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4. Diskussion

In den durchgefuhrten Experimenten mit der humdteratinozytenzelllinie HaCaT werden
die Auswirkungen zweier Vertreter der neuartigentipaoliferativen Wirkstoffklasse,
Glyceroglycophospholipid  (Glc-PC) und  1-O-octadezyD-o-D-glucopyranosyl-sn-
glycero(3) (Glc-PAF) auf physiologische Vorgangeemsucht. Dazu gehoért vornehmlich der
Einfluss auf die Proliferation, der von der Zytatotat abzugrenzen ist.

Neben der generellen Charakterisierung dieser gidmsten Phospholipide ist auch die
Bedeutung der Strukturunterschiede der einzeln@sptolipide von Interesse. So zeigt sich
bei den Versuchen zur Zytotoxizitat, dass der Stmukiterschied zwischen Glc-PAF und
Glc-PC erhebliche Auswirkung im zytotoxischen Panausmacht. Im Hinblick auf eine
eventuell spatere pharmazeutischen Verwendung rdigestanzgruppe ist es wichtig eine
maoglichst gro3e biologische Wirksamkeit zu erreighdie nicht mit einer erhéhten Toxizitat
einhergent.

4.1. Einfluss auf die Zytotoxizitat

Die Zytotoxizitdt wird zundchst mit der Trypanblagtimode untersucht. Mit ihr werden
Zellmembrandefekte angefarbt und damit abgestor@etien erkannt. Mit dieser Methode
kannt mit HaCaT-Zellen sowohl nach 2h als auch négi Inkubation mit 5uM Glc-PAF
bzw. 10uM Glc-PC keine Veranderung der Zellviahilitestgestellt werden. Sie entspricht
der von unbehandelten Zellen. In der Literaturdist LDso nach 6h Inkubation in HaCaT-
Zellen firr Glc-PC mit 17puM und fiir Glc-PAF mit 9ukhgegebei. Es wurde dabei eine
Methode verwendet, die auf der Messung der alkadiscPhosphatase basiert. Die fur die
Trypanblauassays gewahlten Konzentrationen liegeer Wiesen angegebenendsiWVerten,
aber es sollte auch schon hier ein zu erkennendéu&s auf die Zellviabilitdt zu beobachten
sein.

Die Trypanblaumethode erscheint somit fur die Zytatitdtsbestimmng zu ungenau und
wird durch die sensitivere Methode der quantitatit®H-Messung ersetzt. Fir Glc-PC kann
SO eine zeit- und konzentrationsabhangige Zunahen&ytotoxizitat beobachtet werden. In
HaCaT-Zellen liegt die LBy nach einer Inkubationszeit von 48h bei 17uM. Na¢h 2
Inkubation kann auch bei einer Konzentration vopK0GIc-PC noch keine erhdhte LDH-
Freisetzung festgestellt werden. Auch mit Glc-PAFanik eine zeit- und
konzentrationsabhangige Zunahme der Zytotoxizdsigestellt werden. Nach 48h Inkubation
wird die LDsp in HaCaT-Zellen fur Glc-PAF mit 3,5uM bestimmt. ¢ta2h Inkubation liegt
der LDsg-Wert bei 8,8uM bestimmt. Es zeigt sich somit edeutliche Abhangigkeit der
Zytotoxizitat von der Inkubationszeit. Die Diffemit den Literaturdaten kann durch die
Verwendung unterschiedlicher Methoden und die Waindlerer Inkubationszeiten erklart
werden. Ein direkter Vergleich dieser Daten istedaticht moglich.

Untersuchungen mit anderen synthetischen Phospdhetip ergeben bei 48 Stunden
Inkubation von HaCaT-Zellen mit HePC eine §g@on 7uM. Fur die 48stindige Inkubation
von HaCaT-Zellen mit Inositol-C2-PAF ist die mit sk£15pMangegebelt’.

Fur die 24stindige Inkubation mit Glucosimid-PAE&gli der angegebene kPWert bei 5-6
1M, und fiir Glucosamin-PAF bei 30ttt Sowohl HePC als auch Inositol-C2-PAF wurden
mit der gleichen Methode wie Glc-PC bzw.Glc-PAF aensticht. Glc-PC weist dabei die
geringste Zytotoxizitat auf, gefolgt von InositoR@®AF. Glc-PAF ist mit dem LE-Wert
von 3,5uM am toxischsten. Die Werte von Glucosifal und Glucosamin-PAF kdnnen in
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diesem Zusammenhang nicht gedeutet werden, da faachHnkubationszeit und Methode
nicht mit der in dieser Arbeit verwendeten Ubermnsien.

Welche Ursache der Zytotoxizitatsunterschied zwaschden Substanzen hat, ist
weitestgehend unklar. Als zugrunde liegenden Meshaus der Zytotoxizitat von
synthetischen Phospholipiden wird vermutet, dasshddie Einlagerung voRhospholipiden
in die Zellmembran die Anordnung der integralent@&re, der tight junctions oder deren
Verbindungen zu ihren zytoskelettalen Partnerndgestt und es somit zur Formation von
Poren komnit®*?° Desweiteren ist Glc-PAF metabolisch stabiler @ls-PC, das durch
endogene Esterasen abgebaut werden kénnte.

4.2. Einfluss auf die Proliferation

Sowohl Glc-PAF als auch Glc-PC haben in HaCaT-Zebee antiproliferative Wirkung.
Nach 24h Inkubation ergibt sich fir Glc-PAF eingd@on 3uM. Fur Glc-PC liegt der Wert
bei 8,8uM. Bei der Verwendung der zweiten Zeldinden SCC-25-Zellen, wird deutlich,
dass verschiedene Zelltypen je nach Rezeptorwanteil und Wachstumsverhalten
unterschiedlich auf die Substanzen reagieren. Diss@r viel schneller proliferierende
Zelltyp kann auch starker durch die synthetisch@onspholipide im Wachstum gehemmt
werden. Bei beiden sinkt die §Cauf niedrigere Werte. Bereits bei 0,6uM Glc-PAFde
halbmaximale Hemmkonzentration erreicht. Glc-PC snuaseiner Konzentration von 5,5uM
eingesetzt werden, um dies§zu erreichen.

Fur HePC kann in HaCaT-Zellen einesd@on 4,5uM ermittelt werden. Beim Einsatz von
HePC in SCC-25-Zellen sinkt dieser Wert auf 1,5uM.

Werden HaCaT-Zellen mit Inositol-C2-PAF fur 48h uftkert, so ergibt sich ein gWert
von 1,8uM. Auch hier kann eine Zunahme des anifprativen Effektes bei der
Verwendung von SCC-25-Zellen festgestellt werdere s, sinkt bei 48h Inkubation mit
Inositol-C2-PAF auf 0,6pM’. Sowohl Glucosimid-PAF als auch Glucosamin-PAF sinr

in HaCaT-Zellen auf ihre antiproliferative Wirkuingn untersucht worden. Glucosimid-PAF
weist nach 72h Inkubation eine maximale Abschwaghder Proliferation um 28% auf. Bei
Glucosamin-PAF kann ein zeitabhéangige Einfluss diaf Proliferation beobachtet werden.
48h Inkubation mit 8uM Glucosamin-PAF filhren zueeirMinderung der Proliferation
um16%. 24h Inkubation mit 8uM fiihren dagegen zerfunahme um 30%’

In der Literatur wird bei der Verwendung von HaCadllen fur Glc-PC eine 1§ von 3uM
und fir Glc-PAF von 5uM angegebBénFir HePC soll die 1§ bei 3uM liegef?:. Der
Unterschied zwischen den in der Literatur angegetebDaten und den aus den BrdU-
Proliferationsassays gewonnenen Ergebnissen kasiit mindeutig erklart werden. Es ist
maoglich, dass die einzelnen Substanzen zu untediathen Versuchsbedingungen
untersucht worden sind. So ist bei diesen Versudun Beispiel die eingesetzte Zellzahl
von grolRer Bedeutung. Bei einer sehr hohen Zellaahll die Substanz schneller
metabolisiert und damit inaktiviert. Es kann auBendbei konfluent wachsenden Zellen zur
zelldichteabhangigen Proliferationshemmung, der tldmhibition, kommen. Um dies zu
verhindern, werden die Zellen in den 96 well Milerplatten mit einer Zellzahl von @vell
subkonfluent ausplattiert. Eine Proliferation dezll@n wéahrend der Versuchsdauer wird
somit beriicksichtigt.

In den ersten Versuchen zur Antiproliferationhemguulie mit FCS-haltigen Serum
durchgefuhrt werden, kann eine starke Wirkungsak&chung der synthetischen
Phospholipide beobachtet werden. Dabei kann auckehr hohen Konzentration keine
Proliferationshemmung beobachtet werden. Das diekilg von Phospholipiden durch
Serum beeinflust werden kann, belegen auch Arbertmm Wieder und Mitarbeitern. In
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Gegenwart von 10% Rinderserum steigt der IC50-Wen HePC auf 27,4uf'. Die
Struktur der meisten synthetischen Pospholipidéebésus einem Glycerolgrundgerist mit
einem langkettigen Substituenten am C1, einem laftiglen Substituenten am C2 und der
Phosphocholinkopfgruppe am C3. Bereits relativrggriStrukturunterschiede scheinen einen
grol3en Einfluss auf das Ausmald der antiprolifeestiWirkung zu haben. So besteht der
Unterschied zwischen Glc-PAF und Glucosamin-PA.b&lusosimid-PAF lediglich im
Austausch einer OH-Gruppe gegen eine Aminogruppe @mcosemolekil am C2.
Glucosamin-PAF bzw. Glusosimid-PAF zeigen aber isrgieich mit Glc-PAF einen sehr
viel geringeren antiproliferativen Effekt auf.

Ein weiteres Beispiel ist das schon in der Eintggterwahnte ET-18-OCH3. Es weist am C2
des Glycerolgrundgeriistes, wo Glc-PAF Glucose dnthals Substituenten eine
Methylgruppe auf. Der in Brustkarzinomzellen ereit@ IGo-Wert liegt bei 2uM.

Am Beispiel von HePC kann dagegen gezeigt werdass dlas Glycerolgrundgeriist keine
Vorraussetzung fiir den antiproliferativen Effektsdallt?2

Die antiproliferative Wirkung von synthetischen Bpbolipiden wird in der Literatur als die
Blockade mitogener Stimuli diskutiert. Es ist veiliiar, dass durch die Einlagerung der
Phospholipide in die Zellmembran deren Zusammensgtzins Fluiditat verandert witd.
Dieser Effekt konnte sich auch auf den Transpotbsnflischer Proteine zur Zellmembran
sowie deren Verankerung an der Zellmembran auswirkEin Angriffspunkt der
synthetischen Phospholipide scheint die Hemmungrdassports zur Zellmembran von Raf-
1 bzw. dessen beschleunigte Dissoziation von deniMan zu sein. Infolge dessen werden
die Kinasen Mitogen-Acivated(MEK)/Extracellular  8aj-Regulated Kinase und
Extracellular Signal-Regulated Kinase (ERK) nichbgphoryliert. Im weiteren Verlauf wird
die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren wie-1 und c-fos gehemmt und es kommt
damit zur Proliferationshemmutfg

Insgesamt kann der Schluss gezogen werden, dassVdlaingen von synthetischen
Phospholipide Substanzen zunéchst von der verwemdétlllinie abhéngen. Glc-PC und
Glc-PAF wirken unterhalb ihrer Lig auf beide Zelllinien antiproliferativ. In SCC-2%lfen
wirken sie schon in sehr viel geringeren Konzermren als in HaCaT-Zellen.

4.3. Einfluss auf die Zell-Matrix-Adh&sion und Inte  grinexpression

Sowohl Glc-PC als auch Glc-PAF fuhren zu einer-zaend konzentrationsabhangigen
Zunahme der Zell-Matrix-Adh&sion. Bereits nach Bkubation in HaCaT-Zellen auf den

Matrixproteinen Kollagen IV, Fibronektin und Lammnikommt es zu einem Anstieg der
Adhasion. Besonders hervorstechend ist dabei destiggn auf Fibronektin, der um ein

Vielfaches starker ist, als auf Kollagen IV odemniiain. Unter normalen Bedingungen ist die
Adhasion von HaCaT-Zellen auf Kollagen IV am s&iek. Sie kann aber scheinbar durch
die Phospholipide nicht so sehr aktiviert zu werdgs fur Fibronektin. Nach 24h Inkubation

ist die Steigerung der Adhasion geringer ausgephiath 48h Inkubation ist durch Glc-PC
und Glc-PAF kein Einfluss auf die Adh&asion mehbebachten.

Die Proliferation, die Differenzierung und auch éenktion der Zelle werden in erheblichem
Ausmald von der Adh&sion von Zellen an anderen Zedder die extrazellulare Matrix

gesteuert und beeinflusst. Unter Adhasion verstedrt einen rezeptor-vermittelten Kontakt
zwischen Molekilen der extrazellularen Matrix unétiAfasern des Zytoskelett. Die Zelle

wird so im Zellverband oder der Matrix verankertduerhalt Signale zur Steuerung von
fundamentalen Lebensprozessen. Die UntersuchungAalmsionsverhalten unter Einfluss
der glucosidierten Phospholipide soll somit Ruck$s$e auf Veranderungen von
Zellfunktionen geben. Die Extrazellulare Matrix istn sehr komplexes Makromolekiil-
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Geflecht, das den grof3ten Teil des extrazellul@Raumes im Gewebe ausflllt. Der
Grundaufbau dieses Gewebes besteht u.a. aus Fbted] die in gro3er Menge fibrillare
Proteine in einem extrazellularen Netzwerk prodwezie Dieses ist in ein hydriertes Gel aus
Glyksaminoglykanen  eingebettet.  Glyksaminoglykaneind s grof3e  unverzweigte
Polypeptidketten aus Disaccharideinheiten. Sie sirdativ geladen und sehr hydrophil.
Durch kovalente Bindung an Proteinen bilden sicbtdtiglykane, welche in der Lage sind
groRe Hydrationsraume aufrecht zu erhdfttnZu diesen Proteinen gehéren Kollagen,
Fibronektin und Laminin. In den durchgefuhrten sidasassays dienen Kollagen 1V,
Fibronektin und Laminin als extrazellulare Matrier Kontakt zwischen Zelle und
Zellmatrix wird von Proteinen der Zelloberflacherméttelt. Die Integrine bilden die gréf3te
und vielseitigste Rezeptorfamilie. Sie sind haugaévortlich fur die Bindung der Zelle an
die extrazellulare MatriX* % Integrine sind transmembrane heterodimere Glykepr. Sie
bestehen aus zwei Untereinheiten, der und der B-Untereinheit, die nicht-kovalent
miteinander verbunden sind. DieUntereinheit ist mit ca. 1100 Aminosauren groflsrdse
B-Untereinheit und besteht meist aus zwei untergtiblelangen Aminosaureketten, die tber
eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind. dBeiUntereinheiten bestehen in der
Membran aus ca. 20-30 Aminosauren und besitzen eyteplasmatische Region (C-
Terminus) von etwa 20-50 Aminosauren. Uber diesefef@ninus sorgt dig-Untereinheit
Uber intrazellulare Proteine, wie Talin oder Vinoufur eine Bindung an das Aktinskelett der
Zelle. Die Focal Adhesion Kinase (FAK) ist ein mder pl-Untereinheit asssoziiertes
Enzym*®. Sie kann nach Aktivierung weitere Signalmolekiée c-SRC, PI-3K u.a. binden.
Uber eine SH2- Bindungsdoméane kann Grb-2 und dalieit MAPK-Kaskade aktiviert
werdert’”. Durch die Bindung von Integrinen findet also sbWwaSignaliibertragung in die
Zelle als auch die Bindung zur Matrix statt. Da,ewdben geschildert die Zell-Matrix-
Adhé&sion in vielen Fallen Uber Integrine vermitteitd, liegt die Vermutung nahe, von der
beobachteten Adhésionssteigerung entweder auf e@mstarkte Integrinexpression oder
zumindest auf eine Aktivierung derer zu schlielf&ne Aktivierung kann durch verschiedene
integrinassoziierte Membranproteine ausgelost wendied so zu einer starkeren Affinitat
sowie Aviditat fuhren. Desweiteren kann die Adhasmuch Uber die Beweglichkeit der
Integrine beeinflusst werden. Man unterscheidetedalle passive, diffusionsgetriebene,
ligandeninduzierte Adhasionsverstarkung von deivekt ligandenunabhéngigen Adhasions-
verstarkun{®. Die Einlagerung von Phospholipiden in die Zellnbeam konnte zur
verbesserten Diffusion von Integrinen fiilhren. Dabdukdnnten sie sich im Rahmen einer
aktiven Mikroclusterbildung vermehrt zusammenlageamd somit die Adhéasion
verstarkef?>'?% HaCaT-Zellen exprimieren2,03,a44,06,av,81 undp4. Die Bindung der Zelle
an Kollagen IV erfolgt Gbeo231 odera3 B1, an Fibronektin Gbesdpl1, a531 und av3l.
Laminin wird ibem6B4 gebundert®’.

Um die Vermutung einer eventuell erhdhten Expressi@iter zu untersuchen, wird die
Methode der DurchfluBzytometrie angewendet. Dastites mdglich eventuell stattfindene
Veranderungen der Zelloberflachenproteine zu ezfas$laCaT-Zellen weisen in grofer
Konzentration 1, B4, und a3-Untereinheiten auf. Somit richten sich die weitere
Untersuchungen zunéachst darauf. Biirund a3 kann unter Einfluss von Glc-PC und Glc-
PAF keine erhthte Expression nachgewiesen werdenfiX 34 konnte bei 5uM Glc-PC ein
leichter Anstieg vermerkt werden. In sehr hoher Xantration kommt es vermutlich wegen
toxischer Effekte zu einer Abnahme aller unterseichintegrinuntereinheiten auf der
Zelloberflache.

Auch Inositol-C2-PAF fuhrt in HaCaT-Zellen zu eirfeteigerung der Adhasion auf Kollagen
IV, Fibronektin und Laminift’. Dieser Effekt ist zeit- und konzentrationsabhgngid ist im
Gegensatz zu Glc-PC und Glc-PAF auch noch nachnd8hzuweisen. Es kann desweiteren
gezeigt werden, dass es nach Inkubation mit INeG2sPAF zu einer verstarkten Expression
von (4- unda6-Integrinuntereinheiten kommt. Damit liel3e sich degstarkte Adhasion auf
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Laminin erklaren. Fur B1l-Integrinuntereinheiten kann keine verstarkte Egpion
nachgewiesen werden. In Immunfluoreszenzanalysen kedoch ein vermehrtes Clustern
von [l-Integrinen beobachtet werden. Die durch InositBHRAF ausgeloste
Adhasionssteigerung koénnte somit durch eine erh@mlitat der B1l-Integrine erklart
werden*'"128

Um die durch Glc-PAF und Glc-PC ausgeltste Adhdstaigerung auf Fibronektin zu
untersuchen, sollten auch die bis jetzt unberubkgic gebliebenena5 und av-
Untereinheiten untersucht werden. Sie stellen daedirezeptoren fur Fibronektin dars-
Untereinheiten werden besonders in fokalen Kontakéxprimiert und kénnen durch
Aktivierung der Proteinkinase C (z.B. durch den mbtester TPA oder PMA) auf
Proteinebene hochreguliert werden. Dadurch weisenfakalen Kontakte eine starkere
Adhasion auf’. Ob es zu einer PKC-Aktivierung und damit zu eineside-Out-signaling
kommt, wird in weiteren Adhéasionversuche unter g8 spezifischer Inhibitoren untersucht.
U73122 ist ein Inhibitor der PLC und Wortmannin metrdie Phosphatidylinositol-3-Kinase.
Die PLC kann uber den klassischen PLC vermitteBgmalweg (Spaltung von PIP2 in IP3
und DAG) eine Aktivierung der PKC auslosen. Diesmnrk die Bindungsaktivitat der
Integrine modulieren. Die Inhibition der PLC undchuder PI3 Kinase, welche die PLC-
Aktivitat stimulierert®® fihrt jedoch zu keiner starkeren Adhasionsintuhitals dies bei
unbehandelten Zellen der Fall gewesen ist. Dast,hddss entweder die PKC Uber einen
vollig anderen Weg aktiviert wird, andere Integritbeteiligt sind oder voéllig andere
Mechanismen die gesteigerte Adhasion verursachen.

4.4. Einfluss auf die Morphologie und das Zytoskele  tt

Unter Einfluss der glucosidierten Phospholipide kames zu einer Verdnderung der
Zellform, die auch nach 48 h Inkubationszeit noctvardndert geblieben ist. Die auf3ere
Gestalt der Zellen schwankt haufig erheblich. In Hegel ist sie fur den jeweiligen Zelltyp
charakteristisch, wobei Umgebung und Funktion starkinfluss auf die Zellmorphologie
ausuben. Die jeweils typische Zellform formierthsimormalerweise erst im Gewebeverband.
Typische Bestandteile aller eukaryoten Zellen siklikrotubuli, Mikrofilamente und
intermediare Filamente. Zusammen bilden sie dasskglett. Alle Teile des Zytoskeletts
fugen sich zu einem strukturierten, dynamische Wetk zusammen, das fur die Gestalt der
Zelle, fur Bewegungsvorgéange und fur den TranspamtOrganellen und Vesikeln eine grol3e
Bedeutung hat. Anderungen in der Zellmorphologiel ssomit mit einem Ansprechen des
Zytoskelettes verbunden. Um die an der Veranderibeteiligten Strukturen weiter
identifizieren zu kénnen, werden Immunfluoreszeiabgsen durchgefiihrt. Sie beschranken
sich zuné&chst auf das F-Aktin-Zytoskelett. Aktiaflente sind sehr feine, vernetze Faden von
lum Lange, die haufig mit der Kern- oder Zellmembria Verbindung stehen. Das
Aktinnetzwerk hat einerseits die Aufgabe, die ZeHa stabilisieren und andererseits
reorganisatorische Umbauprozesse zu unterstitzesgehend von den Integrinen, die den
aulReren Kontakt zur extrazellularen Matrix herstelkommt es Uber Verbindungsglieder zu
einer Verkndpfung mit Aktin-Fasern. Der gesamte Wr aus Integrinen,
Verbindungsproteinen und Aktinfasern, wird als fekdontakt bezeichnet. In dieser Region
kommt es zu einer lokalen Verdichtung der an dezr@iche verteilten Integrine (Cluster).

Die Ergebnisse der mit Phalloidin durchgefirhtermimfluoreszenzen bestatigen die mit
dem Lichtmikroskop beobachteten Morphologieandezangn der Aktinfarbung kann die
unregelmallige Einziehung der Plasmamembran, un&¥elideinerung der Zelle mit einer
corticalen Verdichtung der Aktin- Fasern in Zusamireng gebracht werden. Desweiteren
kommt es zu einer punktférmigen Verdichtung deridfigsern. Die verstarkte Adhasion und
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die Veranderungen im Zytoskelett stehen somit utlddnem Zusammenhang. Ubeelchen
Signalweg dies jedoch ausgeldst wird, muss noclemaitersucht werden. Ein Ansatzpunkt
waren sicherlich die Untersuchung der kleinen GhiRdenden Proteine aus der Familie der
Rho-GTPasen. Rho ist an der Bildung von Spannusgsia und fokalen
Adhéasionskomplexen beteiligt. Desweiteren kdonnem Kho-Kinasen ROCKI und Il eine
verstarkte Kontraktilitat der Aktin-myosinfasernrretteln. Nach einer Modellvorstellung
kommt es nach Phosphorylierung der Myosinfilameate einer Quervernetzung der
Aktinfilamente. Die Myosinfilamente Uben durch Kaaktion einen Zug aus, der die
Integrine in den fokalen Kontakten von innen hewostdrt und Aktinfilamente zu
Spannungsfasern biindéft Diese Biindelung und das verstérkte Clustern,esieach Rho-
Aktivierung entsteht, ist nach Behandlung von HaZallen mit Inositol-C2-PAF beobachtet
wordert!”. Ob auch Glc-PC und Glc-PAF dies verursachen, mirss weiteren
Immunfluorezenzanalysen noch untersucht werden.

4.5. Einfluss auf die Migration

Nach 2h und 24h Inkubation mit 20uM Glc-PC nimnmg dligration von HaCaT-Zellen in
einem Transwell-Assay ab. In geringerer Konzerdratiann kein Einfluss auf die Migration
festgestellt werden. Die Abnahme der Zellmigratidoei 20uM Glc-PC korreliert mit der
beobachteten Zunahme der Adhasion. Mit Glc-PAF kdagegen kein Einfluss auf die
Migration beobachtet werden.

Die Gabe von Inositol-C2-PAF vermindert die Anzahigrierender HaCaT-Zellen schon
nach 2h Inkubation drastisch. Auch HePC hemmt digrafion von HaCaT-Zellél’. In
durchgefuhrten Wundheilungsstudien mit HaCaT-Zeb&ht man desweiteren eine durch
Inositol-C2-PAF verursachte verzégerte Wundheiltiig

Dagegen fuhrt die Inkubation von HaCaT-Zellen miaggsimid-PAF und Glucosamin-PAF
nach 3h bzw. 24h Inkubation zu einer Zunahme deradion*2.

Die Zellmigration ist bei Keratinozyten im Rahmear dVundheilung sehr gut untersucht
worden. Ungefahr 24h nach der Verwundung macheald&&ratinozyten, stimuliert durch
Wachstumsfaktoren —aus neutrophilen  Granulozyten  umdakrophagen, einen
Proliferationsschub durch. Dieses Wachstum I6st Migration aus. Dazu missen die
Verankerungen zur Basalmembran gelést werden. Diehtigsten Bestandteile der
Basalmembran sind Laminin und Kollagen IV an die Basalkeratinozyten Ube634 und
02B1-Integrine gebunden sind. Um die Adhasion zur Baeatbran zu I6sen, werden die
Integrine proteolytisch abgebaut. Metalloproteimagke in hoher Konzentration am Wundort
zu finden sind (MMP-9, MMP-1), kdnnen dann Bestaildt der extrazellularen Matrix
verdauen, so dass Zellen tiber die provisorischedatrix kriechen konnéff. Wahrend
der Migration entstehen an der Spitze der wander@@de, also in den Filopodien und den
Lamellipodien kleinere fokale Komplexe, die als eife fokale Kontakte angesehen werden
kénnen. In diesen werden neue Integrine exprimiedimit die Zelle eine Bodenhaftung
erhalt. Durch Aktivierung der PKC kommt es zu eindochregulation vona5p1-
Integrinuntereinheiten, wodurch die fokalen Konéakine starkere Adhasion aufweisen. Dies
ist die Grundlage fiir eine matrixabhangige Zellmiigm'®’. Die fokalen Kontakte bewegen
sich mit Vorwartsbewegung der Zelle nach hintenfiDanlissen die Komplexe wieder
aufgeldst werden. Dies ware durch Aufhebung dectdid®ho-induzierten Spannungsfasern
oder der Aktin-Myosin-Interaktionen moglith. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die
Wundheilung epithelialer Zellen durch die Transi@ktmit konstitutuv aktivem RhoA stark
verzogert ist. Die Ausrichtung der Zellen am Wumdk#st verzdgert und es bilden sich keine
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.Fuhrerzellen®. Im Gegensatz dazu fuhrt sowohl @dransfektion von dominant negativem
RhoA als auch die Rho-Kinasen-Inhibition mit Y-2263ur Ausbildung von sogenannten
Fihrerzellen, die grosse Lammelipodien in den Weneibh erstreckéf®.

Neben der Bildung und Auflosung von Zell-Matrixkakten sind kontraktile Krafte und
Zugfestigkeit fur die Fortbewegung essentiell. Ddfegben die einzelnen Bestandteile des
Zytoskelett verschiedene Aufgaben. Die Mikrofilaneesorgen fur die Vorwartsbewegung,
wéahrend die aus Keratin bestehenden Intermediduditae die Adh&sion bedingen. Die
Mikrotubuli schlieBlich sorgen fiir den Transport delhasionsmolekiile an den Wundr&hd
Die Migration wird gestoppt, wenn die offene Wunuohit einer einzelligen Schicht von
Keratinozyten bedeckt ist (Kontaktinhibition). Bisdlen bilden Hemidesmosomen aus.
a6B4-Integrin ist Bestandteil der Hemidesmosome undbineet die Laminine der
Basalmembran mit dem Keratinnetzwerk im Inneren Zidte 332 Die Zellen sind somit
wieder mit der Basalmembran verankert. Suprabage@Fatinozyten beginnen zu
differenzieren sowie interzellulare Adhasionsstou&h zu bilden, um die Epidermis wieder
aufzubauen.

Die Migration ist also ein sehr komplexer Vorgander eng an Adhasions- und
Proliferationsvorgangen der Zelle gekoppelt istetivelchen Weg Glc-PAF und Glc-PC die
Migration beeinflussen, muss noch untersucht werBiéninositol-C2-PAF gibt es Hinweise,
dass es zur Aktivierung von kleinen GTPasen, wied2dkommt, die an der Spitze der
migrierenden Zellen lokalisiert sind und zur Fildpenbildung fihrett’.

4.6. Veranderung des Tyrosinphosphorylierungsmuster

Mit den Untersuchungen zur Tyrosinphosphoryliersatien Hinweise gewonnen werden, ob
die Veranderung des Tyrosinphosphorylierungsmuesteen Einfluss auf die physiologischen
Zellfunktionen haben. Die Phosphorylierung von Bireegn stellt einen haufig in Anspruch
genommenen Mechanismus dar, mit dem Signalwegehalteder Zelle, sei es in Inside-out
oder Outside-in Richtung verlaufen.

In den durchgefuhrten Western-Blots kann unter |&&sf von Glc-PC keine verstarkte
Tyrosinphosphorylierung in HaCaT-Zellen nachgewieserden. Dagegen kommt es nach
24h Inkubation mit 5uM Glc-PAF zu einer vertarktégrosinphosphorylierung bei einem
Protein mit einem Molekulargewicht von 185kDa. Na&®h Inkubation kann diese nicht
mehr nachgewiesen werden. Es handelt sich somieinmtransiente Phosphorylierung von
Tyrosinresten. Um welche Proteine es sich dabeidélgnmuss in weiteren Untersuchungen
geklart werden. Es konnte sich um den EGF-Rezeg@joidermal-growth-factor-Rezeptor)
handeln, dessenMolekulargewicht in diesem berdamgt.| Der EGFR ist auf den meisten
mesenchymalen und epithelialen Zellen exprimiérEine Ligandenbindung resultiert tiber
Signaltranduktion, die eine erhdhte Tyrosinkinaseda#t beinhaltet, in Proliferation und
Wachstum der rezeptortragenden Zéfté An der cervikalen Adenocarcinomzelllinie
CAC-1 konnte gezeigt werden, dass auch andereuBktibnen Uber EGFR beeinflusst
werden. Zellen, die mit EGF behandelt wurden, eeigeine erhdohte Expression des
Zelladhasionsmolekili2f1-Integrin, eine Zunahme der Zellmotilitdt auf Kagen und
Fibronektin, sowie eine Verdnderung der Zellmorpha. Auch eine Dephosphorylisation
der Focal Adhesion Kinase (FAK), ein wichtiges Emzin der Signalkette von Integrinen
konnte nachgewiesen werdéh Ob Glc-PAF seinen Einfluss auf HaCaT-Zellen iiden
EGFR ausibt, steht noch aus zu untersuchen. Daeghjeviele der in dieser Arbeit
untersuchten Zellfunktionen Uber diesen Rezept@inflesst werden kénnen, steht aulier
Frage.



