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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Erythrozyten

1.1.1 Aufbau und Funktion

Erythrozyten besitzen weder einen Zellkern noch Mitochondrien. Sie haben eine
bikonkave Form und kénnen sich verformen, wahrend sie in der Mikrozirkulation
die Kapillaren passieren. Ihr Durchmesser betragt 7,5-8,7um und sie sind 1,7-
2,2pum dick (Diez-Silva et al., 2010). Durch ihre Form haben sie ein optimales
Oberflachen- zu Volumenverhaltnis, kdnnen optimal die Kapillaren passieren,
aber auch mehr Sauerstoff aufnehmen und Kohlenstoffdioxid abgeben (Svetina,
2012).
Die Plasmamembran der Erythrozyten besteht aus einer
Phospholipiddoppelschicht. An der Zusammensetzung beteiligt sind
Kohlenhydrate (8%), Proteine (52%) und Lipide (40%) (Jones et al.,, 2014).
Wahrend die &ufRRere Schicht aus cholinhaltigen Phospholipiden besteht
(Sphingomyelin, Phosphatidylcholin), besteht die innere Schicht aus cholinfreien
Phospholipiden  (Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin). An  der
Aul3enseite befindet sich die Glykokalix (PUschel et al., 2011).
Die Glykokalix setzt sich aus Kohlenhydraten zusammen und ist an Lipide oder
Proteine der Erythrozytenmembran gebunden. Durch die Glykolipide der
Glykokalix wird die Blutgruppenzugehdrigkeit definiert (Yazdanbakhsh et al.,
2000, Frame et al., 2007).
In die Plasmamembran der Erythrozyten eingelagerte Membranproteine sind mit
dem darunterliegenden Spektrin  Netzwerk verknlpft. Zwei wichtige
Membranproteine sind das Glykophorin, Uber das Ubrigens der Malariaerreger
Plasmodium falciparum in die Zelle eintreten kann, und das Bande-3-Protein.
Glykophorin ist Gber Aktin und Bande-4.1-Protein mit dem Spektrin Netzwerk
verknlpft, Bande-3-Protein Uber Ankyrin. Das in den Erythrozyten enthaltene
Hamoglobin hat verschieden Aufgaben. Zum einen dient es zum Sauerstoff- und
Kohlenstoffdioxidtransport zum anderen zur Pufferung des Blutes (Heinrich et al.,
2014).
Das in den Erythrozyten enthaltene Hamoglobin besteht aus vier Globinketten,

wobei jede ein Ham-Molekul besitzt. Das Ham ist eine Komplexverbindung aus



1. Einleitung

einem Porphyrinmolekil und einem Eisen-lon. Es existieren verschiedene
Hamoglobintypen. Das adulte Hamoglobin besteht zu 98% aus zwei alpha und
zwei beta Ketten (HbA1) und zu 2% aus zwei alpha und zwei delta Ketten (HbA>).
Das fetale Hamoglobin besteht hingegen aus zwei alpha und zwei gamma Ketten
(Marengo-Rowe, 2006, Schmidt et al., 2010).

Frauen haben etwa 4,5, Manner etwa 5 Millionen Erythrozyten pro pl Blut. Beim
Erwachsenen erfolgt die Bildung der Erythrozyten im Knochenmark der zentralen
Knochen (Loken et al., 1987), wahrend in der Ontogenese drei Phasen der
Erythropoese unterschieden werden konnen: Die embryonale Phase mit der
Blutbildung im Dottersack, die hepatolienale Phase mit der Blutbildung in Leber
und Milz (Dzierzak and Philipsen, 2013, Sharkis, 1984) und letztlich die medullare
Phase. Die Bildung der Erythrozyten erfolgt Erythopoietin abhangig ausgehend
von einer Stammzelle Gber verschiedene Vorstufen bis hin zu den Retikulozyten,
die ihren Zellkern bereits verloren haben und sich dann zu reifen Erythrozyten
entwickeln (Dzierzak and Philipsen, 2013).

Die Erythrozyten gewinnen ihre Energie in Form von ATP Uber die anaerobe
Glykolyse. Sie bendtigen diese Energie hauptsachlich fir den Betrieb der
Na+/K+-ATPase. In Erythrozyten existiert ein Nebenweg in der Glykolyse tber
die Bildung von 2,3-Bisphosphoglycerat. Durch die Umgehung der 3-
Phosphoglycerat-Kinase wird in einem Durchgang der Glykolyse zwar ein Mol
ATP weniger generiert, daflr besitzt der Erythrozyt mit dem 2,3-
Bisphosphoglycerat allerdings die Mdglichkeit, die Sauerstoffaffinitit des
Hamoglobin zu reduzieren. Dadurch kann in Geweben mit Sauerstoffmangel
Uberhaupt erst die Freisetzung von Sauerstoff gewahrleistet werden, da reines
Hamoglobin eine hohe Sauerstoffaffinitat besitzt. Uber den Pentosephosphatweg
kann in den Erythrozyten NADPH/H+ generiert werden , das fur die Reduktion
des Glutathiondisulfids zu Glutathion bendtigt wird. Das Glutathion, das im
Zytosol unter ATP-Verbrauch hergestellt wird, fungiert als Antioxidans und
schitzt den Erythrozyten vor Sauerstoffradikalen und Wasserstoffperoxid.
Weitere zellschitzende Enzyme sind die Katalase und die Superoxid-Dismutase.
Erythrozyten erreichen eine Lebensdauer von ca. 120 Tagen und werden im

retikuloendothelialen System aus dem Blutkreislauf entfernt (Horn, 2012).
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Die Sauerstoffaffinitat des Hamoglobin kann durch drei Faktoren beeinflusst
werden: Durch den pH-Wert (Bohr-Effekt) (Jensen, 2004), den CO2-Partialdruck
und 2,3-Bisphosphoglycerat. Kohlenstoffdioxid wird im Blut zu 5% gebunden an
Hamoglobin transportiert. Zum grof3ten Teil wird es allerdings in Form von
Bikarbonat transportiert. Dieses ensteht in Erythrozyten aus Kohlenstoffdioxid
und Wasser. Diese Reaktion wird durch das Enzym Carboanhydrase katalysiert.
Hamoglobin besteht aus vier Proteinketten. Jede Proteinkette besitzt eine
Hamgruppe, welche ein Porphyrinringsystem darstellt, in deren Mitte ein
zweiwertiges Eisenatom gebunden ist. Jedes Eisenatom kann ein
Sauerstoffmolekul binden (Rassow et al., 2012).

Wichtig fur die Erythrozyten ist auch der sogenannte Salvage-Pathway, in dem
aus Adenosin, Inosin, Adenin und Hypoxanthin ATP neu hergestellt wird, um
einem ATP-Mangel vorzubeugen, da Erythrozyten kein ATP selbst herstellen
konnen (Pischel et al., 2011).

1.1.2 Morphologisch veranderte Erythrozyten
Man kann folgende morphologische Varianten der Erythrozyten unterscheiden:

- Akanthozyten: Auslaufer auf der Oberflache

- Anisozytose: unterschiedlich grol3e Erythrozyten

- Echinozyten: kugelférmige Form mit spitzen Auslaufern

- Schistozyten: auch Fragmentozyten genannt, Erythrozyten erscheinen
fragmentiert, haben eine dreieckférmige oder abgewinkelte Form,
Vorkommen z.B. bei Herzklappen oder mikroangiopathischer
hamolytischer Anamie

- Sichelzellen: sichelférmige  Erythrozyten, Vorkommen bei der
Sichelzellandmie

- Spharozyten: Kugelform

- Targetzellen: Hamoglobin im Zentrum und Randbereich der Erythrozyten
mit einem hellen Saum dazwischen, Vorkommen z.B. bei Thalassamie
(Ford, 2013).
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1.1.3 Erkrankungen der Erythrozyten

Die Anamie st gekennzeichnet durch eine Abnahme der
Hamoglobinkonzentration, der Erythrozytenzahl oder des Hamatokrits.
Man unterscheidet zwischen mikrozytarer hypochromer, normozytarer
normochromer und makrozytarer hyperchromer Anamie. Bei der
mikrozytaren hypochromen An&mie handelt es sich meistens um eine
Eisenmangelanamie oder um eine Thalassamie. Der Eisenmangel ist der
haufigste Grund fur eine Andmie. Die Ursache liegt meistens in einem
Eisenverlust. Der normozytdren normochromen Anédmie liegt meistens
eine Blutungsanamie oder ha&molytische Anamie zugrunde, aber auch
renale Ursachen oder Stérungen im Knochenmark kdnnen urséchlich
sein. Bei der makrozytaren hyperchromen Anamie liegt meist ein Vitamin
B12- oder Folsauremangel vor (Herold, 2016).

Die Kugelzellanamie ist eine Form der hamolytischen Anamie. Hier liegt
am haufigsten ein Defekt im Ankyrin vor, der zu einer erhohten
Permeabilitat der Erythrozytenmembran fihrt. Daraus resultiert eine
Kugelform der Erythrozyten (Herold, 2016).

Eine Veranderung im Hamoglobin fihrt zur Bildung von HbS. Daraus
resultiert die Sichelzellanamie, eine autosomal rezessive Erkrankung, die
bei Sauerstoffmangel zu einer Sichelzellform der Erythrozyten fihrt.
Heterozygote Trager sind vor den schweren Malariaverlaufsformen
geschutzt (Herold, 2016).

Bei der Thalassamie kommt es genetisch bedingt zu einer verminderten
Bildung bestimmter Hamoglobinketten, was zu einem veranderten
Hamoglobin fuhrt. Auch die Thalassamie schitzt vor einer Infektion mit
Malaria (Herold, 2016).

Malaria ist eine Infektionskrankheit, die mit Fieber einhergeht. Die
Parasiten, von denen sie ausgeldst wird, werden Plasmodien genannt und
werden durch den Stich der Anopheles Mucke Ubertragen. Wéahrend in der
Anopheles Micke die geschlechtliche Vermehrung der Parasiten
stattfindet, vermehren sie sich im Menschen ungeschlechtlich. Man

unterscheidet die exoerythrozytare Phase, in der die Vermehrung in den
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Leberzellen stattfindet und die erythrozytare Phase, bei der die aus den
Leberzellen freigesetzten Merozoiten letztlich in die Erythrozyten
eindringen. Leitsymptom der Erkrankung ist das Fieber. Bei Zerstorung
der Erythrozyten kommt es zu einer Anadmie. Begleitet werden kann das
Krankheitsbild bei der Malaria tropica von einer Beteiligung der Organe
wie Gehirn, Niere, Herz und Lunge (Herold, 2016, Arastéh et al., 2012).

1.2 Die Apoptose

Die Apoptose ist ein Synonym fiir den programmierten Zelltod. Dabei werden
nicht mehr benétigte oder geschadigte Zellen durch den Ablauf einer typischen
Signalkaskade entfernt. Dies kann zum einen der Anpassung an neue
Umweltbedingungen dienen als auch zum Schutz von benachbartem Gewebe,
da bei der Apoptose keine Entziindungsreaktion hervorgerufen wird.

Viele Stimuli kdénnen die Apoptose einleiten, wie z.B. Krankheiten und
Medikamente. Die Apoptose ereignet sich aber auch physiologisch, z.B. bei der
Embryogenese oder standig im Laufe des Lebens, um die Zellzahl in bestimmten
Geweben konstant zu halten. Die Apoptose ist durch verschiedene
morphologische Korrelate gekennzeichnet. In der frihen Phase der Apoptose,
kommt es zur Zellschrumpfung und Karyopyknose (Schrumpfung des Zellkerns
und Verdichtung des Chromatins), gefolgt von Blaschenbildung an der Membran,
Karyorrhexis und Ausbildung sogenannter Apoptosekérper, membranumhdllte
Zellfragmente, die von Makrophagen erkannt und phagozytiert werden kénnen.
Ferner muss neben der Apoptose auch die Nekrose erwahnt werden, bei der
durch Schadigung der Zellen diese absterben und zerfallen. Im Gegensatz zur
Apoptose kommt es bei der Nekrose zu Zellschwellung und Zerfall der
Zellorganellen. Durch den Verlust der Membranintegritat wird der Inhalt der Zelle
in die Umgebung freigesetzt, was zu einer Entziindungsreaktion fuhrt (Elmore,
2007).

Man kann die Apoptose in einen intrinsischen und einen extrinsischen Weg

einteilen:
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Beim extrinsischen Weg werden durch Bindung von Liganden an sogenannte
Todesrezeptoren (TNFR-1, FAS, TRAIL-Rezeptoren) die Procaspasen 8 und 10
aktiviert (Ichim and Tait, 2016).

Die Caspasen 8 und 10 aktivieren dann die Caspasen 3, 6 und 7, welche die
Apoptose einleiten und auch Effektorcaspasen genannt werden (Rassow et al.,
2012).

Beim intrinsischen Weg kommt es nach der Aktivierung von Bax und Bad, deren
proapoptotische Wirkung die antiapoptotische Wirkung des bcl-2 nun tbersteigt,
durch Zellstressoren zur Freisetzung von Cytochrom c¢ und SMAC aus den
Mitochondrien ins Zytosol. Cytochrom c¢ bindet an Apaf-1 (apoptotic protease
activating factor 1) und aktiviert dieses in Anwesenheit von dATP oder ATP.
Sieben dieser Apaf-1/cytochrom ¢ Komplexe lagern sich zusammen und bilden
das Apoptosom. Das Apoptosom bindet Procaspase 9, aktiviert diese und die
Caspase 9 aktiviert daraufhin Caspase 3, 6 und 7. SMAC hingegen blockiert
XIAP, welches wiederum die Caspasen 3, 7 und 9 blockiert. Zwischen dem
extrinsischen und dem intrinsischen Weg gibt es Utber BID und tBID eine
Verbindung. Die tber den Todesrezeptor aktivierte Caspase 8 spaltet Bid zu tBid,
welches lUber Bax und Bak zum intrinsischen Weg fihrt (Ichim and Tait, 2016,
Kim et al., 2005).

Ferner kann Bad durch die Proteinkinase B phosphoryliert und inaktiviert werden,
wahrend sowohl Proteinkinase B als auch SGK1 Caspase 9 hemmen (Silbernagl
and Lang, 2013).

1.3 Morphologische Kennzeichen der Apoptose
Folgende Merkmale sind kennzeichnend fir eine apoptotische Zelle:
Wahrend die Zellmembran und Zellorganellen weiterhin erhalten bleiben und die
Zelle schrumpft, kommt es zu einer Kondensation von Zellkern und Zytoplasma.
Die DNS wird durch Endonukleasen abgebaut. Schlief3lich entstehen sogenannte
apoptotische Korperchen. Im Gegensatz zur Nekrose bleibt das Nachbargewebe
unbeschadigt (Fahlke, 2008).
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1.4 Abgrenzung zur Nekrose
Die Nekrose ist eine weitere Mdoglichkeit des Zelluntergangs. Sie ist im
Gegensatz zur Apoptose gekennzeichnet durch eine Zellschwellung. Die
Zellorganellen werden im Gegensatz zur Apoptose beschadigt und die
Membranintegritat bleibt im Gegensatz zur Apoptose nicht erhalten. Das
Nachbargewebe wird geschadigt (Fahlke, 2008).

1.5 Bedeutung der Apoptose

Die Apoptose ist fur eine normale Funktion des menschlichen Korpers
unerlasslich:

Sie ist wahrend der Embryogenese wichtig fur die Organentwicklung. Aul3erdem
kann die Konstanz von Zellzahl und Zellgro3e im Gewebe gewahrleistet werden.
Potenziell maligne Zellen kdnnen durch die Einleitung der Apoptose beseitigt
werden. Dartber hinaus hat die Apoptose eine wichtige Bedeutung in der
Funktion des Immunsystems, denn durch sie werden nicht bendtigte oder
maoglicherweise schadliche Zellen aussortiert. Auch fur die Entwicklung des
zentralen Nervensystems ist die Apoptose unerlasslich und sorgt fur die
lebenslange Anpassungsfahigkeit des Gehirns an aufRere Faktoren (Fahlke,
2008).

1.6 Die Eryptose
1.6.1 Definition und Abgrenzung zur Apoptose

Die Eryptose beschreibt den suizidalen Zelltod der Erythrozyten, dessen Ablauf
man von der Apoptose anderer kernhaltiger Zellen unterscheiden muss, da
Erythrozyten keine Zellorganellen wie einen Zellkern oder Mitochondrien mehr
besitzen. Da aber der mitochondriale Signalweg der Apoptose in Erythrozyten
nicht moglich ist, missen andere Signalwege den Zelltod herbeiftihren.

Die Eryptose flhrt zu einer Beseitigung der Erythrozyten, bevor sie hamolytisch
werden.

Im Gegensatz dazu gibt es den Begriff der Erythrozyten-Seneszenz. Der
Alterungsprozess der  Erythrozyten  unterliegt einigen  strukturellen

Veranderungen:
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- Es kommt zur Bindung von IgG-Autoantikdrpern, wodurch die alten
Erythrozyten durch Makrophagen erkannt und abgebaut werden konnen
(Bosman et al., 2005).

- Es kommt zur Externalisation von Phosphatidylserin, was als
Phagozytosesignal fungiert (Daugas et al., 2001).

- Das Oberflachenprotein CD47 wirkt der Funktion des Phosphatidylserins
entgegen, indem es die Phagozytose durch Makrophagen inhibiert
(Burger et al., 2012).

Ein weiterer Begriff ist die Neozytolyse. Hierbei spielt Erythropoietin eine

Rolle. Endothelzellen reagieren auf eine sinkende Konzentration dieses

Hormons mit der Sekretion von Zytokinen (dazu gehort auch TGF-alpha).

Diese Zytokine signalisieren den retikuloendothelialen Zellen, junge

Erythrozyten (Neozyten) zu vernichten (Alfrey and Fishbane, 2007).

1.6.2 Begunstigende Faktoren und morphologische Merkmale
Es existieren verschiedene Ausloser der Eryptose wie z.B. osmotischer Stress
(Lang et al., 2003a), oxidativer Stress (Duranton et al., 2002), Ceramid,
Prostaglandin E> (Lang et al., 2005a), Plattchenaktivierender Faktor (Foller et al.,
2008), extrazellullares Chlorid (Huber et al., 2001), Glucoseentzug (Klarl et al.,
2006) und verschiedene am Menschen angewendete Medikamente wie
Paclitaxel, Chlorpromazin, Cyclosporin, Valinomycin (Féller et al., 2008).
Die Eryptose begunstigende Krankheiten sind Sepsis (Foller et al., 2008), Malaria
(Foller et al., 2008), Sichelzellanamie (Lang et al., 2002), beta-Thalassamie
(Lang et al., 2002), Eisenmangel (Kempe et al., 2006), Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase-Mangel (Lang et al., 2002), hamolytisch uramisches Syndrom
(Foller et al., 2008), Niereninsuffizienz, Malaria (Foller et al., 2008) und die Wilson
Krankheit (Foller et al., 2008) und Phosphatmangel (Birka et al., 2004).
Uber eine Hemmung der Calcium permeablen Kationenkanale sind
Erythropoietin (Wieder et al., 2006), aber auch, wie Foller et al. berichten, die
Katecholamine Dopamin, Isoproterenol und Epinephrin in der Lage, die Eryptose
zu hemmen (Foller et al., 2008). Weitere Substanzen, die die Eryptose inhibieren,

sind Amilorid, Adenosin und Nitroxid (Foller et al., 2008). Nitroxid vermittelt seine



1. Einleitung

Wirkung zum Teil tUber die Aktivierung von cGMP abhéngigen Proteinkinasen
(Nicolay et al., 2008a).

Nach Lang et al. wird die Eryptose durch die AMP-aktivierte Kinase, durch die
cGMP-abhéangige Proteinkinase, die Janus-aktivierte Kinase 3, durch die casein
Kinase lalpha, durch die p38 Kinase und die p21-aktivierte Kinase 2 reguliert.
Die Eryptose wird durch Erythropoietin, Antioxidantien und weitere Substanzen
inhibiert (Lang et al., 2014).

Zudem regulieren die Erythrozyten die Nitroxidbildung tber die Oxygenierung
und Desoxygenierung von Hamoglobin. Oxygeniertes Hamoglobin bindet und
desoxygeniertes Hamoglobin setzt NO frei, welches zu einer Vasodilatation
beitragt und die Eryptose inhibiert (Foller et al., 2008).

Die Eryptose ist gekennzeichnet durch eine Zellschrumpfung, Bildung von
Membranbldschen und die Exposition von Phosphatidylserin an die
Zelloberflache (Foller et al., 2008).

Wie Lang et al. bereits 2003 berichteten, kénnen verschiedene auf3ere Stimuli zu
Eryptose fihren, wie z.B. osmotischer Schock oder oxidativer Stress. Dieser
Effekt sei zumindest teilweise auf eine Aktivierung Calcium permeabler
Kationenkanéle zurtickzufiihren (Lang et al., 2003a)

Im Anschluss soll nun eingehender auf Signalwege der Eryptose eingegangen

werden.

1.6.3 Signalwege
Wie Lang et al. und Foller et al. berichten, existieren verschiedene Signalwege,
die zur Eryptose fuhren:
- Caspase Aktivierung nach oxidativem Stress (Lang et al., 2006a)
- Bildung von Prostaglandin E2, welches Ca?* permeable Kationenkanale
aktiviert (Lang et al., 2006a, Foller et al., 2008)
- Durch Phospholipase A> ausgeldste Freisetzung von PAF
(Plattchenaktivierender Faktor), welcher eine Sphingomyelinase aktiviert,
die zur Bildung von Ceramid fuhrt (Lang et al., 2006a, Fdller et al., 2008).
Diese Signalwege fuhren zum einen Uber den Anstieg des intrazellularen

Calciums und zum anderen uber die Ceramid Bildung zur Exposition von
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Phosphatidylserin an die Zelloberflache. Makrophagen bauen die so markierten
Erythrozyten in der Folge ab (Lang et al., 2006a).

Das Calcium tritt durch nichtselektive Kationenkanéle in die Zelle ein. Diese
Kanale werden durch hyperosmotischen Schock, oxidativen Stress und
Chloridmangel stimuliert. Aktiviert werden sie durch PGE>. Bei osmotischem
Schock kommt es zur Aktivierung der Phospholipase A., die wiederum PAF
aktiviert. PAF aktiviert eine Sphingomyelinase, die Ceramid produziert (Lang et
al., 2006a, Lang et al., 2005b).

Ceramid erhoht das Ansprechen der Erythrozyten auf erhéhte Calciumspiegel
und verstarkt so die Eryptose (Lang et al., 2012a, Lang et al., 2006a, Lang et al.,
2010).

Die erhohte Calcium Konzentration fuhrt wiederum zu einer Aktivierung Calcium-
empfindlicher Kationenkandle, durch die die Erythrozyten Kalium verlieren. Diese
Kanale werden auch als Gardos Kanale bezeichnet. Sie werden durch Calcium
aktiviert und sind fur den Ausstrom von Kalium aus der Zelle verantwortlich.
Dieser Kaliumverlust hyperpolarisiert die Zellmembran, was zu einem Austritt von
Chlorid aus der Zelle fuhrt. Dieser Verlust an KCI mit osmotisch bedingtem
Verlust an Wasser fuhrt konsekutiv zu einer Zellschrumpfung (Fdller et al., 2008,
Lang et al., 2008, Lang et al., 2003c)

Es konnte von Myssina et al. gezeigt werden, dass durch die Blockade von
Chlorid Kanalen mit NPPB und Nifluminsaure der Effekt einer erhohten
zytosolischen Calcium Konzentration und von oxidativem Stress auf die Eryptose
aufgehoben werden kann (Myssina et al., 2004).

Zudem stimuliert Calcium die Protease Calpain, eine Cystein Endopeptidase.
Dies fuhrt zum Abbau des Zytoskeletts (Pompeo et al., 2010, Lang et al., 2008,
Lang et al., 2015).

Wie Lang et al. berichten, kdnnen die Phosphatidylserinexposition und die
Zellschrumpfung durch Entzug von extrazellularem Calcium, durch Zugabe von
Kaliumkanalinhibitoren wie Amilorid und Ethylisopropylamilorid, durch erhéhte
extrazellulare Kaliumkonzentration oder durch Anwesenheit des Gardoskanal
Inhibitors Clotrimazol aufgehoben werden (Lang et al., 2004a, Lang et al.,
2003b).

10
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In die durch Energiemangel ausgeldste Eryptose ist die Aktivierung der
Proteinkinase C involviert und eine PKC abhangige Phosphorylierung von
Zellmembranproteinen, was den  Calciumeintritt  erlaubt und  zur
Phosphatidylserinexposition fuhrt. Stressoren wie z.B. Glucoseentzug flhren zu
einer Aktivierung der Proteinkinase C, welche dann durch Phosphorylierung
Kationenkanéale aktiviert. Der darauffolgende Eintritt von Calcium aktiviert die
Calcium  sensitive  Scramblase, die zu einer Aufhebung der
Zellmembranasymmetrie fuhrt und damit zur Eryptose (Repsold and Joubert,
2018, Klarl et al., 2006).

1.6.4 Bedeutung der Eryptose
Die Eryptose ist fur eine Vielzahl an Funktionen im menschlichen Korper
unerlasslich:

- Verhinderung der Hamolyse: Dadurch, dass die Eryptose vor der

Hamolyse eintritt, werden schadliche Wirkungen durch die Hamolyse auf
den Korper verhindert (Lang et al., 2012b, Lang et al., 2006b, Lang et al.,
2012a). Durch den Eintritt der Hamolyse kann das frei gewordene
Hamoglobin durch die renalen Glomeruli gefiltert werden und in den
renalen Tubuli prazipitieren (Lang et al., 2015).
Wie Lang et al. berichten, kann durch das Enzym Hamolysin von Vibrio
parahamolyticus die Eryptose ausgeldst werden. Aufgehoben werden
kann dieser Effekt durch eine erhdhte extrazellulare Kaliumkonzentration
und durch den Kaliumkanalblocker Clotrimazol. Es lasst sich
schlussfolgern, dass die durch dieses Hamolysin ausgeloste Eryptose
zumindest teilweise abhangig ist von einem zellularen Kaliumverlust (Lang
et al., 2004d).

- Umstellung von fetalem auf adultes Hamoglobin: Fetale Erythrozyten habe
eine deutlich kirzere Uberlebenszeit als adulte Erythrozyten. (Pearson,
1967) Nach Beginn der Atmung Uber die Lunge werden die fetalen
Erythrozyten hohem oxidativen Stress ausgesetzt, was zur Eryptose fihrt
(Hermle et al., 2006, Bracci et al., 2002).

11
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- Pathophysiologie: Erythrozyten, die Phosphatidylserin an der Oberflache
exprimieren, kdnnen an der GefaBwand oder an Thrombozyten héangen
bleiben und so einen negativen Einfluss auf die Mikrozirkulation haben
(Lang et al., 2015).

- Lang et al. berichten von einer Studie Uber den Einfluss von NaCl und
Urea auf die erythrozytare Phosphatidylserinexposition. Sie kommen zu
dem Schluss, dass Chlorid seinen Effekt tiber die Membranleitfahigkeit fir
Kationen ausubt, wahrend Urea Uber eine Inhibition der Sphingomyelinase
wirkt und damit die Bildung von Ceramid verhindert. Aus dieser Erkenntnis
lassen  sich  Schlussfolgerungen uber die  Wirkung  der
Umgebungsbedingungen bei Passage der Erythrozyten durch die Niere
ziehen. Denn auch hier sind die Erythrozyten einer erhbéhten Menge an
Harnstoff und osmotischem Stress ausgesetzt (Lang et al., 2004c).

- Eryptose bei Malaria: Wie Lang et al. berichten, fuhrt eine Infektion mit
Plasmodium falciparum zu einer Aktivierung verschiedener Anionen
Kanale und Calcium permeabler Kationenkanéle. Dies sei eine Folge des
durch den Erreger ausgeldsten oxidativen Stresses. Das eintretende
Calcium aktiviert eine in den Erythrozyten gelegene Scramblase, welche
zu einem Zusammenbruch der Zellmembranasymmetrie fihrt. Es kommt
zu einer Externalisation von Phosphatidylserin und zu einer Erkennung

und Phagozytose durch Makrophagen (Lang et al., 2004b).

1.7 Anidulafungin und Caspofungin
1.7.1 Allgemeines
Anidulafungin und Caspofungin gehéren wie Micafungin zu den Echinocandinen,
die bei Pilzinfektionen zur Anwendung kommen.
Die Hauptstltze in der Behandlung von Pilzinfektionen sind Amphotericin B und
die Azolderivate Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol und Posaconazol.
Allerdings sind sie mit schwerwiegenden Nebenwirkungen und Limitierungen bei
der Behandlung assoziiert wie z.B. Nephrotoxizitat, Toxizitat gegeniber
Erythrozyten und Arrythmien bei Amphotericin B. Hepatotoxizitat ist vor allem mit

Fluconazol assoziiert, Kardiotoxizitat und gastrointestinale Nebenwirkungen mit

12
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Itraconazol. Voriconazol besitzt eine neurologische und hepatische Toxizitat,
Posaconazol ebenfalls eine hepatische Toxizitat (Patil and Majumdar, 2017).

Durch den Beginn des klinischen Einsatzes von Echinocandinen wurden einige
Herausforderungen des Einsatzes der oben genannten Medikamente umgangen:
Die Echinocandine haben eine hohe Wirksamkeit gegen Pilze, weniger
Interaktionen mit anderen Medikamenten und eine geringere Rate an

Resistenzentwicklungen (Patil and Majumdar, 2017).

1.7.2 Wirkungsmechanismus
Die [B-(1,3)-d-glucan Synthase ist ein heteromerer Glycosyltransferase
Enzymkomplex in der Zellmembran von Pilzzellen. Dieser Komplex polymerisiert
UDP-Glucose zu B-(1,3)-d-glucan, welches nach extrazellular freigesetzt und in
die Zellwand eingebaut wird. Die Zellwand besteht zu ca. 30-60% aus -(1,3)-d-
glucan. Dies ist fur die strukturelle Integritéat und Starke der Zellwand wichtig (Patil
and Majumdar, 2017).
Echinocandine entfalten ihre Wirksamkeit gegen Pilze durch eine nicht
kompetitive Bindung an eine Untereinheit dieses Enzymkomplexes und
Blockierung der B-(1,3)-d-glucan Synthese. Dies fuhrt dazu, dass die Zellwand
permeabel wird und konsekutiv zu einer Zellzerstérung (Patil and Majumdar,
2017).
Die Echinocandine haben einen fungiziden Effekt auf Candida und
Saccharomyces species und einen fungistatischen Effekt auf Aspergillus species
(Patil and Majumdar, 2017).

13
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Abbildung 2: Chemische Struktur von Caspofungin (Commons Wikimedia)
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1.7.3 Indikationen
1.7.3.1 Anidulafungin
Laut Fachinfo ist Anidulafungin ,zur Behandlung von invasiver Candidiasis bei
erwachsenen Patienten®indiziert (Fachinfo).

1.7.3.2 Caspofungin
Folgende Indikationen gelten laut Fachinfo fur Caspofungin:
sBehandlung von invasiver Candidiasis bei erwachsenen oder
padiatrischen Patienten® (Fachinfo)

- ,Behandlung von invasiver Aspergillose bei erwachsenen oder
padiatrischen Patienten, die auf Therapien mit Amphotericin B,
Lipidformulierungen von Amphotericin B und/oder Itraconazol nicht
ansprechen oder diese nicht vertragen® (Fachinfo)

- ,Empirische Therapie bei Verdacht auf Infektionen durch Pilze (wie
Candida oder Aspergillus) bei erwachsenen oder padiatrischen Patienten

mit Fieber und Neutropenie“ (Fachinfo).

1.8 Wichtige verwendete Substanzen
1.8.1 Acetylcystein
Bei Acetylcystein handelt es sich um ein Antioxidans, das eventuellen oxidativen
Stress zu antagonisieren vermag (Al Mamun Bhuyan et al., 2017a, Lang and
Lang, 2015b).

1.8.2 D4476
D4476 ist ein Inhibitor der Casein Kinase 1, die eine Rolle bei der Eryptose spielt
(Al Mamun Bhuyan et al., 2016, Lang and Lang, 2015a).

1.8.3 Nitroprussid-Natrium
Nitroprussid-Natrium ist ein NO Donor. Wie Lang et al. zeigen konnten, wird
durch die Zugabe von Nitroprussid-Natrium die Externalisation von
Phosphatidylserin vermindert oder sogar fast aufgehoben. Dies ist nachweisbar

im Bereich von Konzentrationen, die bei kernhaltigen Zellen effektiv sind.
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Exzessive Konzentrationen stimulieren hingegen die Eryptose (Nicolay et al.,
2008Db).

1.8.4 SB203580
SB203580 ist ein p38 Kinase Inhibitor. (Al Mamun Bhuyan et al., 2017b) Diese
Kinase ist ebenfalls an der Eryptose beteiligt (Al Mamun Bhuyan et al., 2016).

1.8.5 Staurosporin
Bei Staurosporin handelt es sich um einen Proteinkinase C Inhibitor. Es konnte
gezeigt werden, dass es bei der Eryptose zu einem Anstieg der Proteinkinase C
kommt (Al Mamun Bhuyan et al., 2016).

1.8.6 z-VAD
Bei zVAD handelt es sich um einen zellpermeablen Pancaspaseinhibitor, der
eingesetzt werden kann, um die Beteiligung von Caspasen am Zelltod zu

untersuchen (Sakurada et al., 2002).

1.9 Fragestellung

Durch bestimmte Medikamente ausgeloste Anamien sind in der Medizin haufig
ein therapielimitierendes Problem. Da bekannt ist, dass Anidulafungin und
Caspofungin Anamie auslésen kénnen (Aguilar-Zapata et al., 2015), sollte in
dieser Studie Uberpruft werden, ob diese Anamie durch Eryptose bedingt ist und
welche Signalwege dabei eventuell eine Rolle spielen kdnnten. In der Folge
konnten Medikamente entwickelt werden, die diese Andmie abschwéchen oder
verhindern.

Daruber hinaus konnte eine Eryptose auslésende Substanz auch als
Therapiemoglichkeit bei Malaria dienen, da z.B. die Sichelzellanamie ein
protektiver Faktor bei Malaria ist und bei dieser Erkrankung ebenfalls eine
erhdohte Umsatzrate an Erythrozyten beobachtet wird (Foller et al., 2008).

Um Eryptose nachzuweisen, sollten durchflusszytometrisch einige Eryptose
typischen Werte bestimmt werden: Zum einen sollte die Bindung von Annexin V

an das externalisierte Phosphatidylserin nachgewiesen werden, zum anderen
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wurde die ZellgréRe der unbehandelten Erythrozyten im Vergleich zu den
behandelten Erythrozyten durch Messung des Forward Scatter bestimmt. Ferner
wurde die Menge an intrazellularem Calcium mithilfe von Fluo-3 bestimmt. Um
zu bestatigen, dass die durch Anidulafungin und Caspofungin ausgeloste
Eryptose Calcium abhangig ablauft, wurden auch Versuche in Calcium haltiger
versus Calcium freier Anséatze durchgefuihrt. Um die Beteiligung maoglicher
intrazellularer Signalwege aufzuzeigen, wurden einige bekannte Inhibitoren der
Eryptose getestet, die im vorhergehenden Kapitel eingefihrt wurden wie z.B.
Acetylcystein, D4476, Nitroprussid-Natrium, SB203580, Staurosporin und z-
VAD. Auch die Bildung von Ceramid und reaktiver Sauerstoffspezies sollte
durchflusszytometrisch  unter Zuhilfenahme fluoreszierender Antikorper

nachgewiesen werden.
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2. Materialien und Methoden
2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Verwendete Gerate
- FACS Calibur (BD, Heidelberg, Deutschland)
- Zwei Zentrifugen

-  Photometer

2.1.2 Zellen
Als Untersuchungsmaterial wurden Erythrozyten von gesunden Probanden
benutzt. Das Lithium-Heparin-Blut stammte von der Blutbank der Universitat
Tlbingen. Eine Genehmigung der Ethikkommission lag vor
(Genehmigungsnummer 184/2003V).

2.1.3 Chemikalien
- Acetylcystein (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland)
Lagerung bei 8°C
- Anidulafungin (Selleckchem, Miinchen, Deutschland)
Lagerung bei -20°C
- Annexin V-FITC (ImmunoTools, Friesoythe, Deutschland)
Lagerung bei 8°C
- BSA
Lagerung bei 4°C
- Calciumchlorid (Merck KGaA Darmstadt, Germany)
wurde bei Raumtemperatur gelagert
- Caspofungin (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland)
Lagerung bei -20°C
- Ceramid-Antikorper
o Antikérper 1: clone MID 15B4; Alexis, Griinberg, Deutschland
Lagerung bei 8°C
o Antikérper 2: polyklonale Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
konjugierte Ziegen anti-Maus IgG und IgM spezifische

Antikorper (Pharmingen, Hamburg, Deutschland)
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Lagerung bei 8°C
D-(+)-Glucose (Sigma Life Science)
Lagerung bei Raumtemperatur
D4476 (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland)
Lagerung bei 8°C
DMSO (Roth)
Lagerung unter Lichtschutz bei Raumtemperatur
EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsaure)
(Sigma Life Science)
Lagerung bei Raumtemperatur
Fluo-3/AM (Biotium, Hayward, CA, USA)
Lagerung bei -20°C
HEPES (Roth)
Lagerung bei Raumtemperatur
Kaliumchlorid (Merck KGaA Darmstadt, Germany)
Lagerung bei Raumtemperatur
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Roth)
Lagerung bei Raumtemperatur
Natriumchlorid (Sigma-Aldrich)
wurde bei Raumtemperatur gelagert
Natriumhydroxid (Merck KGaA Darmstadt, Germany)
Lagerung bei Raumtemperatur
Natrium-Nitroprussid (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland)
Lagerung bei Raumtemperatur
PBS
Lagerung bei Raumtemperatur
ROS Antikérper DCFDA (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany)
Lagerung bei -20°C
SB203580 (Tocris bioscience, Bristol, UK)
Lagerung bei 4°C
Staurosporin (Tocris bioscience, Bristol, UK)

Lagerung bei 4°C
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- Steriles Wasser
Lagerung bei Raumtemperatur

- Z-VAD-FMK (Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschland)
Lagerung bei -20°C

2.1.4 Verwendete Lésungen
Die Ringerlosung, die calciumfreie Ringerldsung und der Annexin-Waschpuffer
wurden nach dem Ansetzen steril filtriert und danach bei 4°C gelagert.

2.1.4.1 Ringerl6sung

Tabelle 1: Ringerldésung

Substanz mM Gramm fur 1 Liter
NacCl 125 7,305
KCI 5 0,37275
MgSOg4 1,2 0,295776
HEPES 32,2 7,673562
Glucose 5 0,901
CacCl 1 0,11099
NaOH Einstellung auf pH=7,4 0,541089109
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2.1.4.2 Calciumfreie Ringerlésung

Tabelle 2: Calciumfreie Ringerlésung

. Materialien und Methoden

Substanz mM Gramm fur 500ml
NaCl 125 3,6525
KCI 5 0,186375
MgSO4 1,2 0,147888
HEPES 32,2 3,836791
Glucose 5 0,4505
EGTA 1 0,1901
NaOH Einstellung auf pH=7,4 0,270544554

2.1.4.3 Ringerlosung mit 60mM Kaliumkonzentration

Tabelle 3: Ringerldsung mit 60mM Kaliumkonzentration

Substanz mM Gramm fur 1 Liter
NaCl 70 4,0908
KCI 60 4,473
MgSOg4 1,2 0,147888
HEPES 32,2 3,836791
Glucose 5 0,4505
EGTA 1 0,1901
NaOH Einstellung auf pH=7,4 0,270544554

21
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2.1.4.4 Ringerlosung mit 120mM Kaliumkonzentration

Tabelle 4: Ringerlésung mit 120mM Kaliumkonzentration

Substanz mM Gramm fur 1 Liter
NacCl 10 0,5844
KCI 120 8,946
MgSO4 1,2 0,147888
HEPES 32,2 3,836791
Glucose 5 0,4505
EGTA 1 0,1901
NaOH Einstellung auf pH=7,4 0,270544554

2.1.4.5 Annexin-Waschpuffer

Tabelle 5: Annexin-Waschpuffer

Substanz mM Gramm fir 500m|
NaCl 125 3,6525
HEPES 10 1,19155
CacCl 5 0,277475
NaOH Einstellung auf pH=7,4 0,084

2.1.4.6 Acetylcystein
Acetylcystein (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) wurde vor jedem Versuch

neu hergestellt, und zwar in einer Konzentration von 500mM in Wasser.

2.1.4.7 Anidulafungin
Anidulafungin  (Selleckchem, Minchen, Deutschland) wurde in einer

Konzentration von 25mg/ml in DMSO gel6st und bei -20C gelagert.
2.1.4.8 Caspofungin

Caspofungin (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) wurde in einer

Konzentration von 20 mg/ml in Wasser geldst und bei -20°C gelagert.
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2. Materialien und Methoden

2.1.4.9 D4476
D4476 (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) wurde in einer Konzentration von
10mM in DMSO geldst und bei -20°C gelagert.

2.1.4.10 Fluo-3
Fluo-3/AM (Biotium, Hayward, CA, USA) wurde in einer Konzentration von 1mM
in DMSO geldst und bei -20°C gelagert.

2.1.4.11 Natrium-Nitroprussid
Natrium-Nitroprussid (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) wurde vor jedem

Versuch neu hergestellt in einer Konzentration von 1mM in Wasser.

2.1.4.12 ROS Antikorper
Der ROS Antikérper DCFDA (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) wurde in einer
Konzentration von 100mM in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.

2.1.4.13 SB203580
SB203580 (Tocris bioscience, Bristol, UK) wurde in einer Konzentration von
20mM in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.

2.1.4.14 Staurosporin
Staurosporin (Tocris bioscience, Bristol, UK) wurde in einer Konzentration von
10mM in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.

2.1.4.15 Z-VAD-FMK

Z-VAD-FMK (Enzo Life Sciences, Loérrach, Deutschland) wurde in einer

Konzentration von 10mM in DMSO hergestellt und bei -20°C gelagert.
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2.2 Methoden
2.2.1 Die FACS-Analyse

Das FACS-Gerat, mit dem die Analysen durchgefiihrt wurden, besitzt einen
Argon-Laser (Emission bei 488nm) und einen 525nm band pass Filter (Zhang et
al., 2012). Weiterhin besitzt es eine Messkammer und verschiedene Detektoren.
Das Probengemisch wird durch die Messkammer geschickt, wo der Laserstrahl
auf die einzelnen Zellen trifft. Um dafur zu sorgen, dass die Erythrozyten die
sogenannte Flusszelle, die Messkammer, einzeln hintereinander passieren und
der Laserstrahl immer nur auf eine einzelne Zelle trifft, wird durch die Flusszelle
nicht nur ein Strom aus der Probensuspension geschickt, sondern auch ein Strom
aus sogenanntem sheath fluid, ein Flussigkeitsstrom, der die Probenflissigkeit
beim Durchstromen der Flusszelle wie ein Mantel umgibt. Dies wird als
hydrodynamische Fokussierung bezeichnet (Givan, 2011).

Der Laserstrahl wird durch die passierende Zelle abgelenkt. Der Detektor flir den
sogenannten Forward Scatter befindet sich in Strahlungsrichtung des Lasers.
Das dort registrierte Signal ist ein Malf3 fur die ZellgroRe. Der Detektor fir den
Side-Scatter befindet sich im 90° Winkel zu der Strahlungsrichtung des Lasers.
Das dort registrierte Signal ist ein Mal3 fur die Komplexitat einer Zelle (Tzur et al.,
2011).

2.2.2 Vorbereitung der Zellen
Das Lithium-Heparin-Blut wurde jeweils von jedem Probanden 1:4 mit
Ringerlésung verdinnt und dann mit 120g fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
ohne Bremse zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und auf
Eppendorf Cups verteilt. Diese wurden dann fur maximal zwei Tage bei 4°C

gelagert.

2.2.3 Inkubation der Zellen
Die Inkubation der Erythrozyten fand in Eppendorf Cups bei 37°C fur 48h in
Ringerlésung statt. Dazu wurde die im vorangehenden Schritt gewonnene
Erythrozytensuspension 1:500 in Ringerldsung verdinnt. Zusatzlich wurden die

entsprechenden Chemikalien in entsprechender Konzentration zur Behandlung
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2. Materialien und Methoden

der Zellen zugegeben. Nach der Inkubationszeit konnten dann verschiedene

Messungen durchgefiihrt werden, die im Folgenden erlautert werden.

2.2.4 Annexin und Forward Scatter Messung

Da die Externalisation von Phosphatidylserin auf die AulBenseite der
Erythrozytenmembran ein Kennzeichen der Eryptose ist (Lang et al., 2006a),
wurde mithilfe von Annexin V FITC die Fluoreszenz sowohl von mit dem
Losungsmittel DMSO behandelten Zellen als auch von mit aufsteigenden
Konzentrationen behandelten Erythrozytensuspensionen gemessen. Annexin V
weist eine hohe Affinitatt zu Phosphatidylserin auf und ist mit dem
fluoreszierenden Stoff FITC konjugiert und eignet sich daher gut. Da die Bindung
von Annexin V an Phosphatidylserin Calcium abhangig ist (Wrobel et al., 2014),
wurden vor der Messung die Erythrozyten in einem starker Calcium-haltigen
Waschpuffer suspendiert. Die Messung des Forward Scatter kann ohne Zugabe
eines fluoreszierenden Stoffes erfolgen. Hierzu wurde ein Plot mit den Achsen
Forward Scatter und Side Scatter erstellt und das geometrische Mittel bestimmt.
Der Forward Scatter ist ein Mal3 fur die Zellgré3e und kann ebenfalls als Zeichen
fur Eryptose angesehen werden, da es bei der Eryptose zu einer
Zellschrumpfung kommt (Lang et al., 2006a). Es folgt das Procedere fir diese Art
von Messung:

Von der inkubierten Erythrozytensuspension wurden jeweils 150ul auf eine 96-
well Platte Gberfuhrt. Diese wurde fur drei Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen. Im Anschluss wurde der Annexin Antikorper
1:200 in Annexin Waschpuffer verdiinnt. Von dieser Verdinnung wurden jeweils
100ul zu den abzentrifugierten Proben hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 20 Minuten bei 37°C unter Lichtschutz wurden die Zellen in der zugegebenen
Losung mit einer Pipette suspendiert und zur Messung in FACS Ro6hrchen
Uberfuhrt. Im Anschluss wurden durchflusszytometrisch die Annexin Bindung mit
einer Exzitationswellenlange von 488nm und einer Emissionswellenlange von

530nm im FL1 Kanal und der Forward Scatter bestimmt.
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2.2.5 Fluo-3 Fluoreszenz

Die Zellschrumpfung der Erythrozyten ist bedingt durch einen osmotisch
bedingten Wasserausstrom. Das Wasser folgt dabei dem KCI. Durch
ansteigende intrazellulare Calciumkonzentrationen kommt es zu einer
Aktivierung Calcium-sensitiver Kationenkanale, durch die die Zelle Kalium
verliert. Durch die Hyperpolarisation der Zellmembran kommt es gleichzeitig zu
einem Ausstrom von Chlorid (Browning et al., 2006). Die steigende intrazellulare
Calciumkonzentration kann durchflusszytometrisch mithilfe von Fluo-3
nachgewiesen werden. Es existieren drei verschiedene chemische Formen von
Calcium Indikatoren: Salze, Dextran-Konjugate oder Acetoxymethyl (AM) Ester.
Fluo-3 gehort zu letzteren. Es ist hydrophob und kann die Zellmembran
passieren. Intrazellular wird die AM-Gruppe durch Esterasen abgespalten und
der Farbstoff so in der Zelle gefangen (Paredes et al., 2008).

Das Procedere dieser Messung ist folgendes: Nach der Inkubationszeit wurden
jeweils 150ul der Erythrozytensuspension auf eine 96-well Platte Uberfuhrt. Diese
wurde fur drei Minuten bei 1600rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen. Im Anschluss wurde der Fluo-3 Antikorper 1:200 in Annexin
Waschpuffer verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden jeweils 100ul zu den
abzentrifugierten Proben hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30
Minuten bei 37°C unter Lichtschutz wurden die Zellen in der zugegebenen
Losung mit einer Pipette suspendiert und zur Messung in FACS Roéhrchen
Uberfihrt. Im Anschluss wurden durchflusszytometrisch die Fluo-3 Fluoreszenz
mit einer Exzitationswellenlange von 488nm und einer Emissionswellenléange von
530nm im FL1 Kanal bestimmt. In der Auswertung wurde das geometrische Mittel

der Fluo-3 Fluoreszenz bestimmt.

2.2.6 Ceramid abhangige Fluoreszenz
Zur Messung der Ceramid abhangigen Fluoreszenz wurde nach der
Inkubationszeit von 48h von jeder Probe 100yl auf eine 96-well Platte Gberfuhrt.
Die Platte wurde fur drei Minuten bei 1600rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert
und der Uberstand abgenommen. Der erste Antikorper (clone MID 15B4) wurde

nun 1:10 in einer 1%-igen PBS-BSA Ldsung verdinnt. Zu jeder Probe wurden
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davon 100pl zugegeben. Nach einer einstindigen Inkubationszeit bei 37°C unter
Lichtschutz wurde die Platte fur drei Minuten bei 1600rpm bei Raumtemperatur
zentrifugiert und die Proben wurden im Anschluss zweimal mit PBS gewaschen.
Nun wurde der zweite Antikorper (polyklonale Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
konjugierte Ziegen anti-Maus 1gG und IgM spezifische Antikorper) 1:50 in einer
1%-igen PBS-BSA Lo6sung verdinnt. Zu jeder Probe wurden davon 50ul
zugegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit wurde die Platte wieder fir
drei Minuten bei 1600rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und die Proben im
Anschluss zweimal mit PBS-BSA gewaschen. Nach dem letzten
Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 200ul PBS-BSA resuspendiert und in
FACS Rohrchen dberfuhrt. Die Messung erfolgte durchflusszytometrisch mit
einer Exzitationswellenl&ange von 488nm und einer Emissionswellenlange von
530nm im FL1 Kanal. In der Auswertung wurde das geometrische Mittel der

Ceramid abhangigen Fluoreszenz bestimmt.

2.2.7 ROS abhangige Fluoreszenz
Um die ROS abhangige Fluoreszenz zu messen, wurde nach der Inkubationszeit
von 48h von jeder Probe 150ul in eine 96-well Platte Gberflihrt. Die Platte wurde
fur drei Minuten bei 1600rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden im Anschluss in Ringerlésung mit
DCFDA fur 30 Minuten unter Lichtschutz bei 37°C gefarbt. Die Ringerldsung
enthielt DCFDA in einer Konzentration von 10uM. Nach der 30-minltigen
Inkubationszeit wurde die Platte fur drei Minuten bei 1600rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert und die Proben im Anschluss zweimal mit
Ringerlésung gewaschen. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden die
Zellen in 200ul PBS-BSA resuspendiert und in FACS Roéhrchen Uberfuhrt. Die
Messung erfolgte durchflusszytometrisch mit einer Exzitationswellenlénge von
488nm und einer Emissionswellenlange von 530nm im FL1 Kanal. In der
Auswertung wurde das geometrische Mittel der DCFDA abhangigen Fluoreszenz

bestimmt.
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2.2.8 Messung der Hamolyse
Zur Messung der Hamolyse wurden die Ansatze nach der 48-stiundigen
Inkubationszeit fur frei Minuten bei 1600rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert.
100pl des Uberstandes wurden in eine 96-well Platte tiberfuhrt. Zuséatzlich wurde
auf dieser Platte eine Verdinnungsreihe erstellt. Dazu wurden wahrend der 48-
stundigen Inkubationszeit zuséatzlich Erythrozyten in destilliertem Wasser
inkubiert. Die Hamolyse dieser unverdinnten Erythrozytensuspension wurde als
100% definiert. Die Menge an freigesetztem Hamoglobin im Uberstand wurde
dann fotometrisch bei 405nm bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden mit einer

Standardkurve verglichen, die aus der Verdinnungsreihe resultierte.

2.2.9 Statistische Auswertung
Die gemessenen Daten wurden graphisch dargestellt als arithmetischer
Mittelwert + Standardfehler. Zudem wurde der ANOVA Test im Anschluss
durchgefiihrt. Die Anzahl (n) der Messungen entspricht der Anzahl der

Patientenproben. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.

28



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1 Stimulation der Eryptose durch Anidulafungin
3.1.1 Annexin V Bindung

In diesem Versuch sollte die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten nach
48-stundiger Inkubation mit 6ug/ml Anidulafungin anhand der Annexin V-FITC
Fluoreszenz gemessen werden. In Abbildung 3 erkennt man, dass der
Prozentsatz der Annexin bindenden Zellen in der Anwesenheit von Anidulafungin
ab einer Konzentration von 3ug/ml signifikant ansteigt. Bei einer Konzentration
des Anidulafungin von Oug/ml betragt der Prozentsatz der Annexin bindenden
Zellen 1,24+0,88% und steigt bei einer Konzentration des Anidulafungin von
6pg/ml auf 23,24+1,65% an (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 3: Effekt von Anidulafungin auf die Phosphatidylserinexposition (modifiziert
nach (Peter et al., 2016b))

(A) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin (Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=12) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weilRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Anidulafungin.
***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu dem Ansatz ohne
Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.2 Forward Scatter

Eine weitere Messung sollte den Forward Scatter erfassen. Hier lasst sich

erkennen, dass der Forward Scatter schon ab einer Konzentration von 1,5ug/mi
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3. Ergebnisse

Anidulafungin signifikant abféallt. Der Forward Scatter liegt bei einer Konzentration
des Anidulafungin von Oug/ml bei 510,50+10,79 und fallt bei einer Konzentration
des Anidulafungin von 6ug/ml auf 279,20+13,24 ab (Peter et al., 2016b).

Die Schaubilder C und D der Abbildung 4 zeigen den Anteil der Zellen mit einem
FSC < 200 (C) und einem FSC > 800 (D). Hier sieht man, dass der Anteil der
Zellen mit FSC < 200 ab einer Anidulafungin Konzentration von 3pg/ml signifikant
ansteigt, wahrend der Anteil der Zellen mit einem FSC > 800 bereits ab einer
Konzentration von 1,5ug/ml signifikant ansteigt (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 4: Effekt von Anidulafungin auf den Forward Scatter der Erythrozyten
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))
(A) Histogramm des Forward Scatter der Erythrozyten nach 48-stiindiger Inkubation

bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie) 6ug/ml Anidulafungin
(Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=12) des Forward Scatter der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerlésung ohne

(weilRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Anidulafungin.
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***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den Ansétzen ohne
Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016Db).

(C) Arithmetischer Mittelwert *+ Standardfehler (n=12) des Prozentsatzes der
Erythrozyten mit Forward Scatter < 200 nach einer 48-stiindigen Inkubation bei
37°C in Ringerldsung ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken)
von Anidulafungin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den
Ansatzen ohne Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

(D) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=12) des Prozentsatzes der
Erythrozyten mit Forward Scatter > 800 nach einer 48-stiindigen Inkubation bei
37°C in Ringerldsung ohne (weiler Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken)
von Anidulafungin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den
Ansatzen ohne Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.3 Einfluss der extrazellularen Kaliumkonzentration

In einem weiteren Versuch wurde die Kaliumkonzentration der Ringerldsung, in
der die Inkubation stattfand, variiert. Es wurden zwei Kontrollproben mit 5 und
120mM Kalium ohne Anidulafungin und drei Proben mit 5, 60 und 120mM Kalium,
in denen die Inkubation mit Anidulafungin stattfand, angesetzt. Es wurden sowohl
die Phosphatidylserinexposition als auch der Forward Scatter und die Hamolyse
gemessen. Wahrend der Prozentsatz der Annexin bindenden Zellen keine
Veranderung zeigte, stieg der Forward Scatter ab einer extrazellularen
Kaliumkonzentration von 60mM an. Die Hamolyse war riicklaufig und zwar ab
einer Kaliumkonzentration von 120mM. Der Forward Scatter betrug in der
Anwesenheit von Anidulafungin bei einer Kaliumkonzentration von 5mM
276,60+7,11, bei einer Kaliumkonzentration von 120mM 430,90+6,50 (Peter et
al., 2016b).
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Abbildung 5: Einfluss der extrazellularen Kaliumkonzentration auf Annexin V Bindung,
Forward Scatter und Hamolyse der Erythrozyten (modifiziert nach (Peter et al., 2016b))
(A) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=20) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6 pg/ml Anidulafungin bei
einer extrazellularen Kaliumkonzentration von 5, 60 und 120mM. ***(p<0,001)
bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den Ansatzen ohne Anidulafungin

bei 5mM Kalium (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=20) des Forward Scatter der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6 pg/ml Anidulafungin bei
einer extrazellularen Kaliumkonzentration von 5, 60 und 120mM. ***(p<0,001)
bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den Anséatzen ohne Anidulafungin
bei 5mM Kalium, ###(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den
Ansatzen mit Anidulafungin bei 5mM Kalium. (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=20) der Hamolyse der Erythrozyten
nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerlésung ohne (weil3er
Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6 pg/ml Anidulafungin bei einer

extrazellularen Kaliumkonzentration von 5, 60 und 120mM. ***(p<0,001)
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bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den Ansétzen ohne Anidulafungin
bei 5mM Kalium, #(p<0,05) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den
Anséatzen mit Anidulafungin bei 5mM Kalium. (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.4 Fluo-3 Fluoreszenz
Als Mafl} fur die zytosolische Calcium-Konzentration wurde die Fluo-3
Fluoreszenz durchflusszytometrisch gemessen. Dabei zeigte sich ein leichter,
aber signifikanter Anstieg der Fluo-3 Fluoreszenz ab einer Konzentration des
Anidulafungin von 6ug/ml auf insgesamt 23,83+0,91. In der Kontrolle lag der Wert
bei 20,11+0,57 (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 6: Effekt von Anidulafungin auf die zytosolische Calcium-Konzentration
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A) Histogramm der Fluo-3 Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-stlindiger
Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie) 6ug/mi
Anidulafungin (Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=12) der Fluo-3 Fluoreszenz der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Anidulafungin. *(p<0,05)
bedeutet einen signifikanten Unterschied zu dem Ansatz ohne Anidulafungin
(ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.5 Calciumentzug
Zusatzlich zur Fluo-3 Fluoreszenzmessung wurde in einem zusatzlichen Versuch
ein Ansatz mit Calcium und ein Ansatz ohne Calcium in der zur Inkubation

benutzten Ringerlésung hergestellt. Hier lasst sich erkennen, dass bei einer
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Behandlung der Erythrozyten mit 6pg/ml Anidulafungin fir 48 Stunden der
Prozentsatz der Annexin bindenden Zellen von 32,65+0,70% auf 30,56+0,71%
signifikant abfallt (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 7: Effekt des Calciumentzuges auf die durch Anidulafungin ausgeldste
Phosphatidylserinexposition. (modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin in Anwesenheit (A) und Abwesenheit (B) von Calcium
(Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=11) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Anwesenheit (linke Balken) und Abwesenheit (rechte
Balken) von Calcium. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied

zu den Ansatzen ohne Anidulafungin, #(p<0,05) bedeutet einen signifikanten
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Unterschied zu den entsprechenden Anséatzen mit Calcium (ANOVA) (Peter
et al., 2016b).

3.1.6 Hamolyse
Des Weiteren wurde photometrisch die Hamolyse der Erythrozyten gemessen.
In Abbildung 8 kann man erkennen, dass die Hamolyse in der Kontrolle
1,1140,20% betrdgt und bei Behandlung mit 6ug/ml Anidulafungin auf
39,46+4,84% ansteigt (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 8: Effekt von Anidulafungin auf die Hamolyse (modifiziert nach (Peter et al.,
2016b))

Arithmetischer Mittelwert £ Standardfehler (n=8) des Prozentsatzes der hamolytischen
Erythrozyten nach 48-stiindiger Inkubation bei 37°C in Ringerlésung ohne (weil3er
Balken) und mit (schwarze Balken) Anidulafungin. ***(p<0,001) bedeutet einen
signifikanten Unterschied zu dem Ansatz ohne Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al.,
2016b).
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3.1.7 Einfluss von SB203580 auf die Phospatidylserinexposition
Um den Einfluss von SB203580 auf die durch Anidulafungin ausgeldste Eryptose
zu prifen, wurde ein weiterer Versuch gestartet. Hier zeigte sich, dass in
Anwesenheit von SB203580 der Prozentsatz der Annexin bindenden Zellen
wahrend einer Behandlung mit 6pg/ml Anidulafungin von 28,88+1,19 auf
21,57+1,08 abfallt (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 9: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit SB203580 und Anidulafungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 2uM
SB203580 (Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 2uM SB203580. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den Ansatzen ohne Anidulafungin, ###(p<0,001) bedeutet
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einen signifikanten Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne
SB203580 (ANOVA) (Peter et al., 2016Db).

3.1.8 Einfluss von Nitroprussid auf die Phosphatidylserinexposition
In Abbildung 10 sieht man das Ergebnis eines Versuches, in dem der Einfluss
von Nitroprussid auf die durch Anidulafungin ausgeloste Eryptose getestet
wurde. Es lasst sich erkennen, dass unter dem Einfluss des Nitroprussid der
Prozentsatz der Annexin bindenden Zellen wéhrend einer Behandlung mit
Anidulafungin von 24,40+1,20 auf 21,10+1,05 abfallt (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 10: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit Nitroprussid und
Anidulafungin (modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 1uM
Nitroprussid (Peter et al., 2016b).
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(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerlésung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 1pM Nitroprussid. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den Ansétzen ohne Anidulafungin, #(p<0,05) bedeutet einen
signifikanten Unterschied zu den entsprechenden Anséatzen ohne Nitroprussid
(ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.9 Einfluss von Staurosporin auf die Phosphatidylserinexposition
Ein weiterer Stoff, dessen mdglicherweise inhibitorische Wirkung auf die durch
Anidulafungin ausgeldste Eryptose untersucht werden sollte, ist Staurosporin. In
Abbildung 11 sieht man, dass Staurosporin zu keinem signifikanten Rickgang
des Prozentsatzes der Annexin bindenden Zellen fuhrte (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 11: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit Staurosporin und
Anidulafungin (modifiziert nach (Peter et al., 2016b))
(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-

stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
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6pg/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 1uM
Staurosporin (Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 1uM Staurosporin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne Anidulafungin (Peter et
al., 2016b).

3.1.10 Einfluss von ZVAD auf die Phosphatidylserinexposition
Nun sollte noch der Effekt von ZVAD auf die Phosphatidylserinexposition gepruift
werden. Auch hier lasst sich keine signifikante Anderung der Annexin Bindung
feststellen (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 12: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit ZVAD und Anidulafungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))
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(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stundiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6pg/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 10uM
ZVAD (Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerlésung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 10puM ZVAD. **(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne Anidulafungin (Peter et
al., 2016b).

3.1.11 Einfluss von D4476 auf die Phosphatidylserinexposition
Auch D4476 zeigte keine signifikante Anderung der Phosphatidylserinexposition
(Peter et al., 2016Db).
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3. Ergebnisse

Abbildung 13: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit D4476 und Anidulafungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6pg/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 10uM
D4476 (Peter et al., 2016b).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerlésung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 10pM D4476. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne Anidulafungin (Peter et
al., 2016b).

3.1.12 Ceramid Bildung
Um den Effekt des Anidulafungin auf die Ceramid Bildung zu untersuchen, wurde
ein weiterer Versuch unternommen. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis dieses
Versuches. Man kann sehen, dass Anidulafungin zu keiner signifikanten
Anderung der Ceramid Bildung fiihrte (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 14: Einfluss von Anidulafungin auf die Ceramid Bildung in Erythrozyten
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A) Histogramm der Ceramid abhangigen Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6pg/ml Anidulafungin (Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=5) der Ceramid abhé&ngigen

Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stindigen Inkubation bei 37°C in
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Ringerlosung ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von
6pg/ml Anidulafungin (Peter et al., 2016b).

3.1.13 ROS Aktivitat
Bei der durchflusszytometrischen Uberpriifung der Bildung von ROS zeigte sich
wie in Abbildung 15 dargestellt ein signifikanter Rickgang von ROS ab einer
Anidulafungin Konzentration von 3ug/ml. Wahrend die DCFDA abhéngige
Fluoreszenz in der Kontrolle 15,79+0,48 betrug, fiel dieser Wert bei einer
Anidulafungin Konzentration von 6ug/ml auf 12,11+0,69 ab (Peter et al., 2016b).
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Abbildung 15: Einfluss von Anidulafungin auf die ROS Aktivitdt in Erythrozyten
(modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A) Histogramm der DCFDA abhangigen Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin (Peter et al., 2016b).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (h=8) der DCFDA abhangigen
Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in
Ringerldsung ohne (weilBer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von
6ug/ml Anidulafungin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu
dem Ansatz ohne Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016b).

3.1.14 Einfluss von Acetylcystein auf die Phosphatidylserinexposition
Als zusatzlicher Versuch zur Uberpriifung ob bei der durch Anidulafungin
ausgelosten Eryptose eventuell reaktive Sauerstoffspezies beteiligt sind, wurden

die Erythrozyten in einem weiteren Versuch zusétzlich mit Acetylcystein inkubiert.
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Hier zeigte sich keine signifikante Verdnderung der Phosphatidylserinexposition

(Peter et al., 2016b).
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Abbildung 16: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit Acetylcystein und
Anidulafungin (modifiziert nach (Peter et al., 2016b))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-

(©

stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
6ug/ml Anidulafungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 1mM AC
(Peter et al., 2016b).

Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 6ug/ml
Anidulafungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 1mM AC. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied
zu den entsprechenden Ansatzen ohne Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al.,
2016b).
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3.2 Stimulation der Eryptose durch Caspofungin
3.2.1 Annexin V Bindung

Wie bereits bei dem Versuch mit Anidulafungin sollte auch hier die
Phosphatidylserinexposition der mit Caspofungin behandelten Erythrozyten
Uberprift werden. In Abbildung 17 sieht man einen signifikanten Anstieg des
Prozentsatzes der Annexin bindenden Zellen ab einer Konzentration des
Caspufungin von 30ug/ml. Der Wert der Kontrolle betragt 1,75+0,16% und steigt
bei einer Caspofungin Konzentration von 60ug/ml auf 10,68+0,38% an (Peter et
al., 2016a).
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Abbildung 17: Effekt von Caspofungin auf die Phosphatidylserinexposition (modifiziert
nach (Peter et al., 2016a))

(A) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin (Peter et al., 2016a).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Caspofungin. *(p<0,05),
***(p<0,001) bedeuten einen signifikanten Unterschied zu dem Ansatz ohne
Anidulafungin (ANOVA) (Peter et al., 2016a).

3.2.2 Forward Scatter
In Abbildung 18 sieht man den Forward Scatter der Erythrozyten. Ab einer

Konzentration von 30ug/ml des Caspofungin fallt der Forward Scatter signifikant
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ab und erreicht bei einer Konzentration von 60pg/ml einen Wert von 369,10+7,17,
wéhrend die Kontrolle einen Wert von 538,50+£9,01 hat (Peter et al., 2016a).
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Abbildung 18: Effekt von Caspofungin auf den Forward Scatter der Erythrozyten
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A) Histogramm des Forward Scatter der Erythrozyten nach 48-stiindiger Inkubation
bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie) 60ug/ml Caspofungin
(Peter et al., 2016a).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) des Forward Scatter der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne
(weilRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Caspofungin.
***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den Ansatzen ohne
Caspofungin (ANOVA) (Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) des Prozentsatzes der
Erythrozyten mit Forward Scatter < 200 nach einer 48-stiindigen Inkubation bei
37°C in Ringerlésung ohne (weiRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken)
von Caspofungin. **(p<0,01), ***(p<0,001) bedeuten einen signifikanten
Unterschied zu den Ansatzen ohne Caspofungin (ANOVA) (Peter et al., 2016a).

(D) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) des Prozentsatzes der

Erythrozyten mit Forward Scatter > 800 nach einer 48-stiindigen Inkubation bei
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37°C in Ringerldsung ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken)
von Caspofungin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu den
Ansatzen ohne Caspofungin (ANOVA) (Peter et al., 2016a).

3.2.3 Fluo-3 Fluoreszenz

In Abbildung 19 erkennt man, dass sich bei Inkubation mit Caspofungin keine
Veranderung der Fluo-3 Fluoreszenz zeigt (Peter et al., 2016a).
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Abbildung 19: Effekt von Caspofungin auf die zytosolische Calcium-Konzentration
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A) Histogramm der Fluo-3 Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-stlindiger
Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie) 60ug/ml
Caspofungin (Peter et al., 2016a).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) der Fluo-3 Fluoreszenz der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung ohne

(weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von Caspofungin (Peter et al.,
2016a).
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3.2.4 Calciumentzug
Auch bei Calciumentzug erkennt man keine signifikante Veranderung der
Phosphatidylserinexposition. (Peter et al., 2016a)
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Abbildung 20: Effekt des Calciumentzuges auf die durch Caspofungin ausgeldste
Phosphatidylserinexposition (modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Anwesenheit (A) und Abwesenheit (B) von Calcium
(Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=16) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weiler Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/mi
Caspofungin in der Anwesenheit (linke Balken) und Abwesenheit (rechte
Balken) von Calcium. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied

zu den entsprechenden Anséatzen ohne Anidulafungin (Peter et al., 2016a).
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3.2.5 Hamolyse
In Abbildung 21 sieht man, dass die Hamolyse der Erythrozyten ab einer
Konzentration von 30pg/ml signifikant ansteigt. Die Kontrolle liegt bei
0,71+0,31%, wahrend bei einer Caspofungin Konzentration von 60ug/ml der Wert
schon 43,74+2,19% betragt (Peter et al., 2016a).
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Abbildung 21: Effekt von Caspofungin auf die Hamolyse (modifiziert nach (Peter et al.,
2016a))

Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=21) des Prozentsatzes der hamolytischen
Erythrozyten nach 48-stlindiger Inkubation bei 37°C in Ringerlésung ohne (weil3er
Balken) und mit (schwarze Balken) Caspofungin. ***(p<0,001) bedeutet einen
signifikanten Unterschied zu dem Ansatz ohne Caspofungin (ANOVA) (Peter et al.,
2016a).

3.2.6 Einfluss von SB203580 auf die Phospatidylserinexposition

Auch beim Caspofungin sollte der Einfluss von SB203580 auf die

Phosphatidylserinexposition untersucht werden. Man erkennt in Abbildung 22
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keine signifikante Veranderung durch die Zugabe von SB203580 (Peter et al.,
2016a).
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Abbildung 22: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit SB203580 und Caspofungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 2uM
SB203580 (Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weilBer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/mi
Caspofungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 2uM SB203580. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne Anidulafungin (Peter et
al., 2016a).
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3.2.7 Einfluss von Staurosporin auf die Phospatidylserinexposition
Wie man in Abbildung 23 sieht, steigt durch Zugabe von Staurosporin der
Prozentsatz an Annexin bindenden Zellen von 11,12+0,69% auf 15,90+0,65%
(Peter et al., 2016a).
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Abbildung 23: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit Staurosporin und
Caspofungin. (modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 1uM
Staurosporin (Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=16) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weiBer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/mi
Caspofungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 1pM Staurosporin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten

Unterschied zu den Anséatzen ohne Anidulafungin, #(p<0,05) bedeutet einen
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signifikanten Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne
Staurosporin (Peter et al., 2016a).

3.2.8 Einfluss von ZVAD auf die Phospatidylserinexposition
Auch ZVAD zeigt keine signifikante Auswirkung auf die durch Caspofungin
ausgeldste Annexin Bindung. (Peter et al., 2016a)
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Abbildung 24: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit ZVAD und Caspofungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 10uM
ZVAD (Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weilRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/ml
Caspofungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 10pM ZVAD. **(p<0,001) bedeutet einen signifikanten

51
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Unterschied zu den enstprechenden Ansatzen ohne Caspofungin (Peter et
al., 2016a).

3.2.9 Einfluss von D4476 auf die Phospatidylserinexposition
Im Gegensatz zu den vorangehend genannten Stoffen zeigt D4476 einen Effekt
auf die Phosphatidylserinexposition. Durch Zugabe von D4476 verringert sich der
Anteil der Annexin bindenden Erythrozyten von 11,01+0,67% auf 8,02+0,60%
(Peter et al., 2016a).
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Abbildung 25: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit D4476 und Caspofungin
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 10uM
D4476 (Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=16) der Annexin V Bindung der

Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
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ohne (weil3er Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/ml
Caspofungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 10uM D4476. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten
Unterschied zu den Ansatzen ohne Caspofungin, ###(p<0,001) bedeutet
einen signifikanten Unterschied zu den entsprechenden Ansatzen ohne
D4476 (Peter et al., 2016a).

3.2.10 Ceramid Bildung
Anders als Anidulafungin zeigt Caspofungin einen Effekt auf die Ceramid
Bildung. Es ist ein signifikanter Abfall der Ceramid abhangigen Fluoreszenz von
16,05+0,69 auf 14,06+0,37 zu erkennen (Peter et al., 2016a).
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Abbildung 26: Einfluss von Caspofungin auf die Ceramid Bildung in Erythrozyten
(modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A) Histogramm der Ceramid abhangigen Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stiindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
45ug/ml Caspofungin (Peter et al., 2016a).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=5) der Ceramid abhangigen
Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in
Ringerldsung ohne (weilBer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von
45ug/ml Caspofungin. **(p<0,01) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu

dem Ansatz ohne Caspofungin (Peter et al., 2016a).
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3.2.11 ROS Aktivitat
Wie im vorangehenden Versuch zeigt auch die DCFDA abhéangige Fluoreszenz
durch Zugabe von Caspofungin einen Abfall von 15,41+0,26 auf 10,04+0,30.
(Peter et al., 2016a).
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Abbildung 27: Einfluss von Caspofungin auf die ROS Aktivitat in Erythrozyten (modifiziert
nach (Peter et al., 2016a))

(A) Histogramm der DCFDA abhangigen Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
45ug/ml Caspofungin (Peter et al., 2016a).

(B) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der DCFDA abhéangigen
Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in
Ringerldsung ohne (weilRer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von
45ug/ml Caspofungin. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied zu
dem Ansatz ohne Caspofungin (ANOVA) (Peter et al., 2016a).

3.2.12 Einfluss von Acetylcystein auf die Phosphatidylserinexposition
Zuletzt folgte ein weiterer Versuch zur Abklarung der Beteiligung von reaktiven
Sauerstoffspezies an der durch Caspofungin ausgelosten
Phosphatidylserinexposition. Hier liel3 sich kein signifikanter Effekt durch Zugabe

von Acetylcystein feststellen (Peter et al., 2016a).
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Abbildung 28: Effekt der Koinkubation der Erythrozyten mit Acetylcystein und
Caspofungin (modifiziert nach (Peter et al., 2016a))

(A,B) Histogramm der Annexin V-FITC Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48-
stindiger Inkubation bei 37°C ohne (grauer Bereich) und mit (schwarze Linie)
60ug/ml Caspofungin in Abwesenheit (A) und Anwesenheit (B) von 1mM AC
(Peter et al., 2016a).

(C) Arithmetischer Mittelwert + Standardfehler (n=8) der Annexin V Bindung der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation bei 37°C in Ringerldsung
ohne (weilBer Balken) und mit Zusatz (schwarze Balken) von 60ug/ml
Caspofungin in der Abwesenheit (linke Balken) und Anwesenheit (rechte
Balken) von 1mM AC. ***(p<0,001) bedeutet einen signifikanten Unterschied
zu den entsprechenden Ansatzen ohne Caspofungin (ANOVA) (Peter et al.,
2016a).
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4. Diskussion

Die Echinocandine sind bekannt fur ihr Potenzial, Anamien auszulésen (Aguilar-
Zapata et al., 2015). Nach Behandlung humaner Erythrozyten mit einer
Anidulafungin Konzentration von 6pg/ml waren typische Zeichen der Eryptose zu
sehen wie eine Translokation von Phosphatidylserin an die Zelloberflache, eine
Abnahme des Zellvolumens sowie eine Zunahme der zytosolischen
Calciumkonzentration (Peter et al., 2016b).

Bei Behandlung der Erythrozyten mit Caspofungin in einer maximalen
Konzentration von 60pg/ml konnte ebenfalls eine Schrumpfung der Zellen und
eine Externalisation von Phosphatidylserin gemessen werden, allerdings keine
Erhohung der zytosolischen Calciumkonzentration (Peter et al., 2016a).

Das bei beiden Medikamenten externalisierte Phosphatidylserin dient als Marker
fur die Makrophagen, die die Erythrozyten abbauen. (Peter et al., 2016b)

Die verwendeten Konzentrationen von Anidulafungin und Caspofungin bei der
Inkubation der Erythrozyten liegen in dem Bereich, der bei Behandlungen in vivo

gemessen wird. (Liu et al., 2013, Wurthwein et al., 2013)

Wie oben angesprochen geht die Schrumpfung der Zellen beim Anidulafungin
wahrscheinlich zurtick auf die durch Calcium aktivierten Kationenkanéle, durch
die die Zelle Kalium verliert. Dies fuhrt zu einer Hyperpolarisation der Zelle, zu
einem Chloridverlust, osmotisch bedingt folgt Wasser nach und die Zelle
schrumpft (Foller et al., 2008, Lang et al., 2008). Dafir spricht auch die Tatsache,
dass bei Erh6hung der extrazellularen Kaliumkonzentration sowohl der Forward
Scatter wieder ansteigt und die Hamolyse ricklaufig ist (Peter et al., 2016b).

Da es bei Caspofungin nicht zu einer Erhéhung der zytosolischen
Calciumkonzentration kommt (Peter et al., 2016a), muss hier dem

Volumenverlust eventuell ein anderer Mechanismus zugrunde liegen.
Obwohl Anidulafungin und Caspofungin typische Zeichen einer Eryptose zeigen,

I6sen beide Substanzen eine Hamolyse aus (Peter et al., 2016b, Peter et al.,

2016a) In der Literatur findet sich auch eine milde Hamolyse als Nebenwirkung
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einer Therapie mit Echinocandinen (Denning, 2003). Man kdnnte vermuten, dass
die Zellschadigung derart stark vonstattengeht, dass die Eryptose nicht schnell
genug ablaufen kann, um eine Hamolyse noch zu verhindern. Bei der Hamolyse
wird durch Ruptur der Zellmembran Hamoglobin in den Blutkreislauf freigesetzt
und kann im schlimmsten Fall die renalen Tubuli verstopfen (Lang et al., 2015).

Da bei Anidulafungin durch extrazellullaren Calciumentzug die Eryptose leicht
verringert, aber nicht beseitigt wird, muss ein weiterer Mechanismus
angenommen werden. (Peter et al., 2016b) Dazu wurden weitere Messungen
durchgefuhrt, u.a. mit den Stoffen SB203580 und Nitroprussid. Durch Zugabe
dieser Stoffe bei der Inkubation der Erythrozyten mit Anidulafungin konnte fir
SB203580 und Nitroprussid jeweils ein inhibitorischer Effekt auf die Eryptose
gemessen werden. (Peter et al., 2016b)

Fur die durch SB203580 gehemmte Kinase p38 konnte von Gatidis et al. gezeigt
werden, dass sie in Erythrozyten exprimiert wird und durch hyperosmotischen
Schock aktiviert wird. Hemmt man diese Kinase, wird die Eryptose ebenfalls
gemindert. (Gatidis et al., 2011). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt
werden, dass diese Kinase auch bei der durch Anidulafungin ausgeldsten
Eryptose eine Rolle spielt (Peter et al., 2016b).

Auch der NO Donor Nitroprussid greift in die durch Anidulafungin ausgeldste
Eryptose inhibitorisch ein. (Peter et al., 2016b)

Wie Nicolay et al. zeigen konnten, wirkt Nitroprussid zumindest teilweise Uber
cGMP und durch Nitrosylierung von Enzymen, die verantwortlich fir die
Phosphatidylserinexposition an die Aul3enseite der Erythrozytenmembran sind.
(Nicolay et al., 2008a)

Da bei Inkubation mit Caspofungin keine Erhéhung der zytosolischen
Calciumkonzentration festgestellt werden konnte, wurden weitere Signalwege in
Betracht gezogen und weitere Wirkstoffe getestet. (Peter et al., 2016a)

Mit D4476 konnte hier ebenfalls ein inhibitorischer Effekt auf die Eryptose

ausgeldst durch Caspofungin festgestellt werden. (Peter et al., 2016a)
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Fur die durch D4476 inhibierte Proteinkinase casein kinase 1 konnte von Zelenak
et al. gezeigt werden, dass sie in Erythrozyten exprimiert wird. Sie ist dafur
bekannt, die Anordnung von Proteinen des Zytoskeletts zu beeinflussen. Die
membrangebundene Form der CK1 phosphoryliert das beta-Spektrin und
vermindert so die mechanische Stabilitat der Zellmembran. Eine Hemmung der
CK1 durch D4476 konnte die durch Glucoseentzug und oxidativen Stress

ausgeloste Eryptose vermindern (Zelenak et al., 2012).

Es lasst sich schlussfolgern, dass eine durch Andulafungin oder Caspofungin
bedingte An&mie zumindest teilweise durch Eryptose bedingt ist. Eventuell
kénnte ein Aufschlisseln der Signalwege eine gezielte Behandlung der durch
Eryptose bedingten Andmie ermoglichen.

Oder die Echinocandine kdnnten zur Therapie der Malaria verwendet werden, da
hier — wie bei der Sichelzellandmie, die an sich protektiv wirkt — eine erhdhte Rate

an Eryptose therapeutisch genutzt werden kdnnte.

5. Zusammenfassung

Die Echinocandine Anidulafungin und Caspofungin werden zur Behandlung der

invasiven Candidiasis und der invasiven Aspergillose eingesetzt.

Die Eryptose zeichnet sich vor allem aus durch eine Externalisation von
Phosphatidylserin an die Zelloberflache, eine Zellschrumpfung und eine

Erh6hung der zytosolischen Calciumkonzentration.

In dieser Studie wurde untersucht, ob die klinisch messbare Anadmie, die unter
Therapie mit Echinocandinen auftreten kann, durch Eryptose bedingt ist. Hierzu
wurde durchflusszytometrisch das Volumen der Zellen, die Expression von
Phosphatidylserin durch Bindung von Annexin V und die intrazellulare
Calciumkonzentration durch Zugabe von Fluo-3 gemessen. Die Hamolyse wurde

fotometrisch durch Messung des freien Hamoglobins bestimmt.
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Zusatzlich wurden weitere Signalwege der Eryptose durch Zugabe von
maoglichen Inhibitoren wie z.B. SB203580, Nitroprussid, D4476, Staurosporin, z-
VAD und Acetylcystein Gberpruft.

Weiterhin wurden zusatzliche Messungen durchgefuhrt, um eine Beteiligung von
Ceramid und reaktiver Sauerstoffspezies an der durch Anidulafungin und

Caspofungin ausgel6sten Eryptose nachzuweisen.

Nach einer Inkubationszeit von 48h mit Anidulafungin konnte eine
Volumenminderung und eine erhdhte Annexin V Bindung an die Zelloberflache
gemessen werden. Die zytosolische Calciumkonzentration blieb unverandert.
Zudem konnte durch Zugabe von SB203580 und Nitroprussid eine Hemmung auf
die Eryptose festgestellt werden, gemessen an der Bindung von Annexin V an
die Erythrozytenoberflache.

Nach einer Inkubationszeit von 48h mit Caspofungin konnte ebenfalls eine
Volumenminderung und eine erhéhte Annexin V Bindung an die Zelloberflache
gemessen werden. Allerdings zeigte sich hier auch eine erhdhte zytosolische
Calciumkonzentration. Weiterhin konnte mit D4476 eine Hemmung der durch

Caspofungin ausgeltsten Eryptose beobachtet werden.

AulRerdem konnte auch eine deutliche Hamolyse nach 48-stindiger Inkubation
mit beiden Stoffen gemessen werden.
Somit ist die klinisch beobachtbare Anamie nicht nur durch eine Eryptose bedingt,

sondern auch durch Hamolyse.
Durch Aufdeckung von Signalwegen lassen sich moéglicherweise Medikamente

entwickeln, die die als Nebenwirkung einer Therapie mit Echinocandinen

auftretende Anamie mindern kdnnen.
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