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5. Zusammenfassung

Ausgehend von der Beobachtung, dass synthetischepRalipide antiproliferativ wirken,
stellt sich die Frage, welche Mechanismen dies tk@ni Im Rahmen dieser Arbeit werden
die Einfluisse der glycosidierten Phospholipidanalogsic-PC und Glc-PAF  auf
physiologische Zellfunktionen untersucht. Die schworder Literatur beschriebene Wirkung
auf das Proliferationverhalten von HaCaT-Zellen rken in den durchgefuhrten
Proliferationsassays bestatigt werden. Bedeutsacheint, dass Glc-PC und Glc-PAF auf
Zellen mit autonomem Wachstum einen starkeren mantifrativen Effekt haben. Die
antiproliferative Wirkung kann nur in serumfreierellkultursystem erzielt werden. Glc-PAF
und Glc-PC werden durch fetales Kalberserum ingktiv Bei Glc-PAF liegen die
antiproliferativ wirkenden Konzentrationen sehr drgj denen, die bereits toxisch auf die
Zellen wirken. Beide Effekte sind daher nicht el voneinander zu trennen. Anders sieht
es bei Glc-PC aus, bei dem die antiproliferativkeirde Konzentration weit unter der
toxischen liegt. Der zeitlich begrenzte, deutlicbnkentrationsabhangige Einfluss auf die
Zell-Matrix-Adhasion hat Anlass zu weitergehendentddsuchungen gegeben. Dabei fallt
besonders die Adhasionssteigerung auf FibronektinSie nimmt um das bis zu 6-fache im
Vergleich zur Kontrolle zu. Die daraufhin durchgefién Experimente zur Integrinexpression
auf der Zelloberflache von HaCaT-Zellen zeigt, daseder die 1- noch a3-
Integrinuntereinheiten unter Einfluss der Phospdidé verstarkt exprimiert werden. Eine
geringe Expressionssteigerung unter Einflu3 voo-FT kann flir die4-Untereinheit
nachgewiesen werden. Die verstarkte Adhasion anfddei Matrices kann damit aber nicht
ausreichend erklart werden.

Im Weiteren wird untersucht, ob es durch die syiigsbken Phospholipide zu einer Inside-out
vermittelten Aktivierung der Integrine kommt. Dafikommen zum Beispiel die
Phospholipase C und die PI3-Kinase in Betrachterd@ignalwege letztlich auch zu einer
erhohten Bindungsaktivitat der Integrine fiihrene biit den Inhibitoren fir PLC und PI3-
Kinase, U73221 und Wortmannin, durchgefihrten Atim#sn ergeben, dass der
Aktivitatszustand dieser beiden Enzyme in keinenmsafmmenhang mit der durch die
Phospholipide bedingten verstarkten Adhasion steBs. missen demnach andere
Mechanismen daran beteiligt sein.

Deutlich sichtbar wird die Beteiligung des Zytosk&d an den Veranderungen der
Zellfunktionen. Bereits lichtmikrokopisch kann eieréanderung der Zellform, sowohl durch
Glc-PAF als auch durch Glc-PC, beobachtet werdeon der physiologischen runden
Zellform kommt es zu einem zunehmenden spindelf@emiAussehen und zur Entwicklung
von haarfeinen Zellauslaufern. Dieser Einflussiisibhangig von der Inkubationszeit und der
eingesetzten Konzentration der Substanzen. Bemeitder geringsten Konzentration und
schon nach 2 h Inkubation ist die Zellform starkéwelert. Durch Rhodamin- gekoppeltes
Phalloidin kann das Aktin-Zytoskelett der HaCaTi&elsichtbar gemacht werden. Es zeigte
sich eine Verdichtung der corticalen Fasern. Wiesdedoch in Zusammenhang mit der
verstarkten Adhasion steht, bedarf weiterer Untdrsngen.

Die Zellmotilitat der HaCaT-Zelllinie wird durch @i glycosidierten Phospholipide in
nichttoxischen Konzentrationen nicht beeinflussstlh hoheren Konzentrationen von
Glc-PC nimmt die Zellmotilitat ab.

In den durchgefihrten Western Blots kann unterl&ssfvon Glc-PAF nach 24h Inkubation
eine verstarkte Tyrosinphosphorylierung nachgewieserden. Um welche Proteine es sich
dabei handelt, bedarf weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse der Experimente liefern viele Ansatdr weitere Untersuchungen zur
Aufklarung des Wirkmechanismus von glycosidiertdmogpholipiden. Zunachst bleibt die



Zusammenfassung 65

Lokalisiation der Phospholipide offen. Dafur gibs @iele Moglichkeiten. Sie kdnnen
beispielsweise durch Endozytose in das Cytoplasmfeaommen oder aber in die
Plasmamembran integriert werden und dort ihre Wigkentfalten. Eine Moglichkeit dies
aufzuklaren ware beispielsweise eine radioaktive rkidaung der Substanzen. Die
Uberlegung einer Fluoreszenmarkierung wurde vemewprfda dies zu einer zu groRen
Verdanderung des Molekils fihren wirde. Weiterhin stédlet die  Mdglichkeit
Enzyminhibitoren bzw. -aktivatoren einzusetzen, urden Mechansimus der
Adhasionssteigerung weiter einzugrenzen. Es stehBn Calphostin C als Inhibitor der
Proteinkinase C oder Phorbolmyristilacetat (PMA3 @lktivator der Proteinkinase C zu
Verfigung. Desweiteren sollten noch andere Integpiereinheiten wie z.B. die5- undav-
Untereinheit, die besonders wichtig fur die Bindwarg Fibronektin sind, auf eine verstarkte
Expression hin untersucht werden.

Weitere Experimente zur Aufklarung der verstarktdyrosinphosphorylierung nach
Inkubation mit Glc-PAF missen noch folgen. Desweite missen auch andere
Phosphorylierungsstellen, die bei der integrinvéetien Zelladhasion beteiligt sein kdnnen,
wie Serin und Threonin, untersucht werden.



