Sfingosinfosfat
och cellsignalering

NINA BERGELIN OCH KiD TORNQUIST

Sfingomyelin férekommer i cellmembranet hos alla eukaryotiska celler. Linge antog man att
dess funktion narmast var strukturell. De senaste femton aren har vi dock kunnat ta del av ett
enormt uppsving i intresset for denna lipid. Speciellt har forskning rérande metaboliterna
ceramid, sfingosin och sfingosinfosfat (S1P) visat att dessa utgor synnerligen viktiga intracel-
luldra och extracelluldra signalmolekyler. Ceramid och sfingosin har ndrmast visat sig inhibera
cellers proliferation och delta i initieringen av programmerad cellddéd (apoptos). Flera olika
typer av jonkanaler blockeras ocksa av dessa metaboliter. Effekten av S1P ar dédremot den
diametralt motsatta, och S1P anses allmant vara en molekyl som stimulerar éverlevnad, prolife-
ration och migration.Dessutom ar S1P en effektiv reglerare av cellernas kalciumhomeostas.Da
dessa metaboliter pd ett sa markant satt paverkar cellernas funktion, har de dven vackt mycket
intresse som mal for lakemedelsutveckling.

Inledning kopplar till olika typer av G -protein (G

Sfingomyelin bildas i cellerna genom de novo
-syntes i det endoplasmatiska nitverket utga-
ende fran serin och palmitat med hjilp av flera
transferaser, reduktaser och syntaser (1). En
viktig mellanprodukt &r ceramid, som ocksa
kan hydrolyseras till sfingosin med hjélp av
ett ceramidas. Sfingomyelin hydrolyseras till
ceramid med hjilp av flera olika sfingomye-
linaser. Metaboliterna ceramid, sfingosin och
sfingosinfosfat (S1P) dr mycket bioaktiva
lipider som péverkar sa gott som alla celler
i organismen (1, 2). S1P, som bildas genom
att sfingosinkinaser fosforylerar sfingosin,
stimulerar cellernas proliferation och modu-
lerar mangsidigt cellers kalciumhomeostas.
Forutom detta kan S1P reglera bl. a. neu-
ritretraktion, hjidrtats embryonalutveckling
samt stimulera angiogenes. Vid ischemi har
S1P ockséa en markant kardioprotektiv effekt.
Dessutom kan S1P antingen stimulera eller
inhibera cellers migration.

S1P utsondras fran trombocyter och er-
ytrocyter till cirkulationen dir det binds till
albumin och HDL. Utsondrat S1P uppnéar
fysiologiskt relevanta koncentrationer i
blodet, vilka 6verskrider EC,-virdena for
S1P-receptorerna. De flesta effekterna av
S1P medieras troligtvis via aktivering av G
-protein-kopplade receptorer. Fem receptorer
for S1P (S1P, ) har klonats (2). Receptorerna

3 q/11°
G, eller G, ,), och olika receptorer har en

klar preferens for vissa typer av G -protein.
Receptor-G -proteinkomplexet kan sedan
aktivera olika effektorer i cellerna och leda
till t. ex. aktivering av mitogenaktiverande
proteinkinaser (MAP-ERK1/2 -kinaser) el-
ler inhibering av stress-aktiverade kinaser.
Receptorerna kan via aktivering av fosfolipas
C och produktionen av inositol 1,4,5-trisfosfat
(IP,) mobilisera intracellulért bundet kalcium
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(2). Receptorerna kan dven aktivera smé
GTPaser. Flera olika S1P-receptorer uttrycks
ofta i samma cell, och stimuleringens slutre-
sultat beror pé vilka receptorer som uttrycks
och vilka G -proteiner som finns i cellerna.
Situationen kompliceras av att man dven har
identifierat dven intracelluldra effekter av
S1P, om 4n foérekomsten av en intracelluldar
receptor for S1P inte &r péavisad. Eftersom
de flesta celltyperna i organismen uttrycker
receptorer for S1P, d&r denna metabolit en
betydelsefull reglerare av cellernas funktion.
Detta antagande stods @ven av de resultat som
erhallits frdn S1P-receptor "knock-out” mdoss:
avsaknad av receptorer (eller kombinationer
av receptorer) leder till grava stérningar i em-
bryogenesen och kan vara embryonalt letala
(2). Likasé dr "knock-out” av sfingosinkinas
embryonalt letal (3).

De tva andra metaboliterna, ceramid och
stingosin, inhiberar vanligen cellernas proli-
feration och medverkar ofta vid initieringen
av apoptos. I vissa celltyper blockerar de ka-
liumkanaler och kalciumkanaler (4). Ceramid
har dérfor ansetts fungera som en endogen
tumorsuppressor. Man antar att aktiviteten
av sfingosinkinas tillsammans med den
relativa forekomsten av ceramid, sfingosin
och S1P utgor en "rheostat” i cellerna: ifall
sfingosinkinaset dr inaktivt, 6kar mdngderna
av sfingosin och ceramid, proliferationen
blockeras och cellerna kan bli apoptotiska.
Ifall sfingosinkinas aktiveras, produceras
S1P som transporteras ut fran cellen och
stimulerar cellerna, tillvéixer och prolifererar.
Eventuellt fungerar S1P som en intracellulér
budbirarmolekyl, men de flesta effekterna
uppstar da S1P transporteras ut fran cellen
och stimulerar celler via en autokrin eller
parakrin mekanism (5).

Sfingosinfosfat som
intracelluldar budbararmolekyl

Flera studier tyder pa att S1P kan fungerar
som en intracelluldr budbérare (6, 7). Normalt
dr koncentrationen av intracelluldrt S1P lag
i cellerna. Troligen uttrycker alla celltyper
stingosinkinas och enzymet aktiveras av flera
mitogener (t.ex. VEGF och PDGF) och G
-protein-kopplade receptorer. Aktiveringen
ger upphov till en snabb 6kning i intracellulért
S1P, som sedan kan frigora kalcium fran det
endoplasmatiska nitverket eller stimulera
cellernas proliferation. Cellerna uttrycker
ocksé ett S1P-fosfatas och ett S1P-lyas, som

nedbryter S1P. Dessa enzymer gor att pro-
duktionen av S1P vid stimulering enbart ar
transient (s& som det bor vara for en bud-
bararmolekyl) (2). Tva isoformer av sfingosin-
kinas har klonats och den mera undersokta
isoformen (sfingosinkinas-I, SKI) aktiveras
via en kalcium-kalmodulin- och protein kinas
C-beroende mekanism. Den SKI-inducerade
produktionen av S1P har visat sig betydelse-
full for regleringen av cellernas proliferation
och for inhiberingen av apoptos. SKII har
en diametralt motsatt effekt till SKI, emedan
den inducerar apoptos da den &veruttrycks
(se (1)). Mycket tyder pa att SKI &dr av stor
betydelse for cellernas kalciumhomeostas och
proliferation, och att detta eventuellt regleras
via en intracellulér effekt.

Sfingosinfosfat och regleringen av
intracellulart fritt kalcium

Maénga undersokningar har visat att flera
G-proteinkopplade receptorer 6kar intracel-
luldrt S1P genom att aktivera sfingosinkinas
och att detta S1P mobiliserar kalcium fran
intracelluldra forrad (2). En O0kning i intra-
celluldrt fritt kalcium erholls ocksa da S1P
mikroinjicerades i celler. Mekanismen for hur
S1P frigor kalcium fran intracellulédra férrad
i det endoplasmatiska nétverket (ER) &r for
tillfallet okdnt, men eventuellt samverkar
S1P med IP; (8). Intracellulédrt S1P har visats
aktivera inflode av kalcium 6ver plasmamem-
branen genom att fungera som en kalcium-
influxfaktor (9). Detta &r intressant emedan
sfingosin, prekursorn till S1P, inhiberar de s.k.
CRAC-kanalerna (calcium release-activated
channels); (10)). Mycket tyder alltsd pa att
S1P kan vara en del av en komplex signal-
kaskad som reglerar cellers fria intracellulédra
kalciumniva, antingen genom att mobilisera
bundet kalcium fran ER eller genom att oka
inflodet 6ver plasmamembranen. I denna
reglering har sfingosinkinas troligen en vik-
tig roll. I vaskulédra glatta muskelceller kan
S1P daremot aktivera TRPC5-kanalen (en
icke-selektiv katjonkanal horande till TRP-
superfamiljen av jonkanaler) via aktivering
av en G-proteinkopplad receptor (11). Denna
aktivering dr nodvéndig for cellernas motilitet.
Mycket tyder ocksa pé att infléde av kalcium
via TRPC-jonkanaler reglerar icke-exciterbara
cellers motilitet. Dessa observationer &dr av
klinisk betydelse da flera TRPC-kanaler &r
overuttryckta i cancerceller. Vi har ocksa
resultat som tyder pa att S1P kan aktivera
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Figur 1.

Schematisk framstéllning av sfingosinfosfat-inducerad signalerar via sina olika receptorer. Da de flesta celler ut-
trycker flera olika receptorer for sfingosinfosfat, blir signaleringsménstret i cellerna mycket komplicerat. | cancer-
celler uttrycks ofta STP1 och S1P3 starkt, vilket 6kar sannolikheten for cellmigration och metastasering.

en medlem av TRPC-familjen av jonkanaler
i skoldkortelceller via en autokrin receptor-
reglerad mekanism (12). Denna aktivering
ar troligen betydelsefull fér produktionen av
skoldkortelhormon (Figur 1).

I exciterbara celler, s& som myocyter och
hypofysceller, inhiberar sfingosin spannings-
reglerade kalciumkanaler (13, 14) och ger i
myocyter upphov till en negativ inotrop effekt.
Sfingosin forldnger den tid kanalerna haélls
stingda via en effekt som &dr beroende av in-
tracellulért kalcium (alltsa nadgon form av ater-
koppling mellan intracellulart fritt kalcium
och kanalproteinet) (14). Vi har ocksa visat,
att da vi uttrycker ett inaktivt SKI i GH,C,-
hypotfysceller, minskas inflédet av kalcium
via spanningsreglerade kalciumkanaler (15).
Det har visats att sfingosin inhiberar ryano-
dinreceptorer i exciterbara celler (16). Dartill
kan bade ceramid och sfingosin blockera na-
trium-kalcium utbytarproteinet, och ceramid
inducera en internalisering och inaktivering
av HERG-kaliumkanaler (17). Sammanfatt-
ningsvis tyder resultaten pa att aktiviteten
av sfingosinkinas dr av storsta betydelse for
regleringen av cellernas exciterbarhet, och da
det géller t.ex myocyter, deras kontraktions-
forméaga. Detta kan vara av betydelse vid olika
patologiska tillstand. Till exempel har man
visat att méangden ceramid 6kar i myocyter vid

ischemi, vilket i sin tur kraftigt kan modulera
béade kalium- och kalciumkanalers funktion.
En intressant observation dr att S1P har visat
sig ha en markant kardioprotektiv effekt vid
ischemi. Denna effekt dr troligen foljden av
en autokrin- eller parakrin signalering, da
inhibering av sfingosinkinas i myocyter klart
forsamrar cellernas Gverlevnad vid ischemi
béde in vitro och in vivo (18).

Sfingosinfosfat och cancer

S1P paverkar uppkomsten av cancerceller
och metastasering genom att inducera cen-
trala processer sasom tillvaxt, overlevnad,
adhesion, migration, samt vaskulogenes och
angiogenes till tumorer. Exogent S1P kan
stimulera migration via S1P - och S1P.-re-
ceptorerna, medan migrationen kan inhiberas
via S1P,-receptorn (1, 5). Verkningsmekanis-
merna for hur S1P inducerar migration har
beskrivits for S1P -receptorn. S1P aktiverar
via S1P -receptorn PI3-kinas, som i sin tur
rekryterar Akt till cellmembranen, ddr Akt
aktiveras och vidare aktiverar Rho-kinaset
Rac (19). Akt kan via positiv aterkoppling
aktivera S1P -receptorn, och uttrycket av
Akt dr ofta uppreglerat i t.ex. cancercellinjer
frdn skoldkorteln (20). S1P,-receptorn kan
dven aktivera Rac via p38 -MAP-kinas (21).
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Signalering via S1P,-receptorn ddremot inhi-
berar cellernas motilitet, antingen genom att
stimulera ett Rac-GTPas aktiverande protein
eller genom att inhibera Akt (22). S1P-recep-
torer kopplar dven till flera andra nedstroms
effektormolekyler som férknippas med mig-
ration och proliferation, t.e.x. MAP-ERK1/2
-kinaskaskaden. Dartill kan S1P-signalering
ocksé reglera andra centrala processer som
dr involverade i migration och metastasering,
sasom aktivering av matrix metalloproteinaser
vilka bryter ner det extracelluldra matrixet,
samt aktivering av integriner (23).

I den follikulédra skoldkortelcancercellinjen
ML-1 inducerar S1P (10-100 nM) migration
via S1P - och S1P.-receptorerna. Motsva-
rande koncentrationer av S1P 6kar dven den
kemotaktiska effekten av fetalt kalvserum.
Migrationen kan inhiberas av pertussistoxin
(Ptx), vilket indikerar att ett G, -protein &r
involverat. S1P-inducerad migration medieras
via PI3-kinas och Akt, medan S1P-inducerad
migration inhiberas av Rho och ROCK. Mig-
rationen hos ML-1 -celler paverkas dven av
PKCa, ERK1/2 och sfingosinkinas. Daremot
paverkar S1P inte migrationen av normala
skoldkortelceller (24).

Sasom tidigare namnts uppratthélls normalt
en balans mellan de pro-apoptotiska moleky-
lerna ceramid och sfingosin, och S1P genom
enzymet sfingosinkinas. Ett 0kat uttryck av
sfingosinkinas i MCF7 bréstcancerceller har
kopplats till kad proliferation och migration,
och i NIH 3T3- celler, i vilka sfingosinkinas
overuttrycks, stimuleras en snabbare 6vergang
fran G1-fasen till S-fasen i cellcykeln (25),
vilket stimulerar cellproliferationen. Okat
uttryck av sfingosinkinas dr ocksé en markor
for forsamrad prognos vid brostcancer (26),
och sfingosinkinas har ddrmed klassats som
en onkogen (25). Sfingosinkinas paverkar
migrationen och proliferationen av ML-1
celler. I SKI-6veruttryckande ML-1 celler
utsondras S1P via transportoren ABCC1 och
cellerna har en uppreglerad basal migration
(samt en 6kad basal fosforylering av ERK1/2),
vilket indikerar att SKI har en central roll i
progressionen av cancer (27).

Sfingosinfosfat och tillvaxtfaktorer

S1P:s roll i den vaskuldra utvecklingen har
faststéllts med hjélp av S1P -receptor “knock-
out”- moss (28). Eftersom den optimala till-
véxten av en tumor dr beroende av tillforsel av
syre och nédringsdmnen dr det av intresse att
understka mekanismerna bakom angiogene-

sen. S1P har foreslagits delta i bildningen och
mognaden av blodkarl. Kapilldrer i tumorer
och storre blodkérl pd tumorer uttrycker S1P, -
receptorn, och en optimal tillvixt av tumGren
ar beroende av S1P,-receptorn (29). Studier
som gjorts i endotelceller och glatta muskel-
celler visar att S1P stimulerar proliferationen,
migrationen och bildningen av blodkarl. S1P
kan tillsammans med vaskuldr endotelcells-
tillvixtfaktor (VEGF) bidra till bildningen
av nya blodkarl till tumorer. En samverkan
mellan aktiverade S1P-receptorer och tyros-
inkinasreceptorer, t.ex. VEGF -receptor- 2 har
foreslagits for aktiveringen av intracelluldra
signalkaskader (30).

Flera typer av skoldkortelcancercellinjer
producerar VEGF. S1P har tidigare visats sti-
mulera cellmotilitet i samverkan med PDGF
(31) och i andra cellinjer i samverkan med
VEGF (32). Det &r darfor troligt att S1P i
samverkan med VEGF inducerar angiogenes
vid metastasering. I ML-1 -skoldkortelcancer-
celler modulerar VEGF- receptor- 2 uttrycket
av mRNA for S1P - och S1P.-receptorerna
(33), vilket kan Oka cellers sensitivitet for S1P-
signalering. ML-1- cellerna bade utsondrar
VEGF och uttrycker receptorer fér VEGE,
och S1P stimulerar utsondring av VEGF-A
(33) och expressionen av VEGF- receptor- 2
i dessa celler (Bergelin et al., manus). Bade
S1P-inducerad aktivering av Akt och ERK1/2
dr beroende av VEGF- receptor- 2, vilket tyder
pa att bade Akt och ERK1/2 spelar en roll i
samverkan mellan receptorerna. Mycket tyder
pé att migrationen av skoldkortelcancercel-
ler regleras via ett komplext samspel mellan
S1P- och VEGF-receptorer, mojligtvis via en
autokrin signalering. Forutom att skoldkor-
telcancercellers migration minskar, erhélls
ocksd en minskad proliferation d& VEGF
-receptor- 2 inhiberas.

Korsaktivering mellan S1P-receptorer och
tillvaxtfaktorreceptorer kan antingen ske
sekventiellt eller integrativt. Sekventiell ak-
tivering innebdr att en tillvixtfaktorreceptor
binder sin ligand varpa receptorn kan aktivera
sfingosinkinas. Kinaset fosforylerar sfingosin
till S1P som utséndras och kan ddarmed ak-
tivera S1P-receptorer och nedstromssigna-
lering. Vid integrativ aktivering befinner sig
receptorerna i ett komplex pa cellmembranet
och aktiveringen av nedstromssignalering
initieras frdn komplexet, antagligen genom
bidirektionell signalering, s& att vardera re-
ceptorn kan aktivera den andra. Den ena me-
kanismen utesluter dock inte den andra, och
bada formerna av korsaktivering férekommer
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antagligen samtidigt i cellen (34). I ML-1 -cel-
ler bildar S1P -receptorn tillsammans med
VEGF -receptor- 2 ett signaleringskomplex
pa cellmembranen. Via detta komplex regleras
béade aktiveringen av effektormolekyler och
cellernas migration. Liksom S1P-inducerad
migration och aktivering av Akt- och ERK1/2-
kaskaderna dr beroende av VEGF -receptor- 2,
dr ocksa VEGF- A- inducerad fosforylering av
ERK1/2 och migration (haptotaxis) beroende
av S1P -receptorn. Dértill &r bidde migrationen
och fosforyleringen av ERK1/2 beroende av
G, ,-protein. Det &r darfor troligt att korsak-
tiveringen mellan S1P -receptorn och VEGF
-receptor- 2 i ML-1 -celler &r integrativ och
bidirektionell (opublicerat ron).

Forutom ett uppreglerat uttryck av sfingo-
sinkinas, har dven 6kade koncentrationer av
fosfolipider i vissa cancertyper pavisats (35).
Ett okat intresse for S1P-signaleringen har
déarfor under det senaste artiondet resulterat i
utvecklingen av inhibitorer for sfingosinkinas
(35) och en antikropp som &r specifik for S1P
(36). Dessa har foreslagits vara kandidater
for en mer specifik cancerbehandling. Trots
lovande in vitro -resultat dr sfingosinkinas-
inhibitorerna fortfarande i den pre-kliniska
fasen. S1P-antikroppen (ASONEP™) har
ddaremot framskridit till fas 1 -kliniska studier.
Antikroppen torde fungera genom att med
hog affinitet binda det S1P som cirkulerar i
blodet, vilket hindrar S1P-receptorerna fran
att aktiveras. Detta forvéntas minska bade
tumorvolymen och méngden metastaserande
celler, samtidigt som inga nya blodkérl kan
bildas till tumoren. Potentiellt kunde anti-
kroppen dven motverka S1P-stimuleringens
anti-apoptotiska effekt och ddrmed dven oka
effekten av de pro-apoptotiska kemoterapeu-
tika som normalt anvénds vid cancerbehand-
ling (37).
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