ein Wert von ~3.0 nmol/mg Protein und fur Pgp™; Tie2-Cre* -Mause von
~3.4 nmol/mg Protein. Etwas hohere = G3P-Konzentrationen  von
~5 nmol/mg Protein bzw. ~11 nmol/mg Protein bei einem Glukoseangebot von
5 mM bzw. 25 mM wurden in Hepatozyten von Ratten detektiert (Mugabo et al.
2016). Nach drei unabhéngigen Versuchen zeigten sich in Lysaten PGP-
inaktivierter Lymphozyten flur das relativ geringe und nur wahrend der
Lymphozytenisolierung bestehende Glukoseangebot von 11.1 mM Kkeine
signifikant erhohten relativen G3P-Konzentrationen (Abb. 11 f).

49



Mithilfe eines kommerziellen G3P Colorimetric Assay Kits (Biovision) konnte
dieses Ergebnis mittlerweile von Dr. Gabriela Segerer bestatigt werden.
Signifikant erhéhte G3P-Konzentrationen in Pgp™x; Tie2Cre*-- gegeniber
Pgp™fix-Mausen ergaben sich erst unter metabolischen Uberflussbedingungen
mit 20 mM Glukose (unpubliziert).

a b
G3P (nmol)
8
0.304 6 S
4 ,E,’. Pgp™;
s cGDH 3 g Tie2-Cre*"
8 °% = fix/fix
© } 2 8 . T Pgp
1 2
qQ
0.20- 0 o
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
t (min) t (min)
C d
G3P (nmol) Steigung
- 8 0.003138
0.264 -
-— 6 0.002423 k]
©
o 0.241 -— 4 0001235 ';{ . Pgp™ /
<5 - -
g -- 3 0.000898 = Tie2-Cre*
o | T 1 [
° 0224% --2 0000591 e 000126 = pgpi
T — 1 0000224 §
020 TTTTTTT—————————  — 0 0000302 |- S
. r . . ] 0.42 . . . . y
14 16 18 20 22 14 16 18 20 22
t (min) t (min)
B ns
e 15
0.003 y = 0.0004306x - 0.0003039 T 10 i
12=0.9918 3
[}
2 0.002+ 2
3 o
=) o 05
‘D I
& 0.001
0.000 T T T T Y 0.0
c)/ 2 4 6 8 ngflx/flx ngflx/flx;
G3P (nmol) Tie2-Cre*"

Abbildung 11: G3P-Assay.

Der Extinktionsverlauf der Verdiinnungen fir die Standardgerade (a) und der Lymphozyten-
proben (b) wurde Uber 9 min vor und 38 min nach Enzymzugabe aufgezeichnet. Aus 20
Messwerten ab 3 min nach Enzymzugabe (grau hinterlegter Bereich) wurde jeweils die
Steigung ermittelt (¢ und d). Mithilfe der Standardgerade (e) wurde auf die G3P-
Konzentration der Lymphozytenproben geschlossen. (f) zeigt die relative G3P-Konzentration
in PGP-inaktivierten Lymphozyten nach drei unabhéngigen Versuchen. ns = nicht signifikant.
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5.2.3 DG-, PC-, TG- und SM-Level sind in PGP-inaktivierten
Lymphozyten nicht signifikant verandert

Analog zu den Versuchen an E8.5-Embryonen (PgpW™WT und PgpD34N/D34N)
wurden DG-, PC-, TG- und SM-Level auch in Lymphozyten von adulten Pgpi/fix-
bzw. Pgp™fx; Tie2-Cre* -Mausen bestimmt. Das Profiling der Lipidklassen
erfolgte, obwohl nach metabolite fingerprinting keiner der identifizierten Marker
diesen Lipidklassen angehorte. Somit war bereits zu erwarten, dass die
Quantifizierung der Lipidspezies keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Genotypen zeigt. In Ubereinstimmung mit anderen Studien (Lee et al. 1991;
Laurin et al. 1998; Li et al. 2007; Leiker et al. 2011; Lanekoff et al. 2016), aber
anders als in E8.5-Embryonen, waren die Level ungesattigter DG-Spezies in
Lymphozyten hoher als die der gesattigten (Abb. 12 a), was flr eine geringer
ausgepréagte de novo Lipogenese in Lymphozyten spricht. DG(18:0/20:4) wird
beispielsweise bei Phospholipase C (PLC)-vermitteltem Abbau des haufigsten
Phosphatidylinositols PI1(18:0/20:4) (Wood & Harlow 1969; Holub et al. 1970)
gebildet und ist in Kardiomyozyten und in N. ischiadicus-Gewebeproben der
Ratte als haufigste DG-Spezies beschrieben (Eskildsen-Helmond 1998; Zhu &
Eichberg 1990). Auch das in Lymphozyten am haufigsten detektierte DG(38:4)
koénnte sich Uberwiegend aus DG(18:0/20:4) zusammensetzen.

Zwar zeigte der t-Test (unpaired, two-tailed) die Level fir PC(28:0), PC(30:0),
PC(32:0), PC(32:2) und PC(40:6) in Pgp¥fx; Tie2-Cre*--Mausen als signifikant
erniedrigt an (Abb. 12 b), fir die Summe aller PC-Spezies ergab sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen (Abb. 12 d). TGs zeigten in
PGP-inaktivierten Lymphozyten &ahnliche Level wie in Wildtyp-Lymphozyten
(Abb. 12 c).
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Abbildung 12: Kein relevanter Einfluss der PGP auf DG-, PC- und TG-Level in
Lymphozyten.

UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung einzelner Diacylglycerin (DG)-Spezies (a),
Phosphatidylcholin (PC)-Spezies (b), Triacylglycerin (TG)-Spezies (c) in Lipidextrakten aus
Lymphozyten. Diese wurden aus den Lymphknoten von 3 Mausen pro Genotyp isoliert.
Zusammenfassend zeigt (d) jeweils die gesamte Glycerolipidklasse als Summe der in (a)-(c)
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abgebildeten Spezies. Das Profiling der Lipide erfolgte im positiven ESI-Modus gemal ihrer
bevorzugten lonisation (TGs und DGs als NHs-Addukt, PCs in protonierter Form). Es sind
die auf die Zellzahl normalisierten Mittelwerte der Flache unter der Kurve (AUC) von
3 biologischen Replikaten + Standardfehler dargestellt. * p < 0.05

Auch die in E8.5-Embryonen gezeigte PGP-abhéngige Beeinflussung der SMs,
war in Lymphozyten nicht nachweisbar (Abb. 13 a und b). Wahrend SM(d34:1)
in murinen Embryonen die haufigste SM-Spezies war, kam SM(d42:2) in
Lymphozyten etwas haufiger vor (Abb. 13 a). Unter der Annahme, dass
Sphingosin (d18:1) das Sphingoid stellt, besteht die Fettsaure-Seitenkette von
SM(d42:2) aus Nervonsaure (24:1). In Rattenleber sind SMs mit Acylgruppen
einer Lange von 24 Kohlenstoffatomen ebenfalls als héaufigste molekulare
SM-Spezies beschrieben (Tserng & Griffin 2003).
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Abbildung 13: Sphingomyeline in murinen Lymphozyten.

(a) zeigt die UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung einzelner SM-Spezies in 3 Lipidextrakten
aus Lymphozyten pro Genotyp. Diese wurden aus den Lymphknoten von 3 Mausen pro
Genotyp isoliert. Die Detektion erfolgte im positiven ESI-Modus in protonierter Form. (b) zeigt
das Gesamt-SM als Summe der einzelnen SM-Spezies. Es sind die auf die Zellzahl
normalisierten Mittelwerte der Flache unter der Kurve (AUC) von 3 biologischen Replikaten
+ Standardfehler dargestellt. d = dihydroxy, ns = nicht signifikant.
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5.2.4 Erhohte Phosphatidylglycerin- und Cardiolipin-Level in
PGP-inaktivierten Lymphozyten

Metabolite fingerprinting zeigte in PGP-inaktivierten Lymphozyten signifikant
erhohte Werte fur die im negativen ESI-Modus detektierten und durch rt und m/z
definierten Marker-lonen 5.34 747.5182, 5.41 773.5338 und 7.17_724.4867.
Elementarkompositionen (C40H76010P und C42H78010P), Datenbank-
recherche und Fragmentationsmuster fir die ersten beiden Marker waren
konform mit der jeweils deprotonierten Form von PG*(34:1) und PG*(36:2) bzw.
ihren Isomeren Bis(monoacylglycero)phosphat (BMP)(34:1) und BMP(36:2)
(Abb. 14). Da sich PG*s und BMPs aber chromatographisch trennen lassen
(Hankin et al. 2015), wurden in einer gesonderten Messung PG*- und BMP-
Standards analysiert und um ~0.3 min geringere Retentionszeiten fur BMPs
festgestellt. In einer weiteren Messung aktivierter und mit 20 mM Glukose
stimulierter Lymphozyten wurden Lipide gleicher Haufigkeitsverteilung unter
Verwendung interner Standards eindeutig als PG*s identifiziert (Abb. 17 a). Es
ist deshalb davon auszugehen, dass es sich bei den ersten beiden Markern in
ruhenden Lymphozyten und bei den anschliel3end durch Profiling detektierten 14
weiteren lonen dieser Lipidklasse ebenfalls um PG*s handelt.

AulRerdem geben aktuelle Studien an Makrophagen fir BMPs eine andere
Haufigkeitsverteilung mit BMP(36:2) als haufigster BMP-Spezies an, wahrend
PG(34:1) in Ubereinstimmung mit dieser Arbeit als haufigste PG*-Spezies
genannt wird (Luquain-Costaz et al. 2013). Acht der 16 PG*-Spezies erwiesen
sich in PGP-inaktivierten Lymphozyten als signifikant erhoht (Abb. 15 a).
Insgesamt waren PG*-Level in ruhenden Lymphozyten von Pgp™/; Tie2-Cre*/--
Mé&ausen ~1.8-fach angehoben (Abb. 15 b).
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Abbildung 14: Die Konstitutionsisomere PG*(34:1) und BMP(34:1).

PG*(34:1) (a) und BMP(34:1) (b) sind zwei Phospholipide mit unterschiedlichen Funktionen,
aber gleicher Summenformel, gleicher Ladung und damit gleichem m/z. PG*s und BMPs
unterscheiden sich durch die Positionen an ihren Glycerinmolekilen, mit denen die FS-
Reste, hier Palmitoylrest (rot) und Oleylrest (blau), verestert sind.
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Abbildung 15: Phosphatidylglycerine (PG*s) in murinen Lymphozyten.

(@) zeigt die UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung einzelner PG*-Spezies in 3
Lipidextrakten aus Lymphozyten pro Genotyp. Diese wurden aus den Lymphknoten von 3
Mausen pro Genotyp isoliert. Die Detektion erfolgte im negativen ESI-Modus in
deprotonierter Form. (b) zeigt das Gesamt-PG* als Summe der einzelnen PG*-Spezies. Es
sind die auf die Zellzahl normalisierten Mittelwerte der Flache unter der Kurve (AUC) von 3
biologischen Replikaten + Standardfehler dargestellt. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001

Die detektierten lonen und lhre Isotope lieRen in den Massenspektren fast
ausschlief3lich Muster mit ganzen m/z-Abstanden zwischen einander erkennen,
da der Grof3teil der in den Lipidextrakten enthaltenen Verbindungen nach ESI
einfach geladen war. Eine Isotopenverteilung zweifach geladener lonen weist
dagegen halbe m/z-Abstande zwischen den Isotopen auf. Das Marker-lon
7.17_724.4867 verfugte Uber ein solches Isotopenmuster mit halben m/z-
Abstanden (Abb. 16 a) und wurde als zweifach deprotonierte Form von CL(72:7)
identifiziert. Durch Profiling der auf diese Weise ionisierten CLs konnten aul3er
CL(72:7) keine weiteren Spezies detektiert werden. CL(72:7) war in PGP-
inaktivierten Lymphozyten jedoch ~3.2-fach und signifikant erhoht (Abb. 16 b).

Da fur die UPLC-qTOF-MS-Messung dieser Lymphozytenproben der
standardmallige m/z-Erfassungsrahmen von 50-1200 voreingestellt war, die m/z

einfach deprotonierter und damit einfach negativ geladener CLs jedoch jenseits
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von 1200 liegen, konnte aus den Daten dieser Messung kein Profiling fur CLs in
dieser lonisationsform durchgefiihrt werden. Deshalb wurde das nach UPLC-
gTOF-MS-Messung noch verbleibende Probenvolumen mittels UPLC-MS-MS
gezielt nach CLs untersucht. AuBBer fir CL(74:6) waren die Unterschiede
zwischen den Genotypen jedoch nicht signifikant (Abb. 16 c). Die Summe der
CLs ergab fur PGP-inaktivierte Lymphozyten gegeniber Wildtyp-Lymphozyten
eine ~1.6-fache, insignifikante Erh6hung (Abb. 16 d).
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Abbildung 16: Cardiolipine (CLs) in murinen Lymphozyten.

(a) Das Massenspektrum von rt = 7.17 min zeigt das Marker-lon mit m/z = 724.4836 (3 mDa
Toleranz) und seine Isotope in PGP-inaktivierter Lymphozytenprobe Nr. 1 im negativen ESI-
Modus. Typisch fur doppelt geladenen lonen ist die Isotopenverteilung in 0.5 m/z-Abstanden.
Auf der Y-Achse ist die Intensitét in % angegeben; die X-Achse zeigt den m/z-Bereich von
720-730. (b) zeigt die UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung des als zweifach deprotonierte
Form von CL(72:7) identifizierten Markers in den Lipidextrakten der Lymphozyten von jeweils
3 Méausen pro Genotyp. (c) zeigt die UPLC-MS-MS-basierte Bestimmung einzelner CL-
Spezies aus den nach UPLC-qTOF-MS-Analyse Ubrigen Probenvolumina. Die Detektion
erfolgte im negativen ESI-Modus in deprotonierter Form. (d) zeigt das Gesamt-CL als
Summe der einzelnen CL-Spezies. Es sind die auf die Zellzahl normalisierten Mittelwerte der
Flache unter der Kurve (AUC) von 3 biologischen Replikaten + Standardfehler dargestelit.
* p < 0.05, ns = nicht signifikant
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Mit Lipidextrakten aus durch a-CD3- und a-CD28-Antikdrper aktivierten und unter
Zusatz von Glukose (20 mmol/l) inkubierten Lymphozyten wurde ein weiterer
unabhangiger Versuch durchgefihrt. Um CLs in einfach negativ geladener Form
detektieren zu konnen, wurde der m/z-Erfassungsrahmen der UPLC-qTOF-MS-
Messung auf 50-1500 erhdht. Die Messung erfolgte unter Einsatz der internen
Standards 1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-sn-glycerol) und
1,3'-bis-(1,2-ditetradecanoyl-sn-glycero-3-phospho)-sn-glycerol, um die
absoluten PG*- und CL-Spiegel quantifizieren zu kénnen. Wahrend sich fir
PG*-Spezies zwischen den Genotypen aktivierter und 20 mM Glukose
ausgesetzter Lymphozyten keine signifikanten Unterschiede ergaben
(Abb. 17 a), waren unter diesen Bedingungen 7 der 13 detektierten CL-Spezies
in Lymphozyten aus Pgp™/fix; Tie2-Cre*--Mausen signifikant erhoht (Abb. 17 b).
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Abbildung 17: PGP-abhangige PG*- und CL-Spiegel in aktivierten Lymphozyten unter
metabolischen Uberflussbedingungen.
UPLC-qTOF-MS-basierte Bestimmung einzelner PG*- (a) und CL-Spezies (b) in 3
Lipidextrakten aus den Lymphozyten von jeweils 3 Mausen pro Genotyp. Die Detektion
erfolgte im negativen ESI-Modus in deprotonierter Form. Unter Verwendung interner
Standards wurden PG*- und CL-Konzentrationen berechnet. Sie sind als Mittelwert von 3
biologischen Replikaten + Standardfehler dargestellt. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001
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6 Diskussion

6.1 Glycero- und Sphingolipidlevel in E8.5-
PgpP3N/DN_Embryonen

6.1.1 Wie lasst sich das aberrante Lipidmuster in
PgpP3*NB3N_.Empryonen erklaren?

Die in PGP-inaktivierten Embryonen veré&nderten Lipidlevel decken neue
Funktionen der PGP fur die Regulation des Lipidmetabolismus auf. In
Ubereinstimmung mit Untersuchungen zur PGP an Hepatozyten der Ratte unter
metabolischen Uberflussbedingungen (Mugabo et al. 2016) traten DGs und TGs
auch in PgpP34ND3aN-Embryonen vermehrt auf. Dartiber hinaus waren PCs in
PgpP34ND34N-Embryonen erniedrigt (Abb. 8 d) und SMs erhoht (Abb. 9 c).
Weitere Studien zur Rolle der PGP in vivo konnten bereits eine Hemmung der
TPI und erhdhte G3P-Level in PgpP34ND34N-Embryonen nachweisen (Segerer et
al. 2016). Der erhohte G3P-Spiegel lasst sich durch eine gesteigerte de novo
Lipidsynthese mit den erhdhten Spiegeln an DGs und TGs in Verbindung bringen
(Abb. 18). Fur eine in murinem embryonalen Gewebe stark ausgepragte de novo
Lipidbiosynthese durch sn-Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase (GPAT) und
sn-1-Acyl-glycerin-3-phosphat-Acyltransferase (AGPAT) spricht zudem, dass
hier im Wesentlichen die gesattigten DG-Spezies DG(32:0), DG(34:0) und
DG(36:0) vorkamen.

Der GPAT1 aus der Gruppe der GPATs wird ein grofRer Einfluss auf die
Regulation der TG-Synthese zugeschrieben. Das Enzym bevorzugt gesattigte
Acyl-CoAs, insbesondere Palmitoyl-CoA, und katalysiert den Transfer des
Fettsdurerestes an die sn-1 Position von G3P (Coleman & Mashek 2011,
Yamashita et al. 2014). AGPATSs ubertragen einen Fettsaurerest auf die sn-2
Position von G3P und haben eine geringere Spezifitat fir Acylspender, darunter
auch ungesattigte Acyl-CoAs. Nach Abspalten des Phosphatrests von PA durch
Phosphatidat-Phosphatasen (PAPs) entstehen so neben gesittigten auch

ungesattigte snl1,2-DGs, aus denen durch Diacylglycerin-Acyltransferasen
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(DGATSs) TGs oder z.B. PCs durch Diacylglycerin-Cholin-Phosphotransferasen
(CPTs) synthetisiert werden kénnen. TG-Synthese und -Speicherung werden
durch vermehrte DGAT2-Expression gesteigert und der DGAT2 wird von den
beiden DGATSs in dieser Hinsicht eine grof3ere Bedeutung zugeschrieben (Stone
et al. 2004). In PGP-inaktivierten E8.5-Embryonen wurde gegentber Wildtyp-
Embryonen bereits eine erhdhte DGAT2-Expression nachgewiesen (Segerer et
al. 2016). Dies konnte auf Kosten der PCs zu einer bevorzugten Umwandlung
potentiell toxischer sn1,2-DGs in TGs fuihren und so die Lipidverteilung zwischen
PCs und TGs modifizieren.

Es stellt sich jedoch die Frage, wie sich aus gesattigten DGs die auf den ersten
Blick widersprichliche Haufigkeitsverteilung zwischen den molekularen TG-
Spezies in PgpP34N/D34N_-Embryonen mit erniedrigten Leveln gesattigterer TGs
und erhéhten Leveln ungesattigterer TGs ergibt. Diese TG-speziesspezifischen
Unterschiede sind mdglicherweise auch auf die vermehrte DGAT2-Expression
zurUckzufuhren. Als Akzeptormolekil dient der DGAT2 vorrangig snl,3-DG, das
an lipid droplets Adipozyten-Triglycerid-Lipase (ATGL)-vermittelt durch
Abspaltung des Fettsdurerests an sn2-Position von TGs entsteht (Eichmann et
al. 2012). Da die DGAT2 aulRer Endoplasmatisches Retikulum (ER)-Membran-
assoziiert auch an lipid droplets vorkommt, deutet dies zusammen mit der
Bevorzugung von snl1,3-DGs, wie von anderen Autoren bereits angenommen,
auf ein koordiniertes Zusammenspiel zwischen DGAT2 und ATGL hin, welches
letztendlich ein TG-remodeling der sn2-Position bedeutet (Eichmann & Lass
2015). Da fur die DGAT2 bisher noch keine Préferenz gegenuber Acyl-CoAs
eines bestimmten Sattigungsgrads festgestellt wurde (Cases et al. 2001), GPAT-
und AGPAT-vermittelt dem Acyl-CoA-Pool bei gesteigerter Lipogenese aber
vermehrt gesattigte und einfach ungeséttigte Acyl-CoAs enthommen und die
entsprechenden Fettsdurereste mit den snl- und der sn2-Positionen der G3Ps
verestert werden (Coleman & Mashek 2011; Yamashita et al. 2014), konnte das
TG-remodeling der sn2-Position mit der Zeit auf Kosten gesattigterer TGs zur
Bildung ungesattigterer TGs fuhren. Der ATGL-/DGATZ2-vermittelte
Fettsdureumbau der TGs kann auch an snl-Position erfolgen, die urspringlich

meist durch einen gesattigten Acylrest besetzt ist (Eichmann & Lass 2015).
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Es sind weitere Studien erforderlich, um zu klaren, ob auch andere Mechanismen
mit in die Entstehung der veranderten Lipidmuster in PgpP34ND34N-Embryonen
(DGt1, PC|, TG?T, SM?) verwickelt sind. Das Muster selbst konnte jedoch als
erstes Anzeichen daflir angesehen werden, dass auch ein vermehrter PC-Abbau
stattfindet. PCs kdnnen Phospholipase A (PLA)-, Phospholipase B (PLB)-,
Phospholipase C (PLC)-, Phospholipase D (PLD)-, Phosphatidylserin-Synthase
(PSS)- oder SMS-vermittelt abgebaut werden (Fagone & Jackowski 2013). Die
SMS katalysiert den Phosphocholin-Transfer von PC auf Ceramid, wodurch SM
und DG gebildet werden (Taniguchi & Okazaki 2014). Erniedrigte PCs und
erhohte DGs und SMs in PgpP34ND34N-Embryonen konnten also auch mit
vermehrter SM-Synthese in Verbindung gebracht werden (Abb. 18).

Auch der PC-Abbau durch PC-PLC oder durch PLD kann die erniedrigten PC-
und erhoéhten DG-Spiegel verursacht haben. Wahrend DGs bei PC-PLC-
vermitteltem PC-Abbau direkt entstehen, kdnnen sie PLD- und PAP-vermittelt
auch indirekt Uber PA als Zwischenprodukt entstehen. Da auch auf diese Weise
Ca?*-unabhangig gebildetes sn1,2-DG wichtige Funktionen in der
Signaltransduktion — u.a. tber nPKCs — einnehmen kann, ware es sinnvoll durch
weitere Studien zu prifen, ob die Aktivitat von Effektorproteinen wie der PKC in
PGP-inaktiviertem, embryonalem Gewebe erhdht ist.

Um zu klaren, welche Mechanismen tatsachlich zu dieser Lipidverteilung fiihren,
bzw. ob beschriebene und/oder mdgliche noch unbekannte Faktoren alleinig
oder gemeinschaftlich zu dieser Verteilung beitragen, sind weitere Studien

erforderlich.
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Abbildung 18: Stoffwechselwege, die zu dem Lipidmuster in PGP-inaktivierten Embryonen
beigetragen haben kdnnten.

Details siehe Text. GPAT: sn-Glycerin-3-phosphat-Acyltransferase, AGPAT: sn-1-Acyl-
glycerin-3-phosphat-Acyltransferase, PAP: Phosphatidat-Phosphatase, DGAT: Diacyl-
glycerin-Acyltransferase, ATGL: Adipozyten-Triglycerid-Lipase, DGL: Diacylglycerin-Lipase,
HSL: Hormonsensitive Lipase, MGL: Monoacylglycerin-Lipase, MGAT: Monoacylglycerin-
Acyltransferase, ACSL: Acyl-CoA-Synthetase (long-chain), CPT: Cholin-Phospho-
transpherase, PLA, PLC, PLD: Phospholipase A, -C, -D, LPC: Lysophosphatidylcholin,
LPCAT: Lysophosphatidylcholin-Acyltransferase, SMS: Sphingomyelin-Synthase.

6.1.2 Welche PGP-Aktivitaten sind vor dem Hintergrund der
LC-MS-Ergebnisse von besonderer Bedeutung?

Fur die PGP sind Aktivitaten gegenlber unterschiedlichen Substraten
beschrieben worden, insbesondere gegenuber PG (Seifried et al. 2016), G3P
(Mugabo et al. 2016) sowie P-Erythronat und P-Lactat (Collard et al. 2016) (siehe
Kap. 1.3.1).

In S. cerevisiae konnten durch Knockout ihres Pgp-Orthologs, Phol3, erhdhte
PG-Level detektiert werden (Bommer et al. 2016). In S&ugern wurden PG-
Konzentrationen bislang in PGP-inaktivierten HCT116-Zellen und Hepatozyten
der Ratte untersucht. Dort wurden im Vergleich zu den jeweiligen WT-Zellen
jedoch keine erhohten PG-Konzentrationen detektiert. In Hepatozyten ermittelte
PG-Konzentrationen lagen bei ~0.02 mM (Mugabo et al. 2016) und damit
~15-fach unter der Ky muriner PGP fur PG (Kv = 0.3 £ 0.05 mM) (Seifried et al.
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2016). In murinen Embryonen wurden im Zusammenhang mit der PGP zwar noch
keine PG-Konzentrationen bestimmt, PG wurde in vitro jedoch als transition
state-Analogon und reversibler Inhibitor der TPI charakterisiert (Lolis & Petsko
1990; Schnackerz & Gracy 1991) und in PgpP34N/D34N-Embryonen konnte eine um
~34 % reduzierte Aktivitat der PG-sensitiven TPI nachgewiesen werden (Segerer
et al. 2016). Dieses glykolytische Enzym kontrolliert die Schnittstelle zwischen
Glukose und Lipidmetabolismus und die Hemmung der TPI fuhrt zu erhghten
Leveln an DHAP, dessen Bildung thermodynamisch bevorzugt wird (Ciriacy &
Breitenbach 1979; Hollan et al. 1993; Shi et al. 2005; Orosz et al. 2006; Ralser
et al. 2007). DHAP kann durch die GDH zu G3P reduziert werden, fur das hdhere
Konzentrationen in Lysaten aus PGP-inaktivierten E8.5-Embryonen gefunden
wurden (Segerer et al. 2016).

Die LC-MS-Ergebnisse der Embryoproben dieser Arbeit sprechen fur eine unter
PGP-Inaktivierung gesteigerte Lipogenese und ein groReres Lipogenese/
Lipolyse-Verhaltnis und lassen sich gut mit PG-vermittelter TPI-Hemmung und
der resultierenden Umleitung des glykolytischen Flusses Gber DHAP und G3P
hin zur Lipogenese in Einklang bringen. Die Ergebnisse konnten somit fur eine
physiologische Bedeutung der PGP-Aktivitat gegentiber PG sprechen, obwohl in
Saugetieren noch keine Klarheit tber die Herkunft von PG herrscht und obwohl
in den verschiedenen bisher untersuchten Gewebearten nur sehr niedrige PG-
Konzentrationen von 4 bis 17 nmol/g vorliegen (Knight et al. 2012).

Vergleicht man die Aktivitaten muriner PGP gegeniber G3P und PG basierend
auf ihren kea/Km-Werten, so hat das Enzym gegeniber G3P eine ~92-fach
geringere Aktivitat. G3P-Konzentrationen sind gegeniiber PG-Konzentrationen in
Saugetieren jedoch vergleichsweise hoch und liegen, z.B. mit ~2 mM in
Hepatozyten der Ratte, im Bereich des relativ hohen Ku-Werts muriner PGP fur
G3P (Kv = 1.29 mM) (Mugabo et al. 2016). Insofern kann auch die G3Pase-
Aktivitat der PGP von physiologischer Bedeutung sein und zu den veranderten
Lipidleveln beigetragen haben, denn unter PGP-Inaktivierung erhohte G3P-Level
und eine gesteigerte Lipogenese lassen sich prinzipiell unmittelbar auf eine

aufgehobene G3Pase-Aktivitat zurtckfuhren.
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P-Erythronat und P-Lactat entstehen offenbar in Nebenreaktionen glykolytischer
Enzyme und die katalytische Effizienz der PGP diesen Substraten gegenuber
wird fur vergleichbar mit der gegenuber PG gehalten (Collard et al. 2016). In
HCT116-Zellen fuhrte Pgp-Knockout durch Akkumulation von P-Erythronat zur
Hemmung der 6PGDH, einem Enzym des Pentosephosphatwegs und durch
Akkumulation von P-Lactat zur Hemmung der Glykolyse. Ein reduzierter
metabolischer Fluss in diesen beiden Stoffwechselwegen lie3e sich zwar mit
einem folglich in Richtung Lipogenese umgeleiteten metabolischen Fluss in
Verbindung bringen, nicht mit diesem Konzept in Einklang bringen lasst sich
jedoch die Position innerhalb der Glykolyse, an der die Hemmung durch P-Lactat
vermutet wird. Diese Hemmung konnte gema&l3 der Autoren Uber folgenden
Mechanismus auf HOhe der PFK1 und damit noch vor der Abzweigung in
Richtung Lipogenese stattfinden: Niedrige Fructose-2,6-bisphosphat-Level durch
eine P-Lactat-vermittelte Hemmung der PFK2 kdnnten zu reduzierter Aktivitat der
glykolytischen PFK1 fuhren, da Fructose-2,6-bisphosphat ein allosterischer
Regulator der PFK1 ist (Rider et al. 2004). Eine Hemmung der Glykolyse
oberhalb der Abzweigung in Richtung Lipogenese widerspricht einer gesteigerten
Lipogenese. Insofern muss es entweder weitere, bislang unbekannte Faktoren
geben, die einen Zusammenhang zwischen der PGP-Aktivitat gegeniber
P-Lactat und den erhéhten G3P- und Lipidspiegeln herstellen kénnen, oder die
PGP-Aktivitdt gegeniiber P-Lactat ist fur die Entstehung der detektierten G3P-

und Lipidlevel nur in geringerem Mal3e von Bedeutung.

6.1.3 Mogliche Effekte der aberranten Lipidzusammensetzung auf den
Phanotyp PGP-inaktivierter Embryonen

Das Erscheinungsbild der Embryonen bei homozygoter PGP-Inaktivierung im

gesamten Organismus wurde durch ein verzdogertes Wachstum ab E8.5 und

thren bis E12.5 eintretenden Tod im Uterus dominiert. Ein klarer

Kausalzusammenhang zwischen diesem Erscheinungsbild und den LC-MS-

Ergebnissen ergibt sich bislang nicht. Fur einige der untersuchten Lipidklassen

66



sind jedoch unterschiedliche Signalfunktionen beschrieben, die den Phanotyp
maoglicherweise beeinflussen.

DGs bestehen aus einem Glycerinmolekul, das Uber Esterbindungen mit zwei
Fettsduren verbunden ist. Neben ihrer Funktion als Intermediat des
Lipidmetabolismus und Bestandteil biologischer Membranen dienen DGs auch
als Second Messenger (Carrasco & Mérida 2007).

Die Signalfunktion beruht auf ihrer Bindung an Proteine, die eine sog. C1-
Domaéane aufweisen; cPKC- und nPKC-Isoenzyme beispielsweise beinhalten
solche DG-sensitiven C1-Domanen (Almena & Mérida 2011). Durch die Bindung
von DGs werden sie aktiviert, an Membranen verlagert und beeinflussen
daraufhin  durch  Phosphorylierungen  unterschiedliche Signalkaskaden
(Eichmann & Lass 2015). Diese koénnen Einfluss auf Proliferation und
Differenzierung, Zellmotilitat und das Uberleben von Zellen haben (Isakov 2017).
Altere Studien zeigten, dass nur sn1,2-DG-Isoformen in der Lage sind, PKCs zu
aktivieren (Rando & Young 1984; Boni & Rando 1985; Nomura et al. 1986).
Aul3er in cPKC- und nPKC-Isoenzymen sind C1-Domanen mittlerweile auch in
anderen DG-sensitiven Effektorproteinfamilien bekannt, darunter die der
Proteinkinasen D (PKDs), der Chimerine, der Mammalian uncoordinated
homology (Munc)13 und der Ras guanyl-releasing proteins (GRPs) (Almena &
Mérida 2011). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass DG-vermittelte
Signalkaskaden Uber ein oder mehrere Effektorprotein/e den Phanotyp
beglnstigt haben. Somit ware es sinnvoll, in weiteren Studien den
Zusammenhang zwischen PGP-assoziierter Lipidalteration und diesen
Signalweg-Kandidaten detailliert zu untersuchen.

SMs bestehen aus einem Ceramid und einer Phosphocholin-Kopfgruppe und
sind ein wichtiger Bestandteil von Membranen eukaryotischer Zellen. Abhangig
vom untersuchten Gewebe machen sie 2-15 % aller Phospholipide aus (Koval &
Pagano 1991). Durch Abbau von SM entsteht Ceramid, ein bioaktives Lipid und
gleichzeitig Vorstufe anderer Signallipide wie Sphingosin-1-phosphat.
Umgekehrt wird die Signaltransduktion bei der SM-Synthese aus Ceramid und
PC reguliert, indem Ceramid-Level reduziert und DG-Level erhdht werden. Auf

diese Weise kdnnen SMasen und SMSs wie ein Schalter zwischen
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unterschiedlichen zellularen Signalen fungieren (Milhas et al. 2010). Es sind
weitere Untersuchungen erforderlich, um zu kléaren, ob die SM-Akkumulation in
PgpP34ND34N-Embryonen auf eine gesteigerte SM-Synthese oder einen
verringerten SM-Abbau zurickzufuhren ist und in welchem Ausmald sich
bioaktive Molekule wie z.B. Ceramide nachweisen lassen. Denn mit der in dieser
Arbeit beschriebenen Herangehensweise lieRen sich Ceramide in Embryo- und
Lymphozytenproben nicht sicher nachweisen. Moglicherweise liegt das daran,
dass Ceramide in Mausen nur in geringen Konzentrationen von je nach
Gewebeart 50-250 pmol/mg vorkommen (Schiffmann et al. 2013).

DarlUber hinaus interagiert SM mit Cholesterin (und anderen Sterinen), was zu
einer Co-Lokalisierung von SM und Cholesterol und damit einer lateralen
Heterogenitat in Plasmamembranen fihrt (Slotte & Ramstedt 2007). Deshalb
wird vermutet, dass Sphingolipide einschlie3lich SMs zusammen mit Cholesterin
fur die Bildung sog. lipid rafts verantwortlich sind (Simons & lkonen 1997,
Ramstedt & Slotte 2002). Lipid rafts sind kleine (<200 nm), heterogene und
dynamische Membrandomé&nen, die reich an Cholesterin und Sphingolipiden sind
und eine funktionelle Plattform flir die Regulation zellularer Prozesse bilden.
Direkte mechanistische Effekte von lipid rafts auf die Zellfunktion
bzw. -dysfunktion sind jedoch unklar (Sezgin et al. 2017). Ob erhéhte SM-Level
maoglicherweise Uber lipid raft-vermittelte Reaktionen von physiologischer
Bedeutung sind, muss deshalb in weiteren Studien geklart werden.

Zellwachstum erfordert groRe Mengen an Phospholipiden, v.a. fur die Expansion
zellularer Membranen (Liu et al. 2014). PC ist das haufigste Phospholipid aller
Saugetierzelltypen und macht im Allgemeinen 40-50 % der gesamten zellularen
Phospholipide aus (van der Veen et al. 2017). Somit konnten auch die
erniedrigten PCs in PgpP34ND3iN-Embryonen fiir eine unbeeintrachtigte

embryonale Entwicklung limitierend sein.
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6.2 Die metabolische Konstellation in Lymphozyten von Pgp™;
Tie2-Cre*-Mausen

6.2.1 Wie lasst sich das Metabolitmuster in PGP-inaktivierten
Lymphozyten erklaren?

Aktuelle Studien, die die Auswirkungen der PGP-Inaktivierung in murinen
Embryonen oder in HCT116-Zellen untersuchten, pladieren fir einen
verringerten glykolytischen Fluss in PGP-inaktivierten Zellen (Segerer et al. 2016;
Collard et al. 2016).

Wahrend sich eine Umleitung des metabolischen Flusses hin zur Lipogenese in
PgpP34ND34N-Embryonen in erhohten G3P- (Segerer et al. 2016), DG- und TG-
Leveln widerspiegelt, waren diese Metabolite in PGP-inaktivierten Lymphozyten
unter Standardbedingungen (ohne gesteigertes Glukoseangebot) nicht
signifikant erhdht. Auch fir die PC- und SM-Level wurden keine signifikanten
Unterschiede detektiert. Dafur waren PG*-Level in ruhenden PGP-inaktivierten
Lymphozyten signifikant auf das ~1.8-fache des WT-Mittelwerts angehoben. CLs
waren ~1.6-fach erhoht, wobei dieser Unterschied, analysiert mit dem t-Test
(unpaired, two-tailed), statistisch nicht signifikant war.

Als Erklarung fur die hier gemessenen Metabolit-Level in ruhenden PGP-
inaktivierten Lymphozyten (G3P—, DG—, TG—, PC—, SM—, PG*1, CL[1])
kommen folgende Anséatze infrage:

Obwohl PGP-abhéngige G3P-Anstiege bereits nachgewiesen werden konnten
(Mugabo et al. 2016; Segerer et al. 2016), kam es in ruhenden Lymphozyten
womdglich deshalb nicht zu signifikant erhéhten G3P-Leveln, weil G3P in die
PG*- bzw. CL-Synthese floss. Altere Untersuchungen an Typ 2-Pneumozyten der
Ratte folgerten bereits, dass sich die PG*-Synthese durch die intrazellulare
G3P-Konzentration regulieren lasst (Mason & Voelker 1988). In Saugetieren
erfolgt die de novo PG*Synthese ausgehend von CDP-DG in zwei
Reaktionsschritten (Abb. 19). CDP-DG wird aus PA durch CDP-DG-Synthasen
gebildet (Tamura et al. 2013) und an der inneren Mitochondrienmembran durch
den PGP*-Synthase 1-vermittelten Austausch des CMP-Rests mit G3P in PGP*
umgewandelt (Kawasaki et al. 2001). PGP* wird durch PGP*-Phosphatasen
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rasch dephosphoryliert, wodurch PG* entsteht (El-Kouhen & Tremblay 2011;
Claypool & Koehler 2012). CL wird an der inneren Mitochondrienmembran mittels
CL-Synthase 1 durch die Zusammenfihrung von PG* und CDP-DG und die
Abspaltung von Cytidinmonophosphat (CMP) gebildet (Houtkooper & Vaz 2008;
Scherer & Schmitz 2011). Durch anschlieendes Remodelling kommt es zur
Modifikation der FS-Seitenketten und damit zur Bildung vorrangig ungesattigter
CL-Spezies (Ye et al. 2016). Am CL-Abbau koénnen unterschiedliche
Phospholipasen beteiligt sein (Houtkooper & Vaz 2008), darunter die
mitochondriale PLD, die bei der Hydrolyse von CL PA bildet (Choi et al. 2006).
Prinzipiell kdnnten bei PLD-vermittelter Hydrolyse von CLs (vgl. CL-Spezies
Abb.16c und 17b) auch PG*s entstehen, die nach CL-Remodelling
erwartungsgemal mehrfach ungesattigt waren. Da jedoch vorwiegend die wenig
ungesattigten PG*-Spezies PG*(34:1) und PG*(36:2) detektiert wurden (Abb.
15 a), ist davon auszugehen, dass sie kein Abbauprodukt sind, sondern neu
synthetisiert wurden. Auch die unter PGP-Inaktivierung erhéhten PG*-Spiegel
beruhen demnach auf einer gesteigerten de novo PG*-Synthese (s.0.).
Moglicherweise wird PA in Lymphozyten und in sich entwickelnden Embryonen
zu unterschiedlichen Anteilen in DG und CDP-DG portioniert und die CDP-DG-
Synthese in Lymphozyten bevorzugt. Dies wirde in Lymphozyten Substrat fir
die PG*- und CL-Synthese liefern und gleichzeitig erklaren, warum hier PGP-
abhangig kein signifikanter Unterschied des Gesamt-DG- und TG-Spiegels
vorlag. In Drosophila melanogaster wird die Schnittstelle zwischen DG- und CDP-
DG-Synthese durch die CDP-DG-Synthase (CDS) reguliert (Liu et al. 2014). Die
Aufteilung konnte jedoch auch durch eine in Lymphozyten hohere DG-Kinase
(DGK)-Aktivitat bzw. durch eine niedrigere PAP-Aktivitat beeinflusst werden.
Dass andere Ursachen fir das Metabolitmuster ruhender, PGP-inaktivierter
Lymphozyten verantwortlich sind, kann nicht ausgeschlossen werden. Auch eine
gesteigerte Ether Glycerophospholipid-Synthese ausgehend von potentiell
erhohten DHAP-Leveln (Abb. 19) oder eine mGDH-vermittelte Nivellierung der
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G3P-Spiegel im Rahmen des G3P-Shuttles konnten in Lymphozyten
beispielsweise von Bedeutung sein.

Die Metabolitmuster in sich entwickelnden Embryonen und in Lymphozyten
sprechen fur verschiedene metabolische Konstellationen, die eine PGP-
Inaktivierung unterschiedlich zur Geltung bringen. Durch Aktivierung durchlaufen
T-Lymphozyten eine metabolische Umprogrammierung, die den glykolytischen
Fluss und die Lactatproduktion steigert und auch die Produktion von Lipiden,
Proteinen und Nukleinsduren erhéht (Maciolek et al. 2014). Diese
Umprogrammierung wird ,Warburg-Effekt® genannt. Obwohl sich diese
Bezeichnung urspriinglich auf die metabolische Transformation sich schnell
teilender Krebszellen bezog (Warburg 1956), wurde mit dem Begriff in der Folge
auch die metabolische Konstellation in anderen sich schnell teilenden Zellen
beschrieben; darunter die in sich entwickelnden Embryonen (Redel et al. 2012;
Krisher & Prather 2012) sowie die in proliferierenden Lymphozyten (Wang et al.
1976; Medzhitov 2015). Da PGP-inaktivierte Embryonen nicht lebensfahig waren
und es PGP-abhangig zu einer Beeinflussung des Lipidmetabolismus kam,
scheint die PGP unter ,Warburg-Bedingungen® von grof3er Bedeutung zu sein.
Deshalb wurde das Lipidmuster in Lymphozyten mittels LC-MS auch nach
Aktivierung mit a-CD3- und a-CD28-Antikdrpern und 18-stiindiger Inkubation in
20 mM Glukose untersucht.

Obwohl von Dr. Gabriela Segerer nach Inkubation mit 20 mM Glukose in PGP-
inaktivierten Lymphozyten erhéhte G3P-Konzentrationen nachgewiesen wurden
(unpubliziert), waren DG-, TG-, PC- und SM-Spiegel anders als in PgpDP34N/D34N.
Embryonen jedoch nicht signifikant erhéht (nicht gezeigt). Die metabolische
Konstellation in Lymphozyten konnte durch Aktivierung mit a-CD3- und a-CD28-
Antikérpern und Inkubation mit 20 mM Glukose also nicht derart angepasst
werden, dass die PGP hier zu einer Beeintrachtigung des Lipidmetabolismus mit
ahnlich veranderten Lipidspiegeln wie in PgpP34\V/D34N-Embryonen fiihrt.
Wahrend PG*-Spiegel in aktivierten Lymphozyten nach Inkubation mit 20 mM
Glukose unter PGP-Inaktivierung gegenuber WT Uberraschenderweise
unverandert waren, waren CLs signifikant erhoht. Dies spricht fir eine

gesteigerte CL-Synthese auf Kosten von PG*. Dass sich das Lipidmuster durch
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Aktivierung und Inkubation mit 20 mM Glukose gegenuber dem ruhender
Lymphozyten nur geringflgig veranderte und PG*-Level sogar auf WT-Niveau
sanken, kann auch auf die durch T-Zell-Aktivierung induzierte Aktivitat der mGDH
zuruckzufiihren sein (Kaminski et al. 2012). Dadurch wird unter Reduktion von
FAD zu FADH2z G3P in DHAP umgewandelt und Elektronen von FADH:2 auf
Coenzym Q Ubertragen (Mracek et al. 2013). Es ware sinnvoll durch weitere
Studien zu prifen, ob dies in PGP-inaktivierten Lymphozyten womaoglich zu
erhodhten Spiegeln an Ether Glycerophospholipiden fuhrt.

Glykolyse
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Abbildung 19: Stoffwechselwege, die zu dem Lipidmuster in PGP-inaktivierten Lymphozyten
beigetragen haben kdnnten.

Details siehe Text. CDS: CDP-DG-Synthase, DGK: Diacylglycerin-Kinase, MLCL:
Monolysocardiolipin, BMP: Bis(monoacylglycero)phosphat.
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6.2.2 Mogliche Effekte erhdhter PG*- und CL-Level in PGP-inaktivierten
Lymphozyten
Obwohl die anionischen Phospholipide CL und seine biologische Vorstufe PG*
vergleichsweise geringe Anteile in Membranen ausmachen, so kommen sie
dennoch in allen 3 Doménen des Lebens (Bakterien, Archaeen, Eukaryoten) vor;
diese Tatsache deutet darauf hin, dass PG* und CL elementare biologische
Funktionen erflllen (Luévano-Martinez & Kowaltowski 2015; Furse 2017).
Die PG*-Erhohung in ruhenden, PGP-inaktivierten Lymphozyten konnte in
aktivierten und mit 20 mM Glukose stimulierten, PGP-inaktivierten Lymphozyten
nicht reproduziert werden. Dennoch ist der Einfluss der PGP auf PG*-Level in
ruhenden Lymphozyten ernst zu nehmen und muss durch weitere Studien
untersucht werden. Méglicherweise heben die Aktivierung der Lymphozyten und
die Stimulation mit 20 mM Glukose den Unterschied wieder auf, z.B. durch eine
vermehrte CL-Synthese aus PG*.
PG* ist in Saugetieren mit einem Anteil von weniger als 1 % ein seltenes
Phospholipid, das hauptsachlich in mitochondrialen und mikrosomalen
Membranen lokalisiert ist (Morita & Terada 2015).
Es konnte nachgewiesen werden, dass die Phosphorylierung von Moesin, einem
Mitglied der Ezrin-Radexin-Moesin (ERM)-Proteinfamilie, PG*-abhangig ist, dass
die verantwortliche Moesin-Kinase die PKC-0 ist und dass die PKC-6 eine
PG*-Praferenz aufweist (Pietromonaco et al. 1998). Dr. Gabriela Segerer
detektierte in PGP-inaktivierten Lymphozyten eine erhdhte Aktivitat der PKC und
ein verstarktes Migrationsverhalten PGP-inaktivierter Lymphozyten. Letzteres fiel
durch Hemmung der PKC-6 auf WT-Niveau zuriick (Segerer 2015). Demzufolge
konnten in PGP-inaktivierten Lymphozyten erhohte PG*s Uber eine Aktivierung
der PKC-8 zur Phosphorylierung von Moesin und Steigerung des
Migrationsverhaltens der Lymphozyten fihren. Denn die Proteine der ERM-
Familie verbinden die Plasmamembran reversibel mit dem Kkortikalen
Aktinnetzwerk und sind damit in der Lage, die Zellmigration zu beeinflussen
(Parameswaran & Gupta 2013).
AulRerdem konnten veranderte PG*-Spiegel Einfluss auf die Proliferation von

Lymphozyten haben. In menschlichen Promyelozytenleukamiezellen (HL60-
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Zellen) konnte gezeigt werden, dass bestimmte PG*-Spezies wie 1,2-Dioleoyl-
PG* [PG*(36:2)] die nukledre PKC-Bi aktivieren, die fur den Eintritt der Zelle in die
Mitose von grol3er Bedeutung ist (Murray & Fields 1998). In Keratinozyten der
Maus wurde fur die wenig ungesattigten PG*-Spezies PG*(34:1) und PG*(36:2)
eine proproliferative Wirkung auf Kosten der Zelldifferenzierung beschrieben;
mehrfach ungesattigte PG*-Spezies wie PG*(36:4) hemmten hingegen die
Proliferation der Keratinozyten (Xie et al. 2014). Deshalb sollte zun&chst
untersucht werden, ob die Lymphozytenproliferation PGP-abhangig beeinflusst
wird. Es sind weitere Studien erforderlich, um zu klaren, welche Rolle PG* in
Abhangigkeit der PGP spielt.

CL (auch Diphosphatidylglycerin genannt) ist das Signaturphospholipid
mitochondrialer Membranen und besitzt eine dimere Struktur bestehend aus zwei
Uber ein Glycerinmolekll miteinander verbundenen Phosphatidatresten. Es
macht in unterschiedlichen Geweben von Saugetieren 0.2-15% aller
Phospholipide aus und ist als mitochondriales Signaturlipid hauptsachlich auf die
innere Mitochondrienmembran konzentriert (Morita & Terada 2015).

CL ist als stimulierender Cofaktor fiir mitochondriale Enzyme bekannt, darunter
MGDH (Beleznai & Jancsik 1989) und Carnitin/Acylcarnitin-Translokase (Noél &
Pande 1986) sowie Citrat-, Pyruvat- und ADP/ATP-Carrier (Bisaccia et al. 1990;
Natecz et al. 1986; Hoffmann et al. 1994).

AulRerdem spielt CL eine wichtige Rolle fiir den Energiestoffwechsel, indem es
die einzelnen Enzymkomplexe der Atmungskette stabilisiert und Cytochrom c,
das Elektronen von Komplex Il auf Komplex IV Ubertragt, im intermembranéren
Raum bindet (Houtkooper & Vaz 2008). Erhohte CL-Level in PGP-inaktivierten
Lymphozyten kdonnten aufgrund dieser Eigenschaften die mitochondriale ATP-
Synthese begunstigen. PGP-abhangig wurde der ATP-Gehalt in Lymphozyten
bislang zwar nicht untersucht, in PGP-inaktivierten Embryonen konnten
gegenuber WT-Embryonen jedoch signifikant erhohte ATP-Spiegel festgestellt
werden (Segerer 2015). Hier liel3en sich mittels LC-MS wiederum keine CLs
detektieren.

Durch seine Assoziation mit Cytochrom c¢ ist CL dartiber hinaus mit in

mitochondriale Apoptoseprozesse involviert: In Anwesenheit von ROS erlangt
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der Cytochrom c-CL-Komplex durch eine Konformationsanderung eine
CL-spezifische Peroxidase-Aktivitat (Houtkooper & Vaz 2008). Die Oxidation von
CL fuhrt zu einem l@slichen Cytochrom c-Pool, der durch Poren der auf3eren
Mitochondrienmembran ins Zytosol entweichen kann (Ott et al. 2002). Dort
initiiert es die Bildung des Apoptosoms, das zur Aktivierung der Caspase-9 fuhrt
(Reubold & Eschenburg 2012). Ob und wie PGP-inaktivierte Lymphozyten durch
CL-abhangige Funktionen beeinflusst werden, muss durch weitere Studien

detailliert untersucht werden.
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7 Zusammenfassung/Summary

7.1 Zusammenfassung

Die Phosphoglykolat-Phosphatase PGP (friher auch als AUM bezeichnet) wurde
in unserem Labor als Mitglied der HAD-Typ-Phosphatasen identifiziert. Die
genetische Inaktivierung des Enzyms im gesamten Mausorganismus fuhrt ab
E8.5 zu einer Wachstumsverzdégerung muriner Embryonen und bis E12.5
schlie3lich zu deren Tod. Im Gegensatz dazu sind Mause mit einer PGP-
Inaktivierung in hamatopoetischen Zellen und im Endothel lebensfahig und
phanotypisch unaufféallig. Neue Erkenntnisse schreiben dem Enzym neben einer
Aktivitat gegenuber Phosphoglykolat auch Aktivitaiten gegeniber Glycerin-3-
phosphat (G3P), P-Erythronat und P-Lactat zu. Da diese Phosphatase-
Aktivitaten Auswirkungen auf den Lipidstoffwechsel nahelegen, wurde in der
vorliegenden Arbeit mittels massenspektrometrischer Methoden der Einfluss der
Phosphoglykolat-Phosphatase auf den Metabolismus von Signal-, Membran- und

Speicherlipiden in murinen Embryonen und Lymphozyten untersucht.

Nach Inaktivierung der PGP im gesamten Organismus wurden in EB8.5-
Embryonen erhdhte Diacylglycerin (DG)-, Triacylglycerin (TG)- und
Sphingomyelin (SM)-Spiegel gemessen, wahrend niedrigere Phosphatidylcholin

(PC)-Level vorlagen.

In PGP-inaktivierten Lymphozyten waren G3P-, DG-, TG-, PC- und SM-Level
nicht verandert. Daflir kam es zu signifikanten Erhohungen Phosphatidylglycerol
(PG*)- und Cardiolipin (CL)-Spiegel.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die PGP in unterschiedlichen
Geweben differenzielle Effekte auf die Spiegel verschiedener Lipide hat. Dies
deckt neue Funktionen der PGP fir die Regulation des Lipidmetabolismus auf.
Die vorliegende Arbeit stellt somit die Grundlage fir weitere Untersuchungen
Uber die genauen Ursachen und Folgen dieser Regulation dar und lasst auf eine

wichtige Rolle der PGP als metabolische Phosphatase im Organismus schliel3en.
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7.2 Summary

Our laboratory has previously identified the mammalian phosphoglycolate
phosphatase PGP (also referred to as AUM) as a member of the HAD-type
superfamily of hydrolases. Whole-body PGP inactivation led to an intrauterine
growth defect with developmental delay after E8.5, resulting in a gradual
deterioration and death of PgpP34N/D34N embryos until E12.5.

In contrast, mice with a deficiency of PGP activity in endothelial and
hematopoietic cells were viable and phenotypically normal.

Recent findings demonstrate catalytic activiies of the PGP towards
phosphoglycolate, glycerol-3-phosphate (G3P), P-erythronate and P-lactate.
Since these catalytic activities suggest implications for the lipid metabolism, this
thesis examined the PGP-dependent formation of signal-, membrane- and
storage lipids in E8.5 embryos and adult lymphocytes of mice by means of mass
spectrometry.

Following whole-body inactivation of PGP increased diacylglycerol (DG)-,
triacylglycerol (TG)- and sphingomyeline (SM)-levels were detected in E8.5
embryos, whereas lower phosphatidylcholine (PC)-levels were present.

In PGP-deficient lymphocytes G3P-, DG-, TG-, PC- and SM-level were unaltered.
However, levels of phosphatidylglycerol (PG*) and cardiolipine (CL) were
significantly increased.

Taken together this thesis reveals new and tissue-dependent functions of PGP in
the regulation of the lipid metabolism and indicates an important role of PGP as
a metabolic phosphatase. It constitutes the basis for further studies on the exact

roots and the physiological effects of the metabolic regulation by PGP.
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