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3. Ergebnisse

3.1. Einfluss auf die Proliferation

Psoriasis wvulgaris ist eine genetisch bedingte, schubweise verlagierehtzindliche
Dermatose. Pathogenetisch liegt eine Verhornungsgjomit Ubersturzter Zellproliferation
und fehlerhafter  Ausdiffererenzierung vor. Auf derSuche nach neuen
Behandlungsmaoglichkeiten fur hyperproliferative kakrankungen wie die Psoriasis und
Tumoren wurden die antiproliferativ wirkenden glaiberten Phospholipidanaloga Glc-PAF
und Glc-PC synthetisiert. Fir Untersuchungen zuniliss der Analoga auf die Proliferation
und weitere Zellfunktionen wird die immortalisiehemane Keratinozytenzellinie HaCaT als
Hautmodell verwendet.

Als eine wichtige Voraussetzung fiur die Wirkung dexi Substanzen erweist sich die
Verwendung von serumfreiem Medium in den Proliferatests. In Anwesenheit von
fetalem Kalberserum kann auch in hohen Konzentratiobis zu 60puM nur ein geringer
Einfluss auf die Proliferation festgestellt werdéib.7).
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Abb. 7: Proliferation von HaCaT-Zellen in Anwesenheit fetalem Kalberserum (FCS)
nach 48h Inkubation mit Glc-PAF in Konzentratiorvam 20uM bis 60puM. Es werden

drei unabhangige Achtfach- Bestimmungen durchgeéfliRiir diese Abbildung sind die
Mittelwerte und die Standardabweichungen angegeben.

Anschlieende Proliferationstests werden immer dstdisiert in  serumfreiem
Keratinocytenmedium (KGM+) durchgefihrt. Glc-PAFravidabei in Konzentrationen von
1,25uM bis 10pM eingesetzt. Die Proliferation deaQdT-Zellen wird durch Glc-PAF

konzentrationsabhangig gehemmt. Digol@ieser Substanz liegt dabei angenéhert bei 3,0uM
(Abb.8).



Ergebnisse 36

140

120 |
100 4
80 -
60 -

40 -

rel. Proliferation (%)

20 A

¢ (UM) Glc-PAF

Abb. 8: Proliferation in serumfreiem Keratinocytenmediuatin 48h Inkubation mit
Glc-PAF. Es werden vier unabhangige Achtfach-Bestimgen durchgefiihrt und die
Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen bestim

Glc-PC ist erst bei hoheren Konzentrationen &hnkickungsvoll wie Glc-PAF. und wird in

einem Konzentrationsbereich von 2,5uM bis 20uM esedzt. Die IG liegt fir diese
Substanz bei 8,7uM. (Abb.9).
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Abb. 9: Proliferation von HaCaT- Zellen nach 48h Inkubatmwi Glc-PC.
Es werden funf unabhangige Achtfachbestimmungechdiefiihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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AulBRer auf HaCaT-Zellen, bei denen es sich um eiicbt-tumorigene, immortalisierte,
humane Keratinozytenzelllinie handelt, wird die lgepationshemmende Wirkung der
glucosidierten  Phospholipidanaloga auch auf einerlllizie mit autonomer
Wachstumsregulation nachgewiesen. Bei SCC-25-Zéfgnamous cell carcinoma) handelt
es sich um Zellen, die von einem Zungenbodenkamziabstammen.

Wie bei HaCaT-Zellen, kann auch in diesem Zellsysteine konzentrationsabhangige
Hemmung auf das Zellwachstum durch die glucosielieRhospholipidanaloga nachgewiesen
werden. Die Wirkung ist hier noch effektiver alsHaCaT-Zellen. 1,25uM Glc-PAF senken
die Proliferation in SCC-Zellen auf unter 10%. Dk, liegt bei anndhernd 0,6uM (Abb.10)
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Abb. 10: Proliferation von SCC- Zellen nach 48h Inkubatioih Glc-PAF.
Es werden drei unabhangige Achtfach-Bestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Diese Tendenz ist auch bei Glc-PC zu beobachteihrédd 7,5uM Glc-PC die Proliferation
in HaCaT-Zellen um 16% senken, werden SCC Zellendai gleichen Konzentration um
mehr als 60% in ihrem Wachstum gehemmt (Abb.11).

120

100 4
80 -
60 -

40

rel. Proliferation (%)

20 A

¢ (uM) Glc-PC

Abb. 11: Proliferation mit SCC-Zellen nach 48h Inkubatioit @lc-PC.
Es werden drei unabhéangige Achtfachbestimmungechdefuhrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.

3.2. Bestimmung der Zytotoxizitat

Glucosidierte Phospholipidanaloga wirken in héhekamzentrationen zytotoxisch, da sie
durch ihren amphiphilen Charakter in die Membraterkalieren und deren Integritat
zerstoren. Um die eigentliche antiproliferative Miing vom nekrotischen Absterben der

Zellen abgrenzen zu kénnen, mul3 die Zytotoxizit Substanzen in geeigneten Assays
bestimmt werden.

3.2.1. Trypanblaumethode

Es werden zwei verschiedenen Methoden angewandhachst die Methode der
Trypanblaufarbung. Das Trypanblau kann nur von efelinit geschadigter Zellmembran
aufgenommen werden und diese anfarben. Intakteerzedbnnen diesen Farbstoff nicht
aufnehmen. Bei einer Inkubationszeit von 2 h so#deh ist bis zu einer Konzentration von
10uM Glc-PC keine erhdhte Toxizitdt zu beobachtere Viabilitat, als Verhaltnis der

lebenden Zellen zur Gesamtzahl, ist im VergleicliKeatrolle nicht verandert.

Auch nach Inkubation der Zellen mit Glc-PAF bis m&uM kann keine Verédnderung der
Membranintegritat festgestellt werden (Abb. 12 agjl



Ergebnisse 39

120

100 T -3

80 -

—a&— 48h
60 -
—a—2h

40 -

rel.Viabilitat (%)

20 -

¢ (UM) Glc-PC

Abb. 12: Viabilitdt nach 2h bzw.48h Inkubation mit Glc-P€stimmt mittels Trypanblau.

Es werden vier unabhangige Zweifach-Bestimmungerchdiefiihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 13: Viabilitat nach 2h bzw. 48h Inkubation mit Glc-PAEstimmt mittels Trypanblau.
Es werden vier unabhangige Zweifach-Bestimmungerchdiefiihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.

3.2.2. Bestimmung der Zytotoxizitat durch Messung d  er Aktivitat des
zytosolischen Enzyms Laktatdehydrogenase im Kultur( berstand

Die Messung des zytoplasmatischen Enzyms Laktathleggnase (LDH) im Medium, wird

als weitere, sensitivere Methode zur Bestimmung\dabilitdt eingesetzt. Diese Methode
beruht darauf, dass die LDH von Zellen mit Membca@sligungen ins Medium freigesetzt
wird. Die Konzentration des Enzyms im Medium kamamul im Folgenden bestimmt werden
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und gibt Aufschluss tiber den Anteil toter Zellenden Gesamtzellzahl. 5x1@ellen werden
in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte Uberftihund fir je 2 h bzw. 48 h mit
unterschiedlichen Konzentrationen Glc-PC oder &P inkubiert. Bis zu einer
Konzentration von 10uM Glc-PC zeigte sich keinedbth Zytotoxizitdt. 20uM Glc-PC
erhéhen nach 2h Inkubation die LDH-KonzentrationZelliberstand nicht. Dagegen liegt
die Viabilitdt der Zellen nach 48h Inkubation m@eM Glc-PC bei 50% im Vergleich zur
Kontrolle. Die LD;p kann nach einer 48h-Inkubation mit 17uM bestimratden (Abb. 14).

Mit Glc-PAF war bereits nach 2h Inkubation in Anwehkeit von 5uM ein leichter Anstieg
der LDH zu beobachten. Dieser erhohte sich bei 10uu¥ tber 50% im Vergleich zu
unbehandelten Zellen. Die Ip liegt somit fur die 2h Inkubation bei ca. 8,8uM.itM
Zunahme der Inkubationszeit nahm auch die Toxigitlich zu. Nach einer Behandlung der
Zellen fur 48h sind bei 5uM 70% der Zellen abgdstar Eine Konzentration von 10uM Glc-
PAF erhoht den Anteil der toten Zellen auf 80%. Di&s liegt fir die 48h Inkubation bei
3,5uM (Abb.15).
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Abb. 14: Messung der Zytotoxizitat mittels LDH-Aktivitat da 2h bzw. 48h Inkubation
mit Glc-PC. Es werden zwei unabhangige Vierfachibestingen durchgefihrt und die
Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen bestim



Ergebnisse 41

120 1

100 A
~ — 2h
S
> —A— 48h
c
]
N
9]
%]
o
L
I
[a)
-

0 5 10 15
¢ (UM) Glc-PAF

Abb. 15: Messung der Zytotoxizitat mittels LDH-Aktivitat da 2h bzw. 48h Inkubation
mit Glc-PAF. Es werden zwei unabhangige Vierfachbeaungen durchgefuhrt und die
Mittelwerte sowie deren Standardabweichungen bestim

3.3. Einfluss der glucosidierten Phospholipidanalog a auf die
Morphologie der HaCaT-Zellen

Unbehandelte HaCaT-Zellen haben in Kultur die dktarsstische Form epithelialer Zellen
mit glattem Zellrand. Nach Zugabe von Glc-PC konesischon in geringen Konzentrationen
zu einer Verdnderung dieses Aussehens. Die Zellerdem spindelférmig und bilden
Zellauslaufer. Diese Veranderungen verdeutlicheh bei hheren Konzentrationen und sind
schon nach einer Inkubationszeit von 2h erkennbgs.beschriebenen Verdnderungen sind
sowohl bei Adhasion auf Plastik als auch auf derscléedenen Matrixproteinen, wie
Kollagen, Laminin und Fibronektin zu beobachte®pu®/ Glc-PAF I6sen bei HaCaT-Zellen
Veréanderungen in der Morphologie aus. Wie bei GIc#fden sich Zellauslaufer, und auch
Glc-PAF induziert ein spindelférmiges Ausseres

(Abb. 16).
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Abb.16: Veranderung der Zellmorphologie von HaCa&kllen nach 48h Inkubati
mit 7,5uM Glc-PC bzw. 2,5uM GIPAF. Die Zellen werden auf den Matrixprotei
Kollagen IV, Laminin und Fibronektin ausplattiemdi mit Kristallviolett angefark
Nach Inkubation mit G-PC bzw.Glc-PAF bilden HaCaT-Zellen Zmislaufer un

verandern ihre Zellform. Es werden drei unabhangigesuche durchgefuhrt u
reprasentative Zellen ausgewe
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3.4. Analyse des Zytoskelettes nach Behandlung mit glucosidierten
Phospholipidanaloga

Die durch glucosidierte Phospholipidanaloga herenrfenen Morphologieanderungen der
HaCaT-Zellen kbnnen durch Einflu auf deren Zyttetkeverursacht sein. Um dies naher zu
untersuchen wird mittels Rhodamin- gekoppelten IBiuih die F-Aktin-Spannungsfasern des
Zytoskelett sichtbar gemacht. Dazu werden die 2yvbuM Glc-PAF bzw. 7,5uM Glc-PC
behandelten HaCaT-Zellen auf mit Matrixproteinesdméchteten wells einer Mikrotiterplatte
ausplattiert. Das Zytoskelett adharenter Zellendwdann angefarbt. Als Kontrolle dienen
unbehandelte HaCaT-Zellen. In Abb. 17 ist das Brgebieser indirekten Immunfluoreszenz
dargestellt. Unbehandelte HaCaT-Zellen, die aufla¢@n IV adhariert haben, spreiten und
weisen deutlich ausgepragte Spannungsfasern aef.nii 2,5uM Glc-PAF behandelten
Zellen zeigen weniger Spannungsfasern im Zellimmdes ist viel mehr eine Verdichtung des
korticalen Aktins zu beobachten. Die gleiche Bedibaag kann bei den mit 7,5uM Glc-PC
behandelten Zellen gemacht werden. Zellen, dieFaurfonektin ausplattiert werden, haben
unbehandelt eine sehr runde Form. Sie spreitengeeals auf Kollagen IV und weisen kaum
F-Aktin-Spannungsfasern auf. Sowohl bei den miuR®)5Glc-PAF als auch bei den mit
7,5uM Glc-PC behandelten Zellen kann eine punktigemVerdichtung des F-Aktins
beobachtet werden. Das Aussehen von auf Laminiaradten HaCaT-Zellen ist denen auf
Fibronektin sehr ahnlich. Die Zellen sind rund wmeisen weniger Spannungsfasern auf als
auf Kollagen IV. Die mit Glc-PAF bzw. Glc-PC behatfign Zellen zeigen auch hier eine
punktférmige Verdichtung des F-Aktins auf. Diesegsringer ausgepragt als auf Fibronektin.
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Abb. 17: Indirekte Immunfluoreszenz mit HaCaT-Zellen aubllégen 1V, Laminin und
Fibronektin. Die Zellen wurden 2h mit 7,5uM Glc-H2w. 2,5uM Glc-PAF inkubiert.
Anschlie3end auf einen mit Matrixproteinen besataten Objekttrager ausgesat. Adharente
Zellen werden dann fixiert und mit 0,1% Triton X€ permeabilisiert. Die F-Aktin-
Spannungsfasern werden mit Rhodamin-gekoppeltetioRiia gefarbt. In der obersten
Reihe sind Aufnahmen von adharenten Zellen aufdgelh 1V abgebildet. In der mittleren
Reihe adhéarente Zellen auf Fibronektin und in detersten Reihe adh&rente Zellen auf
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Laminin. Jeweils links sind unbehandelte Zellen latntrolle abgebildet. In der mittleren
Spalte sind mit 2,5uM Glc-PAF behandelte Zellenejgiz Ganz rechts sind die Zellen mit
7,5uM Glc-PC behandelt. Es werden drei unabhangigesuche durchgefihrt und
reprasentative Zellen ausgewertet.

3.5. Einfluss der glucosidierten Phospholipidanalog a auf die Zell-
Matrix-Adhasion

Die Morphologie der Zellen auf Matrixproteinen wirdurch die Interaktion von
Zelloberflachenrezeptoren, den Integrinen, mit zigdtularen Matrix (EZM) bestimmt. Uber
diese Interaktion werden weiter die Zell-Matrix-Adfion und dariber entstandene
Migrationsbewegungen von Zellen vermittelt. Wire dibhangige Adhasion beeinflul3t, kann
man Ruckschlisse auf eventuell Adhasions-vernett®ignalwege in den Zellen ziehen, und
somit Hinweise auf die Wirkweise der Phospholipatbalten. In weiteren Untersuchungen
wird das Adhasionsverhalten auf drei verschiedeéviatrixproteinen untersucht. Dabei wird
bertcksichtigt, dald HaCaT-Zellen Integrin-Untereitdn exprimieren, die fir die Adhasion
auf Kollagen IV, Fibronektin und Laminin von Bedeng sind.

Glc-PC und auch Glc-PAF werden jeweils in nichtisoken Konzentrationen eingesetzt.
HaCaT-Zellen adhérieren unbehandelt am starksténKallagen IV. Die Bindung an
Laminin ist deutlich schwacher. Am schwachstewlistinteraktion mit Fibronektin.

Sowohl nach Zugabe von Glc-PAF als auch von Glcnmt es auf allen drei
Matrixproteinen zu einer Zunahme der Adhasion. Aentlichsten wird dabei die Adhasion
auf Fibronektin erhoht. Nach 2h Inkubation mit Qy6jpis 5puM Glc-PAF wird die Adh&sion
konzentrationsabhangig auf das 6-fache des Komeadiés gesteigert (Abb. 18). Auf Laminin
kommt es zu einer Verdreifachung und auf Kollag€nzl einer Verdopplung der Zell-
Matrix-Adhasion. Auch Glc-PC fuhrt zu einer Adhdsssteigerung, die auf Fibronektin am
Ausgepragtesten ist, wie Abb. 19 verdeutlicht. N&eh Inkubation mit Glc-PC ist der
Einflu3 auf die Adhasion weniger ausgepragt (Adb). Ein ahnlicher Effekt wird auch mit
Glc-PAF beobachtet (Abb.21). Nach 48h Inkubation ghicosidierten Phopholipidanaloga
ist kein Effekt mehr auf die Zell-Matrix-Adhasion beobachten. (Abb. 22 und Abb. 23).
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Abb. 18: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinellégen 1V, Fibronektin
und Laminin nach 2h Inkubation mit Glc-PAF in Kongationen von 0,6uM bis 5uM.
Es werden zwei unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 19: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinellggen IV, Fibronektin
und Laminin nach 2h Inkubation mit Glc-PC in Kontzationen von 2,5uM bis 10uM.
Es werden zwei unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 20: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinellégen 1V, Fibronektin
und Laminin nach 24h Inkubation mit Glc-PC in Kontzationen von 2,5uM bis 10uM.
Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefthrt und die Mittelwerte

sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 21: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinell€égen 1V, Fibronektin

und Laminin nach 24h Inkubation mit Glc-PAF in Kentrationen von 0,6uM bis 5uM.

Es werden vier unabhangige Vierfachbestimmungeohd@ftihrt und die Mittelwerte

sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 22: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinellégen 1V, Fibronektin
und Laminin nach 48h Inkubation mit Glc-PC in Konizationen von 2,5uM bis 10uM.
Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefthrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 23: Adhasion von HaCaT-Zellen auf die Matrixproteinellégen 1V, Fibronektin

und Laminin nach 48h Inkubation mit Glc-PAF in Kentrationen von 0,6uM bis 5uM.

Es werden funf unabhangige Vierfachbestimmungeohdjefiihrt und die Mittelwerte

sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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3.6. Einfluss der glucosidierten Phospholipidanalog a auf die
Zellmotilitat

In haptotaktischen Migrationsassays soll der Essluder Phospholipidanaloga auf die
Zellwanderung entlang eines Matrixgradienten unigrs werden. Die Migration findet dabei

durch einen porésen Filter statt. HaCaT-Zellen sinder Lage entlang eines Kollagen IV-
Gradienten zu migrieren. Laminin oder Fibronektirduzieren in diesen Zellen keinen
Migrationsreiz.

Nach 2h bzw. 24h Inkubation mit Glc-PC konnte hisemer Konzentration von 10uM kein

Unterschied im Migrationsverhalten festgestelltaegr. Bei 20uM Glc-PC kommt es nach 2h
Inkubation zu einem Abfall der Migration. Nach 2itkubation ist dies noch deutlicher zu
beobachten. Die Migration der HaCaT-Zellen ist hierVerhéltnis zur Kontrolle um mehr

als die Halfte eingeschrankt (Abb. 24 und 25).

Glc-PAF dagegen hat die Zellwanderung nicht beeastl. Nach 2h bzw. 24h Inkubationszeit
kommz es zu keinem Unterschied im Vergleich zurtkale (Abb. 26 und 27).
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Abb. 24: Migration von HaCaT-Zellen entlang eines KolladérGradienten

nach 2h Inkubation mit Glc-PC in einem Konzentnasbereich von 2,5uM bis 20uM.
Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.
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Abb. 25: Migration von HaCaT-Zellen entlang eines KolladiérGradienten

nach 24h Inkubation mit Glc-PC in einem Konzemratbereich von 2,5uM bis 20uM.

Es werden drei unabhéngige Vierfachbestimmungechdefuhrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.
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Abb. 26: Migration von HaCaT-Zellen entlang eines KolladérGradienten

nach 2h Inkubation mit Glc-PAF in Konzentrationem 0,6 M bis 10uM

Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefuhrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.
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Abb. 27: Migration von HaCaT-Zellen entlang eines KolladerGradienten

nach 24 h Inkubation mit Glc-PAF in Konzentrationen 0,6M bis 10uM.

Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.

3.7. Untersuchungen zum Nachweis von beteiligten Si  gnalwegen an
dem Einfluss auf die Adhasion

Die Mechanismen, die zum Anstieg der Adhasion fiihsollen naher untersucht werden.
Dabei kbnnte es sich um eine verstarkte Expressomm Integrinen auf der Zelloberflache
handeln. Eine andere Mdglichkeit ware, dass es hdulie Phospholipide Uber einen
Signalweg zu einer erhdhten Integrinbindungsaktiiommit.

3.7.1. Bestimmung der Integrin-Expression auf HaCaT  -Zellen nach
Behandlung mit glucosidierten Phospholipidanaloga

Die Expression der oberflachenstandigen Integrimd mittels Fluorescence- Activated-Cell-
Sorting (FACS) bestimmt. FACS-Analysen ermoglichsia simultane Messung mehrerer
physikalischer Charakteristika einzelner Zellen.zDagehoren die relative ZellgroRRe,
Granularitat bzw. interne Komplexizitat und dieatéle Fluoreszenzintensitat. Uber die
Bestimmung der Fluoreszenzintensitdt kann nach blakon der Zellen mit spezifischen
fluorochrom markierten Antikorpern die ExpressioanvOberflachenantigenen analysiert
werden.

Es werden die Integrin-Untereinheiten bestimmt, dien HaCaT-Zellen auf der
Zelloberflache exprimiert werden und an der Adhésiaf den untersuchten Matrixproteinen
beteiligt sind. Dazu gehort dpd-Integrin-Untereinheit, die Bestandteil von 12ebptinen ist.
HaCaT-Zellen exprimeren dfgl-Integrineadfl, o581 undavpl, die an Fibronektin binden,
sowiea2B1, ein Rezeptor fir Kollagen.

Als weitere Untereinheiten werdef3 sowiep4, Bestandteil des Laminin-bindenen Integrins
a6p4, das in Hemidesmosomen lokalisiert ist, untersubie Expression depl-Integrin-
Untereinheit bleibt nach Inkubation mit 5uM Glc-Pdhverandert im Vergleich zu
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unbehandelten Zellen. Bei den mit 20uM Glc-PC bdklan Zellen vermindert sich die
Menge deB1-Untereinheit auf der Zelloberflache. Ahnlichesikdiir die Expression der3-
Untereinheit beobachtet werden. Es zeigt sich HKdmterschied zwischen mit 5uM-
behandelten und unbehandelten Zellen. Bei mit 2@IMPC behandelten Zellen kommt es
zum Abfall der Expression vam3. Fir diep4-Untereinheit kann eine geringe Stimulation der
Expression in Anwesenheit von 5uM Glc-PC beobachitden. Dieses kann auch nach
Behandlung mit 20uM Glc-PC beobachtet werden (AB8). Glc-PAF beeinflusst die
Expression de1- bzw.a3- Integrinuntereinheiten nicht (Abb. 28).
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Abb. 28: FACS-Analyse der Oberflachenexpression ffier; B4-und a3-Integrinuntereinheit
von HaCaT-Zellen. Die obere Reihe zeigt Analysechrzh Inkubation mit 5uM bzw. 20uM
Glc-PC ( Blau = Negativkontrolle, Rot = unbehaneélellen, Orange = 5uM Glc-PC, Grin =
20uM Glc-PC ). Die untere Reihe zeigt Analysen nakhinkubation mit 5uM bzw. 10uM
Glc-PAF (Blau = Negativkontrolle, Rot = unbehandekellen, Orange = 5uM Glc-PAF,
Griin = 10puM Glc-PAF). Es werden drei unabhangigesiehe durchgefiihrt und jeweils*10
Zellen am FACS-Gerat ausgewertet.

3.7.2. Einfluss von U73122 auf das Adhéasionsverhalt en der mit
glucosidierten Phospholipiden behandelten HaCaT-Zel len

Da verstarkte Adhasion offensichtlich nicht durchnee erhdhte Integrinexpression
hervorgerufen wird, besteht die Mdglichkeit, dass idber die verstarkte Aktivititat von
verschiedenen Signalmolekilen zu einer erhohteduBigsaktivitat der beteiligten Integrine
kommt. Hierzu wurden Adhasionsassays in AnwesenBp#zifischer Inhibitoren von
Schlusselenzymen von Signalkaskaden, die Intedpidiagige Prozesse modulieren,
durchgefuhrt. Gewahlt wurden Inhibitoren, die diepitl-modifizierenden Enzyme
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Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) und Ritmdipase C (PLC) hemmen, da
anzunehmen ist, dass die Gabe der synthetischedelLgie Membranzusammensetzung
andern konnte und sie somit auch einen EinflussdafAktivitat dieser Enzyme haben
kénnten. Die PLC reguliert die Aktivierung einigémtegrine derpl-Familie, wodurch
wiederum die Bindung an extrazellulare Liganden Ma#lagen IV, Laminin und Fibronektin
reguliert wird®.

Ein Inhibitor der PLC ist das Aminosteroid U73122s wird in einer nicht- toxischer

Konzentration von 1uM angewendet. Es kommt soweahlden unbehandelten Zellen, als
auch bei den mit Glc-PC bzw. Glc-PAF behandeltehedegleichermal3en auf allen drei
Matrixproteinen zu einer Abnahme der Adhasion. Ben mit Glc-PC bzw. Glc-PAF

behandelten Zellen ist das Ausmald der Adhasion iakgesamt auch in Anwesenheit von
U73122 hoher als bei unbehandelten Zellen (Ablurz830).

3.7.3. Einfluss von Wortmannin auf das Adhasionsver halten der mit
glucosidierten Phospholipiden behandelten HaCaT- Ze  llen.

Als weiteren Inhibitor wurde Wortmannin eingeset#ortmannin hemmt das Enzym
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K), welches dlda an der Regulation der
Integrinaffinitat beteiligt ist. Eingesetzt wird d@hibitor mit einer Konzentration von 50 nM.
Wortmannin hemmt die Adhé&sion unbehandelter und-R&lcbzw. Glc-PAF behandelter
Zellen. Die Adhasion in den Analoga-behandeltenegeist in Anwesenheit von Wortmannin
jedoch insgesamt héher als in unbehandelten Z@Neh. 31 und 32).

Die Tatsache, dass die Adhéasion mit Glc-PC bzw.-RHNE& behandelter Zellen auch in
Anwesenheit von U73122 und Wortmannin erhoht istjstvdaraufhin, dass die Analoga
PLC- und PI3-Kinase-unabhéangig wirken.

1,2
m Kontr.
1- B 7,5UM Glc-PC
B Kont.+U73122
0,8 @ 7,5uM Glc-PC+U73122

OD 570nm

Kollagen V Fibronektin Laminin

Abb. 29: Adhasion von HaCaT-Zellen auf Matrixproteinen

nach 2 h Inkubation mit 7,5uM Glc-PC und in Anesgiseit von U73122.

Es werden funf unabhangige Vierfachbestimmungeohdefiihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.
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Abb. 30: Adhasion von HaCaT-Zellen auf Matrix nach 2 h Ibp&tion mit

5uM Glc-PAF und in Anwesenheit von U73122.

Es werden drei unabhangige Vierfachbestimmungechdefthrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmit.
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Abb. 31: Adhasion von HaCaT-Zellen auf Matrixproteinen

nach 2 h Inkubation mit 7,5uM Glc-PC und in Anwdsat von Wortmannin.

Es werden vier unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.
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Abb. 32: Adhasion von HaCaT-Zellen auf Matrixproteinen

nach 2 h Inkubation mit 5uM Glc-PAF und in Anwesei von Wortmannin.

Es werden vier unabhangige Vierfachbestimmungechdefihrt und die Mittelwerte
sowie deren Standardabweichungen bestimmt.

3.8. Nachweis tyrosinphosphorylierter Proteine in H aCaT- Zellen

Tyrosin-Phosphorylierung von Zielproteinen gehou den ersten Ereignissen nachdem
Integrine ihren Liganden gebunden haben und aktiwerden. Die Hemmung der Tyrosin-
Phosphorylierung durch geeignete Inhibitoren fihdementsprechend zu einer
dosisabhangigen Reduktion der Adhasion.

Die bis dahin gefundenen Ergebnisse der verstakd@sion nach zweistindiger Inkubation
mit Glc-PAF und Glc-PC geben Anlass zur Untersughder Tyrosinphosphorylierung nach
Inkubation der HaCaT-Zellen mit den Phopholipidagal Proteine, die nach Adh&sion von
HaCaT-Zellen phosphoryliert werden, laufen im SDfgé mit einem apparenten
Molekulargewicht von 200 k, 141-148 k, 120-130 k0 Xk, 92 k, 81 k, 70 k. 54 k und 40 k.
Der Nachweis tyrosinphophorylierter Proteine erfoign Western-Blot mit Hilfe des
monoklonalen Antikorpers PT66, der spezifisch nibgphorylierten Tyrosinresten reagiert.
Die Phosphorylierung einiger Proteine nimmt im Gegart von 5uM Glc-PAF zeitabhangig
zu- und dann wieder ab. Deutlich wird dies nach Rubation mit 5uM Glc-PAF an einer
Banden bei einem Molekulargewicht ca. 200k (Abb. 33
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Abb.33:Western-Blot-Analyse von HaCaT-Zelllysaten zum Neeis von
Tyrosinphosphorylierungen zellularer Proteine nabh 24h und 48h Inkubation mit 10uM
Glc-PC (PC) bzw. 5uM Glc-PAF (PAF). Nach der Inkidva werden die Zelllysate
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. DieeBelverden dann 2h auf Eis solubilisiert.
50ug Protein werden auf ein 7,5%iges SDS-Gel galaddach dem Blotten wird die
Nitrocellulosemembran mit dem monoklonalen AntilgrpPT66, der spezifisch mit
phosphorylierten Tyrosinresten reagiert, inkubieftlach der Inkubation mit dem
entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekundéngeaik erfolgt die Auswertung am
Imager. Der Pfeil deutet auf verstarkte Tyrosingtasylierung nach 24h Inkubation mit
5uM Glc-PAF hin. Es werden drei unabhéngige Expeni® durchgefihrt, gezeigt ist ein
reprasentativer Western-Blot
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