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1. Einleitung

1.1 T-Lymphozyten

Das adaptive Immunsystem erweitert die Möglichkeiten der angeborenen,
unspezifischen Immunabwehr um zusätzliche Abwehrmechanismen gegen sich
verändernde und neue Krankheitserreger. Von den antigenpräsentierenden
Zellen (APC) einmal abgesehen, begründet es sich auf die zellulären Reak-
tionen von B- und T-Lymphozyten. Während B-Zellen durch Produktion
von Antikörpern vorwiegend die humorale Immunreaktion auslösen, sind
die T-Zellen für zellvermittelte Abwehrreaktionen verantwortlich. Eine drit-
te Lymphozytenpopulation stellen die natürlichen Killer Zellen (NK-Zelle)
dar, welche zytotoxische Reaktionen gegen virusinfizierte Zellen und Tumor-
zellen ausüben (vgl. [1], [2]).
Eine zentrale und regulierende Rolle im adaptiven Immunsystem nehmen
die T-Zellen ein, da sie durch Interaktion mit den anderen Immunzellen das
Abwehrgeschehen gezielt steuern können.
Wesentlich hierfür ist der T-Zell-Rezeptor (TCR), ein aus mehreren Un-
tereinheiten bestehender Proteinkomplex, der von allen T-Zellen exprimiert
wird. Der TCR ermöglicht die Erkennung von Antigenen auf MHC-Molekülen
an der Oberfläche anderer Zellen und löst über verschiedene Proteine, die
als CD3 zusammengefasst werden, intrazelluläre Signale aus. Für eine vol-
le Aktivierung einer T-Zelle durch eine antigenpräsentierende Zelle ist zu-
sätzlich noch die Stimulation über den kostimulatorischen Rezeptor CD28
erforderlich. Dieser Rezeptor bindet an B7.1 (=CD80) und B7.2 (=CD86),
wodurch das TCR-Signal verstärkt wird und intrazelluläre Signalkaskaden
in Gang gesetzt werden [3]. Durch eine solche Aktivierung erhält die T-Zelle
die Möglichkeit, auf ein Antigen zu reagieren und eine adäquate Immunre-
aktion auszulösen.
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1.1.1 Die verschiedenen Subpopulationen von T-Zellen

Anhand von Oberflächenmarkern lassen sich die T-Zellen weiter in CD8+

zytotoxische T-Zellen (CTL) und CD4+ T-Helfer-Zellen (TH) unterteilen.
CTLs können über den CD8-Rezeptor MHC-I-Moleküle binden und nach
Erkennung eines entsprechenden Antigens, durch die Freisetzung von Per-
forin und Granzym, sowie durch Induktion von Apoptose schadhafte Zellen
eliminieren.
Die T-Helfer-Zellen hingegen sind nicht direkt an der Beseitigung von Patho-
genen beteiligt, sondern steuern durch Rezeptorinteraktionen mit anderen
Immunzellen und durch Freisetzung von Zytokinen den Ablauf der Immun-
antwort.
Funktionell können die T-Helfer-Zellen in TH1, TH2, TH17, und regulato-
rische T-Zellen eingeteilt werden.
TH1-Zellen aktivieren durch Ausschüttung der proinflammatorischen Zyto-
kine IL-2, IFN-γ und TNF Makrophagen, wodurch intrazelluläre Krank-
heitserreger beseitigt werden können. Demgegenüber blockieren die TH2-
Zellen durch IL-4 die Aktivität von Makrophagen und aktivieren außerdem
durch IL-4 und IL-5 B-Lymphozyten. Über diesen Mechanismus werden ex-
trazelluläre Krankheitserreger wie Parasiten beseitigt. Je nachdem, welcher
dieser beiden T-Zell-Typen maßgebend ist, spricht man auch von einer Typ-
1 oder Typ-2-Immunantwort (vgl. [2]).
TH17-Zellen sezernieren das namensgebende Zytokin IL-17 und aktivieren
neutrophile Granulozyten, wodurch extrazelluläre Mikroorganismen wie pa-
thogene Pilze bekämpft werden [1], [4].
Eine weitere Population CD4+ T-Zellen bildet die Gruppe der regulatori-
schen T-Zellen (Treg-Zellen), welche großen Einfluss auf die Aktivität und
das Verhalten anderer Immunzellen nehmen. Diese Zellen exprimieren zu-
sätzlich noch den Aktivierungsmarker CD25 und den Transkriptionsfaktor
“forkhead box protein 3“ (Foxp3). In Abgrenzung zu den Treg-Zellen wer-
den alle nicht-regulatorischen T-Zellen als “konventionelle T-Zellen“ (Tconv-
Zellen) zusammengefasst.

1.1.2 Bildung und Entwicklung von T-Zellen

Reifung von T-Zellen im Thymus

Die T-Zell-Bildung geht zunächst von pluripotenten Stammzellen im Kno-
chenmark aus, woraufhin sich weitere Entwicklungsschritte im Thymus an-
schließen. Im Bereich des Thymuscortex erfolgen dabei Wechselwirkungen
mit den Thymusepithelzellen, wodurch die, nun als Thymozyten bezeich-
neten Zellen, über Oberflächenrezeptoren Differenzierungssignale erhalten.
Nach dem Durchlaufen einiger doppelt-negativer Reifestadien, in denen die
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Zellen weder den CD4-noch den CD8-Korezeptor exprimieren, erfolgt die
Expression beider Marker und die Zellen sind doppelt positiv.
Anschließend erfolgt eine positive Selektion all jener Zellen, die in der La-
ge sind, MHC-Moleküle an der Oberfläche zu erkennen. In Folge dessen
verbleibt entweder der CD4-Korezeptor für T-Helfer-Zellen, der MHC-II-
Moleküle auf antigenpräsentierenden Zellen binden kann, oder der CD8-
Korezeptor für die CTLs, der die MHC-I-Moleküle auf allen kernhaltigen
Körperzellen erkennt. Im Anschluss werden noch T-Zellen, die gegen kör-
pereigene Antigene reagieren, im Rahmen der negativen Selektion beseitigt
(vgl. [2], [5]).

Zelldifferenzierung

Nach dem Selektionsprozess im Thymus verbleiben naive CD4+ oder CD8+

T-Zellen, die dann über die Blutbahn zu den sekundär lymphatischen Or-
ganen gelangen. Wird einer CD4+ TH-Zelle schließlich durch eine dendri-
tische Zelle ein entsprechendes Antigen präsentiert, löst dies eine T-Zell-
Antwort aus, wodurch es zur Proliferation und zur Differenzierung des T-
Lymphozyten kommt.
Zu Beginn steht dabei die Bildung der “immunologischen Synapse“, jener
komplex organisierten Kontaktstelle zwischen T-Zelle und APC, in welcher
sich der T-Zell-Rezeptor, sowie der Korezeptor CD4 an ein MHC-II-Molekül
der aktivierten APC binden. Ein zusätzliches Signal wird durch die Bindung
der B7-Proteine CD80 und CD86 an den CD28-Rezeptor der T-Zelle ver-
mittelt [2], [3]. In Folge dessen kommt es durch Bildung von IL-2 und der
Heraufregulierung von CD25 zur klonalen Expansion der TH-Zelle.
Zu welcher Subpopulation die Zelle sich schließlich differenziert, hängt da-
von ab, welche Zytokine von der APC, aber auch von der T-Zelle selbst,
gebildet werden (vgl. auch Abbildung 1.1). Darüber hinaus ist die Expres-
sion bestimmter Transkriptionsfaktoren nötig, damit sich eine TH-Zelle in
eine entsprechende Richtung entwickelt.
TH1-Zellen etwa werden in Anwesenheit von IL-12 und IFN-γ durch Ak-
tivierung der Transkriptionsfaktoren T-bet und STAT4 (signal transducer
and activator of transcription) gebildet. Die Abwesenheit von IL-12 hin-
gegen und das Vorhandensein verschiedener Zytokine (u.a. IL-4, IL-2, IL-7)
induzieren über GATA-3 und STAT5 die Differenzierung zu TH2-Zellen. Bei
der Entstehung von TH17-Zellen wiederum fehlen diese Zytokine, während
die Gegenwart von IL-6 und TGF-β, sowie die Aktivierung von RORγt und
STAT3 erforderlich ist. [2],[6]
Im Rahmen einer solchen Differenzierung von T-Zellen entstehen sowohl Ef-
fektor-T-Zellen, die unmittelbar an der Immunantwort teilnehmen, als auch
Gedächtnis-T-Zellen, die für mehrere Jahre im Körper verbleiben können.
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Bei erneuter Konfrontation mit dem spezifischen Antigen kann so eine neue
Immunreaktion sehr viel schneller erfolgen.

1.1.3 Regulatorische T-Zellen

Funktion

Den Treg-Zellen kommt innerhalb des Immunsystems eine Sonderrolle zu, da
sie unter anderem immunsuppressive Wirkungen ausüben und das Ausmaß
einer Immunreaktion regulieren. Zum einen wirken sie so einer übersteiger-
ten Immunantwort entgegen und hemmen zum anderen Immunzellen, die
auf körpereigene Antigene reagieren.
Die Beseitigung solcher autoreaktiver B- und T-Lymphozyten in Knochen-
mark und Thymus durch negative Selektion im Rahmen des Reifungspro-
zesses stellt die “zentrale Toleranz“ dar. Daneben muss aber auch eine “pe-
riphere Toleranz“ im Körper sichergestellt werden, was fundamental durch
die regulatorischen T-Zellen erfolgt [7]. Auf diese Weise verhindern die Treg-
Zellen auch die Entstehung von Autoimmunerkrankungen. Bei bestimmten
Krankheitsbildern können interessanterweise quantitative oder qualitative
Veränderungen der regulatorischen T-Zellen festgestellt werden [8].
Weiterhin sind Treg-Zellen für die Eingrenzung von chronischen Entzün-
dungsprozessen und Allergien verantwortlich [9]. Umgekehrt können regula-
torische T-Zellen dem Körper jedoch auch schaden, indem sie wichtige Im-
munantworten inhibieren und so beispielsweise Angriffe des Immunsystems
gegen Tumorzellen unterbinden [10].

Charakterisierung

An der Oberfläche tragen Treg-Zellen die α-Kette des IL-2 Rezeptors (=CD25)
und sind darüber bezüglich Wachstum und Proliferation von IL-2 abhängig
[11]. CD25 kann aber auch von konventionellen T-Zellen exprimiert werden,
da sie diesen Rezeptor im Zuge einer T-Zellaktivierung hoch regulieren.
Weiterhin wird von den Treg-Zellen der auf dem X-Chromosom codierte
Transkriptionsfaktor Foxp3 exprimiert. Wenngleich noch nicht vollständig
geklärt ist, welche Rolle genau dieses Protein im Signalnetzwerk der Zelle
einnimmt, steht fest, dass es für Funktion und Entwicklung der regulatori-
schen T-Zellen von elementarer Bedeutung ist [12].
So sind bei einem Defekt des Gens die regulatorischen T-Zellen nicht mehr
funktionsfähig und es kommt zum IPEX-Syndrom (immunodysregulation
polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome) [13]. Dabei handelt es
sich um eine schwere genetische Krankheit, bei der schon im Neugeborenen-
alter gleichzeitig mehrere Autoimmunerkrankungen parallel auftreten.
Mithilfe von CD25 und Foxp3 können die Treg-Zellen identifiziert werden,
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obgleich diese Marker nicht vollkommen spezifisch für regulatorische T-
Zellen sind und mitunter auch bei Tconv-Zellen vorkommen können [1], [14].
Ein weiteres Protein, das besonders von Treg-Zellen gebildet wird, ist CTLA-
4 (=cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4, =CD152). So wie auch
CD28 bindet es an die B7-Moleküle CD80/CD86, wirkt aber genau entge-
gengesetzt: Während CD28 in der T-Zelle ein aktivierendes Signal vermit-
telt, wirkt CTLA-4 hier inhibitorisch. Darüber hinaus sind regulatorische
T-Zellen durch eine hohe Expression von GITR (glucocorticoide induced
necrosis factor) und LAG-3 (lymphocyte activation gene-3), sowie durch ei-
ne niedrige Expression von CD127 charakterisiert [2].
Keiner der genannten Marker kommt jedoch exklusiv nur auf regulatorischen
T-Zellen vor. Dennoch lassen sich Treg-Zellen durch Antikörperfärbung und
Durchflusszytometrie identifizieren und werden in den meisten Untersuchun-
gen als Zellpopulation von CD25+ Foxp3+ T-Zellen erkannt.
Nach dem Aktivierungszustand können die Zellen noch in ruhende CD45RA+

Foxp3low und aktivierte CD45RA− Foxp3high Treg-Zellen unterteilt werden
[15].

Treg-Reifung

Obwohl keine eindeutigen Marker zur weiteren Klassifizierung der regulato-
rischen T-Zellen existieren, werden noch natürliche Treg-Zellen (nTreg) von
induzierbaren Treg-Zellen (iTreg) unterschieden. Die nTreg-Zellen entste-
hen durch positive Selektion im Thymus mittels Interaktion zwischen TCR
und MHC-Molekülen. Besondere Bedeutung haben bei der Treg-Reifung ko-
stimulatorische Signale, die durch den CD28-Korezeptor vermittelt werden
[16], [17]. Außerdem ist die Expression von Foxp3 durch die Zellen für eine
erfolgreiche Differenzierung zu regulatorischen T-Zellen essentiell [12].
Während nTreg-Zellen vorwiegend gegen körpereigene Antigene gerichtet
sind, reagieren iTreg-Zellen vornehmlich auf Fremdantigene [2]. Sie entste-
hen in der Peripherie aus naiven T-Zellen in Anwesenheit von TGF-β. iTreg
und nTreg sind verschiedene Formen regulatorischer T-Zellen mit vielen ge-
meinsamen Aufgaben und Charakteristika. Es handelt sich jedoch um keine
absolut identisches Zelltypen, die sich lediglich aufgrund ihrer Bildung un-
terscheiden lassen [8].
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Abb. 1.1: Grafische Abbildung der verschiedenen T-Zell-Subpopulationen.

Wenngleich die regulatorischen T-Zellen daher eine heterogene Gruppe un-
terschiedlicher Zellen darstellen, übernehmen doch alle Untergruppen der
Treg-Zellen durch Regulation und Suppression des Immunsystems ähnliche
Funktionen und werden daher zusammenfassend betrachtet.

Suppression des Immunsystems

Regulatorische T-Zellen besitzen verschiedene Möglichkeiten zur Suppres-
sion des Immunsystems. Ein Schlüsselmechanismus ist die Freisetzung der
antiinflammatorischen Zytokine IL-10, TGFβ und IL-35. Obwohl eindeutig
nachgewiesen werden kann, dass diese Moleküle die Funktion von Effektor-
zellen des Immunsystems inhibieren, ist ungeklärt, welche Bedeutung die
einzelnen Zytokine in bestimmten Situationen und bei bestimmten Patho-
logien besitzen [18].
Weiterhin können Treg-Zellen andere Zellen durch Abgabe von Granzym
und Perforin lysieren. Durch Vernichtung von B-Lymphozyten kann so bei-
spielsweise eine B-Zell-Antwort gehemmt werden [19]. Regulatorische T-
Zellen können über diesen Mechanismus auch die Beseitigung von Tumor-
zellen verhindern, indem sie NK-Zellen und CTLs beseitigen [20].
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Außerdem konnte gezeigt werden, dass regulatorische T-Zellen den Meta-
bolismus von aktivierten Immunzellen stören können und somit ebenfalls
immunsuppressiv wirken. Dabei werden Signalmoleküle wie Adenosin oder
cAMP genutzt, um Effektorzellen zu supprimieren [18]. Des Weiteren gibt
es Hinweise darauf, dass Treg-Zellen Apoptose induzieren, indem sie IL-2
und auch andere Zytokine aufbrauchen, die wichtige Überlebenssignale für
Tconv-Zellen darstellen [21].
Es gibt außerdem Hinweise darauf, dass Treg-Zellen in den Reifungsprozess
von dendritischen Zellen eingreifen und deren Funktionalität beeinflussen
[18]. Durch die konstitutive Expression von CTLA-4 auf der Oberfläche von
Treg-Zellen können sie die Expression der B7-Moleküle auf DCs herunter
regulieren [22]. Auf diese Weise wird dann die Aktivierung von Tconv-Zellen
über APCs durch die Antigenpräsentation verhindert.

1.2 Sphingolipide
Ein wesentliches Element der Erkennung und Reaktion auf Pathogene durch
das Immunsystem ist die Möglichkeit, Reize über Rezeptoren wahrnehmen
und entsprechende Signale auslösen zu können. Dies wird durch die Plasma-
membran, dem “flüssigen Mosaik“ aus unterschiedlichen Membranlipiden
mit dazwischen enthaltenen Proteinen, ermöglicht.
Sphingolipide sind eine wichtige Klasse von Membranlipiden, die strukturell
auf dem Molekül Sphingosin basieren. Zusammen mit den Glycerophospho-
lipiden und Cholesterol bilden sie maßgeblich die Gesamtheit der Lipide
zellulärer Membranen von Eukaryonten. Sie sind für die Struktur, die Mem-
branfluidität und die Regulation verschiedener anderer Eigenschaften der
Zelle von elementarer Bedeutung.

1.2.1 Der Sphingolipidstoffwechsel
Ein wichtiger Vertreter aus der Molekülklasse der Sphingolipide ist Sphin-
gomyelin, das ubiquitär in menschlichen Zellen vorkommt und besonders in
den Plasmamembranen von Nervenzellen in hoher Konzentration vorhanden
ist. Mit Hilfe der Sphingomyelinasen entsteht aus Sphingomyelin Ceramid,
ein weiteres Sphingolipid.
Ceramid wiederum kann durch weitere Enzyme zu Glucosylceramid, zu
Sphingosin und Sphingosin-1-phosphat oder auch zu Ceramid-1-phosphat
verstoffwechselt werden [23]. Wenngleich anzunehmen ist, dass die Spaltung
von Sphingomyelin in den meisten Zellen die Hauptquelle für Ceramid dar-
stellt, besteht weiterhin auch die Möglichkeit, dass Ceramid über einen de-
novo Pathway synthetisiert wird [24], [25]. Außerdem kann auch von der
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Ceramidase, nach Umkehrung jener Reaktion, durch welche normalerweise
Sphingosin entsteht, Ceramid gebildet werden [26].

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Sphingolipidstoffwechsels. ASM: Sau-
re Sphingomyelinase; NSM2: Neutrale Sphingoymelinase 2; SMS1: Saure
Sphingomyelinase 1; C1PP: Ceramid-1-Phosphat-Phosphatase; S1P-Lyase:
Sphingosyin-1-Phosphat-Lyase; FIASMAs: Funktioneller Inhibitor der ASM.

All die verschiedenen Sphingolipide in diesem komplexen Stoffwechselnetz-
werk (vgl. Abbildung 1.2) bestimmen wesentliche Zelleigenschaften und sind
für viele Funktionen der Zelle von tragender Bedeutung.

1.2.2 Ceramid als ein bioaktives Lipid
Bei zahlreichen zellulären Stressreaktionen kommt es zur Akkumulation von
Ceramid innerhalb der Zellmembran. Ursächlich hierfür ist, dass es durch
Stimuli, wie Zytokine (TNF, β-nerve-growth-factor (=NGF)), Umweltein-
flüsse (UV-Strahlung, Hypoxie, Hitze) oder verschiedene Chemotherapeuti-
ka und andere Moleküle zur Induktion vermehrter Generierung von Ceramid
kommt. Dies geschieht durch eine Aktivierung von Sphingomyelinasen, aber
auch durch vermehrte De-novo-Synthese, sowie durch Hemmung der wei-
teren Verstoffwechselung von Ceramid [27]. Auch in der Membran selbst
kann Ceramid aus Sphingomyelin hergestellt werden, was weitreichenden
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Einfluss auf die biologischen und physikalischen Eigenschaften der Zellmem-
bran nimmt.
Es konnte gezeigt werden, dass durch Ceramid auch das Verhalten der Zelle
reguliert wird. Als second-messenger vermittelt es intrazelluäre Signale und
setzt damit komplexe Mechanismen wie Apoptose, Zellzyklusarrest, Diffe-
renzierung und Zellalterung in Gang [28],[29].
Ceramide, wie auch andere Sphingolipide und Cholesterol, reichern sich in
so genannten “lipid rafts“ an. Dabei handelt es sich um Ansammlungen
bestimmter Lipide innerhalb der Membran, die so eine Plattform für Rezep-
toren und Enzyme bilden [30]. Insofern wird die Vorstellung des klassischen
Flüssig-Mosaik-Modells erweitert, da sich Anhäufungen bestimmter Lipide
in der Membran bilden. Eine solche Anhäufung treibt dann als Mikrodomä-
ne, ähnlich einem Floß (engl. raft), innerhalb der Membran.
Daneben ist Ceramid auch in der Lage, stabile Poren in der äußeren Mi-
tochondrienmembran aufzubauen, ein Mechanismus, der direkt oder indi-
rekt Apoptose mitverursachen könnte [31]. Darüber hinaus werden wichtige
Proteine und Enzyme in ihrer Funktion durch Ceramid reguliert. Hierzu
zählen unter anderem die Aspartatprotease Cathepsin D [32], der Kinase
Suppressor für Ras [33] und die Phospholipase A2 [34]. Auch die Protein-
kinase C (PKC) wird durch Ceramid, aber auch durch Sphingosin gehemmt
[35],[36],[37]. Dieses Enzym, welches in großem Umfang für die Signalwei-
terleitung innerhalb der Zelle verantwortlich ist, steuert unter anderem das
Zellwachstum und hat auch für die Signaltransduktion in Immunzellen große
Relevanz [38], [39].
Insgesamt ist Ceramid sowohl an der Zelloberfläche, als auch im Zellinneren
an diversen zellbiologischen Mechanismen wie Apoptose, Mitogenese oder
Immunregulation beteiligt [40]. Auch Sphingosin, Sphingosin-1-phosphat und
Ceramid-1-phosphat besitzen als bioaktive Sphingolipide Bedeutung für die
Vermittlung zellulärer Signale, wobei Ceramid im Zentrum des Stoffwechsels
steht [23] (vgl. auch Abbildung 1.2).

1.2.3 Sphingomyelinasen
Die Regulation des komplexen Stoffwechselnetzwerks der Sphingolipide wird
mithilfe zahlreicher Enzyme gewährleistet, welche die Umwandlungsreaktio-
nen der Sphingolipidmoleküle ermöglichen (vgl. Abbildung 1.2). Durch die
Steuerung dieser Enzyme wird so ein Gleichgewicht zwischen den funktionell
verschiedenartigen Sphingosinderivaten aufrechterhalten und je nach Bedarf
angepasst.
Eine zentrale Rolle besitzt die Enzymklasse der Sphingomyelinasen, durch
welche die Spaltung von Sphingomyelin in Phosphorylcholin und Ceramid
katalysiert wird. Anhand unterschiedlicher pH-Optima lassen sich die drei
Enzyme alkalische, neutrale und saure Sphingomyelinase unterscheiden.
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Die alkalische Sphingomyelinase

Die alkalische Sphingomyelinase wird in den Mucosazellen des unteren Ga-
strointestinaltrakts generiert. Sie scheint für die Verdauung von Sphingo-
myelin benötigt zu werden und wirkt durch die Generierung von Ceramid
vermutlich protektiv gegenüber der Entstehung von Kolonkarzinomen und
entzündlichen Darmerkrankungen [41]. Dieses Enzym, über welches insge-
samt nur wenig bekannt ist, weißt keine strukturellen Ähnlichkeiten mit den
anderen beiden Sphingomyelinasen auf und unterscheidet sich von diesen
auch funktionell.

Die neutrale Sphingomyelinase

Die neutrale Sphingomyelinase(=NSM), bei welcher noch weiter zwischen ei-
ner Mg2+ -abhängigen und unabhängigen Form unterschieden werden kann,
besitzt ihre optimale Wirkung bei einem pH-Wert von etwa 7 und ist in allen
menschlichen Zellen vorhanden. Es ist anzunehmen, dass sie an der Bildung
von durch Zellstress induziertem Ceramid mitverantwortlich ist [42]. Wei-
terhin scheint die NSM direkt innerhalb der Signalwege der Sphingolipide
mitzuwirken und auch in zelluläre Prozesse wie der Apoptose involviert zu
sein [24].

1.3 Die saure Sphingomyelinase
Die saure Sphingomyelinase (engl. acid sphingomyelinase=ASM) entfaltet
ihre optimale Wirkung bei einem sauren pH-Wert von etwa 5 [43]. Zusam-
men mit der NSM ist sie für die Hydrolyse von Sphingomyelin innerhalb der
Zelle verantwortlich und steht somit im Zentrum des Sphingolipidmetabolis-
mus. Innerhalb der Enzymklasse der Sphingomyelinasen ist die ASM bisher
am besten untersucht worden, da sie für die Medizin die größte Relevanz
besitzt.

1.3.1 Lysosomale und sezernierte Form der ASM

Die ASM kommt in zwei unterschiedlichen Formen vor, da das Enzym ent-
weder lysosomal lokalisiert ist, oder aber von der Zelle sezerniert wird.
Beide Formen werden vom SMPD1-Gen codiert und entstehen durch un-
terschiedliche posttranslationale Modifikation eines gemeinsamen Vorläufer-
Proteins [43], [44].
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Bildung von L-ASM (lysosomale
Form) und S-ASM (sezernierte Form).

Durch die lysosomal lokalisierte ASM (L-ASM) wird ein wesentlicher Teil
des Ceramids gebildet, das als Reaktion der Zelle auf verschiedene Stresssi-
tuationen, wie beispielsweise Strahlung, Chemotherapeutika oder Hypoxie
gebildet wird. Indem die ASM zur Zelloberfläche gelangt, kann sie durch
Generierung von Ceramid die Bildung von lipid rafts induzieren und somit
eine Plattform für Rezeptoren und Enzyme aufbauen. Es konnte beispiels-
weise gezeigt werden, dass über diesen Mechanismus auch der Fas-Rezeptor
(=CD95), ein wichtiger Rezeptor zur Induktion von Apoptose, in der Mem-
bran angereichert wird [45].
Welche genaue Aufgabe die L-ASM besitzt, und worin exakt ihre Rolle in-
nerhalb der lysosomalen Stoffwechselwege besteht, ist derzeit noch nicht
abschließend geklärt. Weiterhin ist unklar, ob die Bildung von Ceramid in-
nerhalb der Lysosomen hier auch ähnliche Signalfunktionen übernimmt wie
an der Zelloberfläche [44].
Daneben existiert auch eine andere, sezernierte Form der ASM (S-ASM),
die konstitutiv von der Zelle an die Umgebung abgegeben wird. Obwohl
auch ihr pH-Optimum im Sauren liegt, ist sie in vivo ebenfalls in der La-
ge, Ceramid bei deutlich alkalischerem pH-Wert zu spalten. Während die
L-ASM überwiegend durch mannosereiche Oligosaccharide glycosyliert ist,
weißt die sezernierte Form, deren Wirkung von Zn2+ abhängig ist, komplexe
Glykosylierungsmuster auf [44], [46].
Interessanterweise nimmt auch die L-ASM, nach ihrer Generierung im Golgi-
Apparat und dem Transport zum Lysosom, Zn2+ auf, welches möglicherwei-
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se für die funktionelle Tätigkeit des Enzyms nötig ist [44].

1.3.2 Bedeutung der ASM bei verschiedenen Krank-
heitsbildern

Mehr noch als neutrale und alkalische Sphingomyelinasen, ist gerade die
ASM für die medizinische Forschung von besonderem Interesse. Bei vielen
unterschiedlichen Erkrankungen kann eine Beteiligung am pathologischen
Mechanismus oder aber eine Veränderung in der Aktivität dieses Enzyms
festgestellt werden [47]. Welche genaue Bedeutung diese Veränderungen ha-
ben und inwieweit die saure Sphingomyelinase in der Pathogenese der ein-
zelnen Erkrankungen eine Rolle spielt, ist jedoch meist noch ungeklärt.
Die weitreichende und vielfältige Bedeutung der ASM in der Medizin wird
daher im Folgenden nur anhand einiger ausgewählter Beispiele angedeutet.

Niemann-Pick-Syndrom

Beim Niemann-Pick-Syndrom handelt es sich um eine seltene Erbkrankheit,
welche weiter in die Subtypen A, B und C unterteilt werden kann. Wäh-
rend Typ C auf einem gestörten Transport von Cholesterol beruht, sind
Typ A und B Folge eines genetischen Defekts im für die ASM codierenden
SMPD1-Gen, wodurch ein fehlerhaftes Enzym mit verringerter Aktivität ge-
bildet wird [43]. Dadurch kommt es zu einer intrazellulären Anhäufung von
Sphingolipiden innerhalb der Lysosomen, da diese nicht mehr weiter ver-
stoffwechselt werden können.
Die klinische Manifestation dieses Defekts kann sehr unterschiedlich ausfal-
len: schwere, neurodegenerative Verläufe mit schneller Progression sind beim
Typ A typisch, während auch deutlich mildere Formen mit leichteren neuro-
logischen Symptomen möglich sind. Als weitere Symptome können Hepato-
splenomegalie, respiratorische Insuffizienz und kardiovaskuläre Komplikatio-
nen auftreten. Ursächlich für den individuell sehr unterschiedlichen Verlauf
sind vermutlich nur geringe Unterschiede in der Restaktivität der ASM [43].
Zwar ist die Pathogenese der vielseitigen Symptome beim Niemann-Pick-
Syndrom nicht vollständig geklärt, doch zeigt die Beteiligung mehrerer Or-
gansysteme und der schwerwiegende Verlauf beim Typ A die weitreichende
Bedeutung der sauren Sphingomyelinase in der Physiologie des menschlichen
Körpers auf.

16



Arteriosklerose

Im Laufe des Lebens kann es zu Schäden in der Gefäßwand der Arterien kom-
men, welche nach langanhaltender Entzündungsreaktion und Einlagerung
von Makrophagen, Lipiden und Proteinen zu einer Verengung des Gefäßlu-
mens führen. Bricht ein solcher Plaque auf, kann sich darauf ein Thrombus
bilden und das Gefäß wird verschlossen. Dieser Verlauf charakterisiert das
Krankheitsbild der Arteriosklerose, deren Folgen zu den häufigsten Todes-
ursachen in der westlichen Welt zählen.
Es gibt Hinweise darauf, dass auch die ASM in die Pathogenese dieser kom-
plex verursachten Krankheit involviert ist [44]. So geht beispielsweise ei-
ne erhöhte Sphingomyelinasenaktivität mit der Aggregation von low-densi-
ty-lipoprotein (LDL) und der Vermehrung von Makrophagen (sogenannte
Schaumzellen) in der Gefäßwand einher, was einen wesentlichen Schritt der
Entstehung von Arteriosklerose darstellt [48], [49].
Die Generierung ceramidreicher Mikrodomänen auf der LDL-Oberfläche durch
die S-ASM ermöglicht Interaktionen unter den Lipoproteinen und mit der
Plasmamembran von Endothelzellen. Dies stellt möglicherweise die entschei-
dende Grundlage für die Anreicherung von Lipiden in der Arterienwand dar
[50].
Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass die saure Sphingomyelinase an
der Aktivierung von Thrombozyten und der Bildung fester Blutpfropfen be-
teiligt ist [51]. Während auch andere Mechanismen wie die Induktion von
Autophagie und Apoptose durch die ASM eine Rolle spielen, sind genaue
Rolle und Funktion des Enzyms in diesem Zusammenhang noch nicht voll-
ständig verstanden (vgl. [48], [50]).

Diabetes mellitus

Häufig tritt die Arteriosklerose und deren Folgeerscheinungen wie Herzin-
farkt, Schlaganfall oder koronare Herzkrankheit im Rahmen eines metabo-
lischen Syndroms, zusammen mit anderen Erkrankungen auf. Hierzu zählt
unter anderem der Diabetes mellitus Typ II, bei dem die Patienten aufgrund
einer Resistenz gegen Insulin erhöhte Blutglucosewerte aufweisen.
Bei diesen Patienten kann eine verstärkte Aktivität der S-ASM im Serum
festgestellt werden, was auch eine mögliche Erklärung dafür bietet, dass Dia-
betiker häufiger an Arteriosklerose erkranken [52].
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass erhöhte Mengen an Ceramid und
anderen Sphingolipiden die Wirksamkeit von Insulin verschlechtern und
so zur Entstehung einer Insulinresistenz im Sinne eines Diabetes mellitus
Typ II beitragen [53]. Dabei werden durch die Sphingomyelinase und die
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Generierung von Ceramid verschiedene Proteinkinasen in ihrer Aktivität be-
einflusst, welche für die Phosphorylierung entscheidender Aminosäurestellen
des Insulin-Rezeptor-Substrats (IRS-1) verantwortlich sind und so die Wir-
kung des Insulins bestimmen [54], [55].
Verschiedene Untersuchungen deuten weiterhin an, dass durch Ceramid ne-
ben der Entstehung einer Insulinresistenz auch die Apoptose von Beta-Zellen
des Pankreas induziert und die Expression von Insulin inhibiert wird [56].

Tumorerkrankungen

Wie bereits erwähnt, ist die ASM in verschiedene Zellvorgänge wie Apop-
tose, Proliferation und Differenzierung eingebunden. Es ist daher nicht ver-
wunderlich, dass sie auch beim unkontrollierten Zellwachstum in malignen
Entartungen eine Rolle spielt.
Bemerkenswerterweise können verminderte Ceramidspiegel bei verschiede-
nen neoplastischen Erkrankungen wie Kolonkarzinomen [57] und Gliatu-
moren [58] festgestellt werden. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass im
Mausmodell Lebermetastasen von Kolonkarzinomen durch die Wirkung der
sauren Sphingomyelinase in ihrem Wachstum gehemmt werden [59].
Es ist anzunehmen, dass die Bildung bioaktiver Sphingolipide (v.a. Ceramid
und Sphingosin-1-phosphat) bei Krebserkrankungen durch die Aktivität der
ASM bestimmt wird. Durch Induktion von Apoptose und über komplexe Si-
gnalwege verhindern diese Lipide die Ausbreitung von Tumoren. Die saure
Sphingomyelinase ist daher in gewisser Weise auch als Antionkogen anzu-
sehen. Es ist somit auch nicht verwunderlich, dass die ASM zumindest bei
einigen Krebsarten als Teil der malignen Entartung herunterreguliert ist
(vgl. [47]).
Die zentrale Schnittstelle zur Tumorhemmung, welche durch die ASM kon-
trolliert wird, ist auch Angriffspunkt verschiedener Chemotherapeutika. Bei-
spiele hierfür sind etwa Paclitaxel oder Cisplatin (vgl. [60] und [61]).
Für Ausbreitung und Behandlung einiger Krebsarten stellt die saure Sphin-
gomyelinase also eine wichtige Komponente dar.

Neuropsychiatrische Erkrankungen

Neben dem bereits erwähnten Niemann-Pick-Syndrom, bei dem es zu schwe-
ren neurologischen Ausfallerscheinungen kommt, ist die ASM auch bei an-
deren Erkrankungen des zentralen Nervensystems von Relevanz [62].

Die Alzheimer-Krankheit ist im höheren Lebensalter die häufigste Form der
Demenz. Bei dieser neurodegenerativen Veränderung des Gehirns kommt
es zur Ablagerung des Tau-Proteins innerhalb der Zelle und zur Bildung
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extrazellulärer Amyloid-Plaques [63]. Im Laufe der Erkrankung folgt ein
zunehmender Untergang von Neuronen und eine Atrophie in bestimmten
Hirnarealen, wodurch die Gedächtnisleistung und andere kognitive Fähig-
keiten abnehmen [64].
Es konnte gezeigt werden, dass in den Gehirnen solcher Patienten die saure
Sphingomyelinase vermehrt aktiv ist, was sich auch in einer Vermehrung von
Ceramid zeigt [65]. Als Folge der verstärkten ASM-Aktivierung wird die zel-
luläre Autophagie gehemmt, über die normalerweise fehlerhafte Proteine im
Zellinneren abgebaut werden [66]. Die saure Sphingomyelinase stellt daher
eine wesentliche Komponente in der Pathologie von Alzheimer dar [67].

Auch bei vielen anderen neurologischen Krankheiten ist die ASM von Be-
deutung: So haben beispielsweise genetische Untersuchungen gezeigt, dass
bestimmte Mutationen im SMPD1-Gen mit einem erhöhten Risiko für die
Entstehung von Parkinson, einer weiteren Form von Demenz, einhergehen
[68], [69]. Bei multipler Sklerose wiederum kann eine vermehrte Aktivität in
reaktiven Astrozyten festgestellt werden [70].

Die Depression ist eine psychische Erkrankung, die durch Freud- und An-
triebslosigkeit, sowie reduziertes Gefühlsempfinden gekennzeichnet ist. Wenn-
gleich es sich um eine sehr häufige, chronische und schwere Krankheit mit
einer Lebenszeitinzidenzrate von 10-20 % handelt, ist nur relativ wenig über
die pathogenetischen Mechanismen bekannt [71].
Die gängige Theorie der Krankheitsentstehung besteht in der Hypothese,
dass eine gestörte Wirkung der Neurotransmitter Serotonin und Noradrena-
lin für die Symptomatik verantwortlich ist (vgl.[71]). Dies ist auch ein An-
griffspunkt vieler Antidepressiva, die zu einer Erhöhung der Transmitter-
menge im synaptischen Spalt führen.
Weiterhin zeigt sich bei einer Depression eine verringerte Neubildung von
Nervenzellen im Bereich des Hippocampus [72].
Es gibt Hinweise darauf, dass erhöhtes Ceramid in diesem Hirnareal einen
hemmenden Einfluss auf Bildung, Reifung und das Überleben von Neuronen
hat und das emotionale Befinden beeinflussen kann [73]. Die saure Sphingo-
myelinase, welche das Ceramid synthetisiert, wird durch viele gängige Anti-
depressiva funktionell inhibiert [74]. Es ist denkbar, dass die Hemmung der
ASM einen wesentlichen Mechanismus der antidepressiven Wirkung darstellt
[75], [76].
Im Rahmen einer prospektiven Fall-Kontroll-Studie konnten in Blutproben
von Patienten mit Depression höhere ASM-Aktivitäten als bei gesunden
Kontrollen, sowie eine positive Korrelation zwischen Enzymtätigkeit und
Schweregrad der Depression festgestellt werden [77].
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All diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die saure Sphingomyelinase
eine maßgebliche Komponente im Krankheitsgeschehen ganz unterschied-
licher neurologischer und psychischer Pathologien bildet, wobei genauere
Mechanismen und Wechselwirkungen noch größtenteils unbekannt sind.

Infektionskrankheiten

Erkrankungen, die als Folge einer Infektion durch mikrobielle Organismen
auftreten, bilden eine der bedeutendsten Krankheitsgruppen weltweit. Die
bioaktiven Lipide Ceramid und Sphingosin besitzen auch hier im Zusam-
menhang mit ganz unterschiedlichen Erregern große Relevanz [78].
Beispielsweise induzieren Gonokokken in Epithelzellen und Fibroblasten die
ASM und damit die Bildung von Ceramid [79]. Um humane Zellen infizieren
zu können, ist es für diese Bakterien nötig, dass ceramidreiche Membran-
domänen mit hohen Konzentrationen bestimmter Signal-und Rezeptormo-
leküle an der Zelloberfläche vorhanden sind.
Ähnliche Mechanismen konnten ebenfalls für die Infektion zerebraler Endo-
thelzellen durch Meningokokken gezeigt werden [80]. Auch Pseudomonas
aeruginosa verursacht eine verstärkte ASM-Aktivität und Bildung sphingo-
lipidhaltiger “rafts“, über die das Bakterium in die Zelle eindringt, wobei
diese Membranplattformen hier auch für eine adäquate Immunantwort mit
Induktion von Apoptose und Freisetzung von Zytokinen erforderlich sind
[81].
Noch zahlreiche weitere Bakterien wie Escherichia coli [82], Campylobac-
ter jejuni [83] und Mykobakterien [84], aber auch Viren wie Masern- [85],
Influenza- [86], Rhino- [87] oder Sindbisviren [88], sowie Plasmodien [89]
und Prionen [90] nutzen derartige oder zumindest ähnliche Membrandomä-
nen im Rahmen einer Infektion.
In der westlichen Welt sind zunehmend nosokomiale Infektionen von Bedeu-
tung. Insbesondere multiresistente Erreger wie Methicillin resistenter Sta-
phylococcus aureus (MRSA) bereiten im Gesundheitssystem große Proble-
me. Untersuchungen im Mausmodell haben ergeben, dass S. aureus eine Ak-
tivierung des ASM/Ceramid-Systems induziert und dadurch zur Entstehung
eines Lungenödems führt. Sowohl genetische als auch pharmakologische In-
hibition der ASM unterbinden diesen Mechanismus und schützen gleichzeitig
vor einer lebensbedrohlichen Sepsis [91].
Weiterhin nutzen auch verschiedene Viren den Sphingolipidstoffwechsel durch
gezielte Einflussnahme aus (vgl. [92]). Infektionen mit Masern führen über
das Protein DC-SIGN zur Aktivierung von Sphingomyelinasen. Hierdurch
kommt es zur Bildung von lipid rafts und zur Akkumulation von CD150,
einem Aufnahmerezeptor für Masern, wodurch das Virus vermehrt dendri-
tische Zellen infizieren kann [93]. Auf noch unvollständig verstandene Weise
interagiert das Virus mit den dendritischen Zellen und T-Zellen, wodurch
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das Immunsystem gehemmt wird, während die Infektion verstärkt wird [94].
Daneben benötigen auch Rhino- und Ebolaviren zum erfolgreichen Eindrin-
gen ins Zellinnere eine funktionsfähige ASM [87], [95].

Weitere Krankheiten

Infektionen durch mikrobielle Krankheitserreger spielen auch beim Krank-
heitsbild der zystischen Fibrose eine besondere Rolle. Vor allem Pseudomo-
nas aeruginosa kann hier Pneumonien auslösen, was eine schwerwiegende
und mitunter lebensbedrohliche Komplikation darstellt. Entzündungsreak-
tionen und Suszeptibilität der Lunge durch Pseudomonas aeruginosa wer-
den bei der zystischen Fibrose durch die Anreicherung von Ceramid über die
ASM vermittelt. Untersuchungen in Mäusen zeigten auch, dass eine pharma-
kologische Hemmung der sauren Sphingomyelinase die Beschwerden lindern
und eine Infektion verhindern kann [96].
Des Weiteren lassen sich Veränderungen und Auffälligkeiten im Sphingoli-
pidmetabolismus und in der ASM-Aktivität bei einigen Lebererkrankungen
feststellen. So können sowohl bei Patienten mit chronischer Hepatitis C, als
auch bei Patienten mit nicht alkoholischer Steatohepatitis (NASH) erhöhte
ASM-Spiegel im Blut gemessen werden [97].
Gleiches gilt auch für Morbus Wilson, eine genetische Kupferspeicherkrank-
heit der Leber, bei der das Kupfer ASM-abhängig zum Anstieg von Ceramid
und darüber zur Apoptose von Hepatozyten führt [98].
Insgesamt ist die saure Sphingomyelinase im Krankheitsgeschehen ganz un-
terschiedlicher Pathologien beteiligt. Ihre Bedeutung für all diese Krankhei-
ten wurde lange Zeit nicht erkannt und ist noch lange nicht voll verstanden.
Insbesondere betrifft dies aber die Mechanismen, durch welche die ASM ei-
ne solch zentrale Rolle einnimmt. Zu beachten ist, dass es bei vielen der
genannten Beispiele auch zu einer Beeinträchtigung bzw. Mitbeteiligung des
Immunsystems kommt, weswegen Untersuchungen zur Einflussnahme der
ASM auf Immunzellen ein besonderes Interesse zukommt.

1.3.3 Pharmakologische Hemmung

In Anbetracht dessen, dass die saure Sphingomyelinase im Krankheitsgesche-
hen ganz unterschiedlicher Pathologien hoch relevant ist, sind somit auch
Möglichkeiten zur pharmakologischen Inhibition der ASM für die medizini-
sche Forschung von großem Interesse.
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Funktionelle Inhibitoren der ASM

Die in experimentellen Fragestellungen wohl am häufigsten verwendete Klas-
se an Hemmstoffen der ASM ist die der funktionellen Inhibitoren der ASM
(sog. FIASMAs). Bei diesen Substanzen handelt es sich um schwach-basische,
lipophile Moleküle. Durch Diffusion gelangen sie ins Innere von Lysosomen
und erhalten in dem sauren Milieu durch Aufnahme von Protonen eine po-
sitive Ladung. Da die protonierte Form jedoch nicht mehr problemlos die
Membran überqueren kann, kommt es so zur Anreicherung dieser Substan-
zen im Inneren des Lysosoms.
Die positiv geladenen Moleküle konkurrieren anschließend mit der ASM,
welche ebenfalls kationisch geladen ist, und an der Membraninnenseite an
negativ geladenen Lipide bindet. In Folge dessen verdrängen die FIASMAs
die saure Sphingomyelinase und es kommt zur Ablösung des Enzyms von
der Membran [99],[100], [101] (vgl. auch Abbildung 1.4).
Daraufhin wird die saure Sphingomyelinase durch proteolytische Prozesse
abgebaut [102]. Es handelt sich daher nur um einen “funktionellen“ Inhibi-
tionsmechanismus, da das Enzym selbst nicht direkt gehemmt wird.

Abb. 1.4: Schematische Darstellnung zur ASM-Inhibition.

Die Klasse der FIASMAs enthält ganz unterschiedliche Pharmaka aus sehr
verschiedenen Substanzklassen, darunter viele therapeutisch eingesetzte Arz-
neimittel gegen psychische, neurologische, gastrointestinale oder auch kar-
diologische Beschwerden [100].
Wie bereits erwähnt, sind auch viele Antidepressiva in der Lage, die sau-
re Sphingomyelinase auf diese Weise zu inhibieren. Vor allem Amitriptylin,
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Desipramin und Imipramin wurden bereits in vielen experimentellen Unter-
suchungen als potente Hemmstoffe der ASM eingesetzt.
Da die Wirkungsweise der Inhibition jedoch nicht spezifisch für die saure
Sphingomyelinase ist, bleibt anzunehmen, dass der hemmende Effekt noch
viele andere lysosomale Proteine und Enzyme betrifft. So zeigt sich, dass
auch die saure Ceramidase durch Desipramin inhibiert wird [103].

Direkte Inhibitoren der ASM

Es gibt insgesamt nur wenige Substanzen, die über einen direkten Me-
chanismus die saure Sphingomyelinase hemmen. Neben einzelnen Substrat-
analoga, die jedoch nur mäßig in der Lage sind, das Enzym kompetitiv zu
hemmen, gibt es noch eine Gruppe phosphathaltiger Inhibitoren [104].
Hierzu zählen auch einige Moleküle aus der Arzneimittelklasse der Bisphos-
phonate, die vor allem bei der Osteoporosebehandlung verschrieben werden,
und mitunter sehr potent die ASM hemmen [105]. Durch Komplexbildung
mit dem Zn2+-Molekül im katalytischen Zentrum der sauren Sphingomyeli-
nase blockieren diese Substanzen direkt das Enzym (vgl. auch schematische
Abbildung 1.4).
Darüber hinaus existieren noch einige Xanthone und andere, natürlich vor-
kommende Moleküle, die jedoch überwiegend nur schwach inhibitorisch wir-
ken und teilweise auch nur eingeschränkt selektiv für die ASM sind [106],
[104].

Therapeutische Möglichkeiten

Es stellt sich die Frage, ob sich eine pharmakologische Inhibition der sau-
ren Sphingomyelinase auch klinisch anwenden lässt. Wie erwähnt, schützt
die pharmakologische Hemmung der ASM im Mausmodell vor einem Lun-
genödem und der Entstehung einer Staphylokokkensepsis [91], sowie bei der
zystischen Fibrose vor einer Infektion mit Pseudomonas aeruginosa [96]. Bei
der Behandlung von Depressionen stellt sie möglicherweise sogar einen we-
sentlichen Wirkmechanismus der medikamentösen Therapie dar [75], [76].
Auch bei Arteriosklerose etwa könnte eine pharmakologische Hemmung der
ASM eingesetzt werden, da die LDL-Bildung und die Entstehung von Ge-
fäßwandplaques durch die Enzymaktivität mitverursacht werden [48], [50].
Weiterhin wurde gezeigt, dass der Einsatz der FIASMAs Amitriptylin und
Fluoxetin die Bildung von Thromben hemmt, was den entscheidenden Me-
chanismus beim Schlaganfall darstellt [51]. Daneben konnte im Mausmodell
auch eine Besserung der Lebererkrankungen NASH, Leberfibrose und Mor-
bus Wilson durch Einsatz von Amitriptylin erreicht werden [98],[107].
Trizyklische Antidepressiva, von denen viele FIASMAs sind, werden seit
Jahrzehnten klinische eingesetzt, sodass bereits große Erfahrung im Ein-
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satz dieser Substanzen vorhanden ist. Gleichzeitig weisen diese Medikamente
auch nur wenige unangenehme Nebenwirkungen auf und werden von Patien-
ten im Allgemeinen gut vertragen. Diese Arzneimittel wären daher geeignete
Kandidaten, um als ASM-Inhibitoren auch bei vielen anderen Krankheits-
bildern eingesetzt zu werden [101].
Gleichzeitig ist jedoch auch Vorsicht geboten, zumal die ASM durch die Bil-
dung von Ceramid auch für wichtige zelluläre Reaktionen benötigt wird und
eine vollständige ASM-Blockade in der fatalen Symptomatik des Niemann-
Pick-Syndroms resultieren würde.

1.4 Bioaktive Lipide und ASM in T-Zellen
Zumal die saure Sphingomyelinase derart umfassend in viele komplexe Si-
gnalwege eingebunden ist und bei ganz unterschiedlichen Krankheiten Be-
deutung findet, ist es nicht verwunderlich, dass sie auch auf das Immunsys-
tem und die T-Zellen Einfluss nimmt. Dass eine voll funktionsfähige Immu-
nantwort von der ASM abhängig ist, zeigt sich beispielsweise daran, dass es
bei Patienten mit Niemann-Pick-Syndrom vermehrt zu schweren Infektionen
der Lunge kommt [108].
Im Folgenden soll insbesondere auf Aktivierung und Funktion von CD4+

T-Zellen und die Bedeutung der ASM bei diesen Vorgängen eingegangen
werden.

1.4.1 Signalwege der T-Zell-Aktivierung
Die Signaltransduktion durch TCR/CD3 sowie durch den kostimulatori-
schen Rezeptor CD28 oder aber durch Zytokine bilden das Fundament, auf
dem T-Zell-Reaktionen basieren und sind für Zellfunktion und -differen-
zierung maßgebend. Die nachgeschalteten Signalwege bilden ein komplexes
Netzwerk aus messenger-Molekülen, Enzymen, Kanälen und Transkriptions-
faktoren.
Ein zentraler Signalweg besteht in der Aktivierung der Phospholipase Cγ
durch CD3 und daran assoziierte Tyrosinkinasen, wodurch es zur Bildung
der second-messenger-Moleküle Diacylglycerol(DAG) und Inositoltrisphos-
phat(IP3) kommt. DAG und IP3 führen durch Bindung an Rezeptoren zum
Einstrom von Ca2+ aus dem ER und dem Extrazellularraum, sowie zur Ak-
tivierung der Proteinkinase C. Durch Phosphorylierung reguliert die PKC
verschiedene Signalproteine, Enzyme und Transkriptionsfaktoren.
Das Ca2+ ist durch Bindung an Calmodulin in der Lage, Calcineurin und
andere Proteine zu aktivieren, wodurch ebenfalls die Proteinexpression ver-
ändert und die T-Zelle aktiviert wird [109],[110].
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Ein weiterer Signalweg wird in der Aktivierung von Mitogen-aktivierten-
Protein-Kinasen (MAPK) ausgelöst. Diese Enzyme bilden eine Kaskade von
hintereinander geschalteten Proteinkinasen, die fortlaufend jeweils nachfol-
gende Kinasen phosphorylieren und somit wiederum aktivieren. Dadurch
wird ein zelluläres Signal nicht nur weitergeleitet, sondern auch angepasst
und amplifiziert.
Hinter einer T-Zell-Aktivierung nach Antigenpräsentation steht somit ein
komplexes Geflecht miteinander verbundener Signalwege aus Messenger-
Molekülen, Kanälen und Enzymen. Das Resultat dieses Prozesses ist un-
ter anderem eine Aktivierung maßgebender Transkriptionsfaktoren wie dem
nuclear factor of activated T cells (NFAT), dem nuclear factor ’κ-light-
chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-κB) oder dem Aktivator-Protein-1
(AP-1). Daneben treten innerhalb kürzester Zeit auch Veränderungen der
zytoskelettalen Struktur auf, wodurch die Lokalisation von Oberflächenre-
zeptoren angepasst wird und die T-Zell-Stimulation noch verstärkt werden
kann [111]. Durch die Zellaktivierung werden letztlich Proliferation und Dif-
ferenzierung stimuliert und die Aktivierungsmarker CD25 und CD69 sowie
IL-2 verstärkt exprimiert [112].

1.4.2 Molekulare Angriffspunkte der Sphingolipide
Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass das TCR-Signal an verschiedenen
Stellen durch bioaktive Sphingolipide und somit auch durch die ASM beein-
flusst wird.
Generell ist die passende Lokalisation und Organisation der Rezeptoren in
der Membran für die T-Zell-Aktivierung notwendig. Dies wird durch cera-
midreiche lipid rafts ermöglicht, die gleichzeitig verschiedene Bestandteile
des Signalwegs, sowie auch die Interaktionen zwischen Proteinen und Kina-
sen in ihrer Funktion und Dynamik regulieren [112], [113].
Wie bereits erwähnt, werden auch verschiedene Signalproteine, wie der Kina-
se Suppressor für Ras [33] oder die PKC [35], [36], [37] durch Ceramid bzw.
Sphingosin in ihrer Funktion gehemmt.
Weiterhin wurde gezeigt, dass die ASM nach Aktivierung des TNF-Rezeptors
Ca2+-Kanäle blockiert, die für die Auslösung des Ca2+-Signals benötigt wer-
den [114]. Auch nach Stimulation mit TNF bzw. CD95 kommt es zur ASM-
abhängigen Bildung von Ceramid und nachfolgend Sphingosin, wodurch die
Ca2+-Kanäle gehemmt werden [109], [115], [116].
Demgegenüber wird CD95, als ein wichtiger Rezeptor für die Selbsttoleranz,
durch die ASM in der Zellmembran angereichert und kann dadurch Apop-
tose in T-Zellen auslösen [45].
Neuere Nachforschungen haben ergeben, dass die ASM bei Stimulation hu-
maner CD4+ T-Zellen durch anti-CD3/CD28-Antikörper wesentliche Akti-
vierungswege und Proliferationssignale vermittelt, zumal entsprechende Ef-
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fekte nach pharmakologischer Inhibition der ASM ausblieben [117], [118].
Diese Untersuchungen haben gezeigt, dass die ASM sowohl im CD3-, als
auch im CD28-Signalweg zentrale Wirkungen vermittelt und damit unmit-
telbar die Aktivierung von T-Zellen steuert. Darüber hinaus werden ver-
mutlich auch reguläre T-Zell-Reaktionen und T-Zell-Differenzierung von ihr
reguliert.
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Sphingolipide an vielen verschie-
denen Stellen des komplex-organisierten Signalgeflechts von T-Zellen angrei-
fen. Bei der Signaltransduktion durch die MAPK-Kaskaden oder durch das
Ca2+ handelt es sich generell um sehr allgemeine Mechanismen, die in vie-
lerlei Zelltypen Anwendung finden und keinesfalls exklusiv auf T-Zellen be-
schränkt sind. Möglicherweise ist dies auch ein Grund dafür, dass die ASM
bei zahlreichen Krankheiten mit ganz unterschiedlichen Ätiologien involviert
ist.

1.4.3 Effekte der ASM auf T-Zellen
Da die Sphingolipide derart vielfältig in die Signaltransduktion von T-Zellen
eingreifen, stellt sich die Frage, welche funktionellen Auswirkungen dieses auf
die T-Zelle hat und welche Folgen sich aus einer veränderten ASM-Aktivität
ergeben.
Obwohl die Forschungsarbeit in diesem Bereich noch am Anfang steht, konn-
ten bereits einige Auswirkungen veränderter Sphingolipidspiegel auf die ver-
schiedenen Subpopulationen von CD4+ T-Zellen beobachtet werden [119].

Bedeutung für konventionelle T-Zellen

In-vitro-Untersuchungen mit ASM-Knock-out-Mäusen haben ergeben, dass
die saure Sphingomyelinase für eine funktionsfähige Sekretion von IL-2 aus
CD4+ TH-Zellen benötigt wird, während die Signaltransduktion durch CD28
zumindest in diesem Aufbau unabhängig von der ASM zu funktionieren
scheint [120]. Es konnte weiter gezeigt werden, dass Gedächtnis-T-Zellen von
ASM-Knock-out-Mäusen durch einen IL-2-Mangel anfällig für Glucocorticoid-
induzierten Zelltod sind, sodass der ASM, anders als bisher beschrieben,
auch eine zellprotektive Rolle zukommt [121].
Weiterhin fraglich ist, inwieweit die ASM für die Differenzierung von Be-
deutung ist, da die T-Zell-Subpopulationen von Knock-out-Mäuse in diesen
Untersuchungen ähnlich verteilt waren wie Zellen von Wildtyp-Mäusen. Bei
Patienten mit Morbus Crohn wurde jedoch gezeigt, dass die ASM in den
STAT3/mTOR-Signalweg eingebunden ist und dadurch für die Differenzie-
rung von TH17-Zellen benötigt wird [122].
Da T-Zellen ihre Funktion durch die Kommunikation mit anderen Zellen
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wahrnehmen, ist auch die Beobachtung interessant, dass die saure Sphingo-
myelinase in Endothelzellen die Transmigration von T-Zellen über die Blut-
Hirn-Schranke reguliert [123]. Vermutlich spielt dies bei der Entstehung von
multipler Sklerose eine Rolle.

Bedeutung für regulatorische T-Zellen

Auch regulatorische T-Zellen werden entscheidend durch die saure Sphin-
gomyelinase moduliert. In Experimenten mit ASM-Knock-out-Mäusen hat
sich gezeigt, dass in diesen Tieren vermehrt Treg-Zellen vorhanden sind und,
dass die ASM durch Bildung von Ceramid die Vermehrung von regulatori-
schen T-Zellen inhibiert [124], [125], (vgl. auch [126]). Dass dies auch direkt
funktionelle Auswirkungen hat, zeigt sich daran, dass die ASM-defizienten
Mäuse durch verstärkte immunsuppressive Wirkung der Treg-Zellen einen
schlechteren Verlauf nach einer Infektion mit Masernviren aufweisen [125].
Eine Vermehrung von regulatorischen T-Zellen in der Wildtypmaus lässt
sich auch durch den Einsatz von FIASMAs erreichen, sodass es zu einer An-
näherung an den Phänotyp der ASM-Knock-out-Mäuse kommt. Die externe
Zugabe von C6-Ceramid zu Zellkulturen geht hingegen mit einer Verringe-
rung der Treg-Zellfrequenzen einher.
Noch ungeklärt ist, ob ein Anstieg der Treg-Zellen und eine verstärkte Sup-
pression des Immunsystems in Folge einer ASM-Inhibition auch im humanen
System erreicht werden kann.
Bemerkenswerterweise wurden eine Vermehrung von regulatorischen T-Zellen,
sowie eine Unterdrückung von konventionellen T-Zellen in Form von ge-
hemmter Proliferation und verminderter Sekretion proinflammatorischer Zy-
tokine bereits bei Patienten beobachtet, die unter einer Therapie mit Anti-
depressiva standen [127]. Diese Arzneimittelklasse, zu der zahlreiche potente
FIASMAs zählen, könnte daher in Zukunft auch zur immunsuppressive The-
rapie eingesetzt werden [128].
Noch unaufgeklärt ist, ob die Hemmung der sauren Sphingomyelinase tat-
sächlich einen bedeutenden Wirkmechanismus dieses Effekts ausmacht, da
beispielsweise auch eine Immunsuppression in Folge eines veränderten Sero-
tonintransports denkbar ist.

1.5 Sertralin und Citalopram
Um zu untersuchen, welche Auswirkung eine pharmakologische Inhibition
der sauren Sphingomyelinase auf die Zellen des adaptiven Immunsystems
hat, wurden zur Enzymhemmung die beiden Antidepressiva Sertralin und
Citalopram verwendet.
Dabei handelt es sich um selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer(SSRI),
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die im klinischen Alltag weitläufig zur Behandlung von Depressionen, Ma-
nien oder Angststörungen eingesetzt werden. Beide Medikamente sind FI-
ASMAs und verdrängen die ASM von der inneren lysosomalen Membran,
wodurch diese funktionell inhibiert wird.
Während Sertralin als ein starker Hemmstoff der ASM angesehen werden
kann, weist Citalopram nur schwache inhibitorische Wirkung auf [100]. Auf-
grund dieser Eigenschaften sind Sertralin und Citalopram geeignete Sub-
stanzen um die Rolle der ASM in Immunzellen zu untersuchen.

1.6 Ziele der Arbeit
Die saure Sphingomyelinase ist ein ubiquitär vorkommendes Enzym, das
durch die Spaltung von Sphingomyelin zu Ceramid weitreichend in funda-
mentale, zelluläre Mechanismen eingreift und an Vorgängen vieler verschie-
dener Krankheiten beteiligt ist. Besondere Bedeutung kommt der ASM auch
im adaptiven Immunsystem und im Verhalten von konventionellen und re-
gulatorischen T-Zellen zu.
Untersuchungen im Mausmodell legen nahe, dass eine Hemmung der sauren
Sphingomyelinase durch Vermehrung von regulatorischen T-Zellen genutzt
werden könnte, um das Immunsystem zu supprimieren. Derzeit ungewiss
ist, ob und in welcher Weise dieser Mechanismus auch beim Menschen an-
gewandt werden kann.
Unter Einsatz verschiedener Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase wurde
daher untersucht, welche Auswirkungen eine Hemmung der ASM auf huma-
ne Tconv- und Treg-Zellen hat.
Dabei wurden In-Vitro-Experimente durchgeführt, um die Effekte unter-
schiedlicher Enzymaktivität auf Proliferation, Zytokinproduktion und Ex-
pression zellulärer Marker zu ermitteln.
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2. Material und Methoden

Alle durchgeführten Experimente wurden im Zeitraum von Februar bis Ok-
tober 2016 am Institut für Virologie und Immunbiologie in Würzburg durch-
geführt.

2.1 Verwendetes Material

Mäuse
Bei den verwendeten Mäusen handelt es sich um C57BL/6 (J-Stamm) Wild-
typ-Mäuse, die unter keimfreien Bedingung in Eigenzucht im Institut für
Virologie und Immunbiologie Würzburg entstanden sind. Die Tiere wurden
ursprünglich 1921 von C. C. Little gezüchtet.

Humane Blutproben
Die Blutproben für die Ficoll-Dichtezentrifugation und Gewinnung von PBM-
Cs wurden durch das UniversitätsklinikumWürzburg aus nicht verwendetem
Blut von Thrombozytenspendern bereitgestellt.

Medium, Lösungen und Puffer
Medium

Standardmedium für humane Zellen:
RPMI-Medium 1640 Medium (Gibco) mit 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml
Streptomycin, nicht essentielle Aminosäuren 1:100 (100x MEM), 1 mM Na-
triumpyruvat, 10nM Hepes, 50µM 2-Mercaptoethanol
Leukozytenseparationsmedium Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich)
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Medium für Mauszellen:
RPMI-Medium 1640 Medium (Gibco) mit 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml
Streptomycin und 5% FCS

Puffer

FACS-Puffer:
PBS mit 0,1% BSA und 250 mg/l Natriumazid

Fixations-/Permeabilisierungspuffer:
1/4 Fixations-/Permeabilisierungskonzentrat (eBioscience)
3/4 Fixations-/Permeabilisierungsdiluent (eBioscience)

Permeabilisierungspuffer:
Permeabilisierungspuffer 10X (eBioscience) 1:10 in destilliertem H2O

ASM-Substrat-Puffer:
0,1 mM Natriumacetat, 1,3 mM EDTA, 0,2% Natrium-Taurocholat, mit
20%-iger Essigsäure eingestellt auf pH=5,2

Lösungen

HMU-PC:
1,35 mMHMU-PC (6-hexadecanoylamino-4-methylumbelliferyl-phopshoryl-
cholin) (Moscerdam) in ASM-Substrat-Puffer, gelagert bei -80 ◦C

Stopplösung:
0,2 M Glycin, 0,2 M NaOH, 0,25% Triton X; pH=11,0

BSS (balanced salt solution):
BSS I: 50 g Glucose, 11,9 g Na2HPO4, 3 g KH2PO4, 0,5 g Phenolrot in 5 l
destilliertem H2O
BSS II: 320 g NaCl, 20 g KCl, 10 g MgCl2, 10 g MgSO4, 9,25 g CaCl2 in 5
l destilliertem H2O
125 ml BSS I mit 125 ml BSS II mischen mit 750 ml destilliertem H2O

BSS/BSA:
BSS mit 0,2% BSA (Bovines Serumalbumin)

Trypanblau:
0,04% Trypanblau in PBS
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PBS:
138mM NaCl, 2,7mM KCl, 6,5mM Na2HPO4, 1,5mM KH2PO4, 0,9mM
CaCl2, 0,5mM MgCl2, pH=7,4 (aus der Medienküche des Instituts für Vi-
rologie und Immunbiologie Würzburg)

Penicillin/Streptomycin:
jeweils 1g/10ml (aus der Medienküche des Instituts für Virologie und Im-
munbiologie Würzburg)

humane Antikörper
αCD4-PerCP 1:50 eingesetzt (Biolegend)
αCD69-FITC 1:100 eingesetzt (Biolegend)
αCD25-PE 1:50 eingesetzt (BD Biosciences)
αCD25-APC 1:50 eingesetzt (Biolegend)
αCD45RA-PE 1:100 eingesetzt (Biolegend)
αFoxP3-APC 1:50 eingesetzt (Biolegend)
αCTLA4-PECy7 1:50 eingesetzt (Biolegend)
αCD3 (HIT3a) (BioLegend, Cat.: 300314)
αCD28 (CD28.2) (BioLegend, Cat.: 302923)

murine Antikörper
αCD4 Brilliant Violet 421 1:1000 eingesetzt (Biolegend)
αCD25-PE 1:300 eingesetzt (Biolegend)
αFoxp3-PerCP 1:300 eingesetzt (Miltenyi Biotec)
αCTLA4-PECy7 1:300 eingesetzt (Biolegend)

Biochemische Reagenzien
Carboxy-Fluorescein-Succinimidyl-Ester (CFSE) (Life Technologies Cat.: V12883)
Diphtherie-Tetanus-Kombinationsimpfstoff (Td-RIX) (GlaxoSmithKline)
Fetales Kälberserum (FCS)
Fixable Viability Dye eFluor 780 1:1000 eingesetzt (eBioscience Cat.: 65-
0865-18)
Normal Maus IgG (nmIg) 1:50 eingesetzt (Sigma Aldrich, Cat.: 12-371)
Proleukin (IL-2) (Novartis Pharma, Cat.: 02238131)
Tuberkulin PPD RT23 SSI (Pharmore, Cat.: 302956)
Sertralin-Hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Citalopram-Hydrobromid (Sigma-Aldrich)
C6-Ceramid (Avanti Polar Lipids)
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C16-Ceramid (Avanti Polar Lipids)
nicht essentielle Aminosäuren 1:100 (100x MEM) (Gibco)
1 mM Natriumpyruvat (Gibco)
10nM Hepes (Gibco)
50µM 2-Mercaptoethanol (Gibco)
Der ASM-Inhibitor ARC39 wurde freundlicherweise durch Herrn Prof. Dr.
rer. nat. Christoph Arenz zu Verfügung gestellt.

Reagenzsätze
LEGENDplex Multi-Analyte Flow Assay Kit (BioLegend)

Human IL-5 Capture Beads A4 (Cat.: 740043)
Human IL-2 Capture Beads A6 (Cat.: 740041)
Human IL-140 Capture Beads A10 (Cat.: 740046)
Human IFN- γ Capture Beads B2 (Cat.: 740052)
Human IL-17A Capture Beads B4 (Cat.: 740048)
Human IL-4 Capture Beads B6 (Cat.: 740042)
Human Th Cytokine Panel Standard (Cat.: 740397)
Human Th Cytokine Panel Detection Antibodies (Cat.: 740071)
Buffer Set (10 Komponenten) (Cat.: 740075)

MagniSort Human CD4 T cell Enrichment Kit (affymetrix, eBioscience)

Cat.: 8804-6811-74
MagniSort Human CD4 T cell Enrichment Antibody Cocktail (Cat.: MS22-
7793)
MagniSort Negative Selection Beads B (Cat.: NB-6001)

Magnet: MagniSort Magnet, 5 mL (Cat.: MAG-4902)

CD4+CD25+CD127dim/− Reg. T Cell Isolation Kit II human (Mil-
tenyi Biotec)

Order no.: 130-094-775

CD4+CD25+ CD127dim/− T Cell Bitin-AB Cocktail II, human
Anti-Biotin MicroBeads
CD25 MicroBeads II, human

Säulen:
LD Columns (Cat.: 130-042-901)
LS Columns (Cat.: 130-042-401)
Magnet: Midi MACS Seperator (Cat.:130-042-302)
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Verbrauchsmaterial

15ml-Röhrchen (Greiner Bio-One) 50ml-Röhrchen (Greiner Bio-One) FACS-
Röhrchen (Sarstedt)
Eppendorfgefäße 1,0 ml (Sarstedt)
Eppendorfgefäße 1,5 ml (Sarstedt)
Eppendorfgefäße 2,0 ml (Greiner Bio-One)
Handschuhe SensiCare Ice Blue Nitrile Exam Gloves (Medline Industries)
Leucosep-Röhrchen (Greiner Bio-One)
Mikrotiter-Platte (24 Napf) Flachboden (Greiner Bio-One) Mikrotiter-Platte
(96 Napf) Rundboden (Greiner Bio-One) Mikrotiter-Platte (96 Napf) schwarz
für Fluoreszenzmessung (Sigma-Aldrich)
Mikrotiter-Platte (96 Napf) V-Boden (A. Hartenstein)
Pasteurpipetten 5 ml (Greiner Bio-One)
Pasteurpipetten 10 ml (Greiner Bio-One)
Pipettenspitzen 10 µl (Sarstedt)
Pipettenspitzen 200 µl (Greiner Bio-One)
Pipettenspitzen 1000 µl (Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH)
Zellkulturplatte (96 Napf) U-Boden (Greiner Bio-One)
Zellsieb 70 µm und Stempel (Sigma-Aldrich)

Chemikalien

2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich)
ddH2O (aus eigener Laboranlage)
Glycin (AppliChem)
Natriumazid (AppliChem)
Natriumacetat (AppliChem)
EDTA (AppliChem)
Natrium-Taurocholat (Sigma-Aldrich)
Essigsäure (A. Hartenstein)
Methanol (A.Hartenstein) Terralin (Schülke) Trypanblau (AppliChem)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich)

Computersoftware

FACSDiva Software v.6.1.3 (BD Bioscience)
FlowJo v.7.6.5 (FlowJo, LLC)
LEGENDplex Data Analysis Software v.7.0 (Biolegend)
Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation)
Microsoft PowerPoint 2016 (Microsoft Corporation)
OriginPro 2016G (Origin Lab)
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TeXstudio 2.11.0

Geräte

Autoklav/Dampfsterilisator (Melag)
Computer Lenovo idealpad 300 (Lenovo)
Deckgläser (A. Hartenstein)
Durchflusszytometer LSR II (BD Bioscience)
Durchflusszytometer FACSCalibur (Becton Dickinson)
Eismaschine AF 100 (Scotsmann)
Kühlschrank 4 ◦C mit Gefrierschrank -20 ◦C (SikaFrost Comfort Electronic)
FACS-Sorter BD FACSAria III cell sorter (BD Bioscience)
Fluoreszenzmessgerät SAFIRE II (Tecan)
Gefrierschrank -80 ◦C Forma 900 Series (Thermo Scientific)
Inkubationsschrank Heracell 240i (Thermo Fisher Scientific)
Mehrkanalpipette Discovery+ (HTL)
Mikroskop Leica DMIL (Leica Microsystems)
Pipetten (Eppendorf)
Sezierbesteck (A. Hartenstein)
Sterilbank Gelaire BSB 4A (Gelaire)
Tischzentrifuge Millifuge (Merck Millipore)
Ultraschallbad Type 07 (Electrosonic GmbH)
Vortexer Genie 2 (Scientistic Industrie)
Wasserbad (A. Hartenstein)
Zählkammer Neubauer (LO-Laboroptik)
Zentrifuge Rotanta 460 R (Hettich)

2.2 Angewandte Methoden

Sektion der Mäuse

Für die Gewinnung von Mauszellen wurden die Mäuse durch Kohlenstoff-
dioxidintoxikation getötet und anschließend in Rückenlage fixiert. Danach
wurde die Bauchhöhle entlang der Medianlinie eröffnet und zur besseren
Darstellung der inneren Organe wurden Schnitte in Richtung der unteren
Extremität gesetzt. Danach wurde den Mäusen die Milz entnommen, die
dann bis zur Verwendung in BSS/BSA gegeben wurde.
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Erstellung einer Zellsuspension aus einer Mausmilz

Die Milz wurde nach Entnahme aus der Maus mit einem sterilen 70 µm
Zellsieb und einem passenden Stempel zerrieben, sodass eine Zellsuspension
entstand.
Diese wurde dann in ein 50 ml Röhrchen überführt, welches dann bei 1600
RPM für 5 min bei RT zentrifugiert wurde. Nach Abgießen des Überstan-
des wurde das Zellpellet in 3 ml ddH2O aufgenommen. Durch osmotische
Hämolyse in der nun elektrolytarmen Umgebung sterben in dieser Situation
insbesondere die Erythrozyten ab, während die kernhaltigen Zellen zunächst
überleben. Um zu verhindern, dass auch die PBMCs zu Grunde gingen, wur-
den sofort weitere 3 ml 1,8% NaCl-Lösung hinzugegeben, um eine 0,9%-ige
und damit isotonische Lösung zu erhalten.
Danach wurde das 50 ml Röhrchen für etwa 5 min auf Eis gestellt, wodurch
sich die toten Zellen am Boden absetzten. Daraufhin wurde der Überstand
mit den lebendigen Zellen in ein neues 50 ml Röhrchen überführt, welches
dann bei 1600 RPM für 5 min bei RT zentrifugiert wurde. Zuletzt wurden
die Zellen dann in BSS/BSA aufgenommen.

Gewinnung von PBMCs durch Ficoll-Dichtezentrifugation

Ein Leucosep-Röhrchen wurde mit 15 ml Leukozytenseperationsmedium be-
füllt und für etwa 17 Sekunden bei 1600 RPM zentrifugiert, sodass sich die
Lösung unterhalb der Membran befand. Das Blutmaterial von Thrombozy-
tenspendern (ca. 5-8 ml) wurde zunächst mit 10 ml PBS verdünnt, bevor
es auf das Leucosep-Röhrchen gegeben und das Röhrchen für 30 min ohne
Bremse bei 1200 RPM und RT zentrifugiert wurde.
Aufgrund von Dichteunterschieden der verschiedenen Blutbestandteile la-
gern sich bei diesem Vorgang die mononukleären Zellen in einer dünnen
Schicht oberhalb der Membran an. Diese Schicht wurde dann mit einer Pas-
teurpipette entnommen und mit kaltem BSS/BSA dreimal bei 1600 RPM
für 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach in das Medium für
humane Zellen (siehe Material) aufgenommen.

Ermittlung der Zellzahl mit Neubauer-Zählkammer

Die Zellzahl von Einzelzellsuspensionen wurde nach Färbung mit Trypan-
blau in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dafür wurden die Zellen
meist 1:10 oder 1:20 in Trypanblau eingesetzt und anschließend 10µl der
Lösung zwischen Deckgläschen und Neubauer-Zählkammer gegeben. Danach
wurden die Zellen im Lichtmikroskop gezählt und die Zellzahl errechnet.
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CFSE-Markierung
Für einige Experimente wurden die Zellen mit Carboxy-Fluorescein-Succi-
nimidyl-Ester (CFSE) markiert. Dabei handelt es sich um einen fluoreszen-
ten Zellfarbstoff, den die Zellen aufnehmen und der bei jedem Teilungsschritt
auf die beiden Tochterzellen verteilt wird, wobei die Intensität der Fluores-
zenz aufgrund der verringerten Molekülmenge abnimmt. Auf diese Weise
kann das Proliferationsverhalten mithilfe eines Durchflusszytometers analy-
siert werden.
Nach Isolation der PBMCs aus den Blutproben durch Ficoll-Dichtezentri-
fugation wurden die Zellen zunächst zwei Mal mit BSS gewaschen und
anschließend auf eine Konzentration von 1x107 Zellen/ml eingestellt. Als
nächstes wurden die Zellen mit 5 µM CFSE für 5 min im Dunkeln inku-
biert. Abschließend erfolgten drei Waschschritte mit BSS/BSA wonach die
Zellen in humanes Medium aufgenommen werden konnten.

Isolation CD4+ Zellen aus humanen PBMCs
Für die Isolation von CD4+ T-Zellen aus PBMCs wurde das MagniSort Hu-
man CD4 T cell Enrichment Kit von affymetrix, eBioscience verwendet. Bei
dieser Methode binden die unerwünschten CD4− Zellen zunächst an bio-
tinylierten Antikörpern und anschließend an magnetische, mit Streptavidin
beschichtete Partikel. Mithilfe eines Starkmagneten können die CD4+ Zellen
anschließend isoliert werden, da alle anderen Zellen am Magneten gebunden
sind.
Das Experiment wurde anhand der Herstellerangaben (MagniSort Negative
Selection Protocol II) durchgeführt. Die Reinheit der gewonnenen Zellpro-
ben an CD4+ Zellen wurde mit einem Durchflusszytometer überprüft.

Isolation CD4+ CD25+ regulatorischer T-Zellen aus hu-
manen PBMCs

Zur Isolation von CD4+ CD25+ Treg-Zellen wurde das CD4+CD25+CD127dim/−

Reg. T Cell Isolation Kit II human von Miltenyi Biotec verwendet. Die An-
wendung dieses Kits beinhaltet zwei Schritte: Einen ersten Schritt zur Iso-
lation von CD4+ CD127low T-Zellen und einen zweiten Schritt zur Isolation
von CD25+ Treg-Zellen aus dieser Population.
Bei Anwendung dieses Verfahrens konnte jedoch lediglich eine geringe Rein-
heit von 30 bis 40 % an CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg-Zellen erzielt wer-
den. Weiterhin waren für die Fragestellungen in dieser Arbeit keine Se-
lektion von Treg-Zellen bezüglich der Expression von CD127 vorgesehen,
sondern vielmehr sollten CD25+ Treg-Zellen CD25− Tconv-Zellen gegen-
übergestellt werden. Alternativ dazu wurden daher zunächst CD4+ T-Zellen
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durch das “MagniSort Human CD4 T cell Enrichment Kit“ von affymetrix,
eBioscience isoliert und anschließend nur der zweite Isolationsschritt des
“CD4+CD25+CD127dim/− Reg. T Cell Isolation Kit II human“ durchge-
führt. Das Experiment wurde nach der CD4+Isolation entsprechend den
Angaben ab Punkt 2.4 in der Anleitung des Herstellers fortgesetzt. Durch
diese Methode konnten mit hoher Reinheit CD25+ von CD25− CD4+ T-
Zellen getrennt werden.

Kultivierung von Zellen in der “Hohen Dichte Kultur“
Bei vielen der durchgeführten Zellkulturexperimente erfolgte nach der Isola-
tion der PBMCs zunächst eine Kultivierung von Zellen in einer sogenannten
“Hohen Dichte Kultur“ (HDK). Dabei wurden die Zellen im humanen Me-
dium ohne Zugabe weiterer Komponenten, für zwei Tage im Brutschrank
kultiviert. Dafür wurden 1,5 ml der Zellsuspension mit einer Konzentration
von 1x107 Zellen/ml in einen Napf einer 24-Napf-Flachbodenplatte gegeben
und im Inkubationsschrank kultiviert.
Durch die Kultivierung von Lymphozyten in dieser hohen Konzentration
kann der Zustand der Zellen an die Situation im lymphatischen Gewebe an-
genähert werden. Durch Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten formieren die
Zellen, insbesondere T-Zellen, Signalplattformen an der Zelloberfläche. T-
Lymphozyten sprechen daher nach Vorbehandlung in der HDK besser auf
eine pharmakologische Beeinflussung entsprechender Signalwege an [129].

Zellkultivierung in 96-Napf-Rundboden-Platte
Nach Isolation der PBMCs und gegebenenfalls HDK-Vorbehandlung, wur-
den die Zellen in einer Konzentration von 1x106 Zellen/ml in einem Volumen
von 200 µl in einer 96-Napf-Rundboden-Platte kultiviert. Den Kulturen wur-
den je nach Experiment die entsprechenden Mengen an Inhibitoren (Sertra-
lin, Citalopram, ARC39), Stimulantien (αCD3, αCD28, IL-2) und anderen
Molekülen (C6/16-Ceramid) beigegeben. Abgesehen von den Experimenten
mit Recallantigenen, bei denen eine Kultivierung über sechs Tage erfolgte,
wurden die Zellen für vier Tage im Brutschrank kultiviert.

Durchflusszytometrie
Für die Messung von zellulären Expressionsmarkern mittels Durchflusszy-
tometrie werden die Zellen zunächst mithilfe von Antikörpern gefärbt. Es
handelt sich dabei um Konjugatantikörper, die mit einem jeweiligen Farb-
stoff markiert sind. Nach Anlagerung der Antikörper an die entsprechenden
Zellstrukturen und unter Verwendung unterschiedlicher Farbstoffe, können
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die Zellen so gleichzeitig auf mehrere Marker hin untersucht werden (vgl.
Abb.2.1).

Abb. 2.1: Gating-Strategie zur Identifizierung der verschiedenen T-Zell-
Subpopulationen

Färbung von Expressionsmarkern an der Zelloberfläche

Für die Färbung von Expressionsmarkern an der Zelloberfläche wurden die
Zellen in eine 96-Napf-V-Bodenplatte überführt und bei 1600 RPM für
3 min mit FACS-Puffer gewaschen. Nach Abkippen des Überstands wurden
die Zellpellets in mit FACS-Puffer-verdünntem nmIg (Endkonzentration
von 20 µM/ml) aufgenommen und für 15 min im Dunkeln in einer mit Eis
gefüllten Styroporbox inkubiert. Durch das normale Maus IgG werden in
diesem Schritt unspezifische Bindungsstellen an der Zelloberfläche blockiert.
Als nächstes wurden die Zellen durch Zugabe der entsprechenden Konjugat-
antikörper für 30 min im Dunkeln bei 4 ◦C gefärbt. Danach wurden die
Zellen mit FACS-Puffer gewaschen und anschließend mit dem Durch-
flusszytometer untersucht, sofern nicht noch eine Intrazellularfärbung
durchgeführt wurde.

Färbung intrazellulärer Marker

Um im Anschluss an die Oberflächenfärbung noch intrazelluläre Bestandteile
zu färben, wurden die Zellen für 30 min im Dunkeln bei RT mit Fixations-
/Permeabilisierungspuffer fixiert. Danach wurden die Zellen einmal mit Per-
meabilisierungspuffer gewaschen und anschließend mit den entsprechenden
Antikörpern für 45 min im Dunkeln bei RT gefärbt.
Danach erfolgte erneut ein Waschschritt mit Permeabilisierungspuffer. Ab-
schließend wurden die Zellen in FACS-Puffer aufgenommen und dann
am Durchflusszytometer analysiert. In einigen Experimenten wurden dem
FACS-Puffer zuvor noch eine festgelegte Anzahl an ungelabelten Zählparti-
kel (counting beads) hinzugegeben, um so in der Messung auch die absoluten
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Zellzahlwerte errechnen zu können.

Zellsortierung durch FACS
Für die Depletionsexperimente wurden PBMCs anhand ihrer Oberflächen-
marker mithilfe eines FACS (fluorescence activated cell sorting) - Gerätes
sortiert. Hierfür wurden die PBMCs in einer Konzentration von 2x107

Zellen/ml zunächst für 15 min bei 4◦C im Dunkeln mit entsprechenden
Konjugatantikörpern für CD4, CD25 und CD45RA gefärbt. Anschließend
wurden am FACS-Gerät CD4−, CD4+ und CD4+ CD25− Zellen sortiert.
Für die Depletionsexperimente wurden ruhende CD45RA+ CD25+, sowie
aktivierte CD45RA− CD25++ Treg-Zellen identifiziert und aus den Zell-
proben entfernt. Die Zellen wurden nach dem Auffangen in eine Lösung
aus 50% humanem Medium und 50% FCS aufgefangen und nach einem
abschließenden Waschvorgang in humanes Medium aufgenommen.
Durchflusszytometrisch konnten Reinheiten von >90% für CD4+ Zellen,
>95% für die Treg-Zelldepletion und >99% für CD4− Zellen bestätigt
werden.
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Abb. 2.2: Gating-Strategie zur Zellsortierung. Die verschiedenen Subpopula-
tionen der PBMCs wurden durch Färbung mit den Oberflächenmarkern iden-
tifiziert und es konnte eine Depletion von CD4+CD25+ Treg-Zellen durchge-
führt werden.

Bestimmung von Zytokinkonzentrationen im Zellüber-
stand
Für die Konzentrationsbestimmung von Zytokinen im Zellüberstand huma-
ner PBMCs wurde das LEGENDplex Multi-Analyte Flow Assay Kit von
Biolegend verwendet. Das Experiment wurde entsprechend den Hersteller-
angaben in der dem Kit beiliegenden Anleitung durchgeführt. Es handelt
sich bei dem System um einen sogenannten “sandwich immunoassay“.
Dabei werden für jedes Zytokin spezifische “capture beads“ eingesetzt,
die sich in Größe und innerer Fluoreszenzintensität eindeutig voneinander
unterscheiden lassen. Jede Art von capture bead bindet ein Molekül der
entsprechenden Zytokinart. Anschließend hinzugegebene Detektionsanti-
körper binden das mit einem capture bead markierte Zytokin.
Zugegebenes Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE) bindet wiederum an die
Detektionsantikörper, wodurch der Komplex ein Fluoreszenzsignal im PE-
Kanal erhält, dessen Intensität dann proportional zur Zytokinkonzentration
ist. Über das PE-Signal und gleichzeitiges Messen von Standardkonzentra-
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tionen, kann nach eindeutiger Unterscheidung der jeweiligen bead-Arten
die Menge an Zytokinen im Zellüberstand errechnet werden.

Fluorometrische Messung der ASM-Aktivität nach Inhi-
bitorbehandlung
Um die hemmende Wirkung verschiedener Substanzen auf die ASM-Aktivi-
tät zu untersuchen wurden 0,5 x 106 Zellen zunächst für 2 h bei 37 ◦C und
5% CO2 im Inkubationsschrank mit den Inhibitoren kultiviert. Im Anschluss
daran wurde ein fluorometrischer Assay zur Bestimmung der Enzymaktivi-
tät durchgeführt. Bei diesem Experiment wird das Molekül HMU-PC ver-
wendet, das ebenfalls durch die saure Sphingomyelinase umgesetzt werden
kann und dabei ein fluoreszierendes Produkt bildet. Die Menge des gebil-
deten Produkts ist proportional zur Aktivität der sauren Sphingomyelinase,
sodass durch Bestimmung der Fluoreszenzintensität die relative Enzymak-
tivität ermittelt werden kann.
Die Eppendorfgefäße mit den Zellen der Inhibitorbehandlung wurden zu-
nächst bei 8000 RPM für 1 min zentrifugiert und nach Absaugen des Über-
standes wurde das Zellpellet in 40 µl ASM-Puffer aufgenommen.
Daraufhin wurden die Zellen durch mehrmaliges kurzzeitiges Einfrieren der
Probe im -80 ◦C Gefrierschrank und anschließendes Auftauen im Wasserbad
lysiert und anschließend bei 6000 RPM für 30 Sekunden erneut zentrifugiert.
10 µl des Zelllysats wurden dann zu einer Lösung aus 10 µl ASM-Puffer, 10
µl HMU-PC und 1,3 µl 30mM EDTA hinzugegeben. Gegebenenfalls wurden
zwei bzw. drei Ansätze je Probe erstellt. Da die ASM im Zelllysat einige Zeit
benötigt um größere Mengen des HMU-PC zu spalten wurden die Proben
über Nacht in den Inkubationsschrank gestellt.
Nach etwa 17 h wurde die Enzymaktivität durch Zugabe von 200 µl Stopp-
lösung blockiert. Nach Überführung der Proben in eine schwarze 96-Napf-
Flachbodenplatte konnte die Enzymaktivität durch Messung der Fluores-
zenzintensität bestimmt werden.
Einstellungen am SAFIRE II Fluoreszenzmessgerät: Extinktion: 404 nm,
Emission 460 nm, Bandbreit 20 nm, Plate: GRE96fb

Ethikerklärung
Die Blutproben zur PBMC-Gewinnung für die humanen In-Vitro-
Experimente wurden durch das Universitätsklinikum Würzburg zur
Verfügung gestellt hat. Es handelte sich dabei um anonyme Proben aus der
Thrombozytenspende am Insituts für Transfusionsmedizin.
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3. Ergebnisse

3.1 Pharmakologische Hemmung der ASM in
Mäusen

3.1.1 ASM-Inhibition durch Sertralin und Citalopram

Anknüpfend an die wissenschaftlichen Forschungsarbeiten, in denen ge-
zeigt werden konnte, dass eine pharmakologische Inhibition der sauren
Sphingomyelinase durch FIASMAs weitreichende Auswirkungen auf die
Subpopulationen der T-Zellen in Mäusen haben, wurde zunächst die
inhibitorische Wirkung von Sertralin und Citalopram auf Maus-T-Zellen
untersucht.
Hierzu wurde die ASM-Aktivität von Milzzellen nach Inkubation mit
den Inhibitoren in einem fluorometrischen Enzym-Assay bestimmt. Da
die Intensität der gemessenen Fluoreszenz mit der Aktivität der sauren
Sphingomyelinase korreliert, konnte die relative Enzymaktivität ermittelt
werden.
Während eine weitreichende Hemmung der sauren Sphingomyelinase bereits
nach Zugabe geringer Mengen an Sertralin (EC50=1,34µM) erreicht wurde,
konnte mit Citalopram (EC50=18,1µM) erst nach weiterer Erhöhung der
Konzentration eine bedeutende Enzymhemmung erlangt werden (vgl. Abb.
3.1). Somit konnten wir bestätigen, dass mit Sertralin und Citalopram
zwei potente Hemmstoffe der ASM zu Verfügung stehen, die sich in ihrer
Hemmstärke jedoch voneinander unterscheiden und somit zur Untersuchung
von enzymabhängigen Effekten geeignet sind.
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Abb. 3.1: Enzymaktivität nach Zugabe der ASM-Inhibitoren. Gemessene Ak-
tivität der sauren Sphingomyelinase in Mausmilzzellen nach zweistündiger Be-
handlung mit verschiedenen Konzentrationen von Sertralin und Citalopram.
Dargestellt sind die Datenpunkte mit dazugehörigen Standardabweichungen.
Kurvenanpassung nach Hill-Funktion n=3.

3.1.2 Erhöhung der Treg-Zellfrequenzen durch ASM-
Inhibition

In früheren Forschungsarbeiten konnte eine Erhöhung der Treg-Zellfrequen-
zen nach Kultivierung von Mauszellen mit den ASM-Inhibitoren Desipramin
und Amitriptylin in Anwesenheit von IL-2 festgestellt werden. In Analogie
dazu wurden in einem weiteren Experiment Milzzellen aus Mäusen zu-
sammen mit Sertralin bzw. Citalopram sowie IL-2 (Konzentration 10−6M)
für einen Zeitraum von 4 Tagen kultiviert. Die Zellen lagen dabei in einer
Konzentration von 1x106 Zellen/ml ohne weitere Stimulantien vor und
wurden nach der Kultur mithilfe eines Durchflusszytometers analysiert.
Sowohl für Sertralin, als auch für Citalopram, konnte ein dosisabhängiger
Anstieg der %-Treg-Zellen (CD25+Foxp3+/CD4+) nach Zugabe der Inhi-
bitoren festgestellt werden (vgl. Abb.3.2 und Abb.3.3).
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Abb. 3.2: Durchflusszytometrische Darstellung CD4+-gegateter Zellen einer Maus bezüglich
ihrer Expression von CD25 und Foxp3. Repräsentatives Einzelexperiment von insgesamt 3
Ansätzen.
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Für Sertralin trat dieser Effekt bereits bei niedrigen Konzentrationen (<5
µM) auf, wohingegen größere Mengen an Citalopram nötig waren, um eine
ähnliche Steigerung der Treg-Zellfrequenz zu erreichen (vgl. Abb. 3.3).
Gleichzeitig ging eine erhöhte Inhibitorkonzentration auch mit zunehmender
Zytotoxizität einher, wodurch die Gesamtzahl an CD4+ Zellen abnahm.
Dies zeigte sich sowohl an einer Verringerung des Anteils an lebendigen
(VD780low) Zellen, als auch an einer Verringerung der absoluten Zellzahlen.
Insbesondere die Population der CD25− Foxp3− Tconv-Zellen nahm nach
Zugabe hoher Konzentrationen an Sertralin (5µM) und Citalopram (40µM)
ab (vgl. Abb.3.4).
In die durchflusszytometrischen Analyse wurden entsprechend dem Gating
nur lebende, VD780low-Zellen eingeschlossen.

Abb. 3.3: Anteil CD25+Foxp3+ an CD4+ Zellen im Mausexperiment nach
Zugabe der ASM-Inhibitoren Sertralin und Citalopram. Dargestellt sind
die Messpunkte mit dazugehörigen Standardabweichungen. Kurvenanpassung
nach Hill-Funktion n=3.
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Abb. 3.4: Absolute Zellzahlen an Treg- und Tconv-Zellen nach Kultivierung
von Mauszellen mit unterschiedlichen Konzentrationen an Sertralin und Ci-
talopram für vier Tage. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung
n=3.

3.2 Inhibition der ASM im Menschen
Somit erscheinen Sertralin und Citalopram als geeignete Inhibitoren, die
in der Lage sind, die in der Maus beschriebenen immunmodulatorischen
Wirkungen auszuüben.
Um die für die vorliegende Arbeit wesentliche Fragestellung nach der ASM-
abhängigen Einflussnahme auf humane T-Zellen zu untersuchen, wurden
daher zunächst Experimente zur Übertragung des experimentellen Aufbaus
von der Maus auf den Menschen durchgeführt. Diese sollen nun im Folgenden
besprochen werden.

3.2.1 Hemmung der ASM in CD4+ T-Zellen
In folgendem Experiment wurden CD4+ Zellen durch Magnetisolation aus
humanen PBMCs aufgereinigt (Reinheit von ca. 90%) und für zwei Stunden
mit der jeweiligen Konzentration des ASM-Inhibitors inkubiert. Anschlie-
ßend erfolgte die fluorometrische Messung der Enzymaktivität.
Ähnlich wie bei Maus-T-Zellen zeigte sich bei den humanen CD4+ T-
Zellen eine dosisabhängige Hemmung der Enzymaktivität, die bei Sertralin
(EC50=0,81 µM) stärker und schon bei geringeren Konzentrationen ausfiel
als bei Citalopram (EC50=20,1 µM; Abb.3.5).
Insoweit findet sich eine Entsprechung der Situation in der Maus auch im
Menschen.
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Abb. 3.5: Enzymaktivität in CD4+ T-Zellen nach Zugabe der ASM-
Inhibitoren. Dargestellt sind die Messpunkte mit dazugehörigen Standard-
abweichungen. Kurvenanpassung nach Hill-Funktion n=3.

3.2.2 Hemmung der ASM in Tconv- und Treg-Zellen
Um die Inhibition der sauren Sphingomyelinase in T-Zellen noch weiter auf-
zuklären, wurden Treg- und Tconv-Zellen durch Magnetisolation aus CD4+

T-Zellen isoliert. Nach Behandlung dieser Zellen mit 0, 0,2, 1 und 5 µM
Sertralin wurde die ASM-Aktivität bestimmt. Bedauerlicherweise gelang es
nicht, eine reine Treg-Zellpopulation zu generieren: Während die Isolation
gesamter CD4+ T-Zellen mit >90 % CD4+ erfolgreich war, wurden nach
der magnetischen Isolation CD25+ Zellen lediglich Frequenzen zwischen 56%
und 64% an CD25+Foxp3+ Zellen erreicht.
Ohne Zugabe eines Inhibitors war die ASM-Aktivität in den mit regulato-
rischen T-Zellen angereicherten Proben gegenüber den Proben der konven-
tionelle T-Zellen durchschnittlich um 51,7% erhöht.
Durch Zugabe von Sertralin konnte die saure Sphingomyelinase sowohl in
Treg-Zellen (EC50=0,92 µM) als auch in Tconv-Zellen (EC50=0,56 µM)
wirksam gehemmt werden, sodass es bei höheren Inhibitorkonzentrationen
zu einer Angleichung der Enzymaktivität in beiden Zelltypen kam (Abb.3.6).
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Abb. 3.6: ASM-Aktivität in CD4+ Treg- und Tconv-Zellen nach Zugabe von
Sertralin. Die ASM-Aktivität unbehandelter Tconv-Zellen wurde als 100%
festgelegt. Dargestellt sind die Messpunkte mit dazugehörigen Standardab-
weichungen. Kurvenanpassung nach Hill-Funktion. *p<0,05 ANOVA-Test mit
Tukey-Post-Hoc-Analyse n=3.

Durch Zugabe der höchsten gemessenen Konzentration von 5 µM konnte
die durchschnittliche ASM-Aktivität von 151,7% für Treg-Zellen und 100%
für Tconv-Zellen (Differenz=51,7%) auf 20,4% für Treg-Zellen und 8,8% für
Tconv-Zellen (Differenz=11,6%) vermindert werden.

3.3 Etablierung in vitro Assay human

3.3.1 Behandlung humaner PBMCs mit Sertralin und
Citalopram

Um zu untersuchen, inwieweit die Effekte der ASM-Inhibition auf regulato-
rische und konventionelle T-Zellen sowie die inhibitorabhängige Erhöhung
des Treg-Anteils an CD4+ T-Zellen auch im Menschen Bestand hat,
wurden humane PBMCs zunächst ohne Inhibitoren für zwei Tage mit einer
Konzentration von 1x107Zellen/ml in einer “Hohen Dichte Kultur“ (HDK)
kultiviert.
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Hierdurch erhalten die Zellen die Möglichkeit, Zell-Zell-Kontakte auszu-
bilden, wodurch die Kultur an den Zustand im Gewebe angenähert wird
und ein potentielles Ansprechen der Zellen auf pharmakologische Einflüsse
verbessert wird.
Nach dieser Vorbehandlung wurden die Zellen in niedrigerer Konzentration
zusammen mit verschiedenen Konzentrationen der Inhibitoren (0,2 µM,
1 µM und 5 µM für Sertralin; 1 µM, 10 µM und 40 µM für Citalopram)
für vier Tage im Brutschrank kultiviert. In der durchflusszytometrischen
Messung ergab sich ein signifikant erhöhter Anteil an Foxp3+ CD25+ Treg-
Zellen bei Behandlung der Zellen mit 1 µM Sertralin. Diese Vermehrung
regulatorischer T-Zellen von durchschnittlich 0,56% auf 1,02% entspricht
absolut einem Anstieg um 0,46%, während es relativ eine Zunahme um 82%
darstellt (Abb. 3.7).
Eine erhöhte Treg-Zellfrequenz bei Kultivierung der Zellen mit 1 µM
Sertralin trat bei 20 von insgesamt 24 (=83,3%) gesunden Blutspendern
auf. Bei einer Konzentration von 5 µM Sertralin kam es jedoch wieder zu
einer Verringerung des Anteils an regulatorischen T-Zellen.
Für den schwächeren ASM-Inhibitor Citalopram ergab sich eine geringfü-
gige, nicht signifikante Erhöhung des Anteils an regulatorischen T-Zellen
bei Behandlung der Zellen mit 1 µM (+32% Treg-Zellen), sowie mit 10 µM
(+34% Treg-Zellen) des Inhibitors.

Abb. 3.7: Anteil
Foxp3+ CD25+ Treg-
Zellen an CD4+

nach Behandlung mit
Sertralin und Citalo-
pram. Fehlerbalken
entsprechen der
Standardabweichung.
*p<0,05 in zweiseiti-
gem Student’s T-Test.
n=21-24

Durch Ermittlung der absoluten Zellzahlen an Treg- und Tconv-Zel-
len konnte festgestellt werden, dass die %Treg-Zellerhöhung mit einer
Vermehrung der absoluten Zellzahlen an regulatorischen T-Zellen und
einem Rückgang der absoluten Zellzahlen an konventionellen T-Zellen
einhergeht (Abb. 3.8).
Zytotoxische Effekte durch die Inhibitoren konnten lediglich bei einer
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Konzentration von 5µM Sertralin beobachtet werden, was in Form eines
verringerten Anteils an CD4+ lebendigen (VD780low) Zellen beobachtet
wurde (Verringerung CD4+ VD7800low Zellen von 45,79% ohne Sertralin
auf 34,58% bei Zugabe von 5µM Sertralin). Niedrigere Konzentrationen an
Sertralin, sowie sämtliche Konzentrationen an Citalopram wiesen hier keine
zytotoxischen Effekte auf (Abb.3.8).

Abb. 3.8: Absolute Zellzahlen an Treg- und Tconv-Zellen nach Behandlung
mit Sertralin. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung. *p<0,05 in
ANOVA-Test mit Tukey-Post-Hoc-Analyse n=24.

Weiterhin konnte eine verstärkte Expression des Oberflächenmarkers
CD69 nach Kultivierung der Zellen in Anwesenheit der ASM-Inhibitoren
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die PBMCs, welche mit der
höchsten Konzentration des jeweiligen Inhibitors kultiviert wurden, ex-
primierten dabei auch die größten Mengen an CD69. Die Wirkung von
Sertralin war auch hier stärker als die von Citalopram.

3.3.2 Kultivierung humaner PBMCs mit ASM-
Inhibitoren in Anwesenheit von IL-2

In Analogie zu den Mausexperimenten wurden die Zellen in einem weiteren
Experiment nach HDK-Vorbehandlung zusätzlich zu den Inhibitoren in An-
wesenheit von 1 µM IL-2 kultiviert. Anders als im Mausmodell ließen sich
nach Zugabe von Sertralin und Citalopram in menschlichen Zellen keine
Veränderungen bezüglich des Anteils an regulatorischen T-Zellen erkennen
(Untersuchte Konzentrationen: 0 µM, 0,1 µM, 1 µM, 3 µM, 10 µM n=1-4,
Daten nicht gezeigt). Darüber hinaus wurde auch Desipramin getestet, für
welches in anderen Forschungsarbeiten in Anwesenheit von IL-2 ebenfalls
ein Treg-Anstieg in Mäusen gezeigt werden konnte.
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Auch nach ASM-Inhibition durch Desipramin zeigte sich jedoch keine Än-
derung der Treg-Zellfrequenz, was auch nach einer Verlängerung des Kulti-
vierungszeitraums auf bis zu 20 Tage gleich blieb.
Neben dem Anteil an regulatorischen T-Zellen wurde auch die Expression
von CD25, CD69 und CTLA-4 in den Zellen analysiert, wobei sich jedoch
bei keinem der Inhibitoren eine tendenzielle Veränderung im Expressions-
verhalten von Treg- oder Tconv-Zellen erkennen ließ.

3.3.3 Inhibitorabhängige Effekte auf Treg- und Tconv-
Zellen bei Kultivierung mit αCD3-Antikörper

Da nach Zugabe von IL-2 in dem durchgeführten Experiment keine Effekte
auf regulatorische und konventionelle T-Zellen erkennbar waren, erfolgte
als nächstes, alternativ dazu eine Stimulation mit einem αCD3-Antikörper
(Klon: HIT3a, Endkonzentration 0,1 µg/ml).
Die Analyse aller Proben (n=18) zeigte eine geringfügige, jedoch nicht
signifikante Vermehrung regulatorischer T-Zellen bei ASM-Inhibition durch
0,2 µM, 1 µM und 5 µM Sertralin (Daten nicht gezeigt). Eine Hemmung
des Enzyms auch durch größere Mengen (bis zu 40 µM) Citalopram ergab
im Mittel hingegen keinen derartigen Effekt. Bei einem Teil der anonymen
Blutspender (9 von 18) konnte eine dosisabhängige Erhöhung der Treg-
Zellfrequenz nach Hemmung der ASM mit Sertralin festgestellt werden
(Abb.3.9). Bei diesen “Respondern“ kam es durchschnittlich zu einem
stetigen Anstieg des Anteils an regulatorischen T-Zellen von 2,03% ohne
Inhibitor auf 3,27% bei Zugabe von 5 µM Sertralin (Abb.3.11).
Generell wurde als Kriterium zur Einteilung in Responder bzw. Non-
Responder festgelegt, dass es bei mindestens zwei von drei Inhibitorkonzen-
tration (0,2 µM, 1 µM und 5 µM für Sertralin und 1 µM, 10 µM und 40 µM
für Citalopram) zu einem Anstieg der %Treg-Zellen kam. Um die fälschliche
Erfassung reiner Messungenauigkeiten zu umgehen, wurde zusätzlich eine
relative Treg-Zellerhöhung um mindestens 30% bei einer der Konzentration
verlangt.
Die Analyse der absoluten Zellzahlen bei den Respondern für Treg- und
Tconv-Zellen ergab mit einem Anstieg der Treg-Zellen bis zu einer Kon-
zentration von 1 µM Sertralin und einer grundsätzlichen Verringerung der
Tconv-Zellen in Gegenwart des Inhibitors, ein ähnliches Ergebnis wie im
unstimulierten Ansatz.
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Abb. 3.9: Expression von CD25 und Foxp3 nach Kultivierung von PBMCs
mit αCD3-Antikörper (Klon: HIT3a, Endkonzentration 0,1 µg/ml) und un-
terschiedlichen Konzentrationen an Sertralin. Repräsentatives Beispiel von
insgesamt neun Respondern.

Abb. 3.10: Anteil regu-
latorischer T-Zellen an
CD4+ T-Zellen in An-
wesenheit von 0,1 µg/ml
αCD3 mAb. Fehlerbalken
entsprechen der Standard-
abweichung. *p<0,05 in
zweiseitigem Student’s T-
Test. n=9 Responder von
insgesamt 18 Spendern.
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Abb. 3.11: absolute Zellzahlen nach ASM-Inhibition durch Sertralin in Anwe-
senheit von 0,1 µg/ml αCD3. Fehlerbalken entsprechen der Standardabwei-
chung. *p<0,05 in ANOVA-Test mit Tukey-Post-Hoc-Analyse. n=9 Respon-
der von insgesamt 18 Spendern.

Bei einem Teil der Spender (4 Responder von 18 Spendern) ergab sich der
gleiche Effekt auch bei Zugabe von Citalopram, wobei der Treg-Anstieg
schwächer ausfiel und höhere Konzentrationen des Inhibitors nötig waren
(1,08% Treg-Zellen ohne Inhibitor, 1,58% Treg-Zellen nach Zugabe von 40
µM Citalopram, Daten nicht gezeigt). Bemerkenswerterweise waren alle 4
Responder für Citalopram zugleich auch Responder für Sertralin.
Weiterhin kam es durch die Stimulation von CD3 erwartungsgemäß zu einer
vermehrten Expression der Aktivierungsmarker CD25, CD69 in konventio-
nellen und regulatorischen T-Zellen (Daten nicht gezeigt). Interessanterwei-
se exprimierten die stimulierten Treg-Zellen geringere Mengen an CTLA-4,
wenn sie zusätzlich mit den ASM-Inhibitoren kultiviert wurden. Insbesonde-
re die Zahl der CTLA-4hi Zellen wurde dadurch reduziert (vgl. Abb. 3.13).
Diese geringere CTLA-4-Expression nach Inhibitorzugabe war bei Sertralin
stärker und bereits bei geringeren Konzentrationen ausgeprägt als bei Cita-
lopram.

53



Abb. 3.12: Mediane Fluoreszenzinten-
sität(MFI) für CTLA-4 in Treg-Zellen
nach Inkubation mit Sertralin. Feh-
lerbalken entsprechen der Standard-
abweichung. *p<0,05 in ANOVA-Test
mit Tukey-Post-Hoc-Analyse n=18.

Abb. 3.13: Expression von CTLA-4 in regulatorischen und konventionellen
T-Zellen nach viertägiger Behandlung mit 5 µM Sertralin (blau) bzw. ohne
Inhibitor (rot). Repräsentatives Beispiel von insgesamt 18 durchgeführten
Experimenten.

Für CD25 zeigte sich in den Treg-Zellen eine ähnliche Tendenz, die jedoch
schwächer ausfiel als für CTLA-4 und keine statistische Signifikanz erreichte
(Daten nicht gezeigt). In den Tconv-Zellen hingegen führte die Behandlung
mit Sertralin zu einer Vergrößerung der medianen Fluoreszenzintensität von
CD25 (Daten nicht gezeigt). Die Analyse der Expression von CD69 ergab
weder bei den Treg noch bei den Tconv-Zellen eine signifikante Änderung
der MFI für diesen Oberflächenrezeptor (Daten nicht gezeigt).
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3.4 ASM-Inhibition unter Stimulation mit ei-
nem αCD28-Antikörper

Da neben der Stimulation von CD3 auch die Stimulation von CD28 für
T-Zellen und insbesondere für regulatorische T-Zellen Bedeutung hat,
wurde in einem weiteren Ansatz eine Stimulation mit unterschiedlichen
Konzentrationen (0,01 µg/ml, 0,10 µg/ml, 1,00 µg/ml und 10,00 µg/ml;
n=2-3) eines αCD28-Antikörpers (Klon: CD28.2) durchgeführt. Es handelte
sich hierbei um eine reine CD28-Stimulation; der zuvor eingesetzte αCD3-
Antikörper wurde in diesem Experiment nicht verwendet. Bei gleichzeitiger
Zugabe von Sertralin bzw. Citalopram (gleiche Konzentrationen wie zuvor)
konnte im Vergleich zu Ansätzen ohne Inhibitor keine Veränderungen des
Anteils an Foxp3+CD25+ Treg-Zellen beobachtet werden (vgl. Abb. 3.14,
exemplarisch bei Stimulation mit 0,1µg/ml αCD28-Antikörper).

Abb. 3.14: Vergleich der Auswirkung von ASM-Inhibitoren (Sertralin in
rot, Citalopram in blau) auf die Frequenz regulatorische T-Zellen mit (hier
0,1µg/ml αCD28-Antikörper) und ohne CD28-Stimulation. Fehlerbalken ent-
sprechen der Standardabweichung, n=3.

Abgesehen von einer erhöhten Expression von CD69 durch die T-Zellen bei
einer Konzentration von 5 µM Sertralin (bereits zytotoxische Effekte), ergab
sich insgesamt keine signifikante Änderung im Expressionsverhalten von
CD25, CD69 und CTLA-4 von Treg- und Tconv-Zellen (Daten nicht gezeigt).
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3.5 Fehlende Vermehrung regulatorischer T-
Zellen nach vorheriger Treg-Zelldepletion

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob die inhibitorabhängige
Vermehrung der regulatorischen T-Zellen durch eine vorherige Depletion
der Treg-Zellen aus den PBMCs verhindert wird. Auf diese Weise sollte
überprüft werden, ob die Vermehrung der regulatorischen T-Zellen durch
bereits bestehende Treg-Zellen bedingt ist.
Zu diesem Zweck wurden mithilfe eines FACS-Sortierers gesortete Gesamt-
CD4+ Zellen und CD4+CD25− Zellen (Treg-depletiert) aus PBMCs isoliert
und anschließend entsprechend kultiviert. Zusätzlich zu CD25 wurde hierbei
auch CD45RA gefärbt, wodurch eine Anpassung der durchflusszytometri-
schen Gates ermöglicht wurde, und gezielt ruhende CD45RA+ CD25+ Treg-
Zellen und aktivierte CD45RA− CD25++ Treg-Zellen depletiert werden
konnten (vgl. Abb.2.2).
An einer verringerten Treg-Zellfrequenz in Gesamt-CD4+-sortierten T-
Zellen konnte beobachtet werden, dass nicht nur die Entfernung CD4+

CD25+ Zellen (Reinheit beim Sortieren 84,2-89,2%), sondern auch der
Stress, der beim Sortierungsvorgang auf die Zellen ausgeübt wird, zum
Absterben von regulatorischen T-Zellen führt.
Als Positivkontrolle wurden Kulturen mit unsortierten PBMCs angelegt,
in welchen eine Vermehrung des Treg-Anteils an CD4+ T-Zellen bei
Inkubation mit 5 µM Sertralin beobachtet wurde. Dieser Effekt trat in
abgeschwächter Form ebenfalls bei den Gesamt-CD4+-sortierten T-Zellen
auf. In den Treg-zelldepletierten Kulturen (CD4+CD25−)-Zellen konnte der
Effekt jedoch nicht nachgewiesen werden.
Ein signifikanter Unterschied zeigte sich bei einer Konzentration von 1
µM Sertralin zwischen Gesamt-CD4+-sortierten und Treg-zelldepletierten
T-Zellen.
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Abb. 3.15: Vergleich der Treg-Zellfrequenzen zwischen unsortierten, Gesamt
CD4+ sortierten und CD4+CD25− sortierten Zellen nach Behandlung mit un-
terschiedlichen Konzentrationen von Sertralin. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. *p<0,05 in ANOVA-Test mit Tukey-Post-Hoc-Analyse
n=3.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass der beobachtete Anstieg
der regulatorischen T-Zellen auf die bereits bestehenden Treg-Zellen
zurückzuführen ist.

3.6 Bedeutung von Ceramid für regulatori-
sche und konventionelle T-Zellen

3.6.1 Verminderte Menge an regulatorischen T-Zellen
in Answesenheit von C6-Ceramid

Zumal die Bildung des bioaktiven Lipids Ceramid aus Sphingomyelin den
entscheidenden Schritt darstellt, der durch die saure Sphingomyelinase
katalysiert wird, wurde in einem weiteren Experiment untersucht, welche
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Auswirkungen eine externe Zufuhr des Ceramidderivats C6 auf CD4+

T-Zellen hat. Hierzu wurden die Zellen wieder in dem etablierten Setting
nach vorheriger HDK in Anwesenheit von αCD3-Antikörper kultiviert.
C6 kommt physiologischerweise nur zu einem geringen Anteil in der
Plasmamembran vor, während längerkettige Formen wie C16 bis C24 den
Hauptanteil der Ceramide bilden. Allerdings sind derart langkettige Mole-
küle für ein Zellkulturexperiment ungeeignet, zumal diese nur eingeschränkt
von den Zellen internalisiert werden können.
Bei der durchflusszytometrischen Analyse konnte festgestellt werden, dass
die Kultivierung humaner PBMCs mit C6-Ceramid (5 µM und 25 µM
getestet) zu einem Rückgang der Treg-Zellpopulation führt (vgl. Abb.
3.16). Bei einer Konzentration von 5 µM C6-Ceramid ergab sich hierbei
durchschnittlich eine Verringerung der Foxp3+ CD25+ / CD4+ T-Zellen
von 4,21% auf 2,22% (Abnahme absolut: 1,99%; Abnahme relativ: 47,3%).
Dieser Unterschied in der Treg-Zellfrequenz war bei den insgesamt drei
untersuchten Spendern mit einem P-Wert von <0,05 in einem zweiseitigen
Student’s T-Test signifikant. Für 25 µM C6-Ceramid ergaben sich ähnliche
Ergebnisse.

Abb. 3.16: Vergleich der Treg-Zellfrequenzen ohne und mit C6-Ceramid.
PBMCs desselben Spenders wurden wie bereits beschrieben mit 0,1 µg/ml
αCD3-Antikörper kultiviert. Zusätzlich wurde bei einer Kultur C6-Ceramid
hinzugegeben (Endkonzentration 5 µM). Repräsentative, durchflusszytome-
trische Abbildung von insgesamt 3 Spendern.
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Abb. 3.17: Vergleich
der Treg-Zellfre-
quenzen ohne und
mit 5 bzw. 25 µM
C6-Ceramid. *p<0,05
in ANOVA-Test mit
Tukey-Post-Hoc-
Analyse n=3.

Da Ceramid als Signalmolekül in die Apoptosekaskade eingreift und
diese aktivieren kann, konnten auch zytotoxische Auswirkungen auf die
CD4+ T-Zellen beobachtet werden. Dies zeigte sich an einer Abnahme der
absoluten Zellzahlen an Treg- und Tconv-Zellen bei Kultivierung mit 5 µM
C6-Ceramid (Abnahme absoluter Zellzahlen: für Treg-Zellen um 74,4%; für
Tconv-Zellen um 49,3%), sodass die Verringerung der Treg-Zellfrequenz
darauf beruht, dass der Rückgang regulatorischer T-Zellen stärker ausfällt
als jener der konventionellen T-Zellen.
Ein ähnliches Bild, wenngleich auf niedrigerem Gesamtniveau, zeigte sich
auch bei Kultivierung der PBMCs in Abwesenheit von αCD3-Antikörper
(im Durchschnitt 0,246% Treg-Zellen ohne Ceramid; 0,150% Treg-Zellen
bei 5 µM C6-Ceramid; absolute Abnahme um 0,096%, relative Abnahme
um 39,0%), was darauf hinweist, dass dieser Effekt unabhängig von dem
zugegebenen Antikörper ist. Die Verwendung einer noch größeren Menge an
C6-Ceramid (Endkonzentration 25 µM) erbrachte ohne αCD3-Antikörper,
eine weitere Verringerung des Anteils an regulatorischen T-Zellen auf
durchschnittlich 0,092%.
Der Rückgang der Treg-Frequenz spiegelt sich, bezüglich der absoluten
Zellzahlen, an einer Verringerung der Treg-Zellen um circa 76% wieder,
wobei die Gegenwart von C6-Ceramid auch zu einer Verringerung der
absoluten Tconv-Zellen auf etwa die Hälfte führte.
In einem weiteren Ansatz wurden die Zellen, zusätzlich zum αCD3-
Antikörper und C6-Ceramid in Anwesenheit von 0, 0,2, 1 und 5 µM
Sertralin kultiviert. Hierdurch sollte überprüft werden, ob der zuvor
beobachtete Effekt des Treg-Zellanstiegs durch externe Zufuhr von Ceramid
beeinflusst werden kann. Es zeigte sich hierbei, dass die Zugabe von
Sertralin sowohl ohne, als auch mit C6-Ceramid eine Vermehrung der
regulatorischen T-Zellen auslösen kann. Das generelle Niveau war unter den
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mit Ceramid behandelten Proben jedoch niedriger.
Bei drei untersuchten Spendern (2 davon Responder) zeigte sich bei einer
Konzentration von 1µM Sertralin durchschnittlich eine gegenüber dem
Nullwert erhöhte Treg-Zellfrequenz. Ohne gleichzeitiges C6-Ceramid kam
es zu einem Anstieg an regulatorischen T-Zellen von 3,51% auf 4,08%,
während es in Anwesenheit von Ceramid zu einem Anstieg von 2,22% auf
3,59% kam. Diese Ergebnisse erreichten keine statistische Signifikanz.

3.6.2 Der kompetitive ASM-Inhibitor ARC39 nimmt
keinen Einfluss auf die beobachteten Effekte

Um weiter zu untersuchen, inwieweit die durch die FIASMAs bedingte,
funktionelle Inhibition der sauren Sphingomyelinase für die beobachteten
Effekte auf Treg- und Tconv-Zellen verantwortlich ist, wurde in einem
weiteren Experiment die Substanz ARC39 verwendet.
Dabei handelt es sich um einen direkten, kompetitiven Inhibitor der sauren
Sphingomyelinase, der diese durch eine Bindung am katalytischen Zentrum
blockiert. Durch diesen Wirkmechanismus, der sich somit grundsätzlich
von dem der FIASMAs unterscheidet, kommt es zu einer sehr effizienten
Blockade der ASM (EC50=0,51 µM im fluorometrischen Enzym-Assay).
Allerdings kann ARC39 bei Zugabe zu einer Zellkultur nur eingeschränkt in
die Zelle gelangen, sodass es nur zu einer Hemmung der an der Oberfläche
befindlichen ASM kommt, während die L-ASM weiterhin aktiv ist [104].
Im Gegensatz zu den FIASMAs, die bereits seit vielen Jahren zur experi-
mentellen Blockade der ASM eingesetzt werden, handelt es sich bei ARC39
um eine noch relativ neue Substanz, die der Stoffklasse der Bisphosphonate
zugeordnet werden kann (vgl. [105]). Da noch wenig über diesen Inhibitor
bekannt ist, ist auch unklar, welchen Gesamteinfluss er auf den Sphingoli-
pidmetabolismus nimmt.
Durch parallele Zugabe von ARC39 und Sertralin zu den Zellkulturen sollte
überprüft werden, ob sich der zuvor beobachtete Treg-Zellanstieg auch
nach einer mutmaßlich vollständigen Blockade der membranständigen ASM
durch ARC39 reproduzieren lässt. Hintergrund dieser Überlegung ist, dass
es eine entscheidende Rolle spielen könnte, welche Form der ASM bzw. in
welchem zellulären Kompartiment die ASM inhibiert wird.
Eine Ablösung der ASM von der lysosomalen Membran durch die FIAS-
MAs bedingt demnach eine grundsätzlich andere Wirkung, als eine direkte
Hemmung des Enzyms an der Membranoberfläche.
Um weiter zu untersuchen, welche ASM-Form mit den beobachteten Effek-
ten in Verbindung steht, wurden den Kulturen die schon zuvor verwendeten
Mengen an Sertralin (0 µM, 0,2 µM, 1 µM und 5 µM) zusammen mit 5 µM
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ARC39 (Konzentration, bei der eine vollständige ASM-Blockade besteht)
zugegeben.
Überraschenderweise zeigten sich in der durchflusszytometrischen Analyse
durch die Addition von ARC39 keine Auswirkungen auf die Population
der regulatorischen T-Zellen. Auch die Expression verschiedener zellulärer
Marker (CD25, CD69, Foxp3, CTLA-4) wurde weder in Treg- noch in
Tconv-Zellen durch diesen Inhibitor signifikant beeinträchtigt (Daten nicht
gezeigt).
Ebenfalls unverändert blieb das Ansprechen der Responder auf Sertralin
in Form einer Erhöhung der Frequenz an regulatorischen T-Zellen. Bei
insgesamt drei untersuchten Blutproben (zwei davon Responder) zeigte
sich durchschnittlich eine Vermehrung des Treg-Zellanteils nach Zugabe
von Sertralin, wobei dieser Effekt durch gleichzeitige Addition von ARC39
unverändert blieb.

Abb. 3.18: % regulatorischer T-Zellen nach Zugabe von Sertralin mit und
ohne ARC39. Aufgetragen sind die Werte für den Anteil an Foxp3+ CD25+

CD4+ T-Zellen an allen CD4+ T-Zellen. Die rote Linie zeigt die Situation in
Anwesenheit von 5 µM ARC39 während die Messwerte der schwarzen Linie
aus den Proben ohne ARC39 ermittelt wurden. Durchschnittlich Werte für
insgesamt n=3 untersuchte Spender. Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung.

Auch in einem weiteren Zellkulturexperiment, bei dem mit αCD3 behan-
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delten Proben lediglich ARC39 hinzugegeben wurde (analog zu vorherigen
Experimenten mit Sertralin/Citalopram), konnten keine nennenswerte
Auswirkungen auf die %Treg-Zellen oder die Expression verschiedener
Oberflächenmarker beobachtet werden.
Demnach sieht es so aus, dass eine Auslösung der beschriebenen Effekte
nicht durch den direkten ASM-Inhibitor ARC39 erlangt werden kann,
sondern, dass eine Hemmung der lysosomalen ASM durch FIASMAs
erforderlich ist.

3.7 Funktionelle Effekte der ASM-Inhibito-
ren auf Gedächtnis-T-Zellen

Um zu untersuchen, inwieweit die Inhibitoren der sauren Sphingomyelinase
auf die Funktion von aktivierten T-Zellen Einfluss nehmen, wurden in ei-
nem weiteren Experiment die Auswirkungen von Sertralin und Citalopram
auf Gedächtnis-T-Zellen untersucht. Hierfür wurden humane PBMCs für
einen Zeitraum von sechs Tagen (ohne vorherige HDK) mit Td (Tetanus-
Diphtherie-Toxoid), beziehungsweise PPD (Purified Protein Derivate) kul-
tiviert.
Dabei handelt es sich um sogenannte Recall-Antigene, gegen die in den
meisten Individuen spezifische Gedächtnis-T-Zellen vorhanden sind. Teta-
nus-Diphtherie Toxoid etwa wird aufgrund der hohen Durchimpfungsrate für
die entsprechenden bakteriellen Erreger vom Großteil der Bevölkerung durch
spezifische T-Zellen erkannt. Auch für das PPD, welches beim Tuberkulin-
Test zum Einsatz kommt, besitzen die meisten Menschen aufgrund der wei-
ten Verbreitung von Mycobakterien Gedächtnis-T-Zellen mit spezifischen
T-Zell-Rezeptoren.
Unter Einsatz dieser Antigene können so einzelne Gedächtnis-T-Zellen sti-
muliert werden, die daraufhin vermehrt proliferieren und als aktivierte Im-
munzellen Effektorfunktionen ausführen. Vor diesem Hintergrund wurde un-
tersucht, wie sich die Zugabe von Sertralin, beziehungsweise Citalopram auf
diese Zellen auswirkt. Durch den Einsatz von CFSE wurde in der durchfluss-
zytometrischen Analyse dabei der Anteil an proliferierenden CD4+ T-Zellen
bestimmt.
Die ASM-Inhibitoren Sertralin und Citalopram zeigten auf die mit Td sti-
mulierte Immunzellen keine Einflussnahme hinsichtlich der Zellproliferation.
In der statistischen Auswertung ergab sich allenfalls eine schwache, ne-
gative Korrelation zwischen Inhibitorkonzentration und dem Anteil an
proliferierenden Zellen. Diese Korrelation erreichte allerdings auf einem
Niveau von p=<0,05 keine statistische Signifikanz (n=5; Spearman-
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Korrelation; für Sertralin: Korrelationskoeffizient=-0,085, p=0,72; für Ci-
talopram: Korrelationskoeffizient=-0,36, p=0,12). Ein ähnliches Bild ergab
sich auch für Immunzellen, die mit PPD stimuliert wurden (n=4; Spearman-
Korrelation; für Sertralin: Korrelationskoeffizient=-0,05, p=0,86; für Citalo-
pram: Korrelationskoeffizient=-0,29, p=0,27). Die Expressionsanalyse von
CD25, CD69, Foxp3 und CTLA-4 durch die CD4+ T-Zellen zeigte ebenfalls
keine Auffälligkeiten.
Darüber hinaus wurden in den Zellüberständen an Tag 6 der Kultur die
Konzentrationen der Zytokine IL-2, IL-4, IL-5, IL-12, IL-17A, IFN-γ und
TNF bestimmt. Erwartungsgemäß führte die Aktivierung von Gedächtnis-
T-Zellen durch Recall-Antigenen zu einer verstärkten Zytokinproduktion
durch diese Zellen. Während Td insbesondere zu einer vermehrten Bildung
von IL-4, IL-5 und IL-10 führte, induzierte PPD vornehmlich die IL-2-, TNF-
und IFN-γ-Produktion (vgl. Abb. 3.19).

Abb. 3.19: Zytokinkonzentrationen ohne und mit Stimulation durch Recall-
Antigenen. Eingetragen sind die Mittelwerte Zytokinkonzentrationen, die im
Zellüberstand an Tag 6 der Kultur gemessen wurden (n=7). Neben den un-
stimulierten Ansätzen erfolgte in anderen Proben eine Stimulation mit 100
mU/ml Td bzw. 10 µg/ml PPD.

Bei dem mit Td stimulierten Ansatz konnte in den mit Sertralin kultivierten
Proben eine verringerte Konzentration von Zytokinen im Zellüberstand
festgestellt werden. Weiterhin konnten durch Vergleichsanalysen mit
Proben verschiedener Mengen an Sertralin für einige der Zytokine eine
negative Korrelation zwischen der Sertralinkonzentration und der Menge
an gebildetem Zytokin aufgezeigt werden. Es wurde ein inhibitorischer
Effekt auf die Bildung von TNF, IL-10 und IL-5 beobachtet, deren Bildung
bei Verwendung großer Mengen an Sertralin (5 µM) nahezu vollständig
verhindert wurde (vgl. Abb.3.20). Für IL-2, IL-4 und IL-17A wurden
insgesamt nur geringe Zytokinmengen im Zellüberstand beobachtet, die sich
auch bei Zugabe von Sertralin nicht signifikant veränderten. Die Bildung
von IFN-γ wurde durch Td nicht stimuliert.
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Abb. 3.20: Stimulation mit Td: Zytokinmenge nach Zugabe von Sertralin.
Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Zytokinmengen im Zellüber-
stand an Tag 6 der Kultur sowie die Fehlerbalken mit der dazugehörigen Stan-
dardabweichung. Die blaue, horizontale Linie zeigt die Zytokinmenge in der
Negativkontrolle ohne Stimulation mit Td und ohne Inhibitorzugabe. Für die
einzelnen Zytokine sind weiterhin die Angaben zur Korrelation zwischen Ser-
tralinkonzentration und Zytokinmenge angegeben. Korrelationskoeffizienten
(k) für Spearman-Korrelation, sowie P-Wert für einen zweiseitigen Signifi-
kanztest n=7.
Ähnliche Effekte konnten auch durch Kultivierung der Zellen mit Citalo-
pram erreicht werden (Daten nicht gezeigt). Allerdings waren dazu größere
Inhibitormengen nötig, um die Zytokinproduktion vergleichbar stark zu sen-
ken wie mit Sertralin. Wenngleich nicht in jedem Fall signifikant, konnten
Korrelationen zwischen der Citalopramkonzentration und der Zytokinmenge
für TNF (k=-0,58; p=0,001), IL-10 (k=-0,29, p=0,12) und IL-5 (k=-0,40;
p=0,037) beobachtet werden. Eine weitgehend vollständige Blockade der
Zytokinproduktion wurde mit einer Konzentration von 40 µM Citalopram
erreicht.
Sowohl für Sertralin, als auch für Citalopram ergab sich ein prinzipi-
ell ähnliches Bild, wenn die Zellen mit PPD anstatt mit Td stimuliert
wurden. Hierbei kam es zu negativen Auswirkungen auf die Bildung
von IFNγ, TNF und IL-5. Durch Verwendung großer Mengen an Ser-
tralin (5 µM) bzw. Citalopram (40 µM) konnte die Zytokinproduktion
nahezu vollkommen unterbunden werden, wobei sich jedoch nicht in al-
len Fällen eine statistisch signifikante Korrelation ergab (vgl. Abb.3.21).
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Abb. 3.21: Stimulation mit PPD: Zytokinmenge nach Zugabe von Sertralin.
Dargestellt sind die Mittelwerte der gemessenen Zytokinmengen im Zellüber-
stand an Tag 6 der Kultur, sowie die Fehlerbalken mit der dazugehörigen
Standardabweichung. Die blaue, horizontale Linie zeigt die Zytokinmenge in
der Negativkontrolle ohne Stimulation mit PPD und ohne Inhibitorzugabe.
Für die einzelnen Zytokine sind weiterhin die Angaben zur Korrelation zwi-
schen Sertralinkonzentration und Zytokinmenge angegeben. Korrelationsko-
effizienten (k) für Spearman-Korrelation, sowie P-Wert für einen zweiseitigen
Signifikanztest n=6.
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4. Diskussion

4.1 Hemmung der sauren Sphingomyelinase
durch Antidepressiva

Wie bereits erläutert, hat die saure Sphingomyelinase als ein entscheidendes
Enzym zur Generierung von Ceramid die Rolle einer zentralen Drehscheibe
im Sphingolipidmetabolismus inne. Durch dieses Enzym werden indirekt
auch komplexe Zellmechanismen, Membraneigenschaften und -funktionen,
sowie intra- und interzelluläre Signalweiterleitungen reguliert.

4.1.1 Antidepressive Wirkung durch ASM-Inhibition
Vor diesem Hintergrund ist die Beobachtung, dass viele Vertreter aus der
Arzneimittelklasse der Antidepressiva in der Lage sind, die ASM zu inhi-
bieren interessant [74]. Entsprechend der Monoamin-Hypothese geht man
heute davon aus, dass die Wirkungsweise von SSRIs auf der Inhibition der
Serotonin-Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt beruht. Neuere Er-
kenntnisse weisen jedoch auf ein komplexeres Geschehen hin, durch welches
die Antidepressiva wirken.
Die Hemmung der sauren Sphingomyelinase stellt dabei vermutlich eine zu-
sätzliche Komponente der antidepressiven Wirkung dar [76]. Im Konkreten
gibt es Hinweise auf eine gestörte Neubildung von Nervenzellen im Bereich
des Hippocampus als Ursache einer Depression. Es wurde gezeigt, dass diese
Störung durch antidepressive Medikamente effektiv behandelt werden kann
[74], [130]. Die gestörte Neurogenese wiederum scheint durch erhöhte Kon-
zentrationen von proapoptotisch wirksamen Ceramid in diesem Hirnareal
bedingt zu sein.
Somit ist es denkbar, dass viele der eingesetzten Medikamente nicht aus-
schließlich durch eine Erhöhung der Serotoninkonzentration im synaptischen
Spalt, sondern auch durch eine Erniedrigung der Ceramidkonzentration in
bestimmten Hirnbereichen wirken.
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Dieses Beispiel macht deutlich, dass die vielseitige Einflussnahme dieser Me-
dikamente, sowie die ebenfalls weitreichende Wirkung der ASM ein kom-
plexes Wechselwirkungssystem bedingen, in dem sich verschiedene Effekte
überlagern. Diese Tatsache gestaltet die Forschung in diesem Bereich als
schwierig und erfordert die übergeordnete Betrachtung mehrerer Kompo-
nenten in ihrem Zusammenhang.
Wenngleich Antidepressiva wie Desipramin und Amitriptylin neben der
ASM-Inhibition noch verschiedene weitere Wirkungen ausüben, wurde der
Großteil der Forschung zur sauren Sphingomyelinase unter Verwendung die-
ser Substanzen durchgeführt. In Ermangelung eines spezifischen Hemmstoffs
der ASM wurden daher für die hier durchgeführten Experimente die SSRIs
Sertralin und Citalopram verwendet.

4.1.2 ASM-Hemmung durch Sertralin und Citalopram
Beide selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer werden bereits seit Lan-
gem in der klinischen Behandlung von Depressionen und anderen psych-
iatrischen Erkrankungen eingesetzt. Sertralin und Citalopram, sowie des-
sen Enantiomer Escitalopram weisen dabei vergleichbare Kinetiken auf und
werden auch in vergleichbar hoher Dosierung angewendet [131], [132]. Dies
spricht dafür, dass beide Substanzen insgesamt auch vergleichbar stark auf
den menschlichen Körper wirksam sind.
In dem durchgeführten Fluoreszenz-Enzym-Assay konnten jedoch deutliche
Unterschiede in der inhibitorischen Potenz der ASM zwischen Sertralin und
Citalopram gemessen wurden, was bereits in anderen Experimenten frühe-
rer Forschungsgruppen gezeigt werden konnte. Sowohl im Maus- als auch
im Mensch-Modell beobachteten wir für Citalopram, mit EC50-Werten, die
über dem Zehnfachen des Wertes für Sertralin lagen, eine schwächere inhi-
bitorische Potenz.
Darüber hinaus sind die Unterschiede bezüglich der ASM-Hemmung zwi-
schen Sertralin und Citalopram insbesondere im niedrigen Konzentrati-
onsbereich der beiden Substanzen zwischen ca. 0,5 und 10 µM erkennbar
(Abb.3.5). Bemerkenswert ist dies auch in Anbetracht der Tatsache, dass
dies auch in etwa dem Konzentrationsbereich entspricht, in welchem Sertra-
lin und Citalopram im Plasma bzw. in verschiedenen Geweben des Körpers
bei Patienten mit entsprechender Medikation vorliegen [133], [134].
Als Konsequenz aus dieser Beobachtung standen uns somit ein starker und
eine schwacher ASM-Inhibitor zur Verfügung, sodass wir unterschiedlich
starke experimentelle Effekte auf die unterschiedliche ASM-Inhibition der
beiden Substanzen zurückführen. Wenngleich keine weiteren offenkundigen
Unterschiede zwischen Sertralin und Citalopram bestehen, ist allerdings
nicht auszuschließen, dass zusätzliche Nebenwirkungen der Substanzen die
experimentellen Beobachtungen mit beeinflussen. Außerdem betrifft der In-
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hibitionsmechanismus (FIASMAs), wie erwähnt, neben der saure Sphingo-
myelinase auch andere Enzyme. Eine vollkommen spezifische und selektive
ASM-Inhibition würde daher ein unkomplizierteres und verbessertes Vor-
gehen darstellen, ist jedoch experimentell nicht durchführbar. Dennoch ist
der Einsatz von Sertralin und Citalopram unserer Einschätzung nach eine
adäquate Methode, um die Effekte einer ASM-Inhibition zu untersuchen.

4.2 Treg-Zellaktivierung durch ASM-
Inhibition in der Maus

Ein Zusammenhang zwischen einer Hemmung der sauren Sphingomyelinase
und einer Vermehrung von regulatorischen T-Zellen konnte für das Mausmo-
dell bereits in früherer Forschung erkannt werden [124], [125]. Zu beachten
ist hierbei primär die Beobachtung, dass die Population der CD4+ T-Zellen
in ASM-Knock-out-Mäusen zu einem Großteil aus Foxp3+ CD25+ regulato-
rischen T-Zellen besteht. Im Vergleich mit Wildtyp-Mäusen wurde darüber
hinaus eine vermehrte Expression von CTLA-4 und eine verstärkte suppres-
sive Aktivität festgestellt.
Die in-vitro-Kultivierung von Nicht-Knock-out-Mauszellen mit dem ASM-
Inhibitor Amitriptylin bei gleichzeitiger Zugabe von IL-2 ergab ähnliche Ef-
fekte in Form einer Vergrößerung des Anteils an regulatorischen T-Zellen.
In Analogie hierzu konnten wir in unseren Experimenten mit Sertralin und
Citalopram eine relative Vermehrung der Treg-Zellen messen. Dieser Effekt
trat durch Zugabe des starken ASM-Inhibitor Sertralin schon bei geringen
Konzentration auf, während große Mengen an Citalopram für vergleichbare
Wirkungen nötig waren (vgl. hierzu auch Abb.3.1 und Abb.3.3).
Die Tatsache, dass sich Unterschiede in der Potenz der ASM-Inhibition auch
in einer unterschiedlichen Effektstärke niederschlagen, spricht dafür, dass
dieser Treg-Zellanstieg auch tatsächlich durch eine Hemmung der sauren
Sphingomyelinase bedingt ist.
Mechanistisch konnten wir zeigen, dass diese relative Treg-Zellvermehrung
im Mausmodell in einem absoluten Rückgang an konventionellen T-Zellen
bei gleichzeitiger Konstanz der Treg-Zellen begründet ist (vgl. Abb.3.4).
Insofern kommt es primär zu einer hemmenden Wirkung auf die konventio-
nellen T-Zellen, von welcher die Treg-Zellen weitgehend unberührt bleiben.
IL-2 stellt dabei einen entscheidenden Faktor dar, durch welchen die regu-
latorischen T-Zellen von den negativen Effekten der Inhibitoren geschützt
bleiben.
Zumal derartige Beobachtungen jedoch auch für die Effekte auf das Immun-
system in vivo bestätigt werden können [125], ist davon auszugehen, dass
dieser bloße relative Treg-Zellanstieg Auswirkungen im Sinne einer Immun-
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suppression bedingt.
Aktivität undWirkrichtung der Immunzellen sind somit als Teil eines fein re-
gulierten Immunsystems zu verstehen, das sich durch ein Gleichgewicht zwi-
schen den verschiedenen Zellpopulationen auszeichnet. Eine Verschiebung
des Gleichgewichts zu Gunsten der Treg-Zellen durch eine Verminderung
der Tconv-Zellen bewirkt daher insgesamt eine überwiegend supprimierende
Modulation des Immunsystems.

4.3 Modulation menschlicher Immunzellen
Die Untersuchung der im Mausmodell beobachteten Effekte im mensch-
lichen System stellt in mehrerer Hinsicht eine Herausforderung dar,
welche eine unmittelbare Übertragung der Experimente auf den Menschen
erschweren. Um einen möglichst analogen und praktisch durchführbaren
experimentellen Aufbau zu erstellen, wurde auf eine in-vitro-Kultivierung
von Immunzellen aus menschlichen Blutproben zurückgegriffen. Dabei ist
zu beachten, dass die verwendeten Proben (anonyme Blutproben aus der
Transfusionsmedizinischen Abteilung des Universitätsklinikums Würzburg)
mutmaßlich aus einer heterogenen Gruppe verschiedener Menschen stam-
men.
Weiterhin wurde mit Hilfe der “Hohen Dichte Kultur“ versucht, gewebs-
artige Immunzellen zu generieren, während für die Mausexperimente
Milzgewebe verwendet werden konnte.

4.3.1 Erhöhung der Treg-Zellfrequenz durch ASM-In-
hibition ohne zusätzliche Stimulantien

Wir konnten beobachten, dass eine Kultivierung humaner PBMCs zu-
sammen mit den ASM-Inhibitoren Sertralin bzw. Citalopram zu einer
Steigerung des Anteils CD25+ Foxp3+ Treg-Zellen an CD4+ T-Zellen führt
(vgl. Abb.3.7). Dies deutet darauf hin, dass sich der im Mausmodell gezeigte
Effekt einer relativen Treg-Zellerhöhung und damit zusammenhängender
Immunsuppression auch im Menschen anwenden lässt.
Es ist allerdings zu beachten, dass die Auswirkungen der ASM-Inhibitoren
in den Humanexperimenten schwächer ausfielen als im entsprechenden
Mausexperiment.
Da die Erhöhung der Treg-Zellfrequenz bereits in den unstimulierten
Kulturen humaner Zellen beobachtet werden konnte, ist anzunehmen,
dass ein entsprechender Effekt auch in vivo stattfinden könnte und, dass
dieser im Wesentlichen auf eine Blockierung der sauren Sphingomyelinase
zurückzuführen ist.
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Dafür spricht auch, dass die Proben mit 1 µM Sertralin zu einer deutlichen
(+82%) und statistisch signifikanten Zunahme an Treg-Zellen führten,
während die gleiche Menge des schwachen ASM-Inhibitors Citalopram nur
einen geringfügigen (+32%), nicht signifikanten Anstieg bedingte.
Durch die Ermittlung der absoluten Zellzahlen konnten wir erkennen,
dass dies durch eine Vermehrung der Treg-Zellpopulation bei gleichzeitiger
Verringerung der Tconv-Zellpopulation bedingt wurde. Gleichzeitig wurden
bei den verwendeten Konzentrationen keine nennenswerte zytotoxischen
Inhibitorwirkungen beobachtet (Ausnahme: 5 µM Sertralin, hier allerdings
auch keine Treg-Zellvermehrung).
Demgegenüber stehen die Ergebnisse aus dem Mausexperiment, bei dem
sich eine zunehmende Zytotoxizität mit ansteigender Inhibitorkonzentra-
tion zeigte, was dabei den Mechanismus für die erhöhte Treg-Zellfrequenz
darstellt.

4.3.2 ASM-Inhibition bei gleichzeitiger Stimulation
der Immunzellen

Wenngleich sich in den in vitro Kulturen bereits ohne Zugabe von zell-
stimulierenden Molekülen signifikante, jedoch aus absoluter Sicht nur sehr
schwache Effekte beobachten ließen, wurden für die weiteren Experimente
stimulierte Ansätze verwendet. Auch vor dem Hintergrund dessen, dass sich
im Mausmodell bestimmte Wirkungen auf regulatorische T-Zellen erst nach
Stimulation mit IL-2 beobachten lassen (vgl. [125]), wurden die Wirkungen
der ASM-Inhibitoren daher in verschiedenen experimentellen Versuchsan-
sätzen untersucht.

Stimulation mit IL-2

Nach Zugabe von IL-2 zu den in vitro Kulturen konnten wir keine Auswir-
kungen der ASM-Inhibitoren auf das Expressionsverhalten oder die men-
genmäßige Verteilung der T-Zellen auf Treg- und Tconv-Zellen erkennen.
Interessant ist dies in Anbetracht der Tatsache, dass dieses Zytokin durch
Bindung an den IL-2-Rezeptor (CD25=α-Kette) essentiell für die Proliferati-
on von regulatorischen T-Zellen ist [11] und es für die Treg-Zellen im Maus-
modell ein Überlebenssignal gegen die Zytotoxizität der ASM-Inhibitoren
darstellt.
Dass sich dies jedoch nicht unmittelbar auf den Menschen übertragen zu
lassen scheint, spricht dafür, dass den beobachteten Effekten zumindest im
Menschen ein komplexerer Wirkmechanismus zu Grunde liegt.
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αCD28-Kostimulation

Da die Stimulation über das kostimulatorische Molekül CD28 ganz ent-
scheidende Bedeutung für die Differenzierung und Aktivierung von regu-
latorischen T-Zellen besitzt [16], [17], untersuchten wir weiter, wie sich eine
Stimulation der Zellen mit einem αCD28-Antikörper auf das Zellkulturex-
periment mit den ASM-Inhibitoren auswirkt.
Dabei ist zu beachten, dass eine Stimulation über CD28 eine verstärkte Ak-
tivierung der sauren Sphingomyelinase induziert und die ASM gleichzeitig
zentrale Wirkungen des CD28-Signalwegs vermittelt [135]. Weiterhin führt
eine pharmakologische Hemmung der ASM durch Imipramin auch zu einer
Blockade CD3/CD28-abhängiger Signalkaskaden in CD4+ T-Zellen [117],
[118].
Interessanterweise konnten wir jedoch keinen Einfluss einer αCD28-
Kostimulation auf die Effekte einer durch ASM-Inhibition bedingten Treg-
Vermehrung beobachten (vgl. Abb.3.14).

αCD3-Stimulation

Während wir somit weder nach Stimulation des IL-2-Rezeptors noch des
CD28-Rezeptors wesentliche Wirkungen einer ASM-Inhibition auf Tconv-
und Treg-Zellen beobachten konnten, lies sich nach Stimulation der Kul-
turen mit Hilfe eines αCD3-Antikörpers eine Vermehrung der Treg-Zellfre-
quenz durch Zugabe von Sertralin erkennen.
Jedoch nur bei einem Teil der Blutspender (9 von 18) war eine konzentra-
tionsabhängige Erhöhung der Treg-Zellfrequenz messbar, während sich bei
den anderen Spendern keine eindeutige Tendenz erkennen ließ.
Da sich unter Stimulation von CD3 deutliche Effekte der ASM auf die T-
Zellen beobachten und beurteilen lassen, stellt dieser experimentelle Aufbau
nach unserer Ansicht ein geeignetes Mittel dar, um die Bedeutung der ASM
für Tconv- und Treg-Zellen zu untersuchen.

Abhängigkeit der Effekte vom experimentellen Aufbau

Wenngleich unsere Beobachtungen darauf hinweisen, dass die im Mausmo-
dell beobachteten, ASM-abhängigen Effekte sich in anderer Form auch im
humanen System darstellen, fällt es schwer, diese hier isoliert und eindeutig
darzustellen. Weiterhin scheint es offensichtlich, dass die Effektpräsentati-
on in den stimulierten Ansätzen entscheidend auch von dem stimulierenden
Agens abhängt.
Die mutmaßliche Ursache hierfür ist, dass die ASM selbst einen entschei-
denden Beitrag dieser Stimulation von CD4+ T-Zellen vermittelt. Obwohl
die genaue Rolle der ASM für die T-Zell-Aktivierung unklar ist, so ist sie
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dennoch für verschiedene Aktivierungswege, unter anderem auch den CD28-
Signalweg, von Bedeutung [117], [118], [135].
Unklar ist, inwieweit die ASM im CD3-Signalweg eingebunden ist: Während
es Hinweise darauf gibt, dass die ASM eine TNF-vermittelte Hemmung von
CD3 und von Ca2+-Kanälen auslöst [114], scheint sie andererseits neben
CD28- auch CD3-Signale zu vermitteln (vgl. [117] und [118]). In jedem Fall
sind die Signalwege über CD3 und CD28 auch nicht unabhängig voneinan-
der und sollten daher immer auch zusammenfassend betrachtet werden.
Bei Stimulation unserer Zellkulturen mit einem αCD28-Antikörper kam es
zu keinen nennenswerten ASM-Auswirkungen. Diesen Beobachtungen könn-
te womöglich zu Grunde liegen, dass die ASM-Effekte, insbesondere in Form
einer Aktivierung und Vermehrung von Treg-Zellen wesentlich über CD28
vermittelt werden und dementsprechend ausbleiben, wenn eine externe Sti-
mulation dieses Signalwegs erfolgt.
Insgesamt unterstreichen unsere Ergebnisse damit die besondere Bedeutung
der sauren Sphingomyelinase für CD3- und CD28-vermittelte Zellsignale
(vgl. [135]). Letztlich ist die genaue Rolle der ASM jedoch noch ungeklärt,
sodass derzeit keine gesicherten Aussagen hierzu möglich sind (vgl. auch
[120]).

4.3.3 Modulation αCD3-aktivierter T-Zellen durch
ASM-Inhibition

Aufbauend auf den verschiedenen Stimulationsexperimenten der in-vitro-
Kulturen identifizierten wir schließlich einen mit αCD3-Antikörper stimu-
lierten Ansatz als geeigneten Versuchsaufbau um die ASM in humanen T-
Zellen weiter zu untersuchen. In diesem Ansatz traten differenziert zu be-
trachtende, immunmodulatorische Wirkungen auf, die nun näher diskutiert
werden sollen.

Vermehrung der Treg-Zellpopulation bei Respondern

Bemerkenswert ist, dass sich bei einigen Blutspendern, ähnlich zu den
Experimenten in der Maus, eine dosisabhängige und weitgehend stetige
Zunahme des Anteils an CD25+ Foxp3+ Treg-Zellen bei Behandlung
der Zellkulturen mit dem ASM-Inhibitor Sertralin beobachten lässt (vgl.
Abb.3.9). Interessant ist dabei, dass dies nicht bei allen Spendern auftritt.
Diese Tatsache veranlasste uns dazu, eine entsprechende Einteilung der
Blutspender in “Responder“ und “Non-Responder“ durchzuführen.
Fraglich ist, welche Ursache einer “Response“ des Treg-Zellanstiegs zu
Grunde liegt.
Es ist zu beachten, dass wir zwar hauptsächlich für Sertralin Responder
(9 von 18) identifizieren konnten, dass aber auch bei Citalopram 4 von
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18 Responder beobachtet wurden. Bemerkenswert ist dabei, dass alle 4
Responder für Citalopram auch Responder für Sertralin waren. Diese
Beobachtung lässt vermuten, dass die ASM entscheidend darin involviert
ist, ob eine Response auftritt oder nicht, sodass bei schwacher ASM-
Hemmung (Citalopram) nur wenige Spender reagieren, während bei starker
ASM-Hemmung (Sertralin) deutlich mehr Spender eine Vermehrung der
Treg-Zellen aufweisen.
Derzeit kann nur spekuliert werden, welche Ursachen für eine Response
eines Blutspenders verantwortlich sind. Denkbar wären beispielsweise
genetische Unterschiede, die einen Einfluss auf das Signalnetzwerke von
ASM, Sphingolipiden, CD3/CD28 und die Aktivierung von T-Zellen
nehmen. Plausibel wäre auch, dass auf zellulärer Ebene individuell eine
unterschiedlich starke Restaktivität der ASM nach Zugabe der Inhibitoren
besteht. Möglicherweise stellen aber auch Verhalten, Umwelt, Alter, Ge-
schlecht, immunologische Vorgeschichte oder andere Einflüsse entscheidende
Faktoren dar.

Abhängigkeit des Treg-Zellanstieg von der Präsenz bereits vor-
handener Treg-Zellen

Wie wir in einem weiteren Experiment zeigen konnten, funktioniert eine Re-
sponse in Form einer Vermehrung von regulatorischen T-Zellen nur, wenn in
den behandelten Zellkulturen auch zuvor Treg-Zellen vorhanden sind. Un-
ter Verwendung eines durchflusszytometrischen Zellsortierers konnte nach-
gewiesen werden, dass es nach vorheriger Depletion von CD4+CD25hi Treg-
Zellen zu keiner Vermehrung von Treg-Zellen in Respondern mehr kommt
(vgl. Abb.3.5).
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass eine Inhibition der ASM spezifische
Auswirkungen auf regulatorische T-Zellen hat, die in den Tconv-Zellen nicht
auftritt, oder sich aber anders präsentiert. Gleichzeitig sind die Effekte der
ASM-Inhibition von dem Vorhandensein regulatorischer T-Zellen abhängig.
In diesem Zusammenhang ist auch zu berücksichtigen, dass wir in den Treg-
Zellen eine höhere Basisaktivität der sauren Sphingomyelinase messen konn-
ten (vgl. Abb.3.6).

Vielseitige Veränderungen des Expressionsverhaltens in Treg- und
Tconv-Zellen

Neben der Vermehrung des Treg-Zellanteils an CD4+ T-Zellen, konnten wir
Veränderungen im Expressionsverhalten der regulatorischen T-Zellen nach
Behandlung mit den ASM-Inhibitoren feststellen. Überraschenderweise wur-
de dabei ein signifikanter Rückgang der CTLA-4-Expression in Treg-Zellen
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gemessen (vgl. Abb.3.12 und Abb.3.13). Zu erwähnen ist auch, dass dies in
gleicher Weise bei Respondern und Non-Respondern auftrat.
Aus mehreren Gründen sind diese Beobachtungen von Bedeutung: Primär
vermitteln die Treg-Zellen durch Expression von CTLA-4 inhibitorische Si-
gnale gegenüber aktivierten T-Zellen und bewirken darüber eine Suppression
des Immunsystems. Wie bereits erwähnt, werden die Effekte von CTLA-4
durch Bindung an CD80/86 verursacht und sind der Wirkung von CD28 an
diesem Rezeptor entgegengesetzt.
Eine andere Forschungsgruppe konnte experimentell zeigen, dass die Ver-
wendung eines CTLA-4-Antikörpers in Krebspatienten die Vermehrung von
immunsuppressiv wirksamen Foxp3+ Treg-Zellen auslöst [136]. Gleichzeitig
wurde hierbei aber auch eine Vermehrung an CD25+ CD69+ Effektor-T-
Zellen beobachtet. In ähnlicher Weise konnten wir in den mit Sertralin be-
handelten Proben eine MFI-Erhöhung für CD25 in den Tconv-Zellen, nicht
jedoch in den Treg-Zellen beobachten (Daten nicht gezeigt).

Komplexe immunmodulatorische Gesamtwirkung der ASM-Inhi-
bitoren

Zusammenfassend sind unsere Ergebnisse so zu interpretieren, dass eine Be-
handlung von αCD3-stimulierten Kulturen mit ASM-Inhibitoren eine facet-
tenreiche Gesamtwirkung auf die Population der T-Zellen ausübt: Zum einen
erfolgt bei bestimmten Individuen eine Vermehrung von regulatorischen T-
Zellen. Zum anderen wird die Population der CTLA-4hi Treg-Zellen verrin-
gert, weswegen sich die Frage nach den Funktionen der Effektorwirkungen
dieser Zellen stellt.
Insgesamt stimmen unsere Messungen mit den Ergebnissen aus der er-
wähnten in-vivo-Studie zur Untersuchung von CTLA-4-Antikörpern über-
ein [136]. Interessant ist in der Gesamtbetrachtung dabei die Frage danach,
welche Bedeutung CTLA-4 und CD28 besitzen und wie die ASM involviert
ist. Unklar bleibt, ob die verringerte Expression von CTLA-4 in den Treg-
Zellen Folge oder möglicherweise sogar Ursache der Treg-Zellvermehrung in
den Respondern ist.
Zumal CTLA-4 funktionell gegenläufig zu CD28 wirkt und den nachge-
schalteten Signalweg blockiert, könnte eine Herunterregulierung von CTLA-
4 auch mit einer verstärkten Aktivierung dieser Signale, in welchen die ASM
involviert ist, einhergehen. Demnach wäre eine Vermehrung von CTLA-4low

Treg-Zellen bei gleichzeitiger Aktivierung der Tconv-Zellen denkbar.

4.3.4 Untersuchung von Ceramid und ASM
Die Bildung von Ceramid ist die katalytische Aufgabe der ASM, wobei un-
klar ist, welche genaue Bedeutung auf das Immunsystem durch die Bereit-
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stellung dieses bioaktiven Sphingolipids gewährleistet wird. Zu beachten ist
dabei, dass es sich bei dem Sphingolipidmetabolismus um ein fein reguliertes
Stoffwechselnetzwerk handelt (vgl. Abb.1.2), und dass die ASM in verschie-
denen zellulären Lokalisationen unterschiedlich auftritt (vgl. Abb.1.3).

Verminderte Treg-Zellfrequenz in Anwesenheit von C6-Ceramid

Zur näheren Untersuchung der Bedeutung von Ceramid führten wir daher
weitere Zellkulturexperimente mit externer Zugabe von C6-Ceramid durch.
Dabei handelt es sich um eine kurzkettige Ceramidform, die dadurch von
den Zellen aus der Umgebung aufgenommen werden kann.
Wir konnten feststellen, dass die Zugabe von C6-Ceramid zu den Kultu-
ren zu einer signifikanten Verringerung des Anteils an CD25+Foxp3+ Treg-
Zellen führte (vgl. Abb.3.16 und Abb.3.17). Dieses Ergebnis bestätigt ent-
sprechende Beobachtungen, die kürzlich im Mausmodell gemacht wurden,
für das humane System (vgl.[124]).
Es konnte gezeigt werden, dass C6-Ceramid zu einer Reduktion der iTreg-
Zellpopulation in Wildtyp und ASM-KO-Mäusen führt. In früheren Untersu-
chungen hingegen wurde beobachtet, dass C6-Ceramid zusammen mit TGF-
β eine verstärkte Expression von Foxp3 und damit Treg-Zelldifferenzierung
in Mäusen bewirkt [137]. Folglich ist anzunehmen, dass Ceramid in jedem
Fall Einfluss auf die Vermehrung und Entwicklung von regulatorischen T-
Zellen nimmt, dass den Signalwegen gleichzeitig aber ein sehr komplexer
Mechanismus zugrunde liegt.
Unsere Beobachtung im humanen System deuten darauf hin, dass die durch
ASM-Inhibitoren verursachte Vermehrung von regulatorischen T-Zellen über
die saure Sphingomyelinase von Ceramid abhängig ist. Dementsprechend
führt eine pharmakologische Blockade der ASM mit damit zusammenhän-
gender Ceramidverringerung zu einer Treg-Zellvermehrung, während im
Umkehrschluss die Erhöhung der Ceramidmenge zur Treg-Zellverringerung
führt. Insofern scheint sich die Menge an Ceramid gegenläufig zur Menge an
regulatorischen T-Zellen zu verhalten, ohne dass wir dabei bisher die Ursa-
che hierfür kennen.
Unklar ist, an welcher zellulären Lokalisation das Ceramid für die Wirkung
auf die T-Zellen angreift. Vor dem Hintergrund, dass die ASM-Inhibitoren
als FIASMAs im lysosomalen Kompartiment die ASM blockieren, ist an-
zunehmen, dass das Ceramid somit membranassoziiert am Lysosom oder
dem Zytoplasma agiert. Unbekannt ist allerdings, an welcher Stelle extern
zugegebenes C6-Ceramid nach der Aufnahme in die Zelle wirkt. Da die Aus-
stattung mit Messenger-Molekülen und Signalproteinen entscheidend vom
Ort innerhalb der Zelle abhängt, ist anzunehmen, dass dies auch für die
ceramidabhängige Signalvermittlung von Bedeutung ist.
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Fehlender Einfluss von Ceramid auf ASM-abhängige Treg-Zellver-
mehrung

Bei gleichzeitiger Zugabe von C6-Ceramid und den ASM-Inhibitoren Ser-
tralin bzw. Citalopram zeigte sich, dass unabhängig von der Anwesenheit
von C6-Ceramid eine Erhöhung der Treg-Zellfrequenz bei Zugabe der ASM-
Inhibitoren auftrat. Es ist allerdings zu beachten, dass die Menge der regu-
latorischen T-Zellen in Gegenwart von C6-Ceramid insgesamt niedriger war.
Wie wir feststellten, konnte eine Abnahme der Treg-Zellfrequenz von 3,51%
auf 2,22% nach Zugabe von C6-Ceramid (5 µM) durch gleichzeitige Zugabe
von Sertralin (1 µM) aufgehoben werden (Treg-Zellfrequenz 3,59%). Diese
Messungen belegen, dass bei externer Zufuhr auch großer Mengen an Cera-
mid (höchste getestete Konzentration von 25 µM) eine prinzipielle Response
in Form eines Treg-Zellanstiegs durch ASM-Inhibitoren möglich ist.
Dennoch sind diese “Response“ und andere Effekte der ASM-Inhibitoren da-
mit nicht unabhängig von Ceramid zu sehen, zumal C6-Ceramid selbst einen
entsprechenden Effekt auslöst und die Bildung von Ceramid aus Sphingo-
myelin die katalytische Funktion der ASM darstellt. Allerdings deuten un-
sere Ergebnisse auch an, dass die Wirkungen der sauren Sphingomyelinase
auf T-Zellen nicht durch die alleinige Bildung von Ceramid zum Ausdruck
kommen, sondern diese vielmehr im Gesamtkontext des Sphingolipidmeta-
bolismus und der nachgeschalteten Signalwege beurteilt werden müssen.

Fehlender Einfluss des direkten ASM-Inhibitors ARC39 auf die
Effekte von Sertralin bzw. Citalopram

Wie wir weiterhin zeigen konnten, hat eine zusätzliche Blockade durch den
ASM-Inhibitor ARC39 keine Auswirkungen auf die sertralinabhängige Ver-
mehrung der regulatorischen T-Zellen (vgl. Abb.3.18). Hintergrund dieses
Experimentes war die Überlegung, dass weniger die lysosomale, sondern
vielmehr die membranständige Form der ASM durch Einflussnahme auf die
Zusammensetzung der Plasmamembran für die beobachteten Effekte verant-
wortlich sein könnte. Zumal die L-ASM jedoch auch an die Membranoberflä-
che gelangen kann, sollte überprüft werden, welche Konsequenz eine direkte
Hemmung der membranständigen ASM durch ARC39 auf die beobachteten
Effekte hat (vgl. auch [104]).
Interessanterweise konnte aber weder bezüglich der Treg-Zellfrequenz, noch
bezüglich des Expressionsverhaltens der T-Zellen eine durch ARC39 beding-
te Veränderung beobachtet werden. Gleichzeitig zeigte auch die alleinige Zu-
gabe von ARC39 keinen Effekt.
Anders als Sertralin und Citalopram handelt es sich bei ARC39 nicht um
einen SSRI, sondern um eine Substanz, welche der Wirkstoffklasse der Bis-
phosphonate zugeordnet werden kann. Bisphosphonate (Leitsubstanz: Alen-

76



dronat) werden klinisch seit Langem in der Osteoporosetherapie eingesetzt.
Es handelt sich damit um eine völlig andere Substanzklasse, welche auch
einen anderen Inhibitionsmechanismus der ASM aufweist.
Wir konnten zwar mithilfe des fluorometrischen Enzymessays nachweisen,
dass ARC39 die ASM prinzipiell blockieren kann, jedoch ist unklar, welche
genaue Folge sich hieraus für den Einfluss von ARC39 auf den Sphingolipid-
metabolismus in lebenden Zellen ergeben.
In Anbetracht der Tatsache, dass ARC39 scheinbar keinen oder nur einen ge-
ringen Einfluss auf die zuvor unter ASM-Blockade beobachteten Effekte zu
haben scheint, gehen wir davon aus, dass diese vornehmlich auf einer Blocka-
de der lysosomalen ASM durch FIASMAs beruhen. Die membranständige
Form, an der ARC39 angreift, scheint von untergeordneter Bedeutung zu
sein.

4.3.5 Auswirkungen der ASM-Inhibitoren auf die Ef-
fektorfunktionen von Gedächtnis-T-Zellen

Gedächtnis-T-Zellen, die nach einer erstmaligen Antigenexposition spezifisch
gegen ein bestimmtes Antigen ausgebildet werden, bilden die Grundlage des
adaptiven Immunsystems, das im Laufe des Lebens eine langfristige Immu-
nität gegen verschiedene Pathogene ausbildet. Nach erneuter Exposition zu
einem entsprechenden Antigen, kann so sehr viel schneller und gezielter eine
adäquate Immunreaktion ausgelöst werden.
Gedächtnis-T-Zellen können aber auch reaktiv gegen Autoantigene gebildet
sein. Derartige Zellen sind für die Pathogenese verschiedener Autoimmun-
krankheiten von Bedeutung [138]. Da die Gedächtnis-T-Zellen das Immun-
system durch die Sekretion bestimmter Zytokine beeinflussen, untersuchten
wir in einem weiteren Zellkulturexperiment, wie sich die Behandlung von
stimulierten Gedächtnis-T-Zellen mit den ASM-Inhibitoren auf deren Proli-
feration und Zytokinproduktion auswirkt.

Zytokinhemmung in Immunzellen durch die ASM-Inhibitoren

Durch die Zugabe von sogenannten Recall-Antigenen, wie beispielsweise Td
oder PPD, können in den Zellkulturen ruhende Gedächtnis-T-Zellen, die spe-
zifisch gegen das entsprechende Antigen gerichtet sind (Tetanus-Diphtherie-
Toxoid bzw. PPD, Tuberkulintest) reaktiviert werden. Dies zeigt sich auch
an einer vermehrten Sekretion entsprechender Zytokine (vgl. Abb.3.19).
Wie wir zeigen konnten, führt die Anwesenheit der von uns untersuchten
ASM-Inhibitoren, insbesondere Sertralin, zu einer Verminderung der gemes-
senen Zytokinmenge im Zellüberstand. Für einige Zytokine ergab sich da-
durch eine signifikante, negative Korrelation zwischen der Konzentration des
Inhibitors und Zytokinmenge (vgl. Abb.3.20 und Abb.3.21).
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Hierzu zählten auch die beiden proinflammatorischen Zytokine IFN-γ und
TNF. Bemerkenswerterweise konnte bereits in Experimenten mit humanen
Zelllinien gezeigt werden, dass Sertralin die Sekretion von TNF aus T-Zellen
blockiert [139]. Die Freisetzung der proinflammatorischen Gewebshormo-
ne führt physiologischerweise zu lokalen Entzündungsreaktionen, stellt aber
auch einen entscheidenden Faktor bei verschiedenen Autoimmunerkrankun-
gen dar. Dementsprechend kann eine gerichtete Inhibition dieser Zytokine
auch therapeutisch eingesetzt werden [140], [141].
Auch die Bildung von IL-5, ein Zytokin, das vorwiegend von TH2-Zellen
gebildet wird und stimulierend auf die Aktivität von B-Zellen und Eosino-
philen Granulozyten wirkt [1], konnte in unserem Experiment durch den
Einsatz der ASM-Inhibitoren Sertralin und Citalopram blockiert werden.
Darüber hinaus konnten wir auch eine gewisse Hemmung der Sekretion von
IL-10 in den Zellkulturen beobachten, wenngleich insgesamt nur geringe
Mengen dieses Zytokins vorhanden waren. Interessant ist dies, da es sich
bei IL-10 um ein überwiegend antiinflammatorisch wirksames Zytokin han-
delt, das die Aktivierung von TH1-Zellen und Makrophagen blockiert. Dies
deutet darauf hin, dass sich der zytokinhemmende Effekt der ASM-Inhi-
bitoren nicht allein auf entzündungsfördernde Gewebshormone beschränkt,
sondern auch gewisse antiinflammtorische Effektorfunktionen betroffen sind.
Wir konnten keine Auswirkungen der ASM-Inhibitoren auf die Konzentrati-
on von IL-2, IL-17A und IL-4 beobachten, wobei die Konzentrationen dieser
Moleküle in den Experimenten grundsätzlich sehr niedrig waren. Insgesamt
ist von einer komplexen Gesamtwirkung der ASM-Inhibitoren auf die Zyto-
kinsekretion der Immunzellen auszugehen, die dementsprechend differenziert
betrachtet werden muss.

Zusammenhang zwischen ASM und Zytokinen

Obwohl wir durch die ASM-Inhibitoren somit eine signifikante Hemmung
einzelner Zytokine feststellen konnten, ging dies jedoch nicht mit einer ver-
minderten Proliferation der Immunzellen einher. Dies deutet darauf hin,
dass das Absinken der Zytokinkonzentrationen nicht auf einem Rückgang
der aktiven Zellen beruht, sondern spricht dafür, dass die ASM-Inhibition
direkte Auswirkungen auf Sekretion der Zytokine hat.
In einer früheren Studie allerdings konnten antiproliferative Effekte durch
Sertralin in einigen Zelllinien festgestellt werden [139]. Unabhängig davon
kam es aber auch hier zu einer Beeinträchtigung der Zytokinsekretion.
Diese Beobachtung ist in Anbetracht dessen, dass proinflammatorische Zy-
tokine die S-ASM stimulieren können, interessant. Die verstärkte ASM-Akti-
vierung trägt zur Auslösung von Entzündungsreaktionen bei, was beispiels-
weise bei der Arteriosklerose pathogenetische Relevanz besitzt [142] (vgl.
auch [46]).
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Wie bereits erwähnt, konnte im Mausmodell wiederum gezeigt werden, dass
die ASM für die Sekretion von IL-2 benötigt wird [120], [121]. Darüber hin-
aus ist bekannt, dass die saure Sphingomyelinase entscheidende Bedeutung
für die Freisetzung zytotoxischer Granula aus CTLs hat und mutmaßlich
auch in der Regulation allgemeiner Exozytosevorgänge wie der Sekretion von
Zytokinen eingebunden ist [143]. Aufgrund dessen kann vermutet werden,
dass die ASM-Inhibitoren in unseren Zellkulturexperimenten vermutlich die
Exozytose und damit Sekretion der von T-Zellen gebildeten Zytokine beein-
flussen.
Anzumerken ist, dass bereits Studien durchgeführt wurden, in denen der
Einfluss antidepressiv wirksamer Medikamente auf die Konzentration pro-
inflammatorischer Zytokine im Serum von Patienten untersucht wurde. Ei-
ne Metaanalyse mehrerer Studien zeigt dabei auf, dass die bei Depression
erhöhten Spiegel an TNF, IL-6 und IL-1β durch Serotonin-Wiederaufnah-
mehemmer, nicht jedoch durch andere Substanzklassen, wirksam gesenkt
werden [144]. Bemerkenswert ist dies, da die Serotonin-Wiederaufnahme-
hemmer zu einem Großteil auch ASM-inhibitorisch wirksam sind. Speziell
für Sertralin konnte außerdem gezeigt werden, dass es die Sekretion von
TNF in menschlichen T-Lymphozyten inhibiert [139].
Insgesamt scheint es wohl eine gegenseitige Wechselwirkung zwischen der
sauren Sphingomyelinase und bestimmten Zytokinen zu geben: Zum einen
kann die ASM durch proinflammatorische Zytokine stimuliert werden und
zum anderen spielt die ASM eine Rolle in der Sekretion von Zytokinen.
Neuere Forschungsergebnisse ergaben darüber hinaus eine Hemmung von
Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen bei gleichzeitiger Treg-
Expansion in MS-Patienten unter dem Einfluss von Serotonin [146]. Es schei-
nen also gleich mehrere Faktoren und Signalwege parallel von Bedeutung zu
sein, was die Interpretation der Ergebnisse erschwert.

4.3.6 ASM-Inhibitoren als neue immunmodulatorische
Medikamente

Die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase für verschiedene Krankheitsbil-
der wurde lange Zeit unterschätzt, sodass man sich erst vor einigen Jahren
ihres Stellenwertes bei unterschiedlichsten Erkrankungen bewusst wurde.
Dementsprechend neu sind auch die Versuche durch pharmakologische Ein-
flussnahme auf die ASM-Aktivität therapeutisch begünstigend ins Krank-
heitsgeschehen einzugreifen.
FIASMAs etwa, von denen viele schon seit Jahrzehnten in der Therapie
psychiatrischer Erkrankungen eingesetzt werden, könnten auch positive Ef-
fekte bei Alzheimer, Arteriosklerose oder Tumorerkrankungen haben [145].
Zumal eine Inhibition der ASM durch diese Substanzen auch auf Vorgän-
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ge des Immunsystems Einfluss nimmt, stellt sich die Frage, ob FIASMAs
und andere ASM-Inhibitoren auch als immunmodulatorische Medikamente
eingesetzt werden könnten. Bisherige klinische Untersuchungen mit antide-
pressiven Arzneimitteln legen nahe, dass diese Substanzen durch positive
Einflussnahme auf Treg-Zellen [127] und hemmende Wirkung auf Zytokine
[144] einen überwiegend immunsuppressiven Effekt ausüben. In Folge dessen
könnten Antidepressiva wie SSRIs in der Therapie von Autoimmunerkran-
kungen eingesetzt werden [128].
Unklar ist jedoch, ob die Immunsuppression durch eine Inhibition der sau-
ren Sphingomyelinase verursacht wird. Untersuchungen mit ASM-Knock-
out-Mäusen und ASM-Inhibitoren zeigen jedenfalls auf, dass eine Hemmung
der sauren Sphingomyelinase zur Vermehrung von regulatorischen T-Zellen
und zur Suppression des Immunsystems führt [124], [125].
In unseren Experimenten konnten wir zeigen, dass der Einsatz von Sertralin
bzw. Citalopram in vitro eine Vermehrung von regulatorischen T-Zellen und
eine zum Teil veränderte Expression von CD25, CD69 und CTLA-4 bedingt.
Es stellt sich die Frage, welche Bedeutung diese Ergebnisse für die Situation
in vivo haben.
Bisherige klinische Beobachtungen von immunsuppressiven Effekten unter
antidepressiver Medikation beschränken sich überwiegend auf Einzelfallbe-
schreibungen [147].
Diese Tatsache beruht möglicherweise darauf, dass die immunmodulatori-
sche Wirkung von Antidepressiva nur bei einem Teil der Individuen auftre-
ten könnte. Damit stimmt auch überein, dass wir in unseren Experimenten
auch nur bei den Respondern eine Vermehrung regulatorischer T-Zellen im
αCD3-stimulierten Ansatz beobachteten. Eine therapeutische Anwendung
wäre daher möglicherweise in Zukunft auch von der Kenntnis darüber ab-
hängig, ob ein Individuum eine Response aufweisen wird oder nicht. Sie wäre
damit als Teil eines individualisierten Medizinkonzeptes anwendbar.
Die Aktivierung von regulatorsichen T-Zellen durch ASM-Inhibition scheint
durch Einflussnahme auf den CD3- und CD28-Signalweg bedingt zu sein.
Weiterhin kommt es zur Hemmung der Zytokinsekretion von IFN-γ, TNF,
IL-10 und IL-5 durch T-Zellen, während keine signifikante Hemmung
der Proliferation auftritt. Insgesamt ergänzen unsere Ergebnisse die Er-
kenntnisse früherer Forschungsarbeiten zur Immunsuppression durch ASM-
Inhibitoren bzw. Antidepressiva [117], [124], [125], [139].
Medikamente wie Desipramin, Sertralin oder Citalopram sind klinisch seit
Jahrzehnten bekannte Substanzen, die kostengünstig und relativ nebenwir-
kungsarm sind. Dementsprechend unproblematisch wäre es, ihren Anwen-
dungsbereich zu erweitern und sie auch bei Erkrankungen, die mit einer
Überreaktivität des Immunsystems einhergehen, einzusetzen. Im Einklang
mit den Erkenntnissen früherer Forschungsarbeiten anderer Arbeitsgruppen
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ergibt sich aus unseren Ergebnissen die Annahme, dass derartige Arznei-
mittel begünstigend auf ein entsprechendes Krankheitsgeschehen einwirken
würden. Eine Vermehrung von regulatorischen T-Zellen würde einer Über-
steuerung des Immunsystems entgegenwirken und die unkontrollierte Sekre-
tion von Zytokinen durch Gedächtnis-T-Zellen würde gehemmt werden.

4.3.7 Offene Fragen und Zukünftige Forschung
Wenngleich wir neue Erkenntnisse im Hinblick darauf gewinnen konnten,
welche Auswirkungen sich aus einer pharmakologischen Inhibition der sau-
ren Sphingomyelinase auf humane regulatorische und konventionelle T-Zel-
len ergeben, verbleiben viele Fragen.
Unter anderem ist zu beachten, dass es sich bei allen von uns durchgeführ-
ten Untersuchungen um in-vitro Experimente handelte. Unklar ist, welche
Bedeutung unsere Beobachtungen auf die unmittelbare in-vivo-Situation im
Menschen hat.
Klinisch interessant ist die Frage, in wieweit eine derartige Einflussnahme
auf das Immunsystem therapeutisch angewendet werden kann.
Derzeit beschränken sich aktuelle Forschungsarbeiten zur pharmakologi-
schen Einflussnahme auf die saure Sphingomyelinase größtenteils auf die
bloße Beschreibung beobachtbarer Effekte, während die ursächlich ablau-
fenden Zellmechanismen noch überwiegend ungeklärt sind.
Ein besseres Verständnis darüber, in welchen Zellsignalwegen die ASM invol-
viert ist und mit welchen anderen Molekülen sie interagiert, wäre dabei nicht
nur von akademischen Interesse. Durch gezielte Manipulation von grundle-
genden zellulären Mechanismen ergäben sich mutmaßlich vollkommen neue
Möglichkeiten für Therapie und Forschung.
Zumal die saure Sphingomyelinase bzw. die verschiedenen Sphingolipide
gleichzeitig in mehrere zentrale Zellvorgänge wie Apoptose, Sekretion, Si-
gnalvermittlung und Proliferation eingebunden sind, erweist es sich als
schwierig, die einzelnen Bedeutungskomponenten der ASM unabhängig von-
einander zu untersuchen.
Ein weiteres Problem besteht in der Ermangelung eines spezifischen Inhibi-
tors der sauren Sphingomyelinase. FIASMAs sind zwar wirksame Inhibito-
ren, doch sind sie zugleich SSRIs und nehmen Einfluss auf den Serotonin-
stoffwechsel. Häufig können beobachtete Effekte als überwiegend ASM-ab-
hängig angenommen werden, wenn beispielsweise die Effektstärke mit dem
Grad der Inhibition korreliert und eine Entsprechung in ASM-Knock-out-
Mäusen vorliegt. Dennoch stellt die fehlende Selektivität ein Problem dar.
Dementsprechend ist noch viel Forschungsarbeit, sowohl klinisch, als auch
experimentell erforderlich, um die Hintergründe der ASM-Wirkung in ver-
schiedenen Geweben verstehen zu können und die Erkenntnisse gezielt the-
rapeutisch nutzbar zu machen.

81



5. Zusammenfassung

Die saure Sphingomyelinase (ASM) stellt durch die Umwandlung von
Sphingomyelin in Ceramid und Phosphorylcholin ein zentrales, fein regu-
liertes Enzym im Sphingolipidmetabolismus dar. Dadurch nimmt es Einfluss
auf verschiedene zelluläre Mechanismen wie Signalvermittlung, Endo- und
Exozytose und Zellaktivierung. Dementsprechend weitreichend ist auch die
Bedeutung der ASM bei verschiedenen Krankheiten wie Arteriosklerose,
Depression oder Neoplasien.
Auch auf das Immunsystem, insbesondere auf die Signalvermittlung
durch T-Zellen innerhalb des adaptiven Immunsystems, nimmt die saure
Sphingomyelinase Einfluss. Aufbauend auf früheren Forschungsarbeiten zur
pharmakologischen und genetischen Hemmung der ASM im Mausmodell
untersuchten wir, welche Auswirkungen die Hemmung dieses Enzyms in
humanen Zellkulturen auf die Population regulatorischer und konventionel-
ler T-Zellen haben.
Hierzu verwendeten wir die beiden selektiven Serotonin-Wiederauf-
nahmehemmer Sertralin und Citalopram; zwei antidepressiv wirksame
Medikamente, die durch eine Verdrängung der ASM von der lysosomalen
Membran eine hemmende Wirkung ausüben.
Wir konnten zeigen, dass diese beiden Substanzen sowohl in Maus-T-Zellen,
als auch in humanen T-Zellen, in der Lage sind, die Aktivität der sauren
Sphingomyelinase zu inhibieren. Durch Kultivierung von Immunzellen der
Maus zusammen mit den Inhibitoren konnte darüber hinaus eine Erhöhung
der Treg-Zellfrequenz erreicht werden.
Verschiedene Zellkulturexperimente mit humanen PBMCs zeigten weiterhin,
dass unter gewissen Umständen so auch eine Vermehrung regulatorischer
T-Zellen im Menschen möglich ist, und dass dies mutmaßlich durch
Einbindung der ASM im CD3/CD28-Signalweg bedingt ist. In mit αCD3-
Antikörper stimulierten experimentellen Ansätzen kam es jedoch nur bei
einzelnen Individuen, die als Responder identifiziert werden konnten, zu
einer Treg-Zellvermehrung.
Umgekehrt kam es durch externe Zugabe von C6-Ceramid zu einer Ver-
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ringerung des Anteils an regulatorischen T-Zellen. Des Weiteren wurden
verschiedene Veränderungen im Expressionsverhalten von Treg- und Tconv-
Zellen bezüglich CD25, CD69 und CTLA-4 in Anwesenheit der ASM-
Inhibitoren beobachtet.
Weiterhin bestätigte sich, dass die pharmakologische Hemmung der sauren
Sphingomyelinase auch Auswirkungen auf die Effektorfunktion von T-Zellen
hat. Während die Proliferation der Zellen weitgehend unbeeinträchtigt
blieb, kam es zu einer verringerten Sekretion der Zytokine IFNγ, TNF, IL-5
und IL-10.
In ihrer Gesamtheit sprechen diese Ergebnisse dafür, dass Inhibitoren
der sauren Sphingomyelinase begünstigend auf Krankheitsgeschehen mit
überschießender oder dysregulierter Aktivität des Immunsystems einwirken
könnten. Immunmodulatorischen Wirkungen durch Inhibition der ASM
erklären möglicherweise auch Einflüsse auf das Immunsystem, die für
verschiedene Antidepressiva beschrieben wurden.
Insgesamt ist die Bedeutung der sauren Sphingomyelinase innerhalb der
Regulation des adaptiven Immunsystems jedoch noch ein weitgehend
ungeklärtes Thema mit vielen offenen Fragen. Daher ist auch in Zukunft
weitere klinische und experimentelle Forschung erforderlich, um zu klären,
welchen Einfluss dieses Enzyms auf Immunzellen hat und wie sich dieser
auch klinisch anwenden lässt.
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6. Summary

By catalyzing the transformation of sphingomyeline into ceramide and
phosphocholine, the acid sphingomyelinase (ASM) plays a central role
in the metabolism of sphingolipids and is tightly regulated. Therefore
it takes essential influence upon different cellular mechanisms like signal
transduction, endo-/exocytosis and cell activation. Accordingly complex
is the importance of the ASM in different diseases like atherosclerosis,
depression or neoplastic diseases.
The acid sphingomyelinase also greatly influences the signal mediation of
T cells within the adaptive immune system. Based on previous research
about the pharmacological and genetic inhibition of the ASM in mice we
investigated, which impact an inhibition of this enzyme in human cell
cultures may have on the populations of regulatory and conventional T
cells.
Therefore we mostly used the two selective serotonin reuptake inhibitors
sertraline and citalopram. These two antidepressive drugs detach the ASM
from the lysosomal membrane and thereby inhibit the enzyme.
Here we show, that these two substances efficiently inhibit the ASM mice
T cells as well as human T cells. Cultivating immune cells of mice together
with the inhibitors led to an essential increase in the frequency of regulatory
T cells.
Various cell culture experiments with human PBMCs showed that under
certain circumstances an increase in regulatory T cells is also possible in the
human, most likely due to the involvement of the ASM in the CD3/CD28
signal pathway. Experimental approaches using αCD3-antibodies showed
an increase in Treg cells in a fraction of the tested individuals.
External addition of C6-ceramide led to a decrease in the frequency of
regulatory T cells. In addition to that, we were able to observe diverse
effects regarding the expression of CD25, CD69 and CTLA-4 in Treg and
Tconv cells in the presence of the ASM-inhibitors.
We were also able to confirm that the pharmacological inhibition of the
acid sphingomyelinase has an impact on the effector functions of T cells.
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While there was no effect on cell proliferation, we observed a decreased
secretion of the cytokines IFNγ, TNF, IL-5 and IL-10.
Alltogether these results indicate that inhibitors of the acid sphingo-
myelinase might have positive effects in pathologies of overshooting or
dysregulated activity of the immune system. Immunomodulatory effects
after inhibition of the ASM might also explain observations of an influence
of antidepressants on the immune system that have been described in the
literature.
Overall the importance of the acid sphingomyelinase within the regulation
of the adaptive immune system is a new field of research with many open
questions. Therefore further clinical and experimental research is needed to
clarify, which impact this enzyme has on immune cells and how this impact
might be used therapeutically.
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NFκB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
NGF Nerven Wachstums Faktor (Nerve Growth Factor)
nmIg Normales Maus IgG
NSM Neutrale Sphingomyelinase
PBMCs Peripheral Blood Mononuclear Cells
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (Phosphate Buffered Saline)
PKC Proteinkinase C
PPD Purified Protein Derivate
RPM Umdrehungen pro Minute (Rounds Per Minute)
RT Raumtemperatur
sek Sekunde
SSRI selektiver Serotonin-Wiederaufnahmehemmer
STAT signal transducer and activator of transcription
Tconv konventionelle T-Zelle
TCR T-Zell-Rezeptor
Td Tetanus-Diphtherie Toxoid
TH T-Helfer-Zelle
TNF Tumor Nekrose Faktor
Treg regulatorische T-Zelle
nTreg natürliche regulatorische T-Zelle
iTreg induzierte regulatorische T-Zelle
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