Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Kontrolle des Zellwachstums

1.1.1. Modell der Mehrschritt-Karzinogenese

Die Kontrolle des Zellwachstums ist eine wichtiger&ussetzung fir das Funktionieren und
Uberleben eines Organismus. Manchmal versagt dsehstumskontrolle, und eine Zelle
beginnt sich unkontrolliert zu teilen. So entsteim Tumor. Man bezeichnet ihn als benigne,
wenn er auf ein bestimmtes Gewebe beschrénkt blgibligne Tumorzellen zeichnen sich
durch invasives, infiltrierendes Wachstum aus. d&it Fahigkeit der Metastasierung kénnen
sie so in andere Gewebe vordrinden

Einen Erklarungsansatz Uber die Entstehung malignkrankungen bietet das Modell der
Mehrschritt-Karzinogenese. Hierbei unterscheideh & Phasen der Initiation, Promotion,
Transformation, Progression und schlief3lich deasmon mit Ausbildung von Metastasen.

Am Beginn der Entwicklung stehen dabei genetiscleedderungen wie zum Beispiel die
Expression von Onkogenen, der Verlust von Tumonsggorgenen, Translokationen oder
auch Punktmutationen. Diese koénnen hereditar og@ntan zum Beispiel durch das
Einwirken von Chemikalien, radioaktiver Strahlungeo auch Infektionen entstehen. Diese
initialen Veranderungen fuhren eine normale Zellelas Stadium der Praneoplasie. Weitere
Einwirkungen von vor allem exogenen Faktoren, wisnBeispiel chronische Entziindungen
oder auch Erndhrung, fuhren in der Promotionsphase weiteren dysplastischen
Veréanderungen. Durch weitere genetische Faktoremioes schlief3lich zur Transformation
in eine Tumorzelle, die sich unkontrolliert vermemrkann. Progression und Invasion der
Tumorzelle sind von weiteren genetischen Verandgmurabhéangig, die sie befahigen, sich
aus ihren Zellverband zu |6sen und durch fremdeseBe vorzudringen. Zum Beispiel durch
die Sekretion proteolytischer Enzyre

1.1.1. Regulation des Zellzyklus

Gesunde Zellen befinden sich in einem Zyklus, leendich Proliferation und Metabolismus
abwechseln. Dieser besteht aus der Zellteilunga®éit, an die sich die G1-Phase (Gap-Phase
1) anschliel3t. In dieser Phase differenziert undhsiidie Zelle. Sie ist vor allem durch eine
gesteigerte RNA- und Proteinsynthese gekennzeicatach tritt die Zelle in die S-Phase
ein, in der es zur Verdopplung der DNS kommt. Dagénde G2-Phase dient der
Vorbereitung der nachsten Mitose. Viele Zellen dlaafen nicht den gesamten Zyklus bzw.
haben Phasen in denen sie teilungsinaktiv sindseDfellen treten nach der Mitose in die GO-
Phase ein und verharren dort, bis sie wieder zolifénation aktiviert werden. Der gesamte
Zellzyklus unterliegt einer strengen Kontrolle. Wesich fir die Regulation der Proliferation
sind Cycline. Durch Mitogene wird deren Transkoptistimuliert. Beim Eintritt der Zelle aus
der GO-Phase in die G1-Phase und weiter in die &d°Bind dies Cyclin D und Cyclin E
879195 Dpiese Cycline aktivieren die Enzymaktivitat cpelbhéngiger Kinasen (CDK), die
Uber die Phosphorylierung von Substratproteinee, dén transkriptionellen Repressor pRb
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aus der Retinoblastom-Proteinfamilie, das Fortstdmweder Zelle im Zellzyklus regulieren
808889 Desweiteren kommt es zur Induktion von bestimmBenen, die an der weiteren
Zyklusregulation beteiligt sind. Dies erfolgt zu bestimmten Zeitpterk Die ersten
induzierten Gene sind die Immediate-Early Genesii® zumeist Transkriptionsfaktoren, wie
c-fos- und c-jun- Protoonkogene. Sie vermitteln Hiepression der Delayed-Early-Gene.
Dazu gehdren neben Cyclin D und Cyclin E auch HE®# c-myc. Eine dritte Klasse von
Genen wird erst spat in der G1-Phase exprimientei&xpression wird durch c-myc und E2-
F stimuliert > Wachstumshemmende Signale dagegen stimuliereffrdigskription von
Inhibitoren der cyclinabhdangen Kinasen (CORH® Hieriiber werden sogenannte
Restriktionspunkte aktiviert, die den FortschriterdZelle durch die Zellzyklusphase
kontrollieren®*®%, Sie bestimmen, ob sich die Zelle teilt oder ajn@iwege aktiviert werden,
die zu Reparaturmechanismen, zum Verbleiben inirbegen Zellzyklusphasen oder zum
programmierten Zelltod, Apoptose, filhren konAgrt. Diese Mechanismen sind in malignen
Tumorzellen héaufig gestort, so dass sie die Mogkahihr eigenes Zellwachstum zu
kontrollieren verloren habén

1.1.3. Der programmierte Zelltod, die Apoptose

Die Stérung von Apoptose-Signalwegen spielt einentraée Rolle sowohl bei der
Tumorentstehung als auch bei der Entwicklung voardpieresistenz in malignen Tumoren.
Von besonderer Bedeutung fur das Ansprechen awtaxrsche Tumortherapien sind die
Komponenten des mitochondrialen Apoptosesignalwegsl dessen Ubergeordneten
Regulatoren. Der programmierte Zelltod, Apoptosst durch Schrumpfen der Zelle
gekennzeichnet. Es bilden sich auRerdem Blaserrnriviembran. Desweiteren kondensiert
das Chromatin, was zur DNS-Fragmentierung und zlduBg apoptotischer Kdrperchen
fuhrt. Makrophagen werden durch Opsonine, die anZailoberflache gebracht werden, zur
Phagozytose dieser Zelle angeregt (Abb.1). Man tkiemWesentlichen zwei Signalwege der
Apoptose. Ausgangspunkt fur beide ist die Aktivilgudes membranstandigen CD95-
(Fas/APO-1)-Rezeptor. Der erste Signalweg geht élmer CD95-getriggerte starke Caspase-
8-Aktivierung am multimeren death-inducing signgltomplex (DISC), die unter Umgehung
der Mitochondrien zur schnellen Aktivierung weite@aspasen, wie der Caspase- 3, und
nachfolgender Apoptose fiihrt.

Auf dem zweiten Weg werden nur wenige DISC gebjldetiche keine sofortige Caspase-8-
Aktivierung bewirken. Stattdessen wird mitochonsaCytochrom C freigesetzt, welches
dann im Zytoplasma an den Apoptosis protease-dictgréactor (APAF-1) bindet. Dadurch
werden auch hier Caspasen aktiviert, die Proteiee Kernhtlle spalten oder DNasen
aktivieren und somit zur Apoptose fihref
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Schrumpfung der Zelle; Anderung der Membranzusansetenng
(Umklappen von Phosphatidylserin-Resten auf dieehsBite)

Verdichtung und Trennung des Chromatin

Fragmentierung des Zellkern, Bildung von Blasen@nZelloberflache
(,membrane blebbing“), Fragmentierung der Zelle

Phagozyt
Phagozytose durch Makrophagen oder Granulozyten
apoptotisches Korperchen

Abb.1: Kennzeichen der Apoptose
Quelle: Modifiziert nach Johannes A. Schmidt
Institut fur Gefal3biologie und Thromboseforschunmgvdrsitat Wien 2004

1.1.2. Zytostatika und ihre Angriffspunkte

Die therapeutische Anwendung heute gebréuchliclygposiatika beruht auf der Annahme,
dass Tumoren eine hohere Proliferationsrate alsnales Gewebe aufweisen und somit
starker geschadigt werden als gesundes Gewebegditigiuchlichen zytostatisch wirkenden
Substanzen sind Hemmstoffe der Zellproliferationl gmeifen in die Phasen des Zellzyklus
ein. lhr Wirkungsgrad ist davon abhangig, in weiclithase des Zellzyklus sich die
Tumorzellen gerade befinden. Bei schnell wachseffdenoren befindet sich ein grof3er Teill
der Zellen in der Wachstumsphase, wahrend sichldmgisam wachsenden Tumoren ein
gro3er Teil der Zellen in der G1-bzw. GO-Phasenuefi, in der sie relativ unempfindlich
gegenuber Zytostatika sind. Desweiteren wirkero&ytika phasenspezifisch. Das bedeutet,
dass durch den Einsatz eines Chemotherapeutikumenmur die Zellen letal geschadigt
werden konnen, die sich gerade in der daflr gewgnBhase befinden. Eine Kombination
verschiedener Zytostatika ist daher bei der Behagdmaligner Tumore unumganglich. Eine
Ubersicht tber den Zellzyklus und die Phasenspavrifierschiedener Zytostatika gibt
Abbildung 2.
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Zellzyklus und
Phasenspezifitdt von

Zytostatika

S /G2-Phase G2 / M-Phase
Anthrazykline, Taxane, Vinca-
Amsacrin, Alkaloide,
Etoposid, Irinotecan, Topotecan,
Teniposid, Bleomvcin
Alkylantien, G2-Phase Mitose
Thiotepa, \
GO-
Zellzyklus Phase
S-Phase G1-Phase /
S-Phase

Oxazaphosphorine, 5-FU

: G1/S-Phase
Cytarabin, 6-MP, 6-TG === .
MTX, Hydroxyharnstoff PIatquenyate, Mitomycin C
Gemocitabin

Abb.: 2 Zellzyklus und Phasenspezifitat von Zytostatika.
Quelle: Das rote Buch Hamatalogie und internisesGimkologie/Berger;
Engelhardt, Mertelsmann, ecomed -Verlagsgesells 2082

Aus der Phasenspezifitdt verschiedener Zytostatikssen sich ihre verschieden
Angriffspunkte herleiten. Auf der Ebene der Nukbiiore wirken zum Beispie
Antimetabolite wie Purin- und Pyrimidinantagonisteiie wahrend der S-Phase in die Divo
eingebaut werden und so zu Stérungen in der Prafiten fihren. In der Mitose-Phase
interagieren Vincaalkaloide mit Mikrotubuli und Yémdern damit eine Trennung der
Chromosomen. Einen Uberblick Uber die Angriffspenkterschiedner Zytostatika gibt
Tabelle 1.
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Tab. 1. Angriffspunkte verschiedener Zytostatika
Quelle: Das rote Buch Hamatalogie und internifgs©nkologie/Berger; Engelhardt,
Mertelsmann, ecomed — Verlagsgeseal$ @902

Purinantagonisten Pyrimidinantagonisten Ribonukleotidreduktasehemmer
6-MP, 6-TG, MTX 5-FU, Raltitrexed, MTX Hydroxyharnstoff
DNS

DNS- Polymerasehemmer | Alkylantien, Interkalation Topoisomerasehemmer
Cytarabin

N-Lost-Derivate, Etoposid, Teniposid,
Nitroseharnstoffe, Anthrazykline, Mitoxantron,
Oxazaphosphorine, Irinotecan, Topotecan

Platinderivate, Dacarbazin,
Thiotepa, Procarbazin,
Amsacrin, Treosulfan,
Mitomycin C, Anthrazykline,
Mitoxantron

Mitose

Vincaalkaloide, Taxane

Wie Tabelle 1 zeigt, haben die bisher eingesetZteemotherapeutika vor allem Einfluss auf
das Erbgut der Zellen. Sie interferieren mit der®)Ntoren die Ausbildung des mitotischen
Spindelapparates und die DNS-Synthese. Diese Wirkaien sie jedoch auch auf schnell
wachsendes, gesundes Gewebe. Auch diese Zellderstab, es kommt zu unerwtnschten
Nebenwirkungen, und nicht selten entsteht Ubemditagene Wirkung dieser Medikamente
ein Zweittumor. Haufig handelt es sich dabei z.B. durch Knochenmarkschaden ausgeloste
Leukamié. AuRerdem kommt es zur Entwicklung von Resisterthragismen. Spezifische
Resistenzmechanismen von Zytostatika sind sow@hMiiltidrug-Resistenz (MDR), bei der
es durch Glykoproteine zum ATP-abhangigen Transport Zytostatika aus der Zelle
kommt, als aucldie Topoisomerase-IlI-Resistenz. Durch VeranderumgenTargetmolekils
DNS-Topoisomerase-ll wird die Wirkung von z.B. Arghyklinen gemindert. Uber
veranderte Expression von Zielenzymen z.B. der dnbiplat-Reduktase kommt es zur
reduzierten Wirkung von Methotrexat (AntimetabaiitResistenz). Erhéhte intrazellulére
Spiegel von Gluthation tragen zur Detoxifikatiomvalkylantien und Platinverbindungen bei
und reduzieren so dessen Wirkung. Di&Alkyltransferase ist ein DNS-Reparaturenzym,
welches die Nitrosharnstoff-induzierte Alkylierumier G-Position von Guanin Kkorrigiert.
Die Wirkung von z.B. Carmustin und Lomustin wirdngo gemindert Unerwiinschte
Wirkungen stellen neben der Entwicklung von Reszt@ eines der Hauptprobleme bei der
Tumortherapie dar. Daraus ergibt sich die Notwekelig nach neuen antiproliferativ
wirksamen Substanzen mit alternativen Ansatzpunkiersuchen. Sie sollten neben guter
Wirksamkeit eine geringe Zytotoxizitat und damitnigeer Nebenwirkungen aufweisen. Bei
dieser Suche ist man auf die Substanzklasse depRblipide gestol3en. Hinweise, dass diese
einen Einfluss auf das Zellwachstum haben kénngab, es schon in den 60-iger Jahren,
beginnend mit der Beobachtung, dass Lysophosphétiolyn einen aktivierenden Einfluss
auf Makrophagen hat und dariiber moglicherweiseaofilastisch wirk?.
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1.2. Phospholipide

1.2.1. Struktur der Phospholipide

Phospholipide gehoren allgemein in die Stoffgrupiee Lipide. Den einzelnen Lipiden ist
gemein, dass sie aus Kohlen- und Wasserstoffataunégebaut sind, die sich entweder in
langen Ketten oder in Ringstrukturen anordnen.dii¢achsten Fette sind Fettsduren, die aus
einer Kohlenwasserstoffkette und einer Carboxylgeup(COOH) bestehen. Durch
Veresterung von drei Fettsduren mit dem dreiwentigklkohol Glycerin entstehen
Triacylglyceride.

Die meisten Phospholipide besitzen ebenfalls Gigcalis Grundgerust, das am @it einer
Phosphorsaure verestert ist. Es ist das(stereospecific-numbering)-Glycerol-3-phosphat
oder gemdall der Fischer Projektion L-Glycerol-3-Phas. Natlrliche Phospholipide
enthalten an den Positionen; Qund G des Glyceringrundgeristes verschiedene
Fettsaurekettén Diese sind gewohnlich aus geradzahligen Kohldfkstiten aufgebaut,
deren Lange zwischen 14 und 24 Atomen variieremka8o ergibt sich die systematische
Bezeichnung 1,2-Diacydn-glycero-3-phosphat, das auch als Phosphatidsédereidhnet
wird. Um nun zu den Phospholipiden zu gelangend wissgehend von der Phosphatidsaure
die lokalisierte Phosphorsaure lber eine freie QbipBe mit einem weiteren Alkohol
verestert. Bei den Alkoholresten handelt es sicispelsweise um Cholin, Ethanolamin,
Serin oder auch Inositol. In Abbildung 3 ist dielgameine Strukturformel von
Phospholipiden und den Alkoholresten dargestelit.
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Abb. 3: Allgemeine Strukurformel der Phospholipide. DiA@me des Glyceringrundgerist
sind fett unterlegt. Die Hydroxylgruppen an C-1 W@ sind mit Fettsduren (R-1 und R-2)
verestert. Das C-3 ist mit Phosphorsdure veresteer Alkohl R-3 bildet mit der
Hydroxylgruppe des Phosphats eine Esterbindung Rigser Alkohol kann z.B. Inositol,
Ethanolamin,Cholin oder Serin sein.

1.2.2. Phospholipide als Bestandteil der Zellmembra n

Phospholipide erftillen sowohl strukturelle als a@uhktionelle Aufgaben. Sie sind aufgrund
ihrer amphiphilen Eigenschaften Hauptbestandteail mologischen Zellmembranen.

Dazu lagern sie sich zu einer Doppelschicht an, deei die am € gelegene hydrophile
Kopfgruppe sowohl in das Zytoplasma als auch iredieazellulare wassrige Umgebung ragt.
Die Doppelschichten bestehen dabei immer aus #isahung verschiedener Phospholipide.
Die haufigsten Vertreter sind Phosphatidylcholiedithin), -ethanolamin und -serin. In der
AulRenschicht Uberwiegt Lecithin, in der Innenschiihgegen Phosphatidylethanolamin und
-serin. Der Anteil verschiedener Phospholipidejéstoch zell- und gewebespezifisch und
variiert somit in unterschiedlichen Zellen. In Th&e ist die Phospholipidverteilung in der
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Plasmamembran humaner Erythrozyten im Vergleich anderen Plasmamembranen
exemplarisch dargestellt. Dabei wird am Beispiet Heytrozytenmembran deutlich, dass
Lecithin und Phosphatidylethanolamin mit 19% bzwR%l den grof3ten Anteil bilden.
Phosphatidylserin und -inositol sind mit 8% bzw. d&utlich geringer vertreten.

Tab. 2: Lipidzusammensetzung ausgewahlter Biomembranen
Quelle: Linnemann und Kuhl.

Lipid Plasmamenbran| Menschliches | Mitochodrium im
des ErythrozytenMyelin (%) Rinderherz (%)
(%)

Phosphatidsaure 1,5 0,5 -

Phosphatidyl- 19 10 39

cholin

Phosphatidyl- 18 20 27

ethanolamin

Phosphatidyl- 8 8 0,5

serin

Phosphatidyl- 1 1 0,7

inositol

1.2.3. Beteiligung von Phospholipiden an Signalwege n

Phospholipide sind dariiber hinaus an der Signaii@gemg von der Umgebung durch die
Membran in das Zellinnere beteiligt. Dadurch sine & das Geschehen im Zellinneren
eingebunden. Ein bekanntes Beispiel dafur ist PFhatsgylinositol, welches durch
Phosphorylierung zu Phosphatidylinositol-4,5-bisgtat (PIP2) wird. In dieser inaktiven
Form ist es in die Zellmembran eingelagert. Seinktivierung erfolgt Uber das
membranstandige Enzym Phospholipase C, welchegimersaktiven Form PIP2 in die
Second-Messenger Inositol-(1,4,5,)-Trisphosphat 3) (IPund  Diacylglycerol (DAG)
hydrolysiert. IR vermittelt einen C&- Einstrom aus dem endoplasmatischen Retikulum in
das Zytoplasma, wahrend DAG die Proteinkinase CQ)P&ktiviert. Darlber werden andere
zellularen Enzyme moduliert und es kommt zu einesik®on der Zelle auf das aul3ere Signal.
Die Inaktivierung von IR erfolgt durch die Abspaltung einer Phosphatgrudpadurch
entsteht IP2. Nach weiterem Abbau zu Inositol kesnvieder in PIP2 eingebaut werden. Seit
der Beschreibung dieses Phosphatidylinositol-Zykh@80 ist bekannt, dass uber die
Spaltung von Phospholipiden in der Zellmembran n&thdung von Liganden viele
Zellfunktionen beeinflusst werden.
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1.3. Der Platelet-Activating-Factor (PAF)

1.3.1. Struktur und Funktionen

Ein weiteres physiologisch aktives Phospholipid dst Platelet-Activating-Factor (PAF).
PAF ist ein naturlich vorkommendes AlkylphosphalipEs wurde 1970 erstmals von dem
franzdsischen Immunologen Jacques Benveniste bekehr*'> Es handelt sich um ein
acetyliertes Glycerophosphorylcholin, welches ztws#cinaktiv als 1-O-Alkyl-2-acyl-
glycerophosphocholin vorliegt. Durch die Phosphedip A entsteht Lyso-PAF, welches zu
PAF acetyliert wird. Zur Synthese sind fast alle llefe befahigt, die an
Entzindungsreaktionen beteiligt sind, wie neutrlgphund basophile Granulocyten,
Makrophagen, Mastzellen und auch Thrombozyten. Bafvielfaltige Wirkungen und die
meisten entsprechen seiner Wirkung als Entzinduedistoren. Dazu gehoren
beispielsweise Vasodilatation und erhohte Permiga@tbil  der GefalRe,
Thrombozytenaggregation sowie Hyperalgesie. Angietten Muskulatur der Bronchien und
des Magen-Darm-Traktes wirkt PAF kontrahierend (Abb

PAF interagiert dabei mit einem spezifischen meméténdigen PAF-Rezeptr der zur
Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gelutiver den PAF-Rezeptor werden sehr
viele Signalwege aktiviert. Dazu gehort die direktder indirekte Aktivierung der Enzyme
MAPK (Extracellular-signal-Related-Kinases ERK: f#4 p4Z™ und p38), PKC, PL
PLCB, cPLA;, PLD, PI-3K, Focal-Adhesion-Kinase FAKund die Hemmung die
Adenylatcyclasé’.

Die Inaktivierung von PAF und auch von PAF-ahnlichapiden erfolgt durch Hydrolyse
mittels PAF-Acetylhydrolasen (PAF-AH), von denenerwntrazellulare Typen (Typ | und 1)
und ein extrazellularer Typ beschrieben sind.
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Aktivierte
Endothelzellen, Granulozyten, Lymphoyzten, Makrophagen, Mastzellen,
Monozyten, Thrombozyten, Keratinozyten
PAF
GefdRendothel Glatte Lymphozyten  Monozyten Neutrophile  Thrombozyten  Keratinozyten
Muskelzellen
- Vasodilatation - Ca?*-Einstrom - Proliferation - Chemotaxis - Chemotaxis - Aggregation - PAF-Freisetzung
- Vasokonstriktion - Depolarisation - |L-2-Synthese - Aggregation - Aggregation - Ca?*-Einstrom - COX-2-
- Hyperpermeabilitat - Kontraktion - Migration - IL-2-Synthese - Degranulation - Sekretion Expression
. - IL-6-Expression
- Ca®-Einstrom - VEGF- - TNF-«-Synthese - Lymphotoxin- P
- IL-8-Expression
- PGl,-Synthese Synthese - Radikalbildung Synthese 8-Expressio
- Zytotoxizitat - Adharenz
-F
- Lymphotoxin- ormveranderung
Synthese - Superoxid-
produktion

Abb. 4: Einige biologische Wirkungen des Plattchen-aktemeler Faktor (PAF) auf
verschiedene Zelltypen bei entziindlichen und imrtagischen Reaktionen.

Quelle: K. DroBler und D. Gemsa, Worterbuch der imologie, Spektrum Akadem. Verlag
Heidelberg, 3. Aufl., 2000.

Diese Enzyme entfernen die Acetylgruppe ansde2-Position, so dass Lyso-PAF und Acetat
entstehen. PAF-AH spielen eine wichtige Rolle bei Begulierung von Krankheiten und
haben anti-inflammatorische EigenschafténInsbesondere fiir die PAF-AH Il fand man
heraus, dass sie bei oxidativem Stress zur Zellmmmipansloziert und dort als ROS-Fanger
von oxidierten Phospholipiden ROS-induzierte Apspto verhindern kann 2,
Interessanterweise wurde dieser PAF-AH-Typ auchuimaner Haut gefundén. Neben der
Hydrolyse von PAF fuhrt die Liganden-stimulierte goadation des PAF-Rezeptors sowohl
Uber das Proteasom als auch Uber lysosomalen Abbawesensibilisierung der Zellen
gegeniiber PAE.

1.3.2. PAF-Rezeptor-vermittelte Wirkungen auf die H  aut

Der PAF-Rezeptor kann auf fast allen Geweben naglegen werden. Im Folgenden werden
PAF-Rezeptor-vermittelte Wirkungen auf die Hautatlkérter beschrieben, da humane
Keratinozyten in dieser Arbeit als Versuchsmodedhen.

Humane Keratinozyten besitzen einen funktionalef#R&zeptor und bilden PAE Es kann
gezeigt werden, dass in Mausen, die den PAF-Rezéptyexprimieren (PAF-R-Tg-Mause),
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die Keratinozytenproliferation beschleunigt isteDopische Behandlung mit dem PAF-R-
Antagonist WEB2086 flhrt zu einer geringeren Ke@aytenproliferation. Auch PAF-
Rezeptor-negative Mause (PAF-R-KO-Mause) zeigemekehuffalligkeiten der Hadt,
Experimente, dign vitro mit immortalisierten Keratinozyten (HaCaT-Zelletrchgefihrt
werden, zeigen gegensatzliche Ergebnisse. Dieféhation von auf Kollagen | ausgesaten
Zellen in  wachstumsfaktorenfreien Medium werden vdPAF gehemmt. Dieser
antiproliferative Effekt kann mit WEB 2086 blockierverden. WEB 2086 hat jedoch keine
Wirkung auf nicht mit PAF stimulierte Zelléh PAF scheint somit Einfluss auf das
Wachstum von Hautzellen zu haben. Es gibt jedodemspriichliche Ergebnisse vivo und
invitro.

Es gibt desweiteren Hinweise, dass PAF in die Rgthese der Psoriasis vulgaris involviert
ist. Die Psoriasis vulgaris ist eine genetisch hgid, schubweise verlaufende, entzindliche
Dermatose. Pathogenetisch liegt eine Verhornungsgjomit Ubersturzter Zellproliferation
und fehlerhafter Ausdiffererenzierung vor. Dies riilm erythematdsen Plaques zu einer
Verbreiterung der Epidermis, verdickter Hornschisbwie silberweissen Schuppung. In der
Haut von Psoriasispatienten werden erhdohte PAF-&amationen gemessen, mit einer
abnehmenden Tendenz bei klinischer Bessefingei Untersuchungen zum Einfluss von
PAF auf die Differenzierung von Keratinozyten waiian die Verhornung als Parameter.
Vollstandig differenzierte Zellen sind verhornt utedlen sich nicht mehr. Es kann gezeigt
werden, dass exogenes PAF keinen Einfluss auf iffier€nzierung hat. Allerdings kann eine
durch WEB 2086 induzierte starkere Verhornung dueghgenes PAF revidiert werdén
Dies konnte bedeuten, dass PAF die DifferenzienorgKeratinozyten hemmt. Dies wirde
auch die Beteiligung von PAF bei der Psoriasispghese erklaren, bei der es durch die
verzogerte Differenzierung zu mehr Teilungsprozessenmen kann.

Desweiteren gibt es Hinweise, dass PAF an entzilmehi Prozesssen der Haut beteiligt ist.
Noxen wie Kalte, Hitze, Chemikalien oder UV-Stratgustimulieren die PAF-Synthese in
KeratinozyteR®. Eine durch UV-B-Strahlung oder Chemikalien (Diofluorbenzol,
Dithranol) ausgeltste Dermatitis kann durch topgsBehandlung mit WEB 2086 signifikant
gemildert werden.
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1.4. Synthetische Phospholipide

1.4.1. Geschichte der Synthetischen Phospholipide

Durch die von Eibl und Woody ausgearbeiteten Sasehtrategiéii® kann durch
schrittweise Einflhrung von Substituenten, ausgeéhetn Phosphoroxychlorid, alle
wichtigen Phospholipidklassen mit definierter Fatt®verteilung Uber die Positionen-1
und sn-2 des Glycerinmolekils synthetisch hergestellt@R1 1,2-Diacylglycerin) werden.
Hergestellt werden zum Beispiel Phosphatidsauresptiatidylglycerin, -serin, -cholin und -
ethanolamin. Mit langkettigen Alkoholen wie z.B. »églecanol wird die Synthese immer
weiter variiert, so dass alle moglichen Kombinagionaus 1,2-Alky/Acykn-glycero-3-
phosphocholinen entsteténMit der Mdglichkeit, synthetische Phospholipideukturell
einheitlich herzustellen, kdénnen gezielte Untersumgen Uber die physikalischen
Eigenschaften von Modellmembranen oder Uber diesptiaipid - Biosynthese in der Zelle
durchgefiihrt werdeft.

Man beobachtet erhebliche Unterschiede im Verglezch natlrlichen Phospholipiden.
Besonders wichtig ist hierbei die zu beobachterelegerte Metabolisierung synthetischer
Alkylphosphocholine. Wéahrend die Halbwertzeit f@tiirliches Lysolecithin etwa 1h betréagt,
kann bei synthetischen Alkylphosphocholinen eindbttartzeit von bis zu 70h beobachtet
werden. Ursachlich dafir ist die Alkygruppe amdes Glyceringrundgertstes, die gegeniber
der Phospholipasefstabiler ist, als eine Acylverbindung wie sie dlgsolecithin aufweist.
Desweiteren hat die Kettenlange der Alkygruppe I&gs auf den amphiphilen Charakter der
Phospholipide und damit iiber die Substanzverteiinnmten einzelnen Zellbestandteitén

Der antiproliferative Effekt von Phospholipidanadodgann an verschiedenen Tumoren
nachgewiesen werden. Dazu gehoren Karzinome destad®ap der Blase, des Kolons, der
Gallenblase, der Brust, des Cervix, der Ovarien,Ldege sowie Sarkome, Leukdmien und
Hirntumoren®’ %,

Bei weiteren Synthesen von Alkylphospholipiden wdid sn-1-O- Alkylbindung des Platelet-
Activating-Factor (PAF) aufgrund seiner metabolethStabilitat und physiologischen
Aktivitat bevorzugt eingesetzt. Die chemischen Burten der meisten gebrauchlichen
Phospholipidanaloga leiten sich somit von Lysophasigylcholin oder Lysoplatelet-
Activating-Factor (LysoPAF) ab.

Eine der ersten Verbindungen, die entsteht, ist ctadecyl-2-O-methyl-3-
glycerophosphocholin (ET-18-O-GH Es handelt sich um ein PAF-Analogon, dessen
Acylgruppe an Positiorsn-2-O durch eine stabile Methoxygruppe ausgetaustat. Viele
Experimente zum Wirkmechanismus von Phospholipidgaawerden mit ET-18-O-CH
durchgefuhrt. Desweiteren dient es als Ausgangssoubs zur Synthese weiterer
antiproliferativ wirksamer Phospholipidanaloga.

Zunachst halt man am Glyceringrundgerust fest undifiziert die Substituenten am-1-O-
bzw. sn-2-O-Position. Dazu zéhlen Ethoxy- und Methoxy-Miditionen, aber auch
Aminomethyl-, Amid-, Sulfinyl-, Sulfonyl-, Sulfoneder Carbamatmodifikationen.

In weiteren Ansatzen werden die PhosphatgruppePt@sphocholin- Kopfgruppe durch
Thiophosphat, Phosphonat, Caboxylat, Carbamat witfdriamid ersetzt oder ganz entfernt.
Die dadurch entstehenden Verbindungen, weisen untt-Eigenschaften auf oder fordern
die Differenzierung unreifer Blutzellefl

Schlief3lich werden auch das Glyceringrundgeristidwerschiedenste lineare Strukturen
ersetzt. Dazu gehdren Ethylenglykol, Ethanolami@;Alkandiol, 3-Amino-1,2-Propandiol,
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3-Mercapto-1,2-ropandiol,  1,2,4-Butantriol,  2-AmieMercapto-2-Propanol  sowie
Hexadecylphosphocholin (HePC). HePC zeigt sowiohbitro als auchin vivo selektiv
antineoplastische Aktivitat und wird bereits in maglen klinischen Studien untersucht.
Beispielsweise gegen klassische Leukamiezellen Rag, HL60 (humane, pro-myeloide,
leukamische Zellen; I§ = 92uM), U937 und K562 (humane, chronische myeloide
leukamische Zellen; I§ = 132uM). Desweiteren Daudi (humane B-Zell Leuk&nCso =
109uM) und Swiss 3T3 (Fibroblastens& 65uM)* 34 Ausgepragtén vivo- Aktivitat zeigt
HePC am auf die Nacktmaus transplantierten humarmenkarzinom (KB-Tumor) sowie
am induzierten Mammakarzinom der Ratte. Dabei wedie Tiere taglich oral mit 32mg/kg
HePC behandelt. HePC wird im Magen-Darm-Trakt fedistandig resorbiert und fihrt bei
diesem Tumormodell bereits nach 14-tagiger Therapiesiner deutlichen Reduktion des
Tumorvolumens, nach 28 Tagen wurden komplette Reamisn beobachté™’.

Eines der wichtigsten Merkmale der Behandlung imrgiéech zu einer klassischen
Chemotherapie mit Alkylanzien ist die Tatsache, sdamerwinschte Wirkungen wie
Haarausfall und vor allem die Hamatotoxizitdt meukopenie und Thrombopenie nicht
beobachtet werden. Es werden im Gegenteil sogakdzgtosen und auch Thrombozytosen
beobachtéf. Dies bedeutet einen erheblicher Fortschritt i datitumortherapie, da
besonders die Hamatotoxizitat bisher zu vermel@terblichkeit fuhrt. Durch die entstehende
Leukopenie werden gehauft Infektionen, besonderd wopportunistischen Keimen
hervorgerufen, die nur schwer zu behandeln sinde [Piatienten missen bis zur
Normalisierung des Blutbildes in Einzelisolationeiblen, was eine starke psychische
Belastung bedeutet. Die bessere Vertraglichkeit ddkylphosphocholine fir das
Knochenmark stellt somit sowohl fur Patienten alscha fir das Klinikpersonal eine
erhebliche Erleichterung dar.

Wahrend die meisten gebrauchlichen ZytostatikaDNS (z.B. Cisplatin), das Zytoskelett
(z.B. Vinblastin) oder den mitotischen Spindelappde.B. Taxol) als Angriffspunkt haben
und damit indirekt in den Zellzyklus eingreifen ¢glseé oben), akkumulieren
Phospholipidanaloga in der Plasmamembran, und nedm davon aus, dass dartber ein
groRRer Teil ihres antiproliferativen Effektes vetteit wird®**2 Es gibt aber auch Hinweise,
dass sich die Phospholipidanaloga intrazelluléteiden. So inhibieren HePC und
ET-18-O-CH die Synthese und Translokation von Phosphocholih der Ebene der
Cytidyltransferase, einem im Nukleus lokalisiertEmezynt*“*°. Desweiteren induziert ET-18-
O-CHs die Expression der Tanskriptionsfaktoren c-fos agdn in humanen Leukdmiezellen
sowie c-fos und zI268 in Astrogliazellen der Ratte. Dies kann bedeutass ET-18-O-CH
bis in den Nukleus vordringf**

1.4.2. Glc-PC und Glc-PAF

Aufgrund der hohen Zytotoxizitat der Phospholipidiaga ist ihre klinische Anwendung
beschrankt. Bedingt ihrer amphiphilen Eigensché@iftrien sie die Zellmembran nicht nur
inserieren, sondern diese bei ausreichender Koratemt auch lysieren. Arthur und
Bittmarf®, die sich mit dem EinfluR von strukturellen Verénthgen an Etherlipiden auf die
Zytotoxizitdt beschaftigt haben, geben den Anstolie dWirkstoffgruppe der

Phospholipidanaloga mit in das Forschungsgebiet ld#rlenhydrathaltigen Wirkstoffe

einzubeziehen.

Modellrechnungen zeigen, dass HexadecylphosphacigotiRe strukturelle Ahnlichkeit mit
naturlichem  2-Lysophosphatidylcholin ~ (2-LPC)  aufstei Eine  vergleichbare
pharmakologische Aktivitat beider Lipide ware zwvarten, wirde 2-LPC nicht schneller
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metabolisiert werden. Um 2-LPC vor dem Metabolismusschitzen, wird es an der freien
Hydroxylgruppe an desn-2-O-Position glucosidiett. Dieses arsn-2-O glycosidisch mit D-
Glucose substituierten Lecithin Glc-PC war ein bdahin nicht beschriebenes
Glyceroglycophospholipid (Abb.5), welches dem HekR€rgleichbare pharmakologische
Eigenschaften besitzen sollte. Es sollte dariibeaus weniger toxisch sein. Durch den
Einfluss des integrierten Kohlenhydrates konnte -BBIt desweiteren eine andere
Membranaktivitat aufweiséh
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Abb. 5: Glc-PC (1-Stearoyl-2-@-D-glucopyranosidn-glycero-3-phosphocholin)

In biologischen Tests zeigt sich, dass Glc-PC dreliferation konfluenter humaner
Keratinozyten (HaCaT) bei einer Konzentration v@p¥ um bis zu 80% inhibiert, ohne die
Viabilitat zu beeinflussen.

Diese Untersuchungen motivieren zu weiteren Syethegucosidierter Phophatidylanaloga.
Unter anderem wird auch ein glukosehaltiges Analeg PAF synthetisiert (Glc-PAF) (Abb.
6). Hier wird die Acylgruppe an den-2-O-Position des Glyceringertistes von PAF durch
Glukose ausgetauscht.

Glc-PAF inhibiert die Proliferation konfluenter HaT-Zellkulturen bereits bei einer
Konzentration von 4,8uM. Die Ldg von Glc-PAF ist 9QuM. Damit ist Glc-PAF deutlich
toxischer als Glc-PC, dessen dgbnit 17uM bestimmt werden karih
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Abb. 6: Glc-PAF (1-O-Octadecyl-2-@-D-glucopyranosidn-glycero-3-phosphocholin)

In detailierteren Untersuchungen kann gezeigt werdiass Glc-PAF in niedrigen, nicht
toxischen Konzentrationen von 1,5uM bis 7,5uM Apgptin HaCaT-Zellen auslést. Bei
hoheren Konzentrationen von Glc-PAF nimmt die Anzaboptotischer Zellen ab, was als
Zelllyse gedeutet wirt.

Zur Aufklarung des Wirkmechanismus werden Untersagen mit kinstlichen Membranen
durchgefuhrt. Es zeigt sich, dass sowohl Glc-PC alsh Glc-PAF in die Membran
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eingelagert werden und in héheren KonzentrationeMembranlasionen fuhren. Dies fuhrt
weiter zur Ruptur der Membran und schlieRlich zuetitdd™>. Glc-PAF wirkt dabei schon in
geringerer Konzentration als Glc-PC.

Diese Untersuchungen geben desweiteren Hinweiseemgin Zusammenhang zwischen
Wirkung und Struktur der glucosidierten Phosphdigmaloga. Man vergleicht Glc-PC und
Glc-PAF mit glucosidierten Phospholipidanaloga watiabler Lange der Alkylkette an der
sn-1-O-Position. Wahrend Glc-PAF-Analoga mit einekykette von C-16 (ET-16) bzw. C-
14 (ET-14) im gleichen Mafl3e wie Glc-PAF in die Maanbeingelagert werden, kann dies fur
das Analogon mit einer Kettenlange von C-12 (ET+412) eingeschrankt beobachtet werden.
ET-12 zeigte in biologischen Tests mit HaCaT-Zelksibst in hoher Konzentration von
80uM keinen Einfluss auf die Zellproliferation bzWiabilitdt. Diese Beobachtungen lassen
vermuten, dass fur den antiproliferativen Effektr alem die Lange der Alkylkette von
Bedeutung ist. Es zeigt sich auch ein Zusammenhaigrhen der Fahigkeit in Membranen
zu interkalieren und dem der antiproliferativengkffvitat'.
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1.5. Mechanismen der synthetischen Phospholipide

1.5.1. Signaluibertragung tber die Zellmembran

Viele Wirkungen der Phospholipidanaloga werden kwteren Interferenz mit einer Reihe
von Schlisselenzymen des Lipidstoffwechsels undulZeén Signalkaskaden vermittelt.
Viele dieser Ziel-Enzyme sind dabei an der Plasnmalbman lokalisiert. Im Folgenden ein
kurzer Uberblick Uber die Mechanismen, die eine n8igbertragung uber die
Plasmamembran ermdglichen und damit Einfluss audilproliferation haben.

Stark vereinfacht unterscheidet man vier Mechaniéfne

1. Das Liganden-gekoppelte Rezeptorsystem, bei desy Binden eines Liganden am
Rezeptor zum Offnen eines lonenkanales fihrt ureigche lonen die Plasmamembran
passieren kdnnen.

2. Das Second-Messenger-System, bei dem Ligandduntgneine Konformationsanderung
des Rezeptors auslost und ein G-Protein aktivigigses aktiviert einen weiteren Effektor,
z.B. ein Enzym, um einen Second-Messenger wie sitkdis AMP (CAMP), IP3 oder DAG zu
generieren. Uber diese werden dann weitere zedliéoteine moduliert.

3. Rezeptoren mit integrierter Enzymaktivitat. Dazgehéren Tyrosinkinase,
Tyrosinphosphatase, Guanylatzyklase und Serin/Himkmasen.

4. Singel-pass-Rezeptoren, die mit einer Tyrosad@nassoziiert sind, die keine intrinsische
Aktivitat hat. Dazu gehtéren Rezeptoren der Zytokine

Ein bekannter Signalweg zur Regulation von Praiien und Differenzierung ist die MAPK-
Kaskade. Die MAPK-Kaskade wird Uber Rezeptortyrkisiasen und G-Protein gekoppelten
Rezeptoren aktiviert. Wachstumsfaktoren wie dedeapnal-growth-factor (EGF) binden an
ihren Rezeptoren in der Plasmamembran. Uber Diiesuisy des Rezeptors kommt es zur
Aktivierung der Rezeptortyrosinkinasen. Die Phosplerung zytoplasmatischer
Tyrosinreste fuhrt zur Bildung von BindungsstelfanSH2- oder PTB-Domanen spezifischer
Proteine. Grb2 bindet mit seiner SH2-Domane aredBsdungsstellen und bringt Gber seine
SH3-Domaéane das Protein Sos zur Plasmamembran. KBoerd Ras durch Austausch von
GDP gegen GTP. GTP gebundenes Ras unterstlizt dafnmahslokation von Raf-1 an die
Membran, wo es aktiviert wird. Raf-1 phophoryliglie MAPK-Kinase, die die MAPK
aktiviert. Aktivierte MAPK phosphoryliert zytoplasatische Proteine und wandert in den
Zellkern, wo sie Uber Phosphorylierungen von Trapsknsfaktoren Einfluss auf die
Proliferation und Differenzierung hét

1.5.2. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die MAP  K-Aktivitat

Eine signifikante Inhibition der MAPK-Aktivitat kan in EGF- oder Serum-stimulierten
MCF-7 Zellen durch ET-18-O-CHbeobachtet werdéh Der Angriffspunkt in dieser
Kaskade ist fur ET-18-O-CHdie Translokation von Raf-1 zur Zellmembran. Rabesitzt
Bindungsstellen fiir die Phospholipide der Zellmeanbr Phosphatidylserin  und
Phosphatidsaure. Vermutet wird, dass durch ET-X8Hpdie Interaktion von Raf-1 mit den
Phospholipiden gehemmt wifl

Aktiviert wird die MAPK aul3erdem durch die Proteimkse C (PKC). Die Proteinkinase C
wird wie oben kurz beschrieben durch DAG und irgtiatarem CA&'-Anstieg aktiviert. Fur
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den intrazellularen ChAnstieg durch CZ-Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikulum ist der Second Messenger IP3 verantwetrtiDAG und IP3 werden aus
Phophatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) mit Hiliger Phosphatidylinositol-abhéngigen
Phospholipase C (PI-PLC) gebildet. Die PI-PLC kan8wiss- und NIH3T3-Zellen, sowie in
BG-1-Ovarialkarzinomzellen durch ET-18-O-gkhd HePC gehemmt werd@nDamit wird
indirekt die PKC gehemmt. Je nach verwendeter idallund synthetischen Phospholipid
sind jedoch unterschiedliche Effekte auf die PK@dbeieben wordéi®*>* Anionische und
ungeladene Lipide mit Tensidcharakter kénnen dieCPH#ktivieren. Kationische und
ungeladene Lipide, die die Membran stabilisierehijtiieren die PKE". Im Gegensatz dazu
konkurrieren Alkylmethylglycerole, die Metaboliteerd Etherlipide, mit DAG und
Phorbolestern um die Bindungsstelle an der B®E Fiir Glc-PC kann gezeigt werden, dass
es durch niedrige Konzentrationen die PKC-Aktivitiis zu 70% steigert. Bei hohen,
toxischen Konzentrationen blieb die Aktivitat dé¢® unbeeinflu@.

1.5.3. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die Pho  sphatidylcholin-
spezifische Phospholipase C (PC-PLC) und die Phosph  olipase D (PLD)

Neben der gut untersuchten PI-PLC gibt es noch randhospholipasen, die an der
Signaltransduktion beteiligt sind. Dazu gehdren dirhosphatidylcholin-spezifische
Phospholipase C (PC-PLQ)nd die Phospholipase D. Aktivierte PC-PLC hydriglsts
Phosphocholin zu DAG, welches wiederum die PKCvadti. Phospholipidanaloga haben in
Untersuchungen in NIH 3T3-Zellmembranen einen gemnEinfluss auf die Aktivitat der
PC-PLC.

Umstritten ist dagegen der Effekt der Phospholipad@ga auf die PLD. PLD ist am
Phospholipid-Turnover, der DAG-Produktion und deen€rierung von Phosphatidsaure
beteiligt. Ihre Aktivitdt wird von G-Protein-gekoelben Rezeptoren, Tyrosinkinasen und
durch die PKC beeinflusst. Untersuchungen zum &#sflivon ET-18-O-CHauf die PLD-
Aktivitat in Praparationen von NIH 3T3- Zellmembesn zeigen bei nicht-toxischen
Konzentrationen keine Beeintrachtigung der PLD-®ikdit. In intakten Zellen dagegen kann
in Anwesenheit hoherer Konzentrationen eine Aktivigg der PLD festgestellt werdén
Andere Untersuchungen, die mit CCD-986-SK-Zellemcdgefuhrt werden, zeigen sowohl
mit ET-18-O-CH als auch mit HePC eine Aktivierung der PLD-AKI&fif.

1.5.4.Einfluss der Phospholipidanaloga auf den
Phospholipidmetabolismus

Ein von der PKC und MAPK unabhangiger Weg, dasviahstum mit synthetischen
Phospholipiden zu beeinflussen, fiihrt Gber dieldiion des Phospholipidmetabolismus. Die
Produktion der Phospholipide findet im Wesentlicireder S-Phase des Zellzyklus statt und
ist eine Vorrausetzung fur die Zellteilung, da dien Hauptbestandteil der Zellmembran
bilden. HePC hemmt das flr die Phospholipidsynthgsschwindigkeitsbestimmende Enzym
Phosphocholincytidyltransferase (CBP)Die Phospholipidsynthese wird dabei nicht direkt
gehemmt, sondern seine Translokations vom ZytagoMembran wird unterbunden.
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1.5.5. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die End  ozytose

Ein Erklarungsversuch fir die erhohte Zytotoxizitdér Phospholipidanaloga gegenuber
bestimmten Tumorzellen wie z.B. leukdmische Blass¢rdie erhdhte Endozytoserate von
Phospholipidanaloga im Vergleich zu normalen Zeffénzunehmende Zelldifferenzierung
vermindert dagegen die Aufnahme von z.B. ET-18-@Qhd seine Zytotoxizitat>. Die
Zytotoxizitat kann jedoch auch auf Zelllyse beruhihittels Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer konnte gezeigt werden, dass Etherlipidappnsomen interkalieren. Sie erzeugen in
hoéheren Konzentrationen Membranlasionen, die lektettur Ruptur der Membran und zum
Zelltod litglhren. Die Zelllyse wird dabei durch Fedimung des Enzyms Laktatdehydrogenase
verfolgt .

1.5.6. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die Apo  ptose

In weiteren Untersuchungen kann gezeigt werders ##iserlipide auch Apoptose auslosen
kénnen. Bei Untersuchungen zur ApotoseinduktiorclluET-18-O-CH in myleoiden HL60-
und t-lymphoiden Jurkat-Leukdmiezellen kann nebeypisthen morphologischen
Apotosezeichen in den Zellen der Zusammenbruchhmdeshondrialen Membranpotentials,
als Voraussetzung zur Cytochrom C-Freisetzung, ddtbt werden. Es folgt die Bildung
reaktiver Sauerstoffverbindungen wie Peroxide uratlikale, Caspase-3-Aktivierung und
DNS-Fragmentierung. Beim Einsatz von ET-18-OsCHei ET-18-O-CH-resistenten
Jurkatzellen, bei Uberexpression des Apoptosessppre Bcl-2 oder bei Behandlung mit den
Analoga ET-18-OH und ET-18-H kdnnen die Apoptosezen nicht beobachtet werden.
Diese Effekte weisen darauf hin, dass ET-18-Os@HLeukamiezellen die Apoptose Uber
den zweiten, mitochondrialen Weg induziert und Bcldas vorwiegend in der auf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist, die Aktivieny der Apoptose durch ET-18-O-gH
verhindert®®. Untersuchungen mit Glc-PAF zeigen, dass bei ijedr bereits antiproliferativ
wirkenden Konzentrationen von 1,5 bis 7,4uM die IZapoptotischer Zellen bis auf das
zehnfache erhoht wirdf.

1.5.7. Einfluss der Phospholipidanaloga auf den Zel  Izyklus und das
Immunsystem

ET-18-O-CH hemmt Zellen daran den Zellzyklus zu durchlaufée.\v@rden am Ubergang
von der G2- zur M-Phase gehemmt, in der G1-Phaséeat oder sind im Ubergang von der
S- zur G2-Phase verlangsamf®® Zellen, die trotzdem den Zellzyklus vollstandig
durchlaufen, weisen eine fehlerhafte Zellteilungf. akine Ursache der beobachteten
Makrophagenaktivierung durch Phospholipidanalogank® eine Einflussnahme auf deren
Zytokinaktivitat sein. Bei dein vitro-Reifung von Monozyten zu Makrophagen, verlierem di
Zellen ihre Fahigkeit als Antwort auf bakterielleipbpolysaccharide Interleukin-1
auszuschuatten. Dieser Schritt wird durch die Behad der Zellen mit ET-18-O-CH
unterdrickt. AuRerdem wird beobachtet, dass ET-ABH9 und auch PAF die Sekretion des
Tumornekrosefaktors bei Monozyten erh6hen. HeP{@estedagegen die Ausschiittung von
Interferony sowie von GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Kolestienulierender Faktor)
und hat so (iber die Stimulation der HamatopoesiuEmauf das Immunsysteth %/
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1.5.8. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die Dif  ferenzierung und die
intrazellulare Ca **-Konzentration

Dartiber hinaus regen Phospholipidanaloga in einigemormodellen die Zellen zur
Differenzierung an. HePC und ET-18-O-giHduzieren in humanen HL-60-Zellen und M1-
Zellen (myeloblastische Leukamie-Zellen) die Bildueifer Granulozyten und Makrophagen
3089 1n neutrophilen Granulocyten kann desweitererchl&T-18-O-CH, ET-16-OCH3 und
Lyso-PAF ein intrazellularer G&Anstieg ausgelést werden. Vermutet wird eine diek
Interaktion mit den Cd-Kanalen des endoplasmatischen Retikudflith Auch in Fibroblasten
kann dies beobachtet werden, jedoch nur in serignireMediunt®. Bei langeren
Inkubationszeiten kann die Calcium-Freisetzung geghewerden, was auf die Inhibition der
Phosphatidylinositol-Hydrolyse zuriickgefiihrt werd@mnte "3

1.5.9. Einfluss der Phospholipidanaloga auf die Pho  sphatidylinositol-3-
Kinase (PI-3K)

Das Enzym Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3K) dtggiert die Phosphorylierung von
Phosphatidylinositiden an der 3-OH-Gruppe des ggkien Polyalkohols. Die verschiedenen
3-OH-phosphorylierten Phosphatidylinositide scheine komplexen Signalwegen in der
Zellproliferation und im Metabolismus eine wichtiBelle zu spielef.

Sowohl ET-18-O-CH als auch HePC erweisen sighvitro als potente Inhibitoren der PI3-
Kinase. So zeigt sich bei Inkubation von NIH-3T3l&e mit ET-18-O-CH fur 30min vor
PDGF-Stimulation eine signifikante Reduktion des$tthatidylinositol-3,4,5-trisphosphéts

1.5.10. Einfluss der Phospholipidanaloga auf den PA  F-Rezeptor

Inwiefern Phospholipidanaloga ihre Wirkung tber @RXF-Rezeptor ausiben, ist noch nicht
ausreichend geklart. Der PAF-Rezeptor gehort zu @egekoppelten Rezeptoren. Nur das
naturlich auftretende R-Isomer ist am Rezeptorvaktiicht jedoch das S-Enantiomer.
Lecithine mit kurzer Alkylkette ansn-2-O zeigen eine geringe Aktivitdt. Bei PAF-
Strukturvarianten ist eine Wirkung tber den Rezeptzunehmen. Dagegen kdénnen Analoga
ohne Glyceringrundgertust wie die Alkylphosphochelaufgrund der Strukturunterschiede zu
PAF nicht an den Rezeptor binden und somit audht silcer ihn wirken.
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1.6. Alternative Anwendungsgebiete

1.6.1. Behandlung der Leishmaniasis

Bei der Leishmaniasis handelt es sich um eine Bkknag, die weltweit etwa 12x%0
Menschen betrifft. Jahrlich werden etwas ZxMenschen neu infiziert, von denen etwa
5x10° an der viszeralen Leishmaniasis (Kala Azar) efkean einer besonders schweren und
ohne Behandlung tédlich verlaufenden Form.

Geographisch tritt die Erkrankung in tropischen usubtropischen Zonen auf, dringt
zunehmend aber auch in stideuropéische Lander vairieSp Sudfrankreich und Italien vor.
Die Leishmaniasis prasentiert sich in unterschobdin Erscheinungsformen. Insbesondere
die viszerale Leishmaniasis - hervorgerufen dureh &rregerLeishmania donovani - ist
gefahrlich und lebensbedrohend. Die Parasiten Isiesigh in Leber, Milz und Knochenmark
an und vermehren sich rasch. Neben der viszeralem Fgibt es auch die kutane
Leishmaniasis, die zu geschwurartigen Hautveramgen und im Gesicht teilweise zu
vollkommener Entstellung fihren. Doch heilen di¢akien Formen meist von selbst ab und
sind nicht lebensbedrohend. Die bisherige Therapisehr aufwendig. Die Patienten werden
intravendés mit Antimon- Verbindungen, z.B. Pentosta behandelt, die viele
Nebenwirkungen haben. Nach WHO-Schatzung zeigea df¥6 der Erkrankten in Indien
eine Resistenz gegenuber den Derivaten. Aul3er iigmAntherapie wird auch Amphotericin
B eingesetzt. Die intravendse Verabreichung erforaleer auch hier einen langen stationéren
Aufenthalt. Ende der 80iger Jahre werden in derklumk in Goéttingen die ersten
tierexperimentellen Untersuchungen mit HePC an baishmania donovani infizierten
Mausen durchgefihrt. Die Ergebnisse der Therapsecte im Vergleich zu Kontrollen mit
Antimon-Praparaten sind fiir HePC erfolgversprecfienBie Ergebnisse geben Anlass,
HePC (Miltefosine) oral fir die Behandlung der eisden und kutanen Leishmaniasis weiter
zu entwickeln. Die erste Pilotstudie an 30 Patiemtet Kala Azar in Indien zeigt eine hohe
Effektivitat und eine gute Vertraglichkeit von Mifosin€®. In einer klinischen Phase II-
Studie mit 120 Kala-Azar-Patienten wird Uber ei@eitraum von 3 Wochen taglich mit einer
Dosis von 50-200 mg Miltefosine behandelt. Es kéen 95% der Patienten eine durch
zytologische Milzpunktion gesicherte Parasitentedifestgestellt werden.

1.6.2.Verwendung synthetischer Phospholipide zu Her  stellung von
Liposomen

Eine vollig andere Anwendungsform fir Phospholipistedie Einbindung in Tragersysteme,
um ein verbessertes Targeting zu erzielen und dhdauch eine Minimierung des
Wirkstoffes zu erreichen. Auf die Eigenschaft ddrogpholipide, in wassriger Ldsung
membranartige Strukturen zu bilden, wurde schogegjangen. Durch einfache Verfahren
wie Ultraschall, Dialyse und Hochdruck-Homogenisatlassen sich multilamellare Vesikel
in kleine kugelférmige Gebilde, Liposomen, Uberfr Diese Strukturen besitzen ein
wassriges Innenvolumen, das auch nach auf3en duneh Rhospholipid-Doppelschicht
abgetrennt ist. Liposomen mit einem Durchmesserkiemer als 200 nm werden als SUVs
(small unilamellar vesicles) bezeichnet. SUVs swah pharmazeutischen Interesse, da
Arzneistoffe je nach Hydro- bzw. Lipophilie in dagssrige Innenvolumen oder in die
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Lipidmembran integriert werden kdnnen. Damit konaech die bis jetzt schwer zugéangliche
Gebiete wie die sehr lipophile Hornschicht-Barridee Haut besser erreicht werdéi®

Aber auch der Wirkstofftransort tber die Blutbalmyr parenteralen Behandlung von
schweren Infektionen ist ein neues Gebiet fur dib kiposomen bzw. Lipidnanopartikel gut
eignen ’°. Desweiteren kénnen die Tight-Junctions der BlitaHSchranke, die fiir die
meisten Substanzen eine hohe Barriere darstetitlipophilen Substanzen in freier Diffusion
Uberwunden werden. Somit stellen neuartige Tragesye aus Lipiden eine Mdglichkeit dar,
schwere Erkrankungen des ZNS durch ein bessergstirag wirksamer zu behandéfh

Bereits als Arzneimittel zugelassen sind die in osipmen eingebetteten Zytostatika
Doxorubicin und Daunorubicin oder auch das Antintikkam Amphotericin B.

1.6.3. Behandlung von hyperproliferativen Hauterkra ~ nkungen, Psoriasis
vulgaris

Die Psoriasis ist eine entzindliche Dermatose, sl durch Hyperproliferation und
parakeratotische Verhornung auszeichnet. Ca. 2-82@dvolkerung haben die Disposition,
auf bestimmte Reize wie Infektionen, Medikamentéress oder Hautl&sionen mit der
Ausbildung von Psoriasisherden zu reagieren. Kimisnponieren gerttete, scharf begrenzte,
schuppige Herde. Die Patienten leiden gelegentlighter Juckreiz und Brennen.
Pradilektionsstellen der Psoriasis sind mechanibeltastete Korperregionen wie die
Streckseiten der Extremitaten, die Steildregion uwhel behaarte Kopf. Von der
Hyperproliferation werden auch die NA&gel betroffdPsoriatische Nagelveréanderungen
konnen sich in Form von Tupfelnageln, Olfleckenydmlytischen Vorgangen oder als
fehlendes Nagelhautchen manifestieren. Histolodisaten sich Hyperkeratose, Parakeratose
und Akanthose. AuRerdem kommt es zu Einwanderumgameutrophilen Granulozyten in
die Epidermis. Die Pathogenese ist bis heute reagideutig geklart. Man geht davon aus,
dass es sich um eine immunologische Systemerkrgnkandelt, die sich hauptséachlich in
der Haut abspielt. T-Lymphozyten spielen dabei egmrale Rolle. Die Einsicht, dass es sich
um eine immunologische Erkrankung handelt, hat Euatwicklung einer Reihe neuer
biologischer Medikamente gefuhrt. Seit 2005 sirftiximab, Etanercept und Efalizumab zur
Behandlung von Psoriasis bei Erwachsenen zugelassi@inimab ist ein Antikorper, der
sowohl I6slichen als auch transmembranaren Tumoosekaktoro (TNFa) bindet. Nach 12
Wochen Behandlung zeigten 82 % der Patienten emezl 75%-ige Verbesserung der
Hautsymptome und eine deutlich verbesserte Lebalitiju Bei Etanercept handelt es sich
um einen l6slichen TNERezeptor, der frei zirkuliendes TNbindet. Bei dieser Behandlung
zeigte circa ein Drittel der Patienten eine bis 74%0-ige Besserung. Efalizumab ist ein
monoklonaler Antikdrper, der spezifisch die Untehait CD11a des Lymphocyte-Function-
Associated-Antigen-1 (LFA-1), ein Leukozytenintegrbindet. Dies verhindert die Bindung
von LFA-1 an den Liganden ICAM-1 (Intercellular-Aefion-Molecule-1), was wiederum die
Adhé&sion von T-Lymphocyten an antigenprasentienertddlen und Endothelzellen inhibiert.
LFA-1 findet man auf aktivierten Lymphozyten, wopagen ICAM-1 auf Endothelzellen und
Keratinozyten in Psoriasisplaques hochregulierdwhuch hier ist nach einer 12-wdchigen
Behandlung bei einem Drittel der Patienten eine -1§8&6Verbesserung eingetreténAuf
Hinweise, dass auch PAF eine Rolle in der Pathageder Psoriasis spielt, wurde schon
unter 1.3.2. eingegangen.
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1.7. Zielsetzung

Nachdem in mehreren Studien gezeigt werden konmtass die glucosidierten

Phospholipidanaloga Glc-PAF und Glc-PC die Pradifien von HaCaT-Zellen beeinflussen
kénnen, soll im Weiteren geklart werde, ob aucheamdohysiologische Prozesse durch
glucosidierte Phospholipidanaloga beeinflusst werd#zazu zahlt die Zell-Matrix-Adhasion

und Zellmigration. Ihnen liegen komplexe Signalsdmktionen zugrunde, die eng

miteinander verknupft sind.Um Hinweise auf moglichdurch die Phospholipide

angesprochene Signalwege zu erhalten, sollen aklthsche Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Dazu wurde die HaCaT-Zellinie ausgewahif, der auch schon in vorherigen

Versuchen der antiproliferative Effekt der Phospide beobachtet werden konnte. In
Adhésionsassays auf verschiedenen extrazellularestridds soll der Einfluss der

Phospholipide auf die Zell-Matrix-Adhasion unterisuaerden.

Die Migration, als weitere Zellfunktion vor allemagaler Keratinozyten, soll unter Einfluss
der Phospholipide in haptotaktischen Migrationsgssantersucht werden. Inwieweit der
beobachtete antiproliferative Effekt durch zytosmkie Eigenschaften der Substanzen
Uberlagert wird, ist aul3erdem Gegenstand diesereidriWeitergehende biochemische
Untersuchungen sollen einen Beitrag zur Charakeeuisg der Signaltransduktionswege, die
von den glucosidierten Phospholipidanaloga modulerden, leisten.



