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1 Einleitung 
 

Das Blut stellt ein funktionell bedeutsames Organ dar und verbindet sämtliche 

weitere Organe innerhalb eines Organismus miteinander [39] [166]. Zugleich ist 

jene Körperflüssigkeit Ausgangspunkt vieler und epidemiologisch relevanter 

Erkrankungen [164] [251]: Sowohl die Anämie, von welcher weltweit etwa jeder 

vierte Mensch betroffen ist, als auch hämatologische Neoplasien, von welchen 

Untergruppen zu den zehn häufigsten Krebsarten in Europa zählen, nehmen 

ihren Ursprung in den Blutzellen [164] [251]. Ebenso werden Gerinnungs-

störungen und deren Folgen wie Thrombosen oder Embolien durch ein 

Ungleichgewicht der Zusammensetzung sowie durch funktionelle Störungen des 

Blutes bedingt [164] [251] [330]. Auch genetische Blutkrankheiten wie die 

Sichelzellanämie oder die Thalassämien und infektiöse Erkrankungen wie etwa 

die Malaria betreffen eine Vielzahl an Menschen [112] [164] [200]. 

 

Um die Funktionalität des Blutes über die gesamte Lebensspanne eines 

Organismus aufrecht zu erhalten, durchlaufen die Blutzellen als wichtige 

Komponente des Blutes beständig eine Abfolge von Proliferation, Differenzie-

rung, eventuellen Reparaturvorgängen und letztlich ihrer Entfernung aus der 

Zirkulation [97] [166]. Dabei gilt die „Apoptose“, also der programmierte Tod 

Organellen-haltiger Zellen, als ein bedeutender Mechanismus der Zellaussonde-

rung [97] [187]. Erforscht wurde diese Art des Zellsterbens initial von Kerr et al., 

welche ihre Entdeckungen im Jahre 1972 veröffentlichen [187]. Rasch wurde 

ausgemacht, dass das Vorhandensein von Zellorganellen, insbesondere der Zell-

kerne und der Mitochondrien, als wesentliche Voraussetzung für den Ablauf der 

Apoptose gilt [138] [140] [225] [263]. 

 

Den ausgereiften roten Blutkörperchen als Hauptanteil des korpuskulären Blutes 

mangelt es in Folge ihrer ausgeprägten Differenzierung sowohl an Zellkernen als 

auch an Mitochondrien [47] [166]. Über eine lange Zeitspanne hinweg wurde 

jenen Zellen vor diesem Hintergrund die Fähigkeit zu einem programmierten, 
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suizidalen Sterbeprozess abgesprochen [50] [84] [224] und die alleinige, gere-

gelte Aussonderung defekter oder gealterter Erythrozyten der Leber und der Milz 

zugeschrieben [45] [378]. Entgegen dieser Ansicht zeigten Bratosin et al., Berg 

et al. sowie Daugas et al. in ihren Veröffentlichungen im Jahr 2001 allerdings, 

dass auch die roten Blutkörperchen eine der Apoptose morphologisch ähnliche 

Reaktion in Folge einer Inkubation mit den Kalziumionophoren Calcimycin oder 

Ionomycin durchlaufen [31] [50] [84]. Die zuvor genannten Xenobiotika bewirken 

eine Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration in den behandelten 

Erythrozyten [50] [224], aus welcher sowohl (1) die Schrumpfung der letzteren 

Zellen, als auch (2) das Membranblebbing, also eine Ausstülpung und Bläschen-

bildung von Anteilen der Zellmembran, sowie (3) die Phosphatidylserinexposition 

auf der erythrozytären Membranoberfläche resultieren [50] [84] [224]. Da diese 

drei morphologischen Merkmale im Wesentlichen ebenso bei der Apoptose Kern- 

und Mitochondrien-haltiger Zellen als kennzeichnend gelten [31] [50] [84], wurde 

alsdann der gesteuerte, suizidale Zelltod der roten Blutkörperchen anerkannt [50] 

[84]. Weiterhin zeigten die damaligen Versuche das erythrozytäre, wenn auch in-

aktive, Vorhandensein der „Initiatorcaspase-8“ und der „Effektorcaspase-3“ bei 

gleichzeitigem Fehlen weiterer wichtiger Apoptosemediatoren wie dem 

„Cytochrom C“, dem „APAF-1“ (Apoptotic Protease Activating Factor 1) und der 

„Caspase-9“ auf [31] [50]. 

Die Entdeckung dieses suizidalen Erythrozytentodes erlangte nachfolgend ein 

bedeutendes Interesse innerhalb der Forschung und wurde seither sowohl 

bezüglich der beteiligten molekularen Mechanismen und Modulatoren, als auch 

hinsichtlich der klinischen Relevanz eingehend untersucht [223] [225]. Zur 

eindeutigen Abgrenzung des Organellen-unabhängigen, suizidalen Sterbens der 

Erythrozyten führten Lang et al. im Jahr 2005 schließlich den Begriff der 

„Eryptose“ ein und stellten diesen somit der Zellkern- und Mitochondrien-

abhängigen Apoptose gegenüber [225]. Mittlerweile wurden mehrere grund-

legende Signalwege der Eryptose definiert [223] [225], eine Vielzahl an Stimula-

toren und Inhbitoren des programmierten Erythrozytentodes festgelegt [212] und 

Verknüpfungen der Eryptose zu Erkrankungen herausgefunden [223]. Aufgrund 

der denkbaren Möglichkeit einer pharmakologischen Intervention in den 
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Eryptoseprozess und den daraus resultierenden therapeutischen Aussichten 

besteht auch weiterhin das dringliche Bestreben, den programmierten 

erythrozytären Zelltod tiefergehend zu verstehen und weitere Modulatoren, 

sowohl stimulierend als auch inhibierend, herauszufinden [112] [212]. 

 

1.1 Erythrozyten 
 

Der Begriff „Erythrozyt“ entstammt der griechischen Sprache („erythrós“ für rot 

und „kýtos“ für Höhlung) und bezeichnet das rote Blutkörperchen [166]. Mit dem 

in ihrem Zellinneren enthaltenen Blutfarbstoff Hämoglobin erhalten diese Zellen 

nicht nur selbst ihre namensgebende Färbung sondern bewirken auch das 

charakteristisch rote Erscheinungsbild des gesamten Blutes [166]. Aufgrund 

ihres auf das Notwendige beschränkten Aufbaus werden die roten Blut-

körperchen unter anderem als ein „Sack gefüllt mit Hämoglobin“ betrachtet [47] 

[84]. Dass die letztere Ansicht über die Erythrozyten diesen Zellen nicht gerecht 

wird, leitet sich allein aus deren umfassenden Differenzierung sowie deren 

unabkömmlichen Funktion innerhalb des Organismus ab [47]. 

 

1.1.1 Erythrozytenentstehung 

Die Entstehung der roten Blutkörperchen wird als „Erythropoiese“ bezeichnet und 

findet postpartal hauptsächlich im roten Knochenmark der flachen Knochen und 

in den Epiphysen des Humerus und des Femurs statt [95] [381] [383]. Die 

Erythropoiese wird durch einen Abfall des Sauerstoffpartialdruckes stimuliert [95] 

[166]. Besteht Sauerstoffmangel in den Geweben, wird das Hormon Erythro-

poietin (EPO) vermehrt aus der Niere freigesetzt [32] [95] [165] [166]. Das EPO 

bindet anschließend an Erythropoietinrezeptoren, wirkt auf die erythropoietischen 

Vorläuferzellen und verhindert dadurch nicht nur deren Apoptose, sondern 

stimuliert auch die Ausdifferenzierung hin zu Erythrozyten [95] [165] [166] [198]. 

Die Entstehung der reifen roten Blutkörperchen hat ihren Ursprung in den 

pluripotenten, hämatopoietischen Stammzellen [95] [383]. Letztere Zellen 

entwickeln sich unter Zellteilung und Differenzierung über die determinierten 
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Stammzellen und mehrere Stufen der Kern-haltigen Erythroblasten hin zu den 

Normoblasten, welche durch die Abscheidung ihrer Zellkerne in die Retikulozyten 

übergehen [95] [166]. Retikulozyten sind die unmittelbaren Vorläufer der reifen 

roten Blutkörperchen und können bereits im peripheren Blut gefunden werden 

[47] [95]. Diese Zellen enthalten noch Organellen und Ribonukleinsäure [47], 

welche dann innerhalb kurzer Zeit ebenfalls abgegeben werden, so dass die 

reifen Erythrozyten entstehen [95]. 

Die reifen roten Blutkörperchen selbst sind Kern- und Organellen-lose Zellen [47] 

[276]. Sie haben ihre Synthesefähigkeit für Nukleinsäuren, Lipide und Proteine 

verloren [47] [95] [145]. Folglich können Erythrozyten nicht durch Zellteilung 

proliferieren [95] [276], sondern bedürfen für ihre zahlenmäßige und funktionelle 

Aufrechterhaltung der Neubildung mittels Erythropoiese [95] [276]. 

 

1.1.2 Erythrozytenmorphe 

Die menschlichen Erythrozyten sind kleine, bikonkave und diskoide Zellen [90] 

[166]. Ihr regelhafter Durchmesser beträgt etwa 6-8 µm und ihre randständige 

Dicke misst etwa 2 µm [92] [166]. Ein einzelnes rotes Blutkörperchen hat ein 

mittleres Zellvolumen (Mean Corpuscular Volume; MCV) von etwa 80-100 fl 

[166]. Das Zellinnere der ausgereiften Erythrozyten enthält weder einen Zellkern, 

noch andere Organellen wie beispielsweise Mitochondrien, das endoplas-

matische Retikulum oder Golgiapparate [47] [166]. Stattdessen sind die roten 

Blutkörperchen mit dem Blutfarbstoff Hämoglobin bepackt, so dass das aus dem 

Fehlen der Zellorganellen hervorgehende Volumen effizient für den Gastransport 

eingesetzt wird [166]. Ihre Scheibchenform gestattet den Erythrozyten ein 

optimales Verhältnis zwischen ihrem Volumen und ihrer Zelloberfläche [362]. 

Funktionell ergibt sich hierdurch eine große Diffusionsfläche bei gleichzeitig 

geringer Diffusionsstrecke, wodurch der diffusive Gasaustausch in der Lunge und 

den peripheren Geweben erheblich vereinfacht wird [166] [362]. Rote 

Blutkörperchen besitzen weiterhin eine hohe mechanische Flexibilität [90]. Die 

daraus resultierende passive Verformbarkeit ermöglicht es den letzteren Zellen 

bei ihrer Kreislaufpassage regelmäßig auch solche Kapillaren zu durchqueren, 
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deren Durchmesser mit bis hinab zu 2-3 µm weit unterhalb der Erythrozytengröße 

liegt [87] [90] [166] [333] [385]. 

 

1.1.3 Erythrozytenanzahl 

Mit einem Anteil von etwa 95% an der Blutzellenanzahl sind die Erythrozyten bei 

Weitem die häufigsten Zellen des Blutes [166]. In gesunden erwachsenen 

Menschen finden sich zusammengenommen etwa 25 ×  1012 Erythrozyten [166]. 

Frauen haben dabei mit etwa 4 − 5 ×  1012 Erythrozyten pro Liter Blut einen 

etwas geringeren Wert als Männer, deren Anzahl bei etwa 5 − 6 × 1012 

Erythrozyten pro Liter Blut liegt [166]. Insgesamt nehmen die Erythrozyten einen 

Anteil am gesamten Blutvolumen (Erythrokrit) von etwa 42% bis 47% ein [166]. 

 

1.1.4 Erythrozytenfunktion 

Den roten Blutkörperchen werden trotz ihres auf das Notwendige beschränkten 

Aufbaus verschiedene Aufgaben im Organismus zuteil [166]. Als die wichtigste 

Funktion ist der Gasaustausch zwischen der Lunge und den Geweben zu nen-

nen, aber auch in die Regulation des Säure-Basen-Haushaltes und des Gefäß-

tonus sowie in die Bildung von Thromben sind die Erythrozyten involviert [166]. 

Der Sauerstofftransport von der Lunge hin zu den stoffwechselaktiven Geweben 

zur Gewährleistung derer regelrechten Versorgung ist die charakteristische und 

zugleich lebensnotwendige Funktion der roten Blutkörperchen [166]. Durch den 

differenzierten Aufbau, insbesondere durch ihre Flexibilität [87] [145] [385], sowie 

den Verlust der Zellorganellen und indes der umfangreichen Beladung mit 

Hämoglobin, sind die letzteren Zellen bestens an diese Aufgabe angepasst [166]. 

Das Hämoglobin stellt dabei das zentrale Molekül zur Bindung, zum Transport 

und schließlich zur Abgabe des Sauerstoffs dar [166] [268]. 

Neben der Sauerstoffbereitstellung nehmen die Erythrozyten auch eine wichtige 

Funktion zum einen im Transport von Kohlenstoffdioxid (CO2) von den meta-

bolisierenden Geweben zurück zur Lunge und zum anderen in der damit 

verknüpften Regulierung des blutbezogenen pH-Wertes ein [166]. Das 
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anfallende CO2 wird im Blut auf drei verschiedene Arten befördert, entweder 

abhängig von den Erythrozyten als Hydrogencarbonat (HCO3
-) oder gebunden 

an das Hämoglobin als Carbamino-Hämoglobin oder aber unabhängig von den 

roten Blutkörperchen gelöst im Blutplasma [166]. Den erythrozytären Transport-

mechanismen kommt aufgrund ihres Anteils von etwa 95% am gesamten Kohlen-

stoffdioxidtransport eine hohe Relevanz zu [166]. 

Durch die Freisetzung verschiedener Mediatoren nehmen die Erythrozyten ferner 

Einfluss auf den Gefäßtonus: Wirkt ein erhöhter Scherstress, so sezernieren die 

roten Blutkörperchen das Molekül Adenosintriphosphat (ATP), welches eine 

Vasodilatation und dadurch die Reduktion des Scherstresses bewirkt [166]. 

Weiterhin geben die Erythrozyten über ihr desoxygeniertes Hämoglobin Stickoxid 

sowie Derivate von S-Nitrosothiol in das Blut ab und rufen so eine Vasodilatation 

hervor [78] [166]. Über diesen Mechanismus vermögen letztere Zellen die 

Durchblutung zu regulieren und damit das Sauerstoffangebot an den 

Stoffwechsel der Gewebe anzupassen [118] [166]. 

Schließlich wirken die roten Blutkörperchen an der Bildung von Thromben mit 

[166]. Unter physiologischer Blutzusammensetzung zentralisieren sich die 

Erythrozyten im Blutstrom und bedingen dadurch, dass das Blutplasma sowie die 

Thrombozyten in die Peripherie ausweichen und gefäßwandnah fließen [166]. Im 

Falle von Läsionen der Gefäßwand befinden sich die Blutplättchen unmittelbar 

am Wirkort [166]. Ihre Aktivierung kann rasch erfolgen und die Adhäsion der 

Thrombozyten in Form eines weißen Thrombus bewirken [166]. Die Kehrseite 

dieses Mechanismus ergibt sich allerdings, sobald die Erythrozytenanzahl stark 

erhöht ist, indem eine schadhafte Thrombusbildung begünstigt wird [166]. 

 

1.1.5 Erythrozytenlebensdauer 

Die durchschnittliche Lebensdauer der menschlichen Erythrozyten beträgt etwa 

120 Tage [63] [128]. Während dieser Zeitspanne altern die roten Blutkörperchen, 

was schließlich zur Ausmusterung und zum Abbau der entsprechenden Zellen 

führt und als „Seneszenz“ bezeichnet wird [218] [219]. Dabei ist zu beachten, 

dass Erythrozyten auch schon vor Erreichen der Seneszenz Beschädigungen 
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erleiden können [218] [219]. Wegen des Verlustes ihrer Zellorganellen sind die 

roten Blutkörperchen nicht in der Lage, Defekte zu beheben [14] [47] [145]. Aus 

diesem Grund bestehen neben der Seneszenz noch zwei weitere Mechanismen 

zur Aussonderung pathologisch veränderter Erythrozyten, zum einen die 

Eryptose [219] [225] und zum anderen die „Hämolyse“. 

 

Die Seneszenz als Mechanismus zur Aussonderung regelrecht gealterter 

Erythrozyten tritt ein, wenn die letzteren Zellen ihre physiologische Lebenszeit 

überdauern ohne Schadhaftigkeiten zu erleiden, welche mit der Erfordernis eines 

verfrühten Zelltodes einhergehen [214] [218]. Dabei unterziehen sich die roten 

Blutkörperchen im Verlauf ihres Lebens einem Alterungsprozess und sammeln 

in dessen Rahmen sowohl morphologische als auch funktionelle Veränderungen 

an [45] [88] [166]. Dieses Altern und die damit einhergehenden Verfalls-

erscheinungen sind als Seneszenz charakterisiert und bewirken letztlich, dass 

der Organismus diejenigen betroffenen Erythrozyten erkennt und aus der 

Zirkulation entfernt [45] [51]. Zu den bezeichnenden Veränderungen sind unter 

anderem die Bindung von denaturiertem Hämoglobin, sogenannter Hämichrome, 

an das Bande 3-Protein in der Erythrozytenmembran [14] [45] [255], die 

Anhäufung genau des letzteren Proteins in Membranclustern [14], die Bildung 

von Neoantigenen aus dem Bande 3-Protein [45], sowie möglicherweise die 

Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin auf dem äußeren Blatt der 

Zellmembran [45] [189] zu zählen [315]. An die Neoantigene vermögen 

spezifische Autoantikörper der Klasse IgG zu binden und dadurch eine Opsoni-

sierung der betroffenen roten Blutkörperchen zu bewirken [45] [255]. Diese 

Antikörpermarkierung der gealterten Erythrozyten tritt vor allem während derer 

letzten Lebenstage vermehrt zum Vorschein [45]. Neben der Opsonisierung 

durch die Antikörper selbst ermöglichen die letzteren zusätzlich eine 

Komplementbindung auf den roten Blutkörperchen, wodurch die erythrozytäre 

Markierung nochmals verstärkt wird [14] [255]. Die Erkennung und schließlich der 

Abbau der seneszenten roten Blutkörperchen ereignet sich über das retikulo-

endotheliale System und dessen Makrophagen [14] [45] [331]. Im menschlichen 

Organismus kommen hier insbesondere den Kupfferzellen in der Leber und den 
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Phagozyten in der Milz Relevanz zu [45] [315]. Die Ausmusterung der gealterten 

Erythrozyten erfolgt reguliert und gesteuert unter Umgehung einer Hämolyse und 

einer einhergehenden Freisetzung intrazellulärer Komponenten [45] und ermög-

licht dem Organismus damit ein physiologisches wie auch zahlenmäßiges 

Gleichgewicht an Erythrozyten aufrechtzuerhalten [51]. 

 

Die Eryptose stellt eine weitere Ausmusterungsmöglichkeit dar und betrifft 

diejenigen roten Blutkörperchen, welche schon vor Erreichen der Seneszenz 

lebensbegrenzende und funktionsbeeinträchtigende Beschädigungen erleiden: 

Während ihrer Lebensdauer erfahren die Erythrozyten vielfach verschiedene 

Stressoren [225]: So werden die Zellen regelmäßig verformt, um durch die 

schmalen Kapillaren zu fließen [145] [225]. Wiederholt wirken sowohl große 

Turbulenzen unter anderem beim Auswurf des Blutes aus dem Herzen als auch 

Scherkräfte auf die roten Blutkörperchen ein [14]. Weiterhin passieren die 

Erythrozyten durchschnittlich einmal pro Minute den Lungenkreislauf und 

erfahren dort oxidativen Stress [225]. Etwa einmal pro Stunde fließen die Zellen 

jeweils durch die Niere und sind dabei einem hyperosmolaren Milieu ausgesetzt 

[225]. Zur Bewältigung dieser Stressoren ist die Integrität und Funktionalität der 

Erythrozyten essentiell. Bestehen Schäden oder Funktionseinbußen eines roten 

Blutkörperchens, so sollte dieses möglichst frühzeitig ausgesondert werden, um 

nachteilige Folgen wie beispielsweise seine Ruptur und damit die Freisetzung 

intrazellulärer Komponenten zu verhindern [225]. An dieser Stelle greift die 

Eryptose zur Ausmusterung nicht-seneszenter, beschädigter oder infizierter 

Erythrozyten unter Umgehung der Hämolyse ein [225]. Damit ist die Eryptose von 

der Seneszenz abzugrenzen [315] und wird in Kapitel 1.3 dargestellt. 

 

Schließlich ist die Hämolyse anzuführen, welche gleich den beiden zuvor 

dargestellten Aussonderungsmechanismen zwar letztlich die Entfernung der 

betroffenen Erythrozyten bewirkt, dabei aber mit nachteiligen Konsequenzen für 

den Organismus einherzugehen vermag [214]. Unter der Hämolyse ist die Auf-

lösung der roten Blutkörperchen zusammengefasst, wobei anders als bei der 

Seneszenz und der Eryptose die Integrität der erythrozytären Zellmembran 
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beschädigt wird [356]. Hieraus folgt, dass im Rahmen eines hämolytischen 

Geschehens intrazelluläre Komponenten wie das Hämoglobin in das umgebende 

Blutplasma freigesetzt werden [356]. Hervorgerufen wird die Hämolyse durch 

verschiedenartige, tiefgreifende und nicht behebbare Schädigungen der Erythro-

zyten wie unter anderem mechanischer oder osmotischer Stress sowie toxische 

oder infektiöse Einflüsse [334] [356]. Ebenso sind auch eine Vielzahl an hämato-

logischen Erkrankungen, beispielsweise die Sichelzellanämie oder die Thalass-

ämie, sowie Blutgruppen-inkompatible Transfusionen durch ein vermehrtes 

Hämolysevorkommen gekennzeichnet [334]. Im Falle einer gering ausgeprägten, 

durchaus physiologischerweise auftretenden Hämolyse wird das abgegebene 

Hämoglobin an das Plasmaprotein Haptoglobin gebunden und nachfolgend 

unschädlich durch die Makrophagen des retikuloendothelialen Systems 

abgebaut [334] [356]. Tritt ein hämolytisches Geschehen allerdings in ausge-

prägter Form auf, so übersteigt die freiwerdende Hämoglobinmenge die 

Bindungsfähigkeit des Haptoglobins und der rote Blutfarbstoff verbleibt unge-

bunden im Blutplasma [334] [356]. In der Folge ist dann die Entstehung 

verschiedener Pathologien möglich [334]: Zum einen weist das Häm als 

Bestandteil des roten Blutfarbstoffes eine proinflammatorische Aktivität auf [152] 

[334], zum anderen bindet das im Blutplasma freie Hämoglobin vermehrt 

Stickoxid, beeinträchtigt so den Gefäßtonus und kann dadurch vermehrt 

thrombotische Ereignisse bedingen [334]. Weiterhin vermag der rote Blutfarbstoff 

die Niere durch den Verschluss der dortigen Tubuli zu schädigen [149]. 

 

1.2 Apoptose 
 

Der Begriff Apoptose entstammt der griechischen Sprache und setzt sich aus den 

Wörtern „apo“ für „weg“ und „ptosis“ für „Fall“ zusammen [187]. Die Apoptose 

beschreibt einen suizidalen Zelltod und soll durch ihre Bezeichnung bildlich auf 

den funktionellen Wegfall der Blätter von den Bäumen im Herbst verweisen [187]. 
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1.2.1 Definition der Apoptose 

Die Apoptose stellt einen streng reguliert verlaufenden, energieabhängigen, 

suizidalen Zelltod dar [187] [390]. Die involvierten Mechanismen sind innerhalb 

der Zellen genetisch verankert [97] und beziehen die zellständigen Organellen, 

insbesondere die Zellkerne und die Mitochondrien, ein [138] [140] [225]. 

Während des gesamten Sterbeprozesses wird die Integrität der betroffenen 

Zellen aufrecht erhalten und die Zellüberbleibsel werden abschließend mittels 

Phagozytose vollständig entfernt, sodass umgebende Gewebe geschont und 

Entzündungsreaktionen umgangen werden [187] [390]. Die Apoptose erfüllt die 

Aufgabe, gealterte, beschädigte, entartete, infizierte, sowie überschüssige Zellen 

zu entfernen und ermöglicht eine regelrechte Entwicklung und eine 

Aufrechterhaltung einer Homöostase innerhalb eines Organismus [138] [390]. 

 

1.2.2 Morphologische Charakteristika der Apoptose 

Der apoptotische Zelltod ist durch verschiedene morphologische Aspekte 

gekennzeichnet [187] (Abbildung 1). Üblicherweise betrifft die Apoptose einzelne 

Zellen innerhalb eines Gewebes [97] [187], welche zu Beginn ihrer Apoptose die 

interzellulären Verbindungen lösen und sich somit aus dem sie umgebenden Zell- 

und Gewebeverband ausgliedern [102] [187] [277] [390]. Gleichzeitig reduziert 

sich auch das Volumen apoptotischer Zellen [102] [187]. Weiterhin stellt sich 

durch eine Schrumpfung der Kernmembran eine Größenabnahme des Zellkerns 

ein und das darin enthaltene Chromatin kondensiert [102] [187] [390]. Bezeichnet 

wird dieses morphologische Ereignis der Zellkernverdichtung als „Karyopyknose“ 

[97]. Auf die letztere Begebenheit folgt mit der „Karyorrhexis“ der endgültige 

Zerfall des Zellkerns in mehrere Anteile sowie die Fragmentierung des 

kondensierten Chromatins [102] [187] [201] [263] [390]. 

Die übliche Morphe der sonstigen Zellorganellen bleibt bis hin zum weit 

fortgeschrittenen Apoptosegeschehen, welches mit einer Organellenschwellung 

einhergeht, unverändert [102] [390]. Sogar die Mitochondrien, welche wesentlich 

an den biochemischen Signalwegen der Apoptose beteiligt sind, behalten sowohl 
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licht- als auch elektronenmikroskopisch über lange Zeit ihr regelhaftes 

Erscheinungsbild bei [390]. 

Weiterhin nimmt die Zellmembran apoptotischer Zellen Veränderungen an, 

indem sich kleine Membranausstülpungen ausbilden [102] [187] [390]. Die 

Entstehung und das Auftreten dieser Ausstülpungen wird als „Membranblebbing“ 

oder als „Zeiose“ bezeichnet [181] [263] [277]. Auf das Membranblebbing folgt 

eine vollständige Abschnürung der Ausstülpungen hin zu Vesikeln, welche auch 

als „Apoptosekörperchen“ bekannt sind [102] [187] [277]. Die so entstandenen 

Apoptosekörperchen sind vollständig von einer Zellmembran umgeben und 

enthalten in unterschiedlicher Zusammensetzung Zytoplasma, dicht gepackte 

Zellorganellen sowie Anteile des fragmentierten Zellkerns [187]. 

Im äußeren Blatt ihrer Zellmembran exponieren die Vesikel – ebenfalls in Folge 

der Apoptose – das Phospholipid Phosphatidylserin [141] [151], welches im 

physiologischen Zustand, also bei intakten, vitalen Zellen, streng auf der 

Membraninnenseite lokalisiert ist [338] [341]. Das externalisierte 

Phosphatidylserin dient als ein Erkennungsmerkmal der Apoptosekörperchen 

und ermöglicht den umliegenden Zellen und den Makrophagen aufgrund derer 

spezifischer Rezeptoren eine phagozytotische Entfernung [101] [151]. 

 

 

Abbildung 1: Morphologische Charakteristika der Apoptose modifiziert nach [187]. A Ausgliederung der 
apoptotischen Zelle aus dem Zellverband. B Zellschrumpfung und Karyopyknose der apoptotischen Zelle. 
C Membranblebbing und Abschnürung von Apoptosekörperchen von der apoptotischen Zelle. D 
Phagozytose der Apoptosekörperchen. P = Phagozyt. 
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1.2.3 Molekularer Ablauf der Apoptose 

Der Ablauf der Apoptose wird im Hinblick auf die molekularen Ereignisse in 

verschiedene Abschnitte untergliedert [97] [159]: Die eingangs auftretende 

„Initiationsphase“ umfasst die Apoptoseauslösung über eine extra- oder 

intrazellulär vermittelte Aktivierungskaskade zellulärer Enzyme und Proteine 

[159]. In der anschließenden „Exekutionsphase“ findet ein enzymatischer Abbau 

verschiedener intrazellulärer Strukturen statt, welcher mit den charakteristischen 

Veränderungen in der Zellmorphe einhergeht [97] [159] (Kapitel 1.2.2). Die 

„Terminierung“ der Apoptose ist gekennzeichnet durch eine entzündungsfreie 

Entfernung der Überbleibsel der apoptotischen Zelle [97] [390]. Über eine 

Beeinflussung durch zahlreiche, sowohl pro- als auch antiapoptotische Proteine 

wird die Apoptose als Todesmodalität sorgfältig gesteuert und reguliert [319]. 

 

Eingeleitet wird die Initiationsphase der Apoptose durch ein Einwirken 

verschiedener Apoptoseauslöser auf eine Zelle [97]. Diese Auslöser umfassen 

einerseits exogene Noxen wie ionisierende Strahlung oder Chemotherapeutika 

[97]. Andererseits resultieren auch körpereigene Stimuli und Zustände wie 

Hormonwirkungen, Hypoxie oder ein Entzug an Wachstumsfaktoren in der 

Apoptoseauslösung [97]. Die verschiedenen Zellen innerhalb eines Organismus 

vermögen dabei unterschiedlich anfällig gegenüber den Apoptoseauslösern zu 

reagieren [97]. In Folge des Einflusses eines der zuvor aufgeführten Auslösern 

werden innerhalb der beeinträchtigten Zelle Apoptose-spezifische Enzyme und 

Proteine rekrutiert und stimuliert [97]: Zu diesen Enzymen und Proteinen zählen 

– neben einer Vielzahl weiterer Moleküle – zum einen die „Caspasen“ (Cysteinyl-

Aspartat spezifische Proteasen) als eine entscheidende proteolytische 

Enzymgruppe im Ablauf der Apoptose [8] [97] [289] [323] und zum anderen die 

Familie der regulierenden, sowohl pro- als auch antiapoptotischen „Bcl-2-

Proteine“ [97] [159] [319]. 

Abhängig vom Ausgangspunkt der Enzym- und Proteinaktivierung werden 

mehrere Signalwege der Apopotoseauslösung unterschieden: Der „extrinsische 

Signalweg“ zählt gemeinsam mit dem „intrinsischen Signalweg“ zu den beiden 

wichtigen auslösenden Mechanismen des Apoptoseprozesses [97] [159] [195].  
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Der extrinsische Signalweg der Apoptoseauslösung (Abbildung 2) wird 

eingeleitet, indem verschiedene Todessignale von extrazellulär auf die zu ster-

bende Zelle einwirken und dadurch deren Protein- und Enzymaktivierung 

bedingen [15] [97]. Die Todessignale werden dabei vermittelt durch bestimmte 

Liganden, welche spezifisch an in die Zellmembran eingebettete Transmembran-

proteine, die sogenannten „Todesrezeptoren“ (death receptors; DR), binden [15] 

[97]. Innerhalb ihres zytosolischen Anteils weisen diese Todesrezeptoren mit der 

„Todesdomäne“ (death domain; DD) einen bedeutenden Abschnitt auf, welcher 

die Weitergabe des Todessignals nach intrazellulär bewerkstelligt [15] [75] [97] 

[159] [323]: Nach der Stimulation eines Todesrezeptors binden an dessen zyto-

plasmatische Todesdomäne verschiedene intrazelluläre Adapterproteine wie das 

„Fas-associating death domain-containing protein“ (FADD) und ermöglichen 

ihrerseits über eine „Todeseffektordomäne“ (death effector domain; DED) die 

Anlagerung der inaktiven Procaspase-8 (FADD-like interleukin-1-converting 

enzyme; FLICE) [97] [159] [323]. Dieser Zusammenschluss des Todesrezeptors, 

der Adapterproteine und der Procaspase-8 wird als „death inducing signalling 

complex“ (DISC) bezeichnet und ruft eine Autoproteolyse der Procaspase-8 in 

die aktive Caspase-8 hervor [97] [159] [193]. Die Aktivierung der Initiatorcaspase-

8 ermöglicht den Übergang in die Exekutionsphase der Apoptose [97]. Weiterhin 

gestattet die Caspase-8 an dieser Stelle auch eine Vernetzung des extrinsischen 

mit dem intrinsischen Signalweg der Apoptose: die letztere Protease vermag das 

proapoptotische Molekül Bid (BH3 interacting domain agonist) aus der Bcl-2-

Proteinfamilie in das tBid (truncated Bid) zu spalten, welches anschließend 

mittels Einbindung weiterer proapoptotischer Proteine der Bcl-2-Proteinfamilie 

auf die Mitochondrienmembran und damit auf den intrinsischen Signalweg 

aktivierend einwirkt [159]. 
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Abbildung 2: Extrinsischer Signalweg modifiziert nach [159]. Durch Bindung eines Liganden an seinen 
spezifischen Todesrezeptor erfolgt die Anlagerung und Aktivierung der Initiatorcaspase-8 vermittelt über 
Adaptorproteine wie FADD. Die Caspase-8 aktiviert anschließend die Effektorcaspase-3, welche die 
Apoptose bewirkt. Über eine Spaltung von Bid zu tBid durch die Capsase-8 besteht eine Verbindung zum 
intrinsischen Signalweg. A = Adaptorproteine; DR = Death Receptor. 

 

Im Gegensatz zum extrinsischen Signalweg beruht der intrinsische Signalweg 

der Apoptose (Abbildung 3) allein auf intrazellulären Signalen, welche ihrerseits 

entweder durch äußere oder durch zellinterne Apoptoseauslöser hervorgerufen 

werden [97]. Dabei kommt den Mitochondrien der apoptotischen Zelle eine 

bedeutsame Rolle als Wirkort jener schädigenden Einflüsse sowie anschließend 

in der Vermittlung der intrazellulären Todessignale zu [97] [139]: Die Noxen und 

Stressoren wirken auf die Mitochondrienmembran und erhöhen dadurch deren 

Permeabilität [97] [319]. Den Proteinen der Bcl-2-Familie wird hierbei eine 

wichtige regulatorische Funktion zugeschrieben [77] [97] [139] [319]. Der Prozess 

der Permeabilitätssteigerung wird als „Mitochondrial Outer Membrane 

Permeabilization“ (MOMP) bezeichnet und bedingt sowohl durch eine 

Schädigung der lebenswichtigen mitochondrialen Funktion als auch durch eine 

Freisetzung zweier Klassen an proapoptotischen Proteinen aus den 
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Mitochondrien in das Zytosol die Einleitung der Apoptose [97] [139] [140] [182] 

[319] [336]. 

Zur ersteren Klasse zählen diejenigen Proteine, welche den apoptotischen Zell-

tod vermittelt über Caspasen fördern [97] [139]. Anzuführen sind dabei insbe-

sondere das Cytochrom C, das „Smac/DIABLO“ sowie die Serinprotease 

„HtrA2/Omi“ [91] [97] [336]. Nach der Freisetzung aus den Mitochondrien bindet 

das Cytochrom C das zytosolische Protein APAF-1 und bewirkt dessen Konfor-

mationsänderung [159] [323] [336]. In der Folge wird zum einen eine Anlagerung 

von ATP an das APAF-1 ermöglicht und zum anderen eine Bindungsstelle für die 

inaktive Procaspase-9, die sogenannte „Caspasen-Rekrutierungsdomäne“ 

(CARD), innerhalb des APAF-1-Proteins freigelegt [169] [336]. Mehrere der 

letzteren Proteine oligomerisieren, binden die Procaspase-9 und aktivieren diese 

zur aktiven Caspase-9 [169] [336]. Der Zusammenschluss aus Cytochrom C, 

APAF-1, ATP und der Procaspase-9 wird „Apoptosom“ bezeichnet [159] [169] 

[336].Die Aktivierung der Initiatorcaspase-9 ermöglicht den Übergang in die 

Exekutionsphase der Apoptose [97]. Das Protein Smac/DIABLO und die 

Serinprotease HtrA2/Omi unterstützen die Caspasen-vermittelte Apoptose-

auslösung, indem sie verschiedene Apoptose-hemmende Proteine, sogenannte 

„Inhibitors of Apoptosis“ (IAP) binden und diese somit in deren inhibierenden 

Einflüssen einschränken [91] [97] [159] [336]. 

Die zweite Klasse an freigesetzten mitochondrialen Proteinen fördert ebenfalls 

den Apoptoseablauf und vermag dabei selbst verschiedene Zielstrukturen der 

Apoptose zu spalten sowie abzubauen [139]. Zu dieser Art an Proteinen zählen 

unter anderem der „Apoptosis inducing factor“ (AIF) sowie die Endonuklease G 

[97] [173] [241]. Beide Moleküle translozieren in Folge ihrer Freisetzung aus den 

geschädigten Mitochondrien in den Zellkern [97] [336] [361]. Der AIF bewirkt dort 

eine Kondensation des Chromatins und – gleich der Endonuklease G – eine 

Spaltung der Desoxyribonukleinsäure (DNA) [97] [241] [336] [361]. 
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Abbildung 3: Intrinsischer Signalweg modifiziert nach [159]. Durch die Einwirkung von 
Apoptoseauslösern auf die Mitochondrien wird die Permeabilität der Mitochondrienmembran erhöht und 
mitochondriale Proteine werden freigesetzt: Das Cytochrom C bildet mit dem zytosolischen APAF-1 und der 
Initiatorprocaspase-9 das Apoptosom, wodurch die Caspase-9 aktiviert wird. Letztere aktiviert ihrerseits die 
Effektorcaspase-3, welche die Apoptose bewirkt. Die Proteine Smac/DIABLO und HtrA2/Omi hemmen die 
IAP. Die Endonuklease G und der AIF translozieren in den Nukleus und bewirken eine 
Chromatinkondensation und eine Spaltung der DNA. Über tBid aus dem extrinsischen Signalweg besteht 
eine Verbindung der Apoptosesignalwege. M = Mitochondrion; N = Nukleus. 

 

Die Exekutionsphase innerhalb des Apoptoseablaufs setzt mit der aktivierenden 

Spaltung der Effektorprocaspasen in die Effektorcaspasen vermittelt durch die 

Initatorcaspasen ein [97] [159]: Die Initiatorcaspase-8 aus dem extrinsischen 

Signalweg sowie die Initiatorcaspase-9 aus dem intrinsischen Signalweg prozes-

sieren und aktivieren die Effektorcaspasen, insbesondere die Caspase-3 [97] 

[143] [350]. Die letzteren Caspasen ihrerseits spalten und aktivieren einerseits 

weitere Enzyme wie die zytoplasmatische Endonuklease oder Proteasen und 

nehmen andererseits selbst am Abbau verschiedener Strukturproteine teil [97] 
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[143] [159] [319] [350]. In Folge dieser enzymatisch vermittelten Abbauprozesse 

nimmt die gesteuert sterbende Zelle die in Kapitel 1.2.2 dargelegten, Apoptose-

spezifischen morphologischen Veränderungen an [97] [159] [319] [323]. 

 

Während der Terminierung des Apoptosegeschehens werden die zuvor 

entstandenen Apoptosekörperchen mittels Phagozytose beseitigt und an-

schließend lysosomal abgebaut [97] [323]. Die Aufnahme und Degradation der 

letztgenannten Zellüberbleibsel erfolgt sowohl durch die umgebenden Zellen, als 

auch durch einwandernde Makrophagen [151] [187] [338]. Dabei wird die 

Erkennung der Vesikel unter anderem vermittelt über die Interaktion spezifischer 

Phosphatidylserinrezeptoren der phagozytierenden Zellen mit dem auf der 

Außenseite der Apoptosekörperchen exponierten Phospholipid Phosphatidyl-

serin [101] [104]. In Folge dieser Rezeptorbindung werden die Makrophagen in 

der Synthese proinflammatorischer Mediatoren wie des Tumornekrosefaktors-α 

(TNF-α) oder des Interleukins-1β (IL-1β) inhibiert [65] [102] [325] [373] und 

gleichzeitig für die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-10 

(IL-10) oder Transforming-Growth-Factor-β (TGF-β) stimuliert [65] [100] [102] 

[373]. Diese aufgezeigten, regulierten Mechanismen und Abläufe ermöglichen, 

dass die apoptotischen Zellen ohne eine Freisetzung ihrer intrazellulären Inhalte 

unter Beibehaltung einer intakten Zellmembran sterben und gewebeschonend 

entfernt werden [338] [365]. Die Apoptose stellt somit ein gesteuertes und 

schonendes Zellsterben unter Umgehung nachteiliger Folgen wie Entzündungs-

reaktionen oder Organschäden dar [187] [338] [390]. 

 

1.2.4 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Apoptose 

Die Apoptose erfüllt die bedeutungsvolle und unentbehrliche Aufgabe der sorg-

fältigen Ausmusterung gealterter, zahlenmäßig überflüssiger, infizierter oder 

schadhafter Zellen [138] [143] [202]. Sie stellt das Gegenstück zur Zellneubildung 

mittels der Mitose dar und hält sich im physiologischen Zustand mit der letzteren 

das Gleichgewicht [97] [186]. Entsprechend werden regelhafterweise täglich 

mehrere Milliarden Zellen innerhalb des menschlichen Körpers über die Zell-
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teilung neu gebildet während die gleiche Anzahl bestehender Zellen der Apop-

tose unterliegt [324] [326]. Der gesteuerte Zelltod ereignet sich über die gesamte 

Lebensspanne und stellt auf diese Weise sowohl die Funktionalität als auch die 

Homöostase eines Organismus sicher [326]. 

Bereits in der Embryonal- und der Fetalentwicklung ist das Auftreten der Apop-

tose unverzichtbar [97] [326]: Durch den gesteuerten Verlust überflüssiger Zellen 

wird sowohl die endgültige Morphe beispielsweise im Bereich der Finger und 

Zehen [326], als auch die regelrechte Entwicklung des Gehirns sichergestellt [97] 

[298] [326]. Auch die Ausbildung und später die Weiterentwicklung des Immun-

systems selbst sowie ebenfalls dessen Aktivität zur Pathogen- und Schadens-

abwehr erfolgt maßgeblich unter Einbeziehung der Apoptose [97] [132] [302] 

[326]. Schließlich ermöglicht der programmierte Zelltod mittels Apoptose sowohl 

in der Entwicklung als auch im adulten Zustand den Ablauf etwaiger Auf-, Ab- 

und Umbauvorgänge beispielsweise im Rahmen der Involution verschiedener 

Gewebe [97] [186] oder bei der Wundheilung [97], sowie die Erneuerung 

verkommener und die Entfernung entarteter Zellen [143]. 

Neben diesen eben aufgezeigten physiologischen und unabdingbaren Aspekten 

der Apoptose besteht indessen auch eine pathophysiologische Relevanz dieses 

programmierten Zelltodes [365]. Entsprechende nachteilige Ereignisse ergeben 

sich insbesondere dann, wenn die gründliche Regulation der Apoptose gestört 

wird und aus ihrem Gleichgewicht gerät [326]. Abzugrenzen sind in diesem Fall 

diejenigen Krankheitsbilder, welche auf einer unphysiologisch verminderten 

Apoptoserate beruhen, von solchen pathologischen Zuständen, welche durch ein 

gesteigertes Apoptosevorkommen gekennzeichnet sind [97] [326]. 

Zu der ersteren Kategorie sind unter anderem maligne Neoplasien, aber auch 

verschiedene autoimmune Pathologien zu zählen [97] [326]. Im Falle von Krebs-

erkrankungen vermögen die maligne entarteten Zellen durch eine Ansammlung 

genomischer Mutationen eine Resistenz gegenüber des genetisch verankerten 

Apoptoseprogrammes zu entwickeln und sich hierdurch ihrem gesteuerten Zell-

tod zu entziehen [97] [147] [186] [250]. Dem Auftreten einiger Autoimmun-

erkrankungen liegt pathogenetisch eine unzureichende apoptotische Entfernung 
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autoreaktiver Immunzellen zugrunde, so dass die letzteren Zellen schließlich 

körpereigenes Gewebe schädigen [97] [365]. 

Im Gegensatz zum eben dargestellten verminderten gesteuerten Zelltod ist ein 

unphysiologisch vermehrtes Auftreten der Apoptose beispielsweise sowohl als 

eine Ursache als auch als eine Folge infektiöser, neurodegenerativer, aber auch 

ischämischer Erkrankungen vorzufinden [97] [326]. So rufen die humanen 

Immundefizienz-Viren (HIV) nach Infektion ein gesteigertes apoptotisches Zell-

sterben der CD4+-T-Lymphozyten innerhalb ihres Wirtes hervor, was letztlich die 

Entstehung des Aquired Immune Deficiency Syndromes (AIDS) bedingt [97] 

[136]. Betrachtet man den Formenkreis der neurodegenerativen Erkrankungen, 

so sind unter anderem die Krankheitsbilder Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson 

und Chorea Huntington von einem erhöhten Untergang verschiedener Neurone 

mittels der Apoptose begleitet [97] [365] [386]. Auch im Rahmen von Ischämien 

wird dem Auftreten der Apoptose – neben dem geläufigen nekrotischen 

Zellsterben – eine wichtige Bedeutung zugemessen [97] [365]. 

 

1.3 Eryptose 
 

1.3.1 Definition der Eryptose 

Die Eryptose ist ein koordinierter, programmierter und suizidaler Zelltod, welchen 

die roten Blutkörperchen erfahren können [218] [225]. Morphologisch ist diese 

Art des Zellsterbens durch die drei Hauptmerkmale, (1) die Abnahme der Zell-

größe durch Schrumpfung, (2) das Membranscrambling mit Phosphatidylserin-

exposition auf der Erythrozytenoberfläche sowie (3) das Zellmembranblebbing 

charakterisiert [50] [218] [225]. Die Eryptose wird aufgrund von Schädigungen 

der roten Blutkörperchen durch Einwirkung von Eryptosetriggern hervorgerufen 

und ermöglicht dem Organismus die Entfernung defekter Zellen vor einem 

anschließenden Eintritt schädlicher Folgen [218] [225]. 
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1.3.2 Trigger der Eryptose 

Um das Eintreten und Ablaufen der Eryptose in den roten Blutkörperchen 

hervorzurufen, bedarf es der Einwirkung verschiedener Stressoren auf die 

letzteren Zellen [212]. Diese als Eryptosetrigger bezeichneten Auslöser des 

gesteuerten erythrozytären Zelltodes umfassen sowohl verschiedene Umstände, 

welche endogen im Organismus auftreten oder durch externe Manipulation 

entstehen, als auch den Einfluss diverser Xenobiotika, Giftstoffe, sowie körper-

eigener Moleküle [212]. Hervorzuheben sind bei dieser Betrachtung die Iono-

phoren Calcimycin und Ionomycin, welche die ersten beschriebenen Trigger der 

Eryptose darstellen [31] [50]. Zu denjenigen Umständen, welche das Auftreten 

der Eryptose bewirken können, sind beispielsweise der hyperosmolare Schock 

[224], der oxidative Stress [224], eine Glukosedepletion mit daraus folgendem 

Energiemangel [194], die Hyperthermie [113], sowie das Vorliegen von Erkran-

kungen [218] [221] (Kapitel 1.3.7) zu zählen [212]. Beispiele für solche 

Xenobiotika und endogene Substanzen, welche den suizidalen, erythrozytären 

Zelltod bedingen sind in der untenstehenden Tabelle 1 zusammengetragen [212]. 

 

Tabelle 1: Exogene Xenobiotika und endogene Moleküle mit Funktion als Eryptosetrigger modifiziert 
nach [214] [218]. 

Xenobiotikum Involvierte Sigalwege Referenz 

Ca2+ Ceramid Andere 

α-Liponsäure + + + [34] 

Amiodaron +   [291] 

Amphotericin B +  + [261] 

Amyloid  +  [292] 

Azathioprin +   [126] 

Bismuth + +  [54] 

Chlorpromazin +   [196] 

Ciglitazon +   [297] 

Cyclosporin  + + [295] 

Dimethylfumarat +  + [127] 

Leukotrien C4 +   [117] 

Methyldopa  + + [259] 

 

1.3.3 Signalwege der Eryptose 

Der gesteuerte Zelltod der Erythrozyten kann – wie in Kapitel 1.3.2 dargestellt – 

durch eine große Anzahl an Eryptosetriggern hervorgerufen werden und vollzieht 

sich anschließend über verschiedene Signalwege. Letztere lassen sich unter-

teilen in Kalzium-abhängige Mechanismen und in solche Signalwege, die ohne 



 

21 

den Einfluss von Kalzium erfolgen. Beide Mechanismen, Kalzium-abhängig und 

Kalzium-unabhängig, können alleine genommen zur Eryptose führen oder auch 

gemeinsam in eryptotischen Zellen wirken. 

 

Der Kalzium-abhängige Signalweg der Eryptose beruht auf einer Erhöhung der 

intrazellulären Kalziumkonzentration [31] [50] [84]. Hervorgerufen wird diese ge-

steigerte Kalziumaktivität durch die Öffnung nicht-selektiver Kationenkanäle in 

der Erythrozytenmembran mit einem nachfolgenden Einstrom von Kalziumionen 

aus dem Extrazellularraum [175] [177] [224]. Die genannten Ionenkanäle sind 

selektiv für Kationen durchlässig, wobei sowohl monovalente Kationen wie 

Natrium (Na+) oder Kalium (K+), als auch divalente Kationen wie Kalzium (Ca2+) 

passieren können [93] [176] [224]. Bisher ist die molekulare Charakterisierung 

der nicht-selektiven Kationenkanäle unvollständig erfolgt, es wird jedoch von 

einer Beteiligung von Transient Receptor Potential Channel 6 (TRPC6) 

ausgegangen [116]. Unter Ruhebedingungen weisen diese nicht-selektiven 

Kationenkanäle eine Inaktivität auf [93] [116]. Ihre Öffnung erfolgt durch das 

Einwirken verschiedener Eryptosetrigger. Zu letzteren gehören beispielsweise: 

• der osmotische Schock [158] [224] 

Das Einwirken von Hyperosmolarität auf rote Blutkörperchen führt zu deren 

Zellschrumpfung. Letztere Volumenabnahme bewirkt über eine Enzymakti-

vierung die sequenzielle, erythrozytäre Synthese von Prostaglandin E2 

(PGE2) durch die Phospholipase A2 (PLA2), die Cyclooxygenase (COX) und 

die PGE-Synthase [234]. PGE2 seinerseits stimuliert die Öffnung der nicht-

selektiven Kationenkanäle [234]. 

• die Depletion von extrazellulären Chloridionen [93] [228] [234] 

Die Entfernung extrazelluärer Chloridionen bewirkt über eine Enzymakti-

vierung die sequenzielle, erythrozytäre Synthese von PGE2 durch die PLA2, 

die COX sowie die PGE2-Synthase [234]. PGE2 seinerseits stimuliert die 

Aktivierung der nicht-selektiven Kationenkanäle [234].  

• das Prostaglandin E2 [175] [234] 

Auch eigenständig erwirkt PGE2 die Öffnung der nicht-selektiven Kationen-

kanäle [234]. Letzteres Eikosanoid wird unter anderem von aktivierten Throm-
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bozyten [177] [352], von mechanisch beanspruchten Erythrozyten [301] oder 

bei Entzündungsgeschehen [234] [239] freigesetzt. 

• der oxidative Stress [82] [93] [224] 

• die Energiedepletion durch Glukoseentzug [224] 

Die Absenz von Glukose – und damit die Energiedepletion – führt zu einer 

eingeschränkten antioxidativen Abwehr und bewirkt dadurch oxidativen 

Stress [207] [257], welcher die nicht-selektiven Kationenkanäle aktiviert [229]. 

• die Reduktion des Zellvolumens [224] [234] 

Die Aktivität der nicht-selektiven Kationenkanäle wird weiterhin über das 

Zellvolumen der entsprechenden roten Blutkörperchen reguliert [224]. Hier-

aus ergibt sich, dass erythrozytäre Pathologien – sofern sie mit einer er-

leichterten Zellschrumpfung einhergehen – zu einer vermehrten Öffnung jener 

Kationenkanäle führen können [234]. Beschrieben ist eine Vereinfachung der 

Zellschrumpfung unter anderem für die Sichelzellanämie [171] [217] und für 

die Eisenmangelanämie [172]. 

• verschiedene Xenobiotika [214] [218] [223] (Tabelle 1). 

 

Mittels der erhöhten intrazellulären Kalziumkonzentration, welche sich nach der 

Aktivierung der nicht-selektiven Kationenkanäle durch die eben beschriebenen 

Eryptosetrigger einstellt, wird anschließend unter anderem das Membran-

scrambling, die Öffnung der Gárdos-Kanäle und die Aktivierung der Calpain-

Enzyme bewirkt: 

 

Die eingeströmten Kalziumionen rufen eine Aktivierung des Enzyms Phospho-

lipid-Scramblase hervor [351] [382] und hemmen gleichzeitig das Enzym Amino-

phospholipid-Translokase [37] [283] [387] (Abbildung 4). Beide Enzyme sind in 

der Zellmembran der Erythrozyten lokalisiert [76] [387] und erfüllen unter-

schiedliche Funktionen: Die Phospholipid-Scramblase führt nach ihrer Aktivie-

rung zu einer schnellen Durchmischung der Membranlipide, indem sie einen bi-

direktionalen Transport der verschiedenen Phospholipide zwischen den beiden 

Membranblättern ermöglicht [25] [379]. Hieraus resultiert ein symmetrischerer 

Aufbau der Zellmembran, Phosphatidylcholin und Sphingomyelin werden inter-
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nalisiert während Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin auf dem 

äußeren Membranblatt exponiert werden [351] [391]. Die Aminophospholipid-

Translokase hingegen bewahrt in ihrem aktiven Zustand die Asymmetrie der 

Membranlipide gesunder Erythrozyten, indem sie Phosphatidylserin und in ge-

ringerem Ausmaß auch Phosphatidylethanolamin nach deren Diffusion vom 

äußeren zurück in das innere Membranblatt transportiert [81] [343] [379] [387]. 

Unter dem Einfluss des erhöhten intrazellulären Kalziumspiegels kommt es daher 

zu einer raschen Umverteilung der Phospholipide zwischen dem inneren und 

dem äußeren Anteil der Zellmembran mit konsekutivem Verlust der Membran-

asymmetrie [25] [379]. Das Membranlipid Phosphatidylserin, welches im physio-

logischen Zustand streng an das innere Membranblatt gebunden ist, wird in den 

eryptotischen Zellen externalisiert [25]. Der Verlust der Membranasymmetrie mit 

der Phosphatidylserinexposition beschreibt ein Hauptmerkmal der Eryptose [50] 

[224] und ermöglicht die Erkennung und Entfernung betroffener Erythrozyten 

mittels Phagozytose [104] [152] (Kapitel 1.3.4). 

 

 

Abbildung 4: Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase und Hemmung des Enzyms 
Phospholipid-Translokase. Kalziumionen wirken aktivierend auf die Phospholipid-Scramblase, welche 
einen bidirektionalen Phospholipidtransport ermöglicht, und hemmend auf die Phospholipid-Translokase, 
welche Phosphatidylserin internalisiert. In der Folge wird Phosphatidylserin vermehrt exponiert. Ferner wird 
die Phospholipid-Scramblase durch Ceramid aktiviert (Kapitel 1.3.3) und die Phospholipid-Translokase 
durch die Caspase-3 inhibiert (Kapitel 1.3.3) PS = Phosphatidylserin. 

 

Weiterhin bewirkt die Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration die Öff-

nung von Ca2+-sensitiven Kaliumkanälen in der Erythrozytenmembran [122] [142] 
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[232] [258] (Abbildung 5). Angelehnt an ihren Erstbeschreiber werden letztere 

Kanäle auch als Gárdos-Kanäle bezeichnet [124]. Ihre Aktivierung führt zu einem 

Kaliumausstrom aus den Erythrozyten [56]. Daraus resultiert eine Hyper-

polarisation an der Zellmembran, welche als treibende Kraft einen Chlorid-

ausstrom durch membranständige Chloridkanäle hervorruft [55] [225] [232]. 

Zusammengefasst kommt es also zu einem erythrozytären Verlust von Kalium-

chlorid (KCl), osmotisch bedingt folgt Wasser nach extrazellulär [55] [232]. Dieser 

Wasserverlust bedingt eine Schrumpfung der Zellen [56] [57] [232], welche als 

eines der Hauptmerkmale der Eryptose gilt [50] [224] (Kapitel 1.3.1). 

 

 

Abbildung 5: Molekulare Mechanismen der eryptotischen Zellschrumpfung modifiziert nach [225]. 
Verschiedene Eryptosetrigger wie der osmotische Stress, der oxidative Stress oder PGE2 rufen eine 
Aktivierung des nicht-selektiven Kationenkanals hervor, durch welchen Kalziumionen nach intrazellulär 
einströmen. Die Kalziumionen bewirken eine Öffnung des Gárdos-Kanals mit nachfolgendem Ausstrom von 
Kaliumionen. Dem elektrochemischen Gradienten entsprechend folgen Chloridionen durch den Chloridkanal 
nach extrazellulär. Der Verlust an Kaliumchlorid bedingt den osmotischen Ausstrom von Wasser und eine 
damit verbundene Zellschrumpfung. AA = Arachidonsäure; NSC = Nicht-selektiver Kationenkanal. 

 

Die Abnahme des Zellvolumens wirkt an dieser Stelle einer schädigungs-

bedingten Schwellung der betroffenen Erythrozyten entgegen und kann so deren 

Hämolyse mit einhergehender Freisetzung intrazellulärer Komponenten ver-

zögern oder sogar verhindern [208] [232]. Überdies resultiert die Zellschrum-
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pfung in einer vermehrten Exprimierung von Phosphatidylserin auf dem äußeren 

Membranblatt der roten Blutkörperchen [237] [340]. Als ein möglicher Patho-

mechanismus hierfür erscheint eine Aktivierung des Enzyms Sphingomyelinase 

aufgrund der Reduktion des Zellvolumens und in der Folge die Entstehung von 

Ceramid [226]. Das Ceramid seinerseits sensibilisiert die Phospholipid-

Scramblase für die erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzentration [226] (Kapitel 

1.3.3). Damit nimmt die Öffnung der Gárdos-Kanäle mit nachfolgender Abnahme 

des Erythrozytenvolumens indirekt einen verstärkenden Einfluss auf den Verlust 

der Membranasymmetrie eryptotischer Zellen. 

 

In Folge der gesteigerten intrazellulären Kalziumaktivität wird außerdem die 

zytosolische Cystein-Endopeptidase Calpain (Calium ion-dependent papain-like 

cysteine protease [285]) in den roten Blutkörperchen an die Zellmembran 

transloziert und anschließend durch Autoproteolyse aktiviert [31] [150] [272] [273] 

[275]. In aktivierter Form bewirkt das Calpain in den Erythrozyten den Abbau 

verschiedener Strukturproteine des Zytoskeletts wie Spektrin, Ankyrin R oder 

Bande-3-Proteinen [84] [150] [234] [305]. Die gestörte Integrität des Zytoskeletts 

führt zum Membranblebbing [115], welches ein Hauptmerkal der Eryptose 

darstellt [50] [224], sowie zur Ausbildung und Ablösung von Mikrovesikeln [234] 

[309]. Die Mikrovesikel reduzieren dabei das Zellvolumen der eryptotischen roten 

Blutkörperchen und erleichtern so deren anschließende Phagozytose [234]. 

 

Neben dem oben beschriebenen Kalzium-abhängigen Signalweg vermag die 

Eryptose auch unabhängig von erhöhten intrazellulären Kalziumionen zu erfol-

gen: Werden Erythrozyten beispielsweise einem hyperosmolaren Milieu ausge-

setzt und wird gleichzeitig die Kalziumwirkung unterbunden – entweder durch 

Depletion der Kalziumionen oder durch pharmakologische Hemmung der nicht-

selektiven Kationenkanäle – so werden die Zellschrumpfung und die Phos-

phatidylserinexposition zwar abgeschwächt, aber nicht gänzlich unterbunden 

[224] [226]. Aus dieser Beobachtung folgt, dass auch weitere Mechanismen – 

losgelöst von einer gesteigerten Kalziumaktivität – den gesteuerten Zelltod der 

roten Blutkörperchen hervorrufen [226]. Zu diesen alternativen Signalwegen 
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zählen unter anderem die durch das Lipid Ceramid vermittelten Mechanismen 

der Eryptose sowie der über Caspasen hervorgerufene Signalweg. 

 

Ceramide gehören der Verbindungsklasse der Sphingolipide an und zählen ne-

ben dem Kalzium-abhängigen Signalweg zu den bedeutsamsten Mechanismen 

der Eryptoseauslösung [208]. Ersteres Lipid dient als ein Second-Messenger und 

taucht in verschiedenen Zellvorgängen wie dem Entzündungsgeschehen, der 

Seneszenz, der Apoptose und eben der Eryptose auf [88] [137] [148]. 

Die Ceramid-vermittelten Mechanismen der Eryptose können durch das 

Einwirken vieler verschiedener Zustände und Substanzen ausgelöst werden. 

Hierzu gehören beispielsweise: 

• der osmotische Schock [226] 

• das Auftreten von Fieber [113] oder einer Sepsis [184] 

• das Leber- [210] und das Nierenversagen [1] 

• das hämolytisch-urämische Syndrom (HUS) [230] 

• der Morbus Wilson [236] 

• diverse Xenobiotika [218] [223] (Tabelle 1) 

 

Noch ist unzureichend bekannt, welche Mechanismen und Enzyme die 

Entstehung des Ceramids in den roten Blutkörperchen bewirken [208] [218]. Eine 

erythrozytäre de novo Synthese des Second-Messengers wurde bislang nicht 

angenommen und festgestellt [96] [146] [370]. Beschrieben wird, dass die 

Ceramidbildung in den Erythrozyten durch eine Spaltung des Membranlipids 

Sphingomyelin in Phosphocholin und Ceramid mittels des Enzyms Sphingo-

myelinase erfolgt [134] [226]. Fraglich ist diesbezüglich die Lokalisation des 

letzteren Enzyms [223]: Eine erythrozytäre Sphingomyelinaseaktivität erscheint 

aufgrund einer mangelnden Nachweisbarkeit [146] als unwahrscheinlich [88]. 

Möglich ist indes das Vorkommen der Sphingomyelinase im Blutplasma [167] 

[218]. In Übereinstimmung hierzu weisen Patienten mit Morbus Wilson diese 

Enzymaktivität in ihrem Blutplasma auf [236]. Im Falle eines osmotischen 

Schocks wird die Aktivität der Sphingomyelinase über einen Signalweg reguliert, 
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welcher auf dem Plättchenaktivierenden Faktor (PAF) beruht: Eine Zell-

schrumpfung der Erythrozyten, bedingt durch das hyperosmolare Milieu, zieht die 

Entstehung des PAF durch die Katalyse des Enzyms PLA2 nach sich [235]. Die 

roten Blutkörperchen exprimieren in ihrer Zellmembran PAF-Rezeptoren [235] 

und die Stimulation mittels des PAF führt nachfolgend zu einer Aktivierung der 

Sphingomyelinase [235]. 

Auch das Verständnis über die Signalwege, mittels welcher Ceramid die 

Eryptose bewirkt, ist bislang unvollständig [208]. Zum einen wird angenommen, 

dass jenes Sphingolipid die roten Blutkörperchen für Kalziumionen und den 

Kalzium-vermittelten Signalweg der Eryptose, insbesondere die Phosphatidyl-

serinexposition durch die Phospholipid-Scramblase [223], sensibilisiert [225] 

[226]. Weiterhin sammelt sich Ceramid in der erythrozytären Zellmembran in 

Form von Anhäufungen und führt zu veränderten Eigenschaften der Membran 

sowie einer abweichenden Interaktion der letzteren mit dem Zytoskelett [88]. 

Infolgedessen kommt es zu einer gesteigerten Membranrigidität, einer erhöhten 

Membranpermeabilität sowie der Ausbildung von Vesikeln [88]. 

 

Ferner können die Kalzium-unabhängigen Mechanismen der Eryptoseauslösung 

auch die Aktivität von Caspasen involvieren [265] [266]. Rote Blutkörperchen 

exprimieren nennenswerte Mengen an Procaspase-3 und Procaspase-8 [31]. 

Durch das Einwirken beispielsweise von oxidativem Stress [266] [269] oder von 

Leukotrienen [117] – nicht aber durch sonstige geläufige apoptotische/ 

eryptotische Stimuli [31] – wird zunächst die Procaspase-8 in die aktive Caspase-

8 gespalten und diese aktiviert daraufhin die Procaspase-3 zur Caspase-3 [265]. 

Letztere wird weiterhin unter dem Einfluss von α-Liponsäure aktiviert [34]. Die 

Caspase-3 bewirkt anschließend den Abbau des Bande-3-Proteins [264] und 

eine Hemmung der Aminophospholipid-Translokase [266]. Folglich gelangt 

Phosphatidylserin vermehrt auf das äußere Blatt der Zellmembran und die 

betroffenen Erythrozyten werden durch Makrophagen erkannt und beseitigt 

[266]. In diesen beschriebenen Fällen, nämlich der Eryptoseauslösung durch 

oxidativen Stress, durch Leukotriene sowie durch α-Liponsäure, sind Caspasen 

an den Mechanismen des gesteuerten Zelltodes beteiligt. Betrachtet man 
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allerdings die oben beschriebene Kalzium-vermittelte Eryptose, so wird die 

Caspasenaktivität dort nicht benötigt [31] [50] [226] [377]. 

 

1.3.4 Entfernung der eryptotischen Zellen aus der Zirkulation 

Diejenigen roten Blutkörperchen, welche die Eryptose durchlaufen, nehmen ver-

schiedene morphologische Veränderungen an (Kapitel 1.3.1). Dem Verlust der 

Membranasymmetrie mit nachfolgender Exposition von Phosphatidylserin kommt 

dabei – wie auch bei der Apoptose (Kapitel 1.2.2) – eine besondere Bedeutung 

zu: das Erkennen und Entfernen der eryptotischen Zellen wird hierdurch ermög-

licht [152]. Befindet sich Phosphatidylserin im äußeren Blatt der Zellmembran, so 

werden Makrophagen zur Phagozytose dieser Zellen stimuliert [85] [103] [104] 

[338] [382]. Über spezifische Rezeptoren binden die Fresszellen an das ex-

ponierte Phospholipid [101] [274] und entfernen anschließend die betroffenen 

Zellen aus der Zirkulation [40]. Die Phagozytose tritt zeitnah nach dem Eintritt 

des Zelltodes bei noch intakter Zellmembran der eryptotischen Zellen auf und 

trägt dadurch zur Verhinderung einer Zellruptur bei [104] [152] [185] [338]. Nach-

teilige Folgen wie die Freisetzung intrazellulärer Komponenten mit anschließen-

der Entzündungsreaktion [152] [334] oder eine mögliche Nierenschädigung [149] 

[334] werden auf diese Weise umgangen. 

 

1.3.5 Inhibitoren der Eryptose 

Neben der oben dargestellten Stimulation der Eryptose durch verschiedene 

Trigger (Kapitel 1.3.2) kann der gesteuerte Zelltod der roten Blutkörperchen auch 

in hemmender Weise beeinflusst werden [212]. Diese Inhibition vermag sowohl 

durch endogene Faktoren und Mechanismen im Rahmen physiologischer 

Regulation als auch durch exogene, pharmakologische Hemmstoffe zu erfolgen 

[212]. Möglich ist die Eryptosehemmung dabei auf den verschiedenen Ebenen 

der zuvor beschriebenen Signalwege (Kapitel 1.3.3): 
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Zunächst ist eine Hemmung des gesteuerten erythrozytären Zelltodes mittels der 

Verhinderung des intrazellulären Kalziumanstiegs möglich. Hierzu können die 

nicht-selektiven Kationenkanäle endogen durch das Hormon EPO inhibiert 

werden [286]. Weiterhin inhibieren sowohl zytoplasmatische [158] als auch extra-

zelluläre [93] Chloridionen die Aktivität jener Ionenkanäle [227]. Eine Hemmung 

der nicht-selektiven Kationenkanäle ist ebenfalls durch verschiedene Katechol-

amine zu erzielen [233]. Sowohl endogene Hormone wie Dopamin, als auch exo-

gene Sympathomimetika wie Isoproterenol oder Phenylephrin vermindern den 

Einstrom von Kalziumionen [233]. Anzumerken ist hierbei allerdings, dass der 

inhibitorische Effekt dieser Katecholamine erst bei hohen Konzentrationen, teil-

weise oberhalb des physiologischen Bereichs, auftritt [233]. Pharmakologisch 

kann eine Hemmung der nicht-selektiven Kationenkanäle mittels Amilorid [93] 

[224], dessen Analogon Ethylisopropylamilorid (EIPA) [228], dem Schleifen-

diuretikum Furosemid [204] sowie dem Reverse-Transkriptase-Inhibitor Zido-

vudin [203] erfolgen. Sofern PGE2 an der Öffnung jener Kationenkanäle mitwirkt, 

ist es zudem möglich, deren Aktivierung durch ein Eingreifen in die PGE2-Syn-

these abzuschwächen oder zu verhindern [234]. Erreicht werden kann dies so-

wohl durch die Inhibition des Enzyms PLA2 mittels Quinacrin als auch durch die 

Hemmung des Enzyms COX mittels Acetylsalicylsäure oder Diclophenac [234]. 

An späterer Stelle im Signalweg der Eryptose besteht die Möglichkeit einer 

Hemmung der Gárdos-Kanäle. Jene kann pharmakologisch mithilfe von 

Charybdotoxin, Clotrimazol, Nitrendipin oder Nifedipin erfolgen und führt zu einer 

Verminderung des Kaliumausstroms aus den Erythrozyten [168] [178] [232]. 

 

Auch im Ceramid-vermittelten Signalweg des erythrozytären Zelltodes bietet sich 

die Möglichkeit der inhibitorischen Regulation: Endogen erfolgt eine Hemmung 

der Sphingomyelinase durch Urea [227], pharmakologisch kann dieses Enzym 

mittels Amitryptilin inhibiert werden [48]. Beide Hemmstoffe gehen mit einer 

verminderten Ceramidentstehung einher. 
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Zusätzlich zu den zuvor dargestellten endogenen Molekülen mit definiertem 

Angriffspunkt in der Eryptosekaskade gibt es weitere, physiologischerweise 

vorkommende Hemmstoffe, deren Wirkmechanismen und Zielstrukturen bisher 

nicht vollständig aufgeklärt sind. Zu dieser Gruppe an Inhibitoren gehört das 

Molekül NO, welches in niedriger Dosierung die Eryptose zu verhindern mag 

[293]. Zum einen ist dabei denkbar, dass NO zumindest teilweise einen hem-

menden Einfluss auf die nicht-selektiven Kationenkanäle ausübt, zum anderen 

könnte das Molekül auch eine Nitrosylierung erythrozytärer Proteine bewirken 

und dadurch deren antiapoptotische/-eryptotische Wirkung fördern [293]. Zu 

beachten ist, dass hohe Konzentrationen an NO eine gegenteilige Wirkung zei-

gen, indem sie die Auslösung des gesteuerten Zelltodes der Erythrozyten fördern 

[197] [293]. In Übereinstimmung mit der beschriebenen Eryptosehemmung durch 

das Molekül NO zeigt auch das Peptidhormon Endothelin 1 eine inhibitorische 

Wirkung auf den gesteuerten Zelltod [118]. Als zugrundeliegender Mechanismus 

erscheint eine Aktivierung des Endothelin B Rezeptors mit anschließender Stimu-

lation der NO-Synthase denkbar [314]. Folglich könnte also auch hier das Molekül 

NO die Eryptose negativ regulieren [118]. Ebenfalls ist als endogener Inhibitor 

das Nukleosid Adenosin zu nennen, welches das Ausmaß des gesteuerten, 

erythrozytären Zelltodes abschwächt [296]. Berücksichtigt werden muss an 

dieser Stelle, dass für die inhibitorische Wirkung Adenosinkonzentrationen 

oberhalb des physiologischen Bereichs notwendig sind [296]. 

 

Schließlich sind noch solche exogenen, pharmakologischen Hemmstoffe der 

Eryptose anzuführen, deren exakte Wirkweisen oder Angriffspunkte – wie eben 

schon bei den endogenen Inhibitoren – inkomplett beschrieben sind (Tabelle 2). 

 

Tabelle 2: Pharmakologische Hemmstoffe der Eryptose modifiziert nach [212]. 

Eryptosehemmstoff Referenz 

Blebbistatin [215] 

Koffein [111] 

Naringin [347] 

Nitroprussid (NO-Donator) [293] 

Papanonoat (NO-Donator) [293] 

Resveratrol [316] 

Salidroside [318] 

Trolox [114] 

Xanthohumol [317] 
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1.3.6 Physiologische Bedeutung der Eryptose 

Die Eryptose stellt – wie zuvor beschrieben – einen gesteuerten Zelltod dar, sie 

ist sorgfältig reguliert und erfolgt nach einem klaren Prinzip [212] [225]. Eben-

deswegen wird dem ersteren Ereignis im physiologischen Zustand eine hohe 

Relevanz zuteil [221]. Die Bedeutung der Eryptose ähnelt dabei derjenigen der 

Apoptose und liegt in der frühzeitigen Entfernung beschädigter, infizierter oder 

überschüssiger roter Blutkörperchen [214] [221]. 

Weisen Erythrozyten Defekte wie einen Energieverlust oder eine schadhafte, 

lecke Zellmembran auf, so schwellen jene Zellen letztendlich aufgrund einer 

Erhöhung der intrazellulären Natrium- und Chloridionen sowie osmotisch-bedingt 

begleitendem Wassereinstrom an [217] [221]. Die Zunahme des Zellvolumens 

zieht anschließend die Ruptur der roten Blutkörperchen, also deren Hämolyse 

(Kapitel 1.1.5) nach sich [221]. Dadurch kommt es zu einer unkontrollierten 

Freisetzung intrazellulärer Komponenten, welche eine Entzündungsreaktion 

bedingen können [152]. Weiterhin wird Hämoglobin aus den lysierten Zellen 

freigesetzt [149] [212] [221]. Der rote Blutfarbstoff vermag nach Filtration in der 

Niere die dortigen Tubuli zu verstopfen und das Organ zu schädigen [73] [149] 

[221]. Um diese schwerwiegenden Folgen der Zellruptur zu vermeiden, greift hier 

die Eryptose ein [225]: Sie geht den eben beschriebenen Mechanismen nach 

Zellschädigung voran und bezweckt, die Hämolyse abzuwenden [214] [221]. 

Dabei werden im Rahmen der Eryptose die Gárdos-Kanäle geöffnet [221] [225]. 

Die roten Blutkörperchen verlieren folglich Kaliumchlorid sowie Wasser und ihr 

Volumen verringert sich [221] [225]. Durch die Zellschrumpfung wird eine Zell-

ruptur des geschädigten Erythrozyts herausgezögert und möglichst verhindert 

[221] [232]. Gleichzeitig wird durch die Phosphatidylserinexposition auf der 

Membran der eryptotischen Zellen die zeitnahe Erkennung und Beseitigung 

durch Makrophagen erwirkt, aufgrund der zügigen Phagozytose kann die 

Hämolyse nicht eintreten [104] [152]. Zusammengenommen stellt die Eryptose 

verglichen mit der Hämolyse also einen schonenden Zelltod mit der Funktion der 

Eingrenzung schädlicher Folgen dar [214] [221]. Durch die Verhinderung der Zell-

ruptur und seinen fein abgestimmten Ablauf ist der programmierte, erythrozytäre 

Zelltod nicht-entzündlich und organprotektiv. 
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Ebenfalls kann eine Infektion der roten Blutkörperchen zu einem gesteigerten 

Auftreten des programmierten Zelltodes in den letzteren Zellen führen [211]. In 

diesem Fall werden diejenigen Erythrozyten nach ihrem Eryptoseeintritt rasch 

aus der Zirkulation entfernt, so dass durch die Eryptose eine Abwehr der Erkran-

kung ermöglicht wird [214]. Beschrieben ist dieser Zusammenhang für die 

Protozoonose Malaria: Das Pathogen Plasmodium bewirkt nach Infektion der 

roten Blutkörperchen über die Ausübung von oxidativem Stress [16] [29] [130] 

eine Öffnung von nicht-selektiven Kationenkanälen in der erythrozytären Zell-

membran [94] [112] [363]. Folglich kommt es zum Einstrom der Kationen Na+ und 

Ca2+, welche einerseits für die Ausreifung des Parasits benötigt werden [49] [112] 

[192], andererseits aber über die oben beschriebenen Signalwege (Kapitel 1.3.3) 

die Eryptose der Wirtszelle bedingen [49] [225]. Die sterbenden roten Blutkörper-

chen werden rasch phagozytiert und anschließend gemeinsam mit dem Patho-

gen Plasmodium abgebaut [222]. Auf diese Weise wird eine Parasitämie be-

grenzt und die Malariainfektion angegangen [112]. 

Schließlich besteht die Vermutung, dass der gesteuerte, erythrozytäre Zelltod 

auch eine regulative Funktion übernimmt, indem entbehrliche oder den physio-

logischen Bedarf zahlenmäßig überschreitende rote Blutkörperchen mittels der 

Eryptose ausgemustert werden [214] [223] [315]. Ein derartiger Regulations-

mechanismus läuft beispielsweise in der Neonatalperiode ab, um überflüssige 

und mit fetalem Hämoglobin beladene Erythrozyten aus dem Blutkreislauf zu 

entfernen [115] [212] [327] [329]. Weiterhin ist auch nach der Rückkehr aus 

großer Höhe mit dadurch bedingt hoher EPO-Einwirkung und gesteigerter 

Erythropoiese ein deutlich vermehrtes Verscheiden vor allem junger roter Blut-

körperchen auszumachen [214] [223] [329]. Bezeichnet wird letztere Erschei-

nung als Neozytolyse [7] [223]. Unvollständig geklärt ist allerdings noch, ob dem 

gesteigerten Zelltod der fetalen Erythrozyten sowie der Neozytolyse die gleichen 

Mechanismen wie auch der Eryptose zugrunde liegen [115] [214]. Auf diese 

beschriebene Weise – unter Zuhilfenahme der Eryptose oder auch der Neozyto-

lyse – ergäbe sich für den Organismus folglich die Möglichkeit, die Erythrozyten-

anzahl zeitnah an die aktuelle Notwendigkeit anzupassen [214] [223] [329]. Der 

langwierige Regelkreis über die Absenkung der EPO-Konzentration und der 
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Erythropoiese sowie über das Abwarten des altersbedingten Zelltodes der 

vorhandenen Erythrozyten könnte somit erheblich verkürzt werden [214] [223]. 

 

1.3.7 Pathophysiologische Bedeutung der Eryptose 

Neben der zuvor aufgezeigten physiologischen Relevanz und der protektiven 

Wirkung der Eryptose besteht gleichermaßen eine pathophysiologische Bedeu-

tung des gesteuerten, erythrozytären Zelltodes [221]. Wichtigkeit erlangen die 

nachteiligen Folgen insbesondere in denjenigen Situationen, in welchen die Eryp-

tose in deutlich gesteigerter Form auftritt und somit die Regulationsmechanismen 

des betroffenen Organismus beeinträchtigt [211] [212] [214]. Die pathophysio-

logische Relevanz des gesteuerten, erythrozytären Zelltodes ergibt sich 

einerseits aus den Folgen eines verstärkt auftretenden Eryptosegeschehens 

selbst wie im Falle einer Anämie oder thrombotischer Ereignisse [212] [214]. 

Eryptotische rote Blutkörperchen werden aufgrund ihrer morphologischen Merk-

male, insbesondere der Phosphatidylserinexposition, von Makrophagen erkannt 

und nachfolgend mittels Phagozytose aus der Zirkulation entfernt [104] [338]. Der 

hieraus resultierende, gesteigerte Verlust an Erythrozyten erfordert deren 

vermehrte Bildung mittels Erythropoiese, um die physiologische Zellzahl aufrecht 

zu erhalten [214]. In diesem Zustand ist die erhöhte Syntheserate an einem ver-

mehrten Auftreten von Retikulozyten im peripheren Blut erkenntlich [223]. Über-

steigt die phagozytotische Entfernung im Rahmen der Eryptose jedoch die Neu-

bildung der roten Blutkörperchen, so tritt als Folge das Krankheitsbild der Anämie 

in Erscheinung [214] [223]. Letztere Erkrankung ist definiert als eine Verminde-

rung entweder der Anzahl an Erythrozyten oder des Hämoglobins mit daraus 

folgender verminderter Sauerstofftransportkapazität und unzureichender Erfül-

lung des physiologischen Sauerstoffbedarfs [271]. 

Ebenso vermögen die eryptotischen Zellen durch das exponierte Phosphatidyl-

serin an die Endothelzellen der Gefäßwand zu adhärieren [44] [72] [74] [123] 

[304]. Auch dieser beschriebene Pathomechanismus ist insbesondere bei exzes-

siver Eryptose bedeutend: die gesteigerte Endotheladhäsion der sterbenden 
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Erythrozyten kann die Ausbildung von Gefäßthromben fördern sowie zu Ein-

schränkungen der Mikrozirkulation führen [44] [72] [380] [392]. 

Andererseits vermag aber auch das Vorliegen verschiedener Erkrankungen 

innerhalb eines Patienten das Auftreten der Eryptose zu fördern oder sogar zu 

erwirken [212] [214] [223]. 

Zunächst sind eine beträchtliche Anzahl an Erkrankungen aus der Gruppe der 

hämatologischen Pathologien durch eine gesteigerte Anfälligkeit gegenüber 

Stressoren und eine erhöhte Rate an gesteuertem, erythrozytärem Zelltod ge-

kennzeichnet [223]. Anzuführen ist hier die Eisenmangelanämie, in deren 

Rahmen die eisendefizienten roten Blutkörperchen eine Verkürzung ihrer 

Lebensspanne aufweisen [185]. Pathophysiologisch liegt eine verstärkte Aktivie-

rung der nicht-selektiven Kationenkanäle aufgrund des verringerten Zellvolu-

mens der eisenmangelnden Erythrozyten nahe [172] [185]. Gleichermaßen zei-

gen sich auch die roten Blutkörperchen beim Vorliegen der hereditären Hämo-

globinopathien Thalassämie und Sichelzellanämie vermehrt anfällig gegenüber 

der Eryptose [26] [229] [380]. Auch im Rahmen der Erbkrankheit Glukose-6-

Phosphatdehydrogenase (G6PD)-Mangel ist ein erhöhtes Auftreten des 

gesteuerten, erythrozytären Zelltodes unter Einwirkung von Stressoren zu ver-

zeichnen [229]. Ferner geht auch die Erkrankung an der paroxysmalen nächtliche 

Hämoglobinurie (PNH) mit einer erhöhten erythrozytären Phosphatidyl-

serinexposition und somit mit einem vermehrten Eryptosegeschehen einher [27]. 

Ebenso ist bei verschiedenen Stoffwechselerkrankungen begleitend ein vermehr-

tes Auftreten der Eryptose beschrieben [211] [212]. So zeigt sich im Blut von 

Patienten, welche an einem Diabetes leiden, ein erhöhter Anteil an roten Blut-

körperchen, welche das Phospholipid Phosphatidylserin auf ihrer Zelloberfläche 

exponieren und dem gesteuerten Zelltod unterliegen [62] [256] [294]. Patho-

physiologisch liegen hier – zumindest zum Teil – die vermehrte Entstehung des 

Ketoaldehyds Methylglyoxal [294] im Rahmen von Hyperglykämien [366] sowie 

die krankhaften Zuckerüberschreitungen selbst [299] zugrunde. Das Methylgly-

oxal schädigt die Erythrozyten unter anderem über eine Beeinflussung ihrer 

Glykolyse mit einhergehender Abnahme des Energieträgers ATP und Verminde-
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rung des antioxidativen Tripeptids GSH [294]. Gleichzeitig bewirken die Hyper-

glykämien ihrerseits die Einwirkung von oxidativem Stress vermittelt über eine 

Erhöhung der Malondialdehydkonzentration [299], eine gesteigerte Aktivität der 

Superoxiddismutase [21], die Lipidperoxidation [21] [62], sowie ebenfalls die Ab-

nahme der Glutathionkonzentration [299]. Auch ist ein vermehrtes Vorkommen 

der Eryptose als eine Folge des metabolischen Syndroms denkbar [212] und für 

die einbegriffenen Symptome der Adipositas [354], der Hypertonie [311], sowie 

der Dyslipidämie [311] jeweils sogar beobachtet. Weiterhin gilt der Morbus Wil-

son, eine genetisch bedingte Krankheit mit Störungen im Kupferstoffwechsel und 

vermehrter Anreicherung dieses Spurenelementes in verschiedenen Geweben 

des Körpers [249], als eine Stoffwechselerkrankung mit gesteigertem Eryptose-

vorkommen [211] [212] [236]. Diagnostisch ersichtlich wird der vermehrte 

erythrozytäre Zelltod in Form einer milden Anämie [19] [249]. Pathophysiologisch 

liegt der durch den Morbus Wilson bedingten Eryptose vor allem eine Aktivierung 

der Sphingomyelinase mit anschließender Ceramidentstehung [236] sowie 

möglicherweise auch vermehrter oxidativer Stress vermittelt durch die 

Kupferionen zugrunde [19] [287]. 

Eine erhöhte Anfälligkeit der roten Blutkörperchen gegenüber der Eryptose und 

nachfolgend auch gesteigerte Raten an diesem gesteuerten, erythrozytären 

Zelltod werden weiterhin im Rahmen von Organinsuffizienzen beobachtet. Als 

wichtigstes Beispiel soll hier die chronische Niereninsuffizienz aufgeführt werden 

[211] [212]. Patienten mit letzterem Krankheitsbild weisen vermehrt Phos-

phatidylserin-exponierende, eryptotische Erythrozyten in ihrem Blut auf [1] [42] 

[286] [313]. Zudem gehen Niereninsuffizienzen regelmäßig mit Anämien einher 

[206], welche neben dem aus der Grundkrankheit resultierenden Erythropoietin-

mangel [17] und dem häufig begleitenden Eisenmangel [17] [206] auch durch die 

erhöhte Eryptoserate mitbedingt werden [1] [216]. Der Eryptose als Folge der 

Niereninsuffizienz liegt pathophysiologisch sowohl vermehrter oxidativer Stress 

[13], eine Hyperphosphatämie [371] sowie die Anhäufung toxischer Substanzen 

wie Vanadat [120], Acrolein [5], Indoxylsulfat [4] und Methylglyoxal [238] [294] 

zugrunde. Die akute Herzinsuffizienz stellt ein weiteres Organversagen dar, bei 

welchem die Möglichkeit des Auftretens eines erhöhten Eryptosegeschehen 
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besteht [18] [262]. Ebenfalls sind an dieser Stelle Leberschäden sowie Leberin-

suffizienzen anzuführen, beide Pathologien bewirken vermehrt eine Phos-

phatidylserinexposition auf der Oberfläche der roten Blutkörperchen sowie deren 

gesteuerten Zelltod [210] [213]. 

Überdies zeigen die roten Blutkörperchen auch unter Einwirkung verschiedener 

infektiöser Erkrankungen sowie deren Maximalform, der Sepsis, eine vermehrte 

Exposition des Phosphatidylserins auf ihrer Zelloberfläche und ein gesteigertes 

Auftreten ihres gesteuerten Zelltodes [211]. Beschrieben ist das erhöhte 

Eryptosegeschehen beispielsweise für Infektionen an dem Bakterium Myco-

plasma [107] [211], durch das Toxin Listeriolysin im Rahmen einer Infektion an 

dem Bakterium Listeria monocytogenes [119] oder auch im Fall der Proto-

zoonose Malaria [112] [222]. Der gesteuerte, erythrozytäre Zelltod ist unter den 

Krankheitsumständen einer Sepsis besonders ausgeprägt [184] [211]. Diese 

Blutvergiftungen können in ihrer Folge zudem von Anämien begleitet werden, 

wobei die Eryptose als eine mitwirkende Ursache an letzterer Blutarmut be-

trachtet wird [184]. Pathophysiologisch kommt in der Entwicklung des Sepsis-

vermittelten gesteuerten Zelltodes der roten Blutkörperchen der Ceramident-

stehung eine hohe Bedeutung zu [184]. 

Auch im Rahmen von malignen Neoplasien vermag der gesteuerte, erythrozytäre 

Zelltod vermehrt aufzutreten [209] [211] [212]. Beschrieben sind erhöhte 

Expositionen des Phospholipids Phosphatidylserin und ein vermehrtes Eryptose-

geschehen beispielsweise für Lungenkarzinome [36] und das Myelodys-

plastische Syndrom [27]. Klinische Relevanz erlangt die Eryptose in den letzteren 

Krankheitsbildern aufgrund der Tatsache, dass die Krebserkrankungen häufig mit 

einer Anämie einhergehen [125] [129], welche ihrerseits durch den gesteuerten, 

erythrozytären Zelltod mitbedingt oder verschlechtert werden kann [209]. Als ein 

möglicher Auslöser der Eryptose in Folge von bösartigen Neubildungen ist das 

Vorhandensein von Faktoren im Blutplasma beschrieben, welche in Zelltod-

fördernder Weise auf die roten Blutkörperchen einwirken [209]. Diese Erkenntnis 

leitet sich aus der Beobachtung ab, dass die Erythrozyten gesunder Probanden 

nach einer Inkubation mit dem Plasma von an Lungenkrebs erkrankten Patienten 

eine signifikant höhere Phosphytidylserinexposition auf ihrer Zelloberfläche 
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aufweisen [36]. Weiterhin ist auch die Mitwirkung eines Eisenmangels, welcher 

eine Krebserkrankung oftmals begleitet [129] [248], an der Induktion der Eryptose 

denkbar [209]. Erschwerend kommt hinzu, dass viele der in der antineo-

plastischen Therapie eingesetzten Zytostatika selbst den gesteuerten, erythro-

zytären Zelltod fördern (Tabelle 3) [36] [209]. 

 

Tabelle 3: Zytostatika mit fördernder Wirkung auf die Eryptoseauslösung modifiziert nach [209]. 

Klinisch eingesetzte Zytostatika Referenz 

Bexaroten [6] 

Carmustin [170] 

Cisplatin [260] 

Mitotan [163] 

Oxaliplatin [106] 

Paclitaxel [231] 

Sorafenib [254] 

Sunitinib [346] 

Topotecan [35] 

 

1.4 Testsubstanzen 
 

1.4.1 Costunolid 

Das Xenobiotikum Costunolid stellt einen sekundären Pflanzenstoff dar und zählt 

– als ein Terpenderivat – zur Stoffklasse der Sesquiterpenlactone [190] [242]. 

Jene chemische Verbindung wurde 1960 erstmals durch Isolierungen aus der 

Kostuswurzel (Saussurea lappa) gewonnen [190] [320], ist natürlicherweise aber 

in verschiedenen Heilpflanzen enthalten [242] [243] [246]: Insbesondere Pflan-

zenarten aus der Familie der Korbblütler (Asteraceae), wie unter anderem eben 

die Kostuswurzel oder der echte Alant (Inulea helenium) [60], aber auch Vertreter 

weiterer Pflanzenfamilien wie der echte Lorbeer (Laurus nobilis) schließen 

Costunolid als Inhaltsstoff ein [243]. 

Chemisch betrachtet, weist das letzere Sesquiterpenlacton die Summenformel 

C15H20O2 auf [190]. Strukturell handelt es sich um ein aus zehn Kohlenstoff-

atomen aufgebautes, ringförmiges Grundgerüst, welches mit einer funktionellen 

Gruppe, dem α-Methylen-γ-Butyrolacton, verknüpft ist [242] (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Chemische Struktur des Sesquiterpenlactons Costunolid, Strukturformel erstellt in 
ChemDraw 19.1. 

 

Dem α-Methylenrest des Lactons, auch als exozyklisches Methylen bezeichnet, 

wird dabei die hauptsächliche Bioaktivität des Costunolids zugeschrieben [64] 

[190] [243] [322]: Aufgrund seiner ausgeprägten elektrophilen Reaktivität reagiert 

der Methylenrest unter anderem mit der Thiolgruppe innerhalb der Aminosäure 

Cystein und vermag auf diese Weise Einfluss auf cysteinhaltige Proteine zu 

nehmen [190] [322] (Abbildung 7). 

 

A   B 

   

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Reaktion von Costunolid mit Reaktionspartnern 
modifiziert nach [242], Strukturformeln erstellt in ChemDraw 19.1. A Funktionelle Gruppe: α-Methylen-γ-
Butyrolacton. B Chemische Reaktion zwischen dem α-Methylenrest des Lactons von Costunolid und 
Reaktionspartnern mit einer Thiolgruppe. 

 

In der medizinischen Forschung stößt das Xenobiotikum Costunolid aufgrund 

seiner vielfältigen biologischen Aktivität auf Interesse [242] [243]. Als bedeut-

samste Wirkung ist dabei ein antineoplastischer Effekt anzuführen [190] [243] 

[337], wobei dieser sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben ist [69] [243]. Auf 

eine Vielzahl an malignen Tumorzelllinien, unter anderem Leukämien [60], 

Leberzellkarzinome [246], Mammakarzinome [69] [335], Ovarialkarzinome [384], 

Blasenkarzinome [321] sowie Sarkome [199] [388], übt Costunolid eine 

Zytotoxizität aus und gilt aus diesem Grund als interessant für die klinische 

Anwendung [243]. Die zugrundeliegenden Mechanismen der antineoplastischen 
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Wirkung sind bisher unvollständig geklärt, allerdings ist anerkannt, dass das 

Sesquiterpenlacton die malignen Tumoren auf verschiedenen Ebenen 

beeinflusst [243]. So wird neben einer vermehrten Apoptoseinduktion gegenüber 

Tumorzellen [199] [243] [388] auch eine Proliferationshemmung [243] [246] [339], 

eine Hemmung der Angiogenese [243] [337], eine Verhinderung der Invasion und 

Metastasierung [69] [243], eine Differenzierungsförderung [191] [243] sowie eine 

Umkehrung möglicher Medikamentenresistenz aufgezeigt [243] [384]. Überdies 

ist dem letzteren Sesquiterpenlacton eine antiinflammatorische Wirkung zuge-

ordnet [59] [190] [337] [339]. Auch im Bereich des metabolischen Systems ruft 

Costunolid vorteilhafte Effekte hervor, indem es sowohl antidiabetisch wirkt [190], 

als auch vor gastrointestinalen Ulzera [389] und hepatischen Schädigungen 

schützt [242] [376]. Bezüglich des Nervensystems sind neuroprotektive Effekte 

beschrieben [144] [190] und im Bereich des skelettalen Systems bewirkt dieses 

Xenobiotikum eine vorteilhafte Wirkung auf den Knochenumbau durch Förderung 

der Osteoblasten- und Hemmung der Osteoklastendifferenzierung [68] [190] 

[240]. Zuletzt weist Costunolid eine antibakterielle [253] [308], eine antivirale [66] 

und eine antifungale [22] Aktivität auf [190]. 

Auf molekularer Ebene vermittelt das Sesquiterpenlacton Costunolid seine 

Wirkung durch Ausübung von oxidativem Stress [321] [388] sowie durch eine 

Interaktion mit oder Beeinflussung von verschiedenen Molekülen, Enzymen und 

Signalwegen [190]. Entsprechend ist eine Herunterregulierung proinflammato-

rischer Zytokine, wie dem IL-1β, dem IL-6, dem IL-17 und dem TNF-α beschrie-

ben [337]. Auch auf mehrere Wachstumsfaktoren, unter anderem den Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF) [337] oder den Transforming Growth Factor β 

(TGFβ) [337], ebenso wie auf Transkriptionsfaktoren, beispielsweise der Nuclear 

Factor „kappa-light-chain-enhancer“ of activated B-cells (NF-κB) [69] [190] [376], 

übt jenes Xenobiotikum eine modulierende Wirkung aus. Weiterhin stellen auch 

verschiedene zellständige Kinasen, wie unter anderem Mitogen-aktivierte 

Proteinkinasen, Cyclin-abhängige Kinasen (CdK) oder die Proteinkinase B (AKT) 

Zielstrukturen der Beeinflussung durch Costunolid dar [60] [190] [307]. Daneben 

bewirkt Costunolid in entsprechend inkubierten Zellen die Auslösung des 

programmierten Zelltodes über den intrinsischen Apoptosesignalweg [60] [157] 
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[321] [388]. Bei dieser dargestellten Betrachtung gilt zu beachten, dass die 

molekularen Einflüsse des Sesquiterpenlactons Costunolid noch nicht umfas-

send erfasst und verstanden sind [243]. 

Aussagen zu unerwünschten Arzneimittelwirkungen, welche Costunolid nach 

Administration möglicherweise hervorruft, sind aufgrund fehlender Untersuchung 

bisher nicht evidenzbasiert und nur deutlich begrenzt zu treffen [190] [322]. 

Im Hinblick auf die pharmakokinetischen Eigenschaften von Costunolid liegen 

Daten bezüglich der maximalen Plasmakonzentrationen Cmax in vivo sowohl nach 

oraler als auch nach intravenöser Administration innerhalb tierexperimenteller 

Studien vor [156] [310]. Die mittels oraler Gabe bewirkte maximale Plasmakon-

zentration Cmax von Costunolid liegt bei 24 ± 4 ng/ml in Wistar Ratten [156]. Mittels 

intravenöser Infusion von Costunolid ist eine maximale Plasmakonzentration 

Cmax von 12,29 ± 1,47 µg/ml in Sprague Dawley Ratten zu erreichen [310]. Die 

letztere maximale Plasmakonzentration liegt dabei innerhalb des Konzentrations-

bereiches von Costunolid, welcher in vitro die Apoptoseauslösung Kern-haltiger 

Zellen bewirkt [190]. 

 

1.4.2 Phenoxodiol 

Das Xenobiotikum Phenoxodiol wird aufgrund seines strukturellen Aufbaus der 

Stoffklasse der Isoflavone zugeordnet [71]. Diese Stoffklasse ihrerseits umfasst 

Wirkstoffe, welche als sekundäre Pflanzenstoffe in verschiedenen Pflanzen 

enthalten sind und dort bedeutsame Funktionen wie den Ablauf des Zellzyklus 

oder die Apoptose regulieren [71] [179]. Phenoxodiol selbst allerdings wird 

synthetisch gewonnen und stellt einen Abkömmling des natürlicherweise vorkom-

menden Isoflavons Genistein dar [10] [71] [349]. Beide der letztgenannten Wirk-

stoffe – Phenoxodiol und Genistein – üben eine beeinflussende Wirkung auch 

auf menschliche Zellen aus, wobei Phenoxodiol eine deutlich gesteigerte bio-

logische Aktivität und verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften gegenüber 

Genistein aufweist [10] [71] [179] [349]. 

Dem Xenobiotikum Phenoxodiol ist im chemischen Hinblick die Summenformel 

C15H12O3 zuzuordnen [67]. Entsprechend der Charakteristika der Stoffklasse der 
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Isoflavone weist Phenoxodiol eine Ringstruktur mit zwei enthaltenen Phenol-

gruppen auf [10] [355] (Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8: Chemische Struktur des Isoflavons Phenoxodiol, Strukturformel erstellt in ChemDraw 
19.1. 

 

Für die medizinische Forschung und die klinische Anwendung ist das Xeno-

biotikum Phenoxodiol aufgrund seiner antineoplastischen Aktivität von Interesse: 

Sowohl in vitro als auch in vivo ist beobachtet, dass das letztere Isoflavon auf 

Tumorzellen zytotoxisch wirkt [10] [179]. Weiterhin ermöglicht Phenoxodiol in 

vivo und tierexperimentell eine Umkehrung einer möglichen Chemoresistenz 

gegenüber gängiger Chemotherapeutika [9] [10] [11]. 

Im Rahmen präklinischer Studien zeigt das letztere Isoflavon eine breite Wirk-

samkeit gegenüber einer Vielzahl an Tumorzelllinien [10] [71], wie Ovarialkarzi-

nome [179], Prostatakarzinome [3], Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-

Bereiches [2] und Melanome [195]. Ebenso ist beschrieben, dass Phenoxodiol 

einerseits Ovarialkarzinomzellen gegenüber den Chemotherapeutika Carbo-

platin, Paclitaxel, Gemcitabin und Topotecan sensibilisiert und andererseits 

sogar in chemoresistenten Ovarialkarzinomzellen wieder eine Anfälligkeit für die 

Zytostatika bewirkt [9] [11] [71] [179]. Bei der Untersuchung des Xenobiotikums 

Phenoxodiol innerhalb von klinischen Studien ist keine bis eine geringe 

antineoplastische Wirkung bei guter Verträglichkeit und überwiegend gering-

gradiger Toxizität verzeichnet [70] [71] [121] [355]. 

Aufgrund seiner Einflussnahme auf vielfältige Signalwege und Moleküle wird 

Phenoxodiol als „Multiple Signal Transduction Regulator“ angesehen [71] [349]. 

Molekular betrachtet, ruft das letztere Xenobiotikum innerhalb von Tumorzellen 

sowohl eine vermehrte Induktion der Apoptose als auch eine Umkehrung einer 
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möglicherweise bestehenden Chemoresistenz hervor [10] [349]. Weiterhin löst 

Phenoxodiol auch einen Zellzyklusarrest aus [2] [349] und hemmt die 

Angiogenese [349]. 

In Bezug auf die Apoptoseauslösung fördert das Isoflavon sowohl den 

intrinsischen, als auch den extrinsischen Apoptosesignalweg, indem 

proapoptotische Proteine aktiviert und antiapoptotische Proteine, welche in 

Tumorzellen vermehrt vorliegen, inhibiert und degradiert werden [10] [349] 

(Abbildung 9): Phenoxodiol führt über eine Beeinflussung des Sphingomyelin-

stoffwechsels eine Anhäufung des Sphingolipids Ceramid herbei [349]. Das an-

gereicherte Ceramid bedingt nachfolgend einerseits eine Aktivierung der Pro-

caspase-2 in die Capsase-2, welche anschließend das proapoptotische Molekül 

Bid in das tBid spaltet [11] [349]. Das tBid selbst wirkt – zusammen mit weiteren 

proapoptotischen Proteinen – auf die Mitochodrien ein und ruft somit den intrin-

sischen Apoptosesignalweg mit Freisetzung von Cytochrom C, Smac/DIABLO 

und der Serinprotease HtrA2/Omi hervor [11] [349]. Wie in Kapitel 1.2.3 aufge-

zeigt, bedingt Cytochrom C die Aktivierung der Procaspase-9 in die Caspase-9 

[349], wohingegen das Molekül Smac/DIABLO und die Serinprotease HtrA2/Omi 

die IAP binden, inaktivieren und proteolytisch abbauen [349]. Andererseits wirkt 

das angesammelte Ceramid in hemmender Weise auf die Sphingosinkinase, so 

dass sich die Menge an intrazellulärem Sphingosin-1-Phosphat reduziert [349]. 

Infolgedessen wird die Aktivität der AKT negativ beeinflusst, was dann zu einem 

vermehrten Abbau der AKT selbst, aber auch der IAP und des antiapoptotischen 

Proteins „FLICE inhibitory Protein“ (FLIP) führt [179] [349]. Durch die Abnahme 

der IAP vermag sowohl der intrinsische, als auch der extrinsische Apoptose-

signalweg gesteigert abzulaufen [179] [349]. Der Wegfall der antiapoptotischen 

Wirkung des Proteins FLIP resultiert in der vermehrten Aktivierung der Procas-

pase-8 in die Caspase-8 [179] und fördert somit insbesondere den extrinsischen 

Apoptotsesignalweg, ermöglicht aber auch die weitere Spaltung des Moleküls Bid 

in das tBid [349]. 
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Abbildung 9: Molekulare Wirkweise des Isoflavons Phenoxodiol modifiziert nach [349]. Phenoxodiol 
bewirkt über eine Beeinflussung des Sphingolipidstoffwechsels einen Anstieg des Ceramids. Das Ceramid 
seinerseits aktiviert zum einen die Caspase-2 und hemmt zum anderen die Sphingosinkinase. Die aktive 
Caspase-2 spaltet das Molekül Bid in das tBid, welches über den intrinsischen Signalweg die Freisetzung 
von Cytochrom C und Proteinen wie Smac/DIABLO und HtrA2/Omi hervorruft. Mittels Cytochrom C erfolgt 
die Aktivierung der Caspase-9, welche ihrerseits die Effektorcaspase-3 aktiviert. Smac/DIABLO und 
HtrA2/Omi hemmen die IAP. Durch die Hemmung der Sphingosinkinase wird das zytosolische Sphingosin-
1-Phosphat reduziert, wodurch die AKT und nachfolgend auch die IAP und FLIP vermehrt abgebaut werden. 
Der vermehrte Wegfall des Proteins FLIP resultiert in einer verminderten Hemmung der Caspase-8. Akt = 
Proteinkinase B; FLIP = FLICE inhibitory Protein; M = Mitochondrion; S-1-P = Sphingosin-1-Phosphat. 

 

Die Umkehrung einer möglichen Chemoresistenz innerhalb von Tumorzellen wird 

darauf zurückgeführt, dass Phenoxodiol eine Apoptoseinduktion ermöglicht 

[349]. Durch die Inaktivierung und den vermehrten Abbau antiapoptotischer 

Proteine bei gleichzeitiger Aktivierung proapoptotischer Proteine erlangen 

entartete Zellen ihre Fähigkeit zurück, einen gesteuerten Zelltod zu durchlaufen 

und sind folglich wieder anfällig gegenüber Apoptose-induzierenden Zytostatika 

[11] [280] [349]. 

Der ebenfalls von Phenoxodiol hervorgerufene Zellzyklusarrest betrifft den 

Übergang der Gap 1-Phase (G1-Phase) zur Synthese-Phase (S-Phase) und wird 

hervorgerufen über eine Phenoxodiol-vermittelte Induktion des Regulatorproteins 

p21WAF1 [2]. Dieses Protein seinerseits inhibiert die Cyclin-abhängige Kinase 2 

(CdK2), wodurch ein Fortschreiten des Zellzyklus verhindert wird [2]. 
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Im Rahmen der Administration an Menschen zeigt sich das Isoflavon Phenoxo-

diol sowohl nach oraler als auch nach intravenöser Anwendung als gut verträglich 

[349] [355]. Unerwünschte Arzneimittelwirkungen und Toxizitäten treten – auch 

im Falle von hohen Dosierungen des Xenobiotikums – überwiegend in milder 

Ausprägung auf [70] [349] [355]. Beschrieben sind dabei unter anderem 

hämatologische Auswirkungen wie Lymphozytopenien, seltener Anämien oder 

Leuko- und Thrombozytopenien [355], gastrointestinale Beschwerden wie 

Übelkeit, Erbrechen, Diarrhoe oder Leberwerterhöhung [70] [355], sowie 

Müdigkeit [70], Lethargie, und die Entwicklung von Ausschlägen [70] [349]. 

Die Pharmakokinetik des Isoflavons Phenoxodiol wurde im Rahmen mehrerer 

Studien untersucht, sodass in vivo Daten sowohl nach oraler als auch nach 

intravenöser Administration am Menschen vorliegen. In Folge von oraler Anwen-

dung von 50 µg/kg Körpergewicht Phenoxodiol ist eine Plasmakonzentration von 

59,52 µg/ml zu erreichen [11]. Die mittels intravenöser Applikation von 30 mg/kg 

Körpergewicht Phenoxodiol erzielte maximale Plasmakonzentration Cmax beträgt 

88,7 ± 25 µg/ml [355]. Mit diesem Wert liegt die maximale Plasmakonzentration 

in vivo oberhalb derjenigen notwendigen Phenoxodiolkonzentration, um in vitro 

die Apoptose Kern-haltiger Zellen hervorzurufen [2] [3] [179] [355]. Im Hinblick 

auf die Pharmakodynamik des Phenoxodiols ist aus in vitro Studien und aus der 

molekularen Wirkweise abzuleiten, dass sich der antineoplastische Effekt des 

letzteren Xenobiotikums proportional zu der Kontaktzeit mit den Tumorzellen 

verhält [2] [70] [355]. 

 

1.4.3 Raloxifen 

Das Xenobiotikum Raloxifen wird aufgrund seiner beeinflussenden Wirkung 

gegenüber Östrogenrezeptoren zu der Arzneistoffgruppe der selektiven Östro-

genrezeptor-Modulatoren, abgekürzt SERM (selective estrogen receptor modu-

lator), gezählt [282] [284] [342] [353]. Weiterhin wird Raloxifen auch als Antiöstro-

gen oder nicht-steroidales Antiöstrogen benannt [183] [284], wobei die letzteren 

Bezeichnungen aufgrund der sowohl östrogenagonistischen, als auch -antago-

nistischen Wirkweisen unpräzise sind [183] [284] [342]. Raloxifen wurde im Jahr 
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1982 entwickelt [33] und zählt – nach vorangegangenen Östrogenrezeptor-beein-

flussenden Wirkstoffen wie dem Tamoxifen – zur zweiten Generation der Östro-

genrezeptor-Modulatoren [33] [353]. 

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei dem letzteren Xenobiotikum um ein 

Molekül mit der Summenformel C28H27NO4S [281] [353]. Anders als die Östro-

gene, mit welchen der selektive Östrogenrezeptor-Modulator um die Bindungs-

stellen an den Östrogenrezeptoren kompetitiert, weist Raloxifen keinen steroida-

len Aufbau auf, sondern wird, bezogen auf seine Struktur, den Benzothiophen-

derivaten zugeordnet [183] [284] (Abbildung 10). 

 

 

Abbildung 10: Chemische Struktur des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators Raloxifen, 
Strukturformel erstellt in ChemDraw 19.1. 

 

Im klinischen Bereich findet der selektive Östrogenrezeptor-Modulator Raloxifen 

insbesondere Anwendung in der Osteoporoseprophylaxe sowie in der Behand-

lung manifester Osteoporosen bei postmenopausalen Frauen und ist für diese 

Indikation sowohl in den USA als auch in Europa zugelassen [245] [353]. Raloxi-

fen weist eine östrogenagonistische Wirkung auf das Knochengewebe auf und 

beeinflusst daher den Stoffwechsel und die Mineralisation des Knochens in 

förderlicher Weise [86] [154] [183] [245] [252] [342]. In Folge von Medikation mit 

dem letzteren Xenobiotikum zeigten sich im Rahmen klinischer Studien geringere 

Raten an Knochenfrakturen im Bereich der Wirbelsäule [99] [245] [252] [342]. 



 

46 

Weiterhin übt Raloxifen einen östrogenantagonistischen Einfluss auf das 

Brustgewebe aus [245]. Aufgrund dieser Eigenschaft wird der letztere selektive 

Östrogenrezeptor-Modulator als wirksam für den Gebrauch in der Chemoprä-

vention von Östrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen bei risikobehafteten 

oder von Osteoporose betroffenen Frauen angesehen [183] [245] [342]. Die Zu-

lassung des Raloxifens wurde daher in den USA um diese Anwendung erweitert, 

innerhalb von Europa ist der Wirkstoff allerdings nicht zur Mammakarzinom-

prävention zugelassen [245]. Raloxifen zeigt im Gegensatz zu Tamoxifen eine 

östrogenantagonistische Wirkung auf das Endometrium [46] [183] [245] [284] und 

wird daher nicht als risikosteigernd in Bezug auf Endometriumkarzinome ange-

sehen [154] [281] [284] [353]. In klinischen Studien und Reviews wird Raloxifen 

als ähnlich antineoplastisch wirksam – bei erhöhter Sicherheit im Vergleich zu 

Tamoxifen – eingeschätzt [23] [58] [183] [372] [374]. 

Zuletzt wirkt Raloxifen auch in antiartherogener Weise [183], indem es eine Ab-

senkung der Lipide mit niedriger Dichte, wie das Low-Density-Lipoprotein (LDL) 

oder das Lipoprotein(a), hervorruft [342]. Tierexperimentell konnte eine Vermin-

derung von artherogener Plaque innerhalb der Aorta nach Gabe jenes selektiven 

Östrogenrezeptor-Modulators nachgewiesen werden [38]. Innerhalb von 

klinischen Studien war allerdings keine Senkung der Rate an kardialen Ereig-

nissen wie Herzinfarkte oder Schlaganfälle infolge der Einnahme des Raloxifens 

nachzuweisen [23] [342]. 

Die molekulare Wirkweise von Raloxifen ist nicht vollständig verstanden und 

aufgeklärt [154] [183] [284]. Bekannt ist, dass das letztere Xenobiotikum mit den 

natürlicherweise vorhandenen Östrogenen um die Bindungsstelle an den ver-

schiedenen Östrogenrezeptoren kompetitiert [154] [284]. Durch die Bindung von 

Raloxifen an den Östrogenrezeptor wird letzterer in seiner Konformation veränd-

ert [58] [183] [284] [342]. Diese Konformationsänderung ihrerseits beeinflusst 

nachfolgend die Rekrutierung und Interaktion mit verschiedenen transkriptio-

nellen Koaktivatoren [58] [183] [342] und dadurch insgesamt die Gentranskription 

[58] [342]. Die gewebeabhängigen östrogenagonistischen oder -antagonist-

ischen Wirkungen des Raloxifens werden darauf zurückgeführt, dass in den 

verschiedenen Körpergeweben unterschiedliche transkriptionelle Koaktivatoren 



 

47 

vorliegen [342]. Weiterhin ist in vitro festgestellt worden, dass Raloxifen innerhalb 

von maligne entarteten Endometriumzellen den intrinsischen, mitochondrial-ver-

mittelten Signalweg induziert und hierüber die Apoptose herbeiführt [282]. 

Raloxifen besitzt in Bezug auf die klinische Anwendung am Menschen eine gute 

Verträglichkeit [86] [252] [281] [342] [353]: Schwerwiegende unerwünschte Arz-

neimittelwirkungen wie thromboembolische Ereignisse treten nur selten auf [245] 

[281] [342]. Ansonsten sind dem selektiven Östrogenrezeptor-Modulator auch 

trotz Langzeitanwendung bisher keine schwerwiegenden Nebenwirkungen zuge-

schrieben [183]. Leichtere und moderate unerwünschte Arzneimittelwirkungen im 

Zusammenhang mit einer Raloxifentherapie umfassen insbesondere Brust-

spannen, Hitzewallungen mit Hautrötung (Flush), Wadenkrämpfe, Gewichtszu-

nahme oder Ödeme und das Auftreten von grippeähnlichen Symptomen [99] 

[183] [281] [342]. 

Die pharmakokinetischen Eigenschaften des selektiven Östrogenrezeptor-Modu-

lators Raloxifen sind sowohl innerhalb von tierexperimentellen Untersuchungen, 

als auch innerhalb von Studien an Menschen ermittelt worden. In Bezug auf die 

maximale Plasmakonzentration Cmax ist bei oraler Administration von gelöstem 

Raloxifen an Wistar Ratten ein Plasmakonzentrationsmaximum von 47,3 ± 1,2 

µg/ml dokumentiert [180]. Wird der selektive Östrogenrezeptor-Modulator den 

Wistar Ratten in Form von beladenen Mizellen verabreicht, so ist eine maximale 

Plasmakonzentration Cmax von 64,09 ± 1,3 µg/ml zu erzielen [180]. In Menschen 

liegt die maximale Plasmakonzentration Cmax nach einmaliger Administration von 

60 mg Raloxifen per os bei 0,5 ng/ml [154] [281] [353] und nach einmaliger 

Administration von 185 mg Raloxifen per os bei 12,5 ng/ml [281] [353]. Bei Vor-

liegen von Leberfunktionsstörungen kommt es, aufgrund der hepatischen 

Verstoffwechselung des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators, ebenfalls zu 

Anstiegen der plasmatischen Raloxifenkonzentration [154] [281] [353]. Die inner-

halb der tierexperimentellen Studien erreichten maximalen Plasmakonzentra-

tionen umfassen den Konzentrationsbereich des Raloxifens, welcher in vitro in 

maligne entarteten Zellen deren Apoptose hervorruft [282]. 
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1.4.4 Taurolidin 

Das Xenobiotikum Taurolidin ist ein synthetischer Abkömmling der natürlicher-

weise im menschlichen Stoffwechsel auftretenden Aminosulfonsäure Taurin 

[174] [288]. Die erstmalige Gewinnung jenes Taurinderivates erfolgte um das 

Jahr 1970 durch Geistlich-Pharma, Inc [61] [288]. 

In Bezug auf seine chemischen Eigenschaften ist Taurolidin durch die 

Summenformel C7H16N4O4S2 charakterisiert [160] [288]. Strukturell handelt es 

sich bei diesem Xenobiotikum um ein Dimer, aufgebaut aus zwei gleichartigen 

Taurinamidringen, welche über eine Methylgruppe miteinander verknüpft sind 

[160] [288] (Abbildung 11). 

 

 

Abbildung 11: Chemische Struktur des Taurinderivates Taurolidin, Strukturformel erstellt in ChemDraw 
19.1. 

 

Dem letzteren Taurinderivat kommt sowohl in der medizinischen Forschung, als 

auch in der klinischen Anwendung Interesse und Bedeutsamkeit zu: So zeigt 

Taurolidin eine breite antibakterielle Aktivität, indem es auf gram-positive und 

gram-negative Bakterien, sowohl Aerobier, als auch Anaerobier, bakterizid wirkt 

[61] [174] [288] [345] [348] [367]. Auch gegenüber den in gram-negativen Bakteri-

en enthaltenen Endotoxinen übt das letztgenannte Xenobiotikum eine Hemmung 

aus [135] [288]. Trotz mittlerweile langzeitigem klinischen Einsatz sind bislang 

keine bakteriellen Resistenzen aufgetreten [174] [288]. Entsprechend dieser 

Effekte findet Taurolidin zum einen als antibakterielle Katheterlocklösung zur Ver-

hinderung Katheter-assoziierter Infektionen Anwendung [133] [174] [312]. Zum 

anderen weisen die Ergebnisse klinischer Studien darauf hin, dass auch ein 

Einsatz dieses Taurinderivates im Rahmen bakterieller Peritonitiden möglicher-

weise eine vortheilhafte Wirkung zu zeigen vermag [133] [135] [244] [288]. Zu-

sätzlich zu seiner antimikrobiellen Aktivität hemmt Taurolidin auch Entzündungs-
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geschehen [288]. Weiterhin wirkt das letztere Taurinderivat Zelladhärenzen ent-

gegen, so dass durch die klinische Anwendung beispielsweise eine Verhinderung 

postoperativer, peritonealer Verwachsungen ermöglicht wird [20] [61] [98] [288]. 

Schließlich gilt die antineoplastische Wirkung, welche Taurolidin gegenüber 

maligne entarteten Zellen bewirkt, als bedeutsam [288]. Innerhalb einer Vielzahl 

an Tumorzelllinien, wie beispielsweise malignen Gliomen [332], Lungenkarzi-

nomen [61], Ösophaguskarzinomen [80], Gallenblasenkarzinomen [161], Kolon-

karzinomen [61] [161] [162] [270], Prostatakarzinomen [61] [83], Osteosarkomen 

[375] oder Melanomen [61] [360], wird das Zellwachstum in Folge einer Tauro-

lidinbehandlung in vitro vermindert. Auch tierexperimentell ist eine Reduktion der 

Tumormasse sowie des Metastasierungsgeschehens beschrieben [61] [83] [155] 

[270] [360]. In vivo-Studien im menschlichen Organismus zeigten eine antineo-

plastische Aktivität des Taurolidins gegenüber Glioblastomen [357] und einem 

Magenkarzinom [53], sowie eine verbesserte Verträglichkeit von zytostatischen 

Melanomtherapien bei kombinierter Anwendung [288] [300]. Die antineoplast-

ische Wirksamkeit des letzteren Xenobiotikums wird – zumindest in Teilen – auf 

eine gesteigerte Apoptoseinduktion, eine Verminderung der Tumorzelladhäsion, 

eine Hemmung der Angiogenese und des Entzündungsgeschehens sowie eine 

postoperative, gegen die malignen Zellen gerichtete Immunmodulation zurück-

geführt [79] [288]. 

Auf der molekularen Ebene werden die oben aufgezeigten Wirkungen des Tauro-

lidins einer Interaktionen mit verschiedenen Molekülen und einer Beeinflussung 

unterschiedlicher Signalwege zugeschrieben. Dabei sind die genauen zugrunde-

liegenden Mechanismen nicht vollständig aufgeklärt und verstanden [288]. 

Seinen antibakteriellen Effekt ruft das Xenobiotikum durch eine chemische Modi-

fikation von Zielstrukturen innerhalb von Bakterien hervor [288]: Taurolidin wird 

nach der Administration im Organismus in seine biologisch aktiven Komponenten 

Taurultam, N-Methyloltaurultam, Taurinamid und N-Methyloltaurinamid hydro-

lysiert [160] [188] [288]. Die beiden N-Methylol-haltigen Moleküle interagieren 

durch chemische Bindung mit Proteinbestandteilen der bakteriellen Zellwand 

[160] [174] [188] [288]. Hierdurch werden sowohl die Bakterien selbst negativ be-
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einflusst und unter anderem in ihrer Adhäsionsfähigkeit eingeschränkt, als auch 

deren zellwandständige Toxine inaktiviert [135] [160] [367]. 

Die entzündungshemmende Aktivität bewirkt das Taurolidin über eine Herunter-

regulierung proinflammatorischer Botenstoffe [288]. Sowohl das IL-1, das IL-6 

und das IL-8, als auch der TNF-α werden in Folge der Wirkung des Taurin-

derivates gehemmt [30] [267] [288] [344]. 

Seine antineoplastische Wirkung vermittelt Taurolidin über verschiedene moleku-

lare Mechanismen. Das Xenobiotikum fördert sowohl den extrinsischen, als auch 

den intrinsischen Signalweg der Apoptose innerhalb von Tumorzellen [288]: Den 

extrinsischen Signalweg bedingt das Taurinderivat dabei durch eine Stimulation 

des membranständigen Fas-Rezeptors und anschließender Aktivierung der ent-

sprechenden Caspasen [52] [288] [332] [359]. In den intrinsischen Signalweg 

greift Taurolidin ein, indem es unter anderem eine mitochondriale Permeabilitäts-

steigerung und dadurch die Freisetzung von Cytochrom C hervorruft [83] [288]. 

Gleichzeitig fördert das letztere Xenobiotikum das Ablaufen dieses Signalweges 

durch eine Erhöhung des proapoptotischen Proteins Bax sowie durch eine 

Herunterregulierung antiapoptotischer Proteine wie beispielsweise Bcl-2 und 

Mcl-1 [288] [303] [360]. Zusätzlich zu dieser Steigerung der Apoptoseinduktion 

vermindert Taurolidin die Fähigkeit von Tumorzellen zur Zelladhäsion [375], unter 

anderem durch eine reduzierte Expression des Adhäsionsmoleküls E-Cadherin 

[41] [288]. Weiterhin wirkt Taurolidin antineoplastisch, indem es über eine ver-

minderte Synthese angiogenetischer Proteine wie dem VEGF die Gefäßneu-

bildung negativ beeinflusst [288] [332]. Auch die oben beschriebene Herunter-

regulierung proinflammatorischer Mediatoren und dadurch die Hemmung des 

Entzündungsgeschehens selbst wird als immunitätsfördernd und somit als anti-

neoplastisch wirksam angesehen [79] [288]. Zuletzt gilt zu erwähnen, dass 

Taurolidin gezielt innerhalb von Tumorzellen oxidativen Stress auslöst und jene 

dadurch schädigt [279] [332]. 

Das Xenobiotikum Taurolidin zeigt im Rahmen der medikamentösen Therapie 

am Menschen eine gute Verträglichkeit [133] [288]: Während seiner Verwendung 

über mittlerweile mehrere Jahrzehnte sind nur wenige und überwiegend milde 
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Nebenwirkungen aufgetreten [288]. So zeigten sich Venenreizungen bei intra-

venöser Applikation hoher Taurolidinkonzentrationen über periphere Venen [133] 

[288] und brennende Schmerzen bei intrakavitärer Instillation [133] [188]. In vitro 

wurde weiterhin eine Schädigung an Leberzelllinien festgestellt [105]. Aufgrund 

dieser geringfügigen unerwünschten Arzneimittelwirkungen – und vor allem einer 

fehlenden Beeinflussung der Leukopoiese – gilt Taurolidin als gut mit Chemo-

therapeutika kombinierbares Xenobiotikum [53] [288]. 

In Bezug auf die pharmakokinetischen Eigenschaften des Taurolidins liegen 

Daten aus in vitro und in vivo Studien durchgeführt an humanem Blutplasma 

sowie Vollblut und am Menschen selbst vor [133] [358]. Die Verabreichung des 

Taurinderivates ist bisher auf einer Vielzahl an verschiedenen Administrations-

wegen, unter anderem oral, intravenös, intrakavitär, hierbei insbesondere 

intraperitoneal, und topisch vorgenommen worden [288]. In Folge intravenöser 

Taurolidingabe in vivo am Menschen ist eine maximale Plasmakonzentration 

Cmax des Taurolidins im Bereich von 20-100 µg/ml erzielt worden [332] [358]. Mit 

dieser Konzentrationsspanne liegt die maximale Plasmakonzentration in vivo 

innerhalb desjenigen Konzentrationsbereiches von Taurolidin, welcher in vitro die 

Apoptose Kern-haltiger Zellen hervorruft [61] [133] [270] [290] [332] [358]. 

 

1.5 Zielsetzung der Dissertation 
 

Die vorliegende Dissertation strebt an, neue, bisher nicht bekannte Regulatoren 

der Eryptose festzustellen und diese nachfolgend eingehender auf ihre 

Wirkungsweisen hin zu untersuchen. Hierdurch sollen das aktuelle Wissen über 

den programmierten, erythrozytären Zelltod erweitert und die grundlagen-

forschungsbezogenen Erkenntnisse bezüglich der Beeinflussungsmöglichkeiten 

der Eryptose vorangebracht werden. Derartige Forschungsergebnisse bieten zu-

künftig die Möglichkeit, in der klinischen Praxis Arzneimitteltherapien besser zu 

individualisieren und an Begleiterkrankungen wie beispielsweise Anämien oder 

Thrombosen anzupassen sowie andererseits Medikamente mit stimulierender 

oder inhibierender Wirkung je nach Grunderkrankung – beispielsweise Malaria 

oder eben Anämien – gezielt einzusetzen. 
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Zu diesem Zweck erfolgt in den nachfolgend dargestellten Studien eine Über-

prüfung von Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen und Taurolidin bezüglich ihrer 

Eryptose-modulierenden Wirkung in vitro. Die beiden Xenobiotika Costunolid und 

Phenoxodiol werden aufgrund ihrer breiten antineoplastischen Aktivität sowie 

ihrer weiteren vorteilhaften Wirkungen im Hinblick auf einen klinischen Einsatz 

erforscht [10] [179] [242] [243]. Der selektive Östrogenrezeptormodulator Raloxi-

fen und das Taurinderivat Taurolidin finden bereits als Arzneimittel Anwendung 

[133] [174] [245] [312] [353]. Allen dieser letztgenannten Testsubstanzen ist 

dabei gemeinsam, dass ihnen bereits eine Apoptose-auslösende Aktivität gegen-

über Kern- und Mitochondrien-haltiger Zellen zugeschrieben ist. Vor diesem 

Hintergrund erscheint daher auch eine Beeinflussung der Eryptose als denkbar. 

Die Untersuchung einer möglichen Wirkung der oben aufgeführten Xenobiotika 

auf den programmierten Erythrozytentod erfolgt mittels durchflusszytometrischer 

Beurteilung der roten Blutkörperchen auf charakteristische Eryptosemerkmale. 

Im Rahmen weiterführender Versuche wird nach der initialen Bestätigung einer 

Eryptose-fördernden Wirkung zusätzlich eine Aufschlüsselung der hierbei 

involvierten Signalwege angestrebt. 
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2 Materialien und Methoden 
 

Die im Folgenden beschriebenen und durchgeführten, experimentellen Studien 

einschließlich der Gewinnung roter Blutkörperchen durch die Blutentnahme an 

gesunden Probanden sind von der Ethikkommission der Eberhard Karls 

Universität Tübingen geprüft und genehmigt (184/2003 V). 

 

Für die Durchführung der Versuche wurden sowohl humane rote Blutkörperchen, 

als auch unterschiedliche Lösungen (Kalzium-haltige Ringer-Lösung (0,541 g/l), 

Kalzium-freie Ringer-Lösung, Annexin-Waschpuffer, Phosphate buffered Saline-

Bovine Serum Albumin-Lösung (PBS-BSA-Lösung)), die verschiedenen Xeno-

biotika (Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen, Taurolidin) sowie diagnostische 

Substanzen (Annexin V-FITC, Fluo-3-AM, DCFDA, Ceramid-spezifische Primär- 

und fluoreszierende Sekundärantikörper) zur Messung am Durchflusszytometer 

verwendet. Die aufgeführten Materialien werden in den nachfolgenden Abschnit-

ten genauer erläutert. 

 

2.1 Erythrozyten 
 

Die humanen Erythrozyten, welche für die unten beschriebenen Untersuchungen 

der Eryptose benötigt wurden, wurden in Form von Lithium-Heparin-anti-

koaguliertem Vollblut von der Blutbank der Eberhard Karls Universität Tübingen 

bereitgestellt. Das Vollblut entstammte freiwilligen und gesunden Probanden, 

deren schriftliche Einwilligung zur weiteren Verwendung jener Blutproben vorliegt 

[108] [109] [110]. 

Im Rahmen der Aufbereitung des Vollbluts erfolgte die Isolierung der Erythro-

zyten von Plasma, sowie Leuko- und Thrombozyten. Dazu gaben wir unter einer 

Sterilbank jeweils 1 ml des Vollblutes in 3 ml Kalzium-haltige Ringer-Lösung und 

zentrifugierten die dadurch entstandene Suspension anschließend für 20 

Minuten bei 21° C mit 120 Relative Centrifugal Force (RCF). Den hierbei ent-

standenen Überstand bestehend aus Plasma, weißen Blutkörperchen und 
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Blutplättchen pipettierten wir nachfolgend ab und verwarfen diesen, die nun 

isolierten roten Blutkörperchen transferierten wir in autoklavierte Eppendorf-

Reaktionsgefäße. Gelagert wurden die Erythrozytenproben bei einer Temperatur 

von +4° C für höchstens zwei Tage [108] [109] [110]. 

Für die Durchführung der anschließenden Versuche wurden die isolierten 

Erythrozyten jeweils mit Kalzium-haltiger oder Kalzium-freier Ringer-Lösung auf 

einen Hämatokrit von 0,4 % resuspendiert [108] [109] [110]. 

 

2.2 Lösungen 
 

2.2.1 Ringer-Lösung 

Die Ringer-Lösung wurde vielfach in den Versuchsdurchführungen angewendet: 

Neben dem Gebrauch bei der Isolierung der Erythrozyten fand jene Flüssigkeit 

auch zur Herstellung von Lösungen aus den Testsubstanzen, zur Inkubation, zur 

Herstellung von Lösungen aus einigen der Diagnostika sowie zum Waschen der 

Versuchsansätze Verwendung. Dieser breite Einsatzbereich der Ringer-Lösung 

ermöglicht sich aufgrund der Tatsache, dass die roten Blutkörperchen für ihr 

Überleben nur auf wenige Stoffwechselabläufe angewiesen sind. Jene Lösung 

ist somit ausreichend, um die erythrozytäre Ionenhomöostase aufrecht zu 

erhalten und den Energiebedarf der Erythrozyten mittels der enthaltenen Glukose 

zu decken. Die Ringer-Lösung weist einen physiologischen pH-Wert von 7,4 auf. 

Die Zusammensetzung der Ringer-Lösung ist der Tabelle 4 zu entnehmen. 

Letztere Lösung wurde nach ihrer Anfertigung mittels einer Stericup® Filtereinheit 

der Firma Merk Millipore (Burlington, USA) gefiltert und zwischen der Verwen-

dung für die Versuche bei einer Temperatur von +4°C gelagert. 

 

Tabelle 4: Zusammensetzung der Ringer-Lösung. 

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] für 1 l Ringer-Lösung 

NaCl 125 7,305 

KCl 5 0,373 

MgSO4 1 0,296 

HEPES (N-2-Hydroxyethyl-
piperazine-N-2-
Ethansulfonsäure) 

32 7,674 

Glukose 5 0,901 
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CaCl2 1 0,541 

H2O  982,798 

 

2.2.2 Kalzium-freie Ringer-Lösung 

Die Kalzium-freie Ringer-Lösung wurde im Rahmen der Versuchsdurchführung 

eingesetzt, um die Wirkung der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen 

und Taurolidin auf die Eryptose ohne den Einfluss und das Mitwirken von 

extrazellulären Kalziumionen zu überprüfen. Letztere Ringer-Lösung enthält kein 

CaCl2 und weist einen physiologischen pH-Wert von 7,4 auf. 

Die Zusammensetzung der Kalzium-freien Ringer-Lösung ist der Tabelle 5 zu 

entnehmen. Letztere Lösung wurde nach ihrer Anfertigung mittels einer Stericup® 

Filtereinheit der Firma Merk Millipore (Burlington, USA) gefiltert und zwischen der 

Verwendung für die Versuche bei einer Temperatur von +4°C gelagert. 

 

Tabelle 5: Zusammensetzung der Kalzium-freien Ringer-Lösung. 

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] für 1 l Ringer-Lösung 

NaCl 125 7,305 

KCl 5 0,373 

MgSO4 1 0,296 

HEPES 32,2 7,674 

Glukose 5 0,901 

NaOH 13,7 0,541 

H2O  982,798 

 

2.2.3 Annexin-Waschpuffer 

Der Annexin-Waschpuffer wurde in denjenigen Untersuchungen angewendet, in 

welchen die Messung der erythrozytären Phosphatidylserinexposition mittels 

Annexin V-FITC erfolgte. Gekennzeichnet ist dieser Waschpuffer durch einen 

physiologischen pH-Wert von 7,4. Zudem enthält der Annexin-Waschpuffer im 

Vergleich zur Ringer-Lösung eine höhere Konzentration an Kalziumionen, um 

hierdurch die Kalzium-abhängige Bindung von Annexin V-FITC an das Membran-

lipid Phosphatidylserin zu ermöglichen (Kapitel 2.3.5). Für die Versuchsdurch-

führungen fügten wir dem letzteren Puffer das Annexin V-FITC in einer 1:200 

Verdünnung hinzu. 

Die Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers ist der Tabelle 6 zu 

entnehmen. Letzterer Puffer wurde nach seiner Anfertigung mittels einer 
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Stericup® Filtereinheit der Firma Merck Millipore (Burlington, USA) gefiltert und 

zwischen der Verwendung für die Versuche bei einer Temperatur +4°C gelagert. 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers. 

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] für 1 l Annexin-
Waschpuffer 

NaCl 140 7,305 

HEPES 10 2,383 

CaCl2 5 0,555 

NaOH 4 0,168 

H2O  990 

 

2.2.4 PBS-BSA-Lösung 

Die PBS-BSA-Lösung wurde in den Versuchen zur Bestimmung der 

Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozythenoberfläche gebraucht (Kapitel 2.5.7). 

Angefertigt wurde die letztere Lösung durch die Zugabe von 0,1% Rinderserum-

Albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) zu einer vorgefertigten phosphatge-

pufferten Salzlösung (Dulbecco’s Phosphate buffered Saline, DPBS). Das BSA 

bezogen wir von der Firma Sigma Aldrich (St. Louis, USA), die DPBS stammt von 

der Firma Gibco, Life Technologies (Carlsbad, USA). Für die Versuchsdurch-

führung fügten wir der PBS-BSA-Lösung einen Ceramid-spezifischen Primäranti-

körper im Verhältnis 1:10 und einen fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper 

im Verhältnis 1:50 hinzu. 

Die Zusammensetzung der PBS-BSA-Lösung ist der Tabelle 7 zu entnehmen. 

Letztere Lösung wurde jeweils unmittelbar vor den einzelnen Versuchen zur 

Ceramidbestimmung auf der Erythrozytenoberfläche angefertigt. Zwischen den 

einzelnen Untersuchungen wurde das BSA bei +4° C und die vorgefertigte 

DPBS-Lösung bei Raumtemperatur gelagert. 

 

Tabelle 7: Zusammensetzung der PBS-BSA-Lösung. 

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] für 1 l PBS-BSA-
Lösung 

NaCl 137 8 

Na2HPO4 • 2H2O 8,1 1,44 

KCl 2,7 0,2 

KH2PO4 1,76 0,24 

BSA 0,015 1 
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2.3 Substanzen 
 

2.3.1 Costunolid 

Das Sesquiterpenlacton Costunolid bezogen wir von SelleckChemicals (Hous-

ton, USA). Durch die Lösung des Costunolids im Lösungsmittel Dimethylsulfoxid 

(DMSO) wurde eine Stammlösung der Konzentration 10 mg/ml erzeugt. Aus 

letzterer Stammlösung gaben wir für die Versuchsansätze anschließend ent-

sprechende Mengen zu 1 ml Ringer-Lösung hinzu, um die Costunolidkonzen-

trationen 5 µg/ml, 10 µg/ml und 15 µg/ml zu erhalten. Das in DMSO gelöste 

Costunolid wurde zwischen der Durchführung der einzelnen Versuchsreihen 

unter Lichtschutz bei -20° C aufbewahrt. 

 

2.3.2 Phenoxodiol 

Das Isoflavon Phenoxodiol bezogen wir von Sigma (Schnelldorf, Deutschland). 

Durch die Lösung des Phenoxodiols im Lösungsmittel DMSO wurde eine Stamm-

lösung der Konzentration 20 mg/ml erzeugt. Aus letzterer Stammlösung gaben 

wir für die Versuchsansätze anschließend entsprechende Mengen zu 1 ml 

Ringer-Lösung hinzu, um die Phenoxodiolkonzentrationen 25 µg/ml, 50 µg/ml, 

100 µg/ml zu erhalten. Das in DMSO gelöste Phenoxodiol wurde zwischen der 

Durchführung der einzelnen Versuchsreihen unter Lichtschutz bei -20° C aufbe-

wahrt. 

 

2.3.3 Raloxifen 

Den selektiven Östrogenrezeptor-Modulator Raloxifen bezogen wir von 

MedChemExpress (Princeton, USA). Durch die Lösung des Raloxifens im 

Lösungsmittel DMSO wurde eine Stammlösung der Konzentration 50 mg/ml 

erzeugt. Aus letzterer Stammlösung gaben wir für die Versuchsansätze an-

schließend entsprechende Mengen zu 1 ml Ringer-Lösung hinzu, um die 

Raloxifenkonzentrationen 15 µg/ml, 30 µg/ml und 60 µg/ml zu erhalten. Das in 

DMSO gelöste Raloxifen wurde zwischen der Durchführung der einzelnen Ver-

suchsreihen unter Lichtschutz bei -20° C aufbewahrt.  
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2.3.4 Taurolidin 

Das Taurinderivat Taurolidin bezogen wir von Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 

USA). Durch die Lösung des Taurolidins im Lösungsmittel DMSO wurde eine 

Stammlösung der Konzentration 40 mg/ml erzeugt. Aus letzterer Stammlösung 

gaben wir für die Versuchsansätze anschließend entsprechende Mengen zu 1 ml 

Ringer-Lösung hinzu, um die Taurolidinkonzentrationen 15 µg/ml, 30 µg/ml und 

60 µg/ml zu erhalten. Das in DMSO gelöste Taurolidin wurde zwischen der 

Durchführung der einzelnen Versuchsreihen unter Lichtschutz bei -20° C 

aufbewahrt. 

 

2.3.5 Annexin V-FITC 

Annexin V-FITC wurde in den unten beschriebenen Untersuchungen 

angewendet, um die Phosphatidylserinexposition auf der Erythrozytenoberfläche 

und damit indirekt das Zellmembranscrambling durchflusszytometrisch zu 

überprüfen [108] [109] [110]. Dabei handelt es sich bei dem Annexin V um ein 

physiologischerweise vorkommendes Protein [328], welches aufgrund seiner 

unten beschriebenen Charakteristika nach Modifikation auch als labor-

chemischer Marker Verwendung findet [153]. In Abhängigkeit von Kalziumionen 

bindet das Protein Annexin V bevorzugt anionische Phospholipide und weist 

damit eine hohe Affinität für das Membranlipid Phosphatidylserin auf [328]. Da 

das Annexin V selbst nicht fluoresziert und damit der Messung mittels Durchfluss-

zytometrie nicht zugänglich ist, besteht eine Konjugation des Proteins mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) zu Annexin V-FITC [369]. 

Durch diese Modifikation wird die durchflusszytometrische Detektion des Annexin 

V und damit des Phosphatidylserins möglich [205] [369]. 

Das in den nachfolgenden Messungen verwendete Annexin V-FITC bezogen wir 

von der Firma ImmunoTools (Friesoythe, Deutschland). Zwischen den einzelnen 

Anwendungen im Rahmen der Versuche wurde das letztere Diagnostikum bei 

+4° C unter Lichtschutz gelagert. Für die Untersuchungen verdünnten wir das 

Annexin V-FITC in einem Verhältnis von 1:200 in Annexin-Waschpuffer (Kapitel 

2.2.3) [108] [109] [110].  
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2.3.6 Fluo-3-AM 

Fluo-3-AM wurde in den nachfolgend beschriebenen Versuchen zur 

durchflusszytometrischen Messung der zytosolischen Kalziumionen eingesetzt 

[108] [109] [110]. In seiner Esterform (Acetoxymethylester; AM) kann das Fluo-

3-AM keine Kalziumionen binden, ist jedoch zellmembrangängig, so dass die zu 

untersuchenden Zellen durch Inkubation mit letzterem Molekül beladen werden 

können [306]. Im Zellinneren angelangt, wird die Esterform durch intrazelluläre 

Esterasen zu Fluo-3 hydrolysiert [306]. Fluo-3 seinerseits kann die Zellen nicht 

mehr verlassen und ist nach der vorausgegangenen Hydrolyse in der Lage, 

intrazelluläre Kalziumionen zu binden [306]. Durch die Bindung dieser Kationen 

wird die Fluoreszenz des Fluo-3 verstärkt und ist mittels der Durchflusszytometrie 

messbar [278] [306]. 

Das in den unten beschriebenen Untersuchungen genutzte Fluo-3-AM bezogen 

wir von der Firma Biotium (Hayward, USA) und lösten es im Lösungsmittel 

DMSO. Zwischen den Versuchsdurchführungen wurde letzteres Diagnostikum 

unter Lichtschutz bei -20° C aufbewahrt. Für die Messungen der intrazellulären 

Kalziumionen gaben wir das gelöste Fluo-3-AM in einer Konzentration von 5 µM 

zu physiologischer Ringer-Lösung (Kapitel 2.2.1) hinzu [108] [109] [110]. 

 

2.3.7 DCFDA 

2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (DCFDA) wurde im Rahmen der 

Versuche eingesetzt, um die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) 

als indirektes Maß für das Einwirken von oxidativem Stress durchflusszyto-

metrisch zu ermitteln [108] [109] [110]. In der genannten Form ist dieser Fluores-

zenzfarbstoff sowohl chemisch reduziert als auch acetyliert und nicht-fluo-

reszierend [24] [364]. Die Acetylierung ermöglicht dem DCFDA die diffusive 

Aufnahme in die roten Blutkörperchen [24] [364]. In den Erythrozyten 

angekommen, wird das Molekül durch intrazelluläre Esterasen zu der weiterhin 

nicht-fluoreszierenden Verbindung 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein deacetyliert 

und dadurch zellulär retiniert [24] [364]. Sind intrazellulär zusätzlich ROS wie 

Wasserstoffperoxid, Hydroxyl- oder Peroxylradikale vorhanden, so kommt es zur 
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Oxidation des DCF mit der Umwandlung in das stark fluoreszierende, 

durchflusszytometrisch detektierbare 2‘,7‘-Dichlorofluorescein (DCF) [12] [24] 

[364]. 

Das verwendete DCFDA bezogen wir von der Firma Sigma (Schnelldorf, 

Deutschland) und lösten es im Lösungsmittel DMSO. Zwischen den Ausführung-

en der Versuche wurde das letztere Diagnostikum unter Lichtschutz bei -20° C 

gelagert. Für die unten aufgeführten Untersuchungen wurde physiologischer 

Ringer-Lösung (Kapitel 2.2.1) das gelöste DCFDA auf eine Konzentration von 10 

µM hinzugefügt [108] [109] [110]. 

 

2.3.8 Antikörper zur Bestimmung der Ceramidhäufigkeit 

Zweierlei verschiedene Antikörpergruppen wurden verwendet, um das Vorkom-

men des Sphingolipids Ceramid auf der Erythrozytenoberfläche durchflusszyto-

metrisch zu detektieren. Zum einen handelt es sich dabei um einen murinen, 

monoklonalen Anti-Ceramid-Antikörper (Clone MID 15B4) der Firma Alexis 

(Grünberg, Deutschland), welcher als Primärantikörper spezifisch an das Cera-

mid bindet. Diesen Antikörper verdünnten wir für die Versuche zur Ceramid-

Bestimmung im Verhältnis 1:10 mit PBS-BSA-Lösung (Kapitel 2.2.4). Zum an-

deren wurde im Anschluss ein polyklonaler, Fluoresceinisothiozyanat (FITC)-

konjugierter Anti-Maus IgG und IgM spezifischer Antikörper von Ziegen der Firma 

Pharmingen (Hamburg, Deutschland) verwendet. Dieser Sekundärantikörper 

kann durch seine Fluoreszenzmarkierung die Primärantikörper nach deren 

Bindung für die Detektion mittels Durchflusszytometer sichtbar machen. Für die 

Versuche verdünnten wir den letzteren Antikörper in einem Verhältnis von 1:50 

mit PBS-BSA (Kapitel 2.2.4) [108] [109] [110]. 

 

2.3.9 DMSO 

DMSO bezogen wir von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) und ver-

wendeten letzteres im Rahmen der durchgeführten Versuche als Lösungsmittel 

sowohl für die Präparation der oben beschriebenen Xenobiotika Costunolid, 
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Phenoxodiol, Raloxifen und Taurolidin als auch zur Lösung der Diagnostika Fluo-

3-AM und DCFDA. 

 

2.4 Durchflusszytometrie 
 

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte für sämtliche Versuchs-

durchführungen am Durchflusszytometer FACSCalibur™ der Firma Becton 

Dickinson (BD) (New Jersey, USA). Für die anschließende Analyse der gesam-

melten Rohdaten setzten wir die entsprechende Software BD-CellQuest™ ein. 

 

Im nachfolgenden Abschnitt werden die angewendeten Methoden und die 

Abläufe der Untersuchungen aufgezeigt. Dazu werden sowohl der allgemeine 

Versuchsaufbau als auch das Vorgehen zur Bestimmung der einzelnen 

Parameter Phosphatidylserinexposition, Zellgröße, zytosolische Kalziumkon-

zentration, Phosphatidylserinexposition unter Kalziumdeprivation, reaktive 

Sauerstoffspezies und die Ceramidhäufigkeit auf den Erythrozyten erläutert. 

 

2.5 Versuchsaufbau 
 

Alle durchgeführten und hier beschriebenen Untersuchungen erfolgten in einer 

Sterilbank, um potentielle Kontaminationen zu vermeiden. Aufgrund der Möglich-

keit, dass die roten Blutkörperchen verschiedener Probanden unterschiedlich 

empfindlich auf die Xenobiotika und deren Einfluss auf die Eryptose reagieren, 

setzten wir die Untersuchungen als Versuchsreihen um. Eine Versuchsreihe 

beinhaltet dabei die Testung eines der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, 

Raloxifen oder Taurolidin einschließlich einer oder zweier Kontrollgruppen an den 

Erythrozyten eines Probanden. Für jedes der zu untersuchenden Xenobiotika 

wurden mehrere Versuchsreihen unter Verwendung der Erythrozyten mehrerer 

Probanden durchgeführt. Die Untersuchungen geschahen in vitro. Die Etablie-

rung der Kontrollgruppen fand statt, um fehlerhafte Versuchsergebnisse 

möglichst zu erkennen und daraufhin ausschließen zu können [108] [109] [110]. 
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Für die nachfolgende Messung der Phosphatidylserinexposition, der Zellgröße, 

der intrazellulären Kalziumkonzentration, der reaktiven Sauerstoffspezies sowie 

der Ceramidhäufigkeit wurden die Erythrozytensedimente mit Kalzium-haltiger 

Ringer-Lösung auf einen Hämatokrit von 0,4 % resuspendiert. Einzig für die 

Bestimmung der Phosphatidylserinexposition unter Kalziumdepletion erfolgte die 

Resuspension auf einen Hämatokrit von 0,4 % mit Kalzium-freier Ringer-Lösung. 

Von den so entstandenen Erythrozytensuspensionen pipettierten wir jeweils 1 ml 

in je ein autoklaviertes Eppendorf-Reaktionsgefäß. Innerhalb einer Versuchs-

reihe beließen wir anschließend eines der Eppendorf-Reaktionsgefäße als 

Negativkontrolle ausschließlich mit den roten Blutkörperchen und der Ringer-

Lösung, in weitere Eppendorf-Reaktionsgefäße erfolgte die Zugabe eines der 

Xenobiotika – wenn indiziert in ansteigender Konzentration. In denjenigen Fällen, 

in welchen die Kontrolle eines möglichen Einflusses des Lösungsmittels DMSO 

angezeigt war, fügten wir der Erythrozytensuspension DMSO hinzu. Im An-

schluss an die Präparation der jeweiligen Erythrozytenproben wurden diese für 

48 Stunden bei 37° C inkubiert [108] [109] [110]. Die Inkubationszeit der roten 

Blutkörperchen mit den verschiedenen Testsubstanzen wurde dabei so gewählt, 

dass auch möglicherweise auftretende langsame oder verzögerte Mechanismen 

und Signalwege des eryptotischen Zelltodes aufzutreten vermögen [109]. 

Nach der Beendigung der Inkubation bereiteten wir die Erythrozytenproben der 

Versuchsreihen jeweils für ihre durchflusszytometrische Analyse auf, indem wir 

– abhängig von der anschließenden Messung – je 100 µl oder 150 µl Zellsuspen-

sion aus jeder Erythrozytenprobe in je eine Kammer einer 96-Well Mikrotiterplatte 

pipettierten. Diese Mikrotiterplatte wurde anschließend für drei Minuten bei einer 

Temperatur von 37° C mit 1600 Revolutions per Minute (RPM) zentrifugiert und 

der so entstandene Überstand wurde verworfen. Die in den Kammern verblieb-

enen Erythrozytensedimente wuschen wir einmalig mit der entsprechenden 

Ringer-Lösung und behandelten letztere schließlich mit den unten beschriebenen 

Diagnostika auf die unten aufgezeigte Weise weiter, bevor die Messung am 

Durchflusszytometer erfolgte [108] [109] [110].  
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2.5.1 Durchflusszytometrische Analyse 

Die Durchflusszytometrie stellt ein technologisches Mess- und Analyseverfahren 

dar, welches unter Zuhilfenahme von Lichtstrahlen einzelne Partikel, üblicher-

weise Zellen, auf deren physikalische Eigenschaften hin untersucht [28] [131]. 

Dabei vermag diese Messung unter anderem relative Aussagen über die Partikel-

größe, die Partikelbinnenstruktur oder Granularität und – falls entsprechende 

Farbstoffe angewendet werden – auch über die Fluoreszenzintensität zu treffen 

[28] [131]. 

Das Verfahren der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Partikel durch einen 

Lichtstrahl fließen und diesen dadurch streuen sowie gegebenenfalls selbst zur 

Emission von Fluoreszenzsignalen angeregt werden [28] [131]. Diese Lichtstreu-

ungen und Fluoreszenzsignale werden anschließend über verschiedene Detek-

toren registriert und schließlich analysiert [28]. Demgemäß umfasst ein Durch-

flusszytometer die folgenden Komponenten: die (1) Fluidtechnik, die (2) Optik 

und die (3) Elektronik [28]. 

Die (1) Fluidtechnik ermöglicht, dass die Partikel optimal für ihre Vermessung 

vorbereitet werden [28]. Dies erfolgt durch die automatisierte Injektion der 

Partikel in eine Hüllflüssigkeit, sodass sich ein Flüssigkeitsstrom, auch Hüllstrom 

genannt, bildet [28]. In dessen Zentrum fokussieren sich aufgrund der durch die 

Hüllflüssigkeit erfahrenen Beschleunigung die Partikel separat hintereinander 

aufgereiht. Diese Erscheinung wird als „hydrodynamische Fokussierung“ 

bezeichnet und ermöglicht, dass nachfolgend jeweils nur die Streuung und 

Emission eines einzelnen Partikels registriert wird [28] [131]. Auf diese Weise 

werden überlagerte, uneindeutige Ergebnisse vermieden [28]. 

Mittels der (2) Optik, eines Zusammenschlusses aus Lasern als Quelle der 

Lichtstrahlen und Detektoren zur Registrierung der Messsignale, werden die 

fokussierten Partikel vermessen [28] [131]. Sobald ein Partikel den Lichtstrahl 

durchquert, wird der letztere gestreut, wobei die resultierende Streuung von den 

physikalischen Eigenschaften des Partikels abhängt [28]. Verschiedene Photo-

detektoren fangen das Streulicht ein: abhängig von der Größe der Abweichung 

zum ursprünglichen Lichtstrahl wird das Vorwärtsstreulicht (Forward Scatter, 
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FSC) von dem Seitwärtsstreulicht (Side Scatter, SSC) abgegrenzt [28]. Das 

Vorwärtsstreulicht beinhaltet dabei alle Streustrahlen mit einer nur sehr geringen 

Abweichung und wird über eine Photodiode registriert [28] [131]. Es gilt als Maß 

für die Partikelgröße, je höher das Signal des Vorwärtsstreulichtes ist, desto 

größer ist auch der entsprechende Partikel [28] [131]. Das Seitwärtsstreulicht 

umfasst diejenigen Streustrahlen, welche eine Abweichung von 90° zum 

ursprünglichen Lichtstrahl erfahren und wird über einen Photomultiplier registriert 

[28] [131]. Dieses Streulicht ermöglicht Aufschluss über die Beschaffenheit und 

Binnenstruktur eines Partikels, also beispielsweise die Membranfaltungen oder 

Granularität einer Zelle, wobei das Signal des Seitwärtsstreulichtes mit 

vermehrter Membranfaltung und Granularität zunimmt [28] [131]. 

Werden die Partikel vor ihrer durchflusszytometrischen Vermessung noch mit 

einem Fluoreszenzfarbstoff oder mit floureszenzgekoppelten Molekülen 

behandelt, so können neben dem Vorwärts- und dem Seitwärtsstreulicht noch 

Fluoreszenzintensitäten registriert werden [28]. Hierdurch wird es im Falle von 

Zellen möglich, indirekt gezielt das Vorhandensein von Oberflächenmolekülen 

oder von intrazellulären Strukturen wie Proteinen oder DNA zu ermitteln [131]. 

Zugrunde liegt hierbei, dass die Fluoreszenzfarbstoffe Licht in einem bestimmten, 

für sie charakteristischen Wellenlängenbereich, dem sogenannten Absorptions-

spektrum, absorbieren [28] [131]. Liegt die Wellenlänge des durch den Laser 

emittierten Lichtstrahls innerhalb dieses Bereiches, so werden die Elektronen des 

Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und auf ein höheres Energieniveau angehoben 

[28] [131]. Wenn diese Elektronen anschließend rasch in ihren Ausgangszustand 

zurückverfallen, wird die dabei freigesetzte Energie in Form eines Photons 

abgegeben und ist als Fluoreszenz durch einen Photomultiplier detektierbar [28]. 

Abhängig davon, welche Wellenlänge die emittierte Fluoreszenz aufweist, wird 

diese zur allgemeinen Unterscheidung mithilfe von Interferenzfiltern verschie-

denen Fluoreszenzkanälen „FL“ zugeordnet [131]. 

Zuletzt ermöglicht die (3) Elektronik eine Umwandlung der durch die Photo-

detektoren registrierten Streulicht- und Fluoreszenzsignale in elektrische Signale 

[28] [131]. Diese können anschließend mittels Computer weiterverarbeitet 
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werden, indem beispielsweise eine graphische Darstellung in Form eines Histo-

grammes oder eines Dot-Plots und eine statistische Analyse erfolgt [28] [131]. 

Das im Rahmen der Versuchsdurchführungen verwendete Durchflusszytometer 

FACSCalibur™ beinhaltet einen Argon-488nm-Laser und einen Dioden-633nm-

Laser zur Erzeugung der Lichtstrahlen, sowie eine Photodiode als Vorwärtsstreu-

lichtdetektor, einen Photomultiplier als Seitwärtsstreulichtdetektor und vier Photo-

multiplier FL1-FL4 als Floureszenzdetektoren. Für jede Probe wurden 50.000 

Zellen durchflusszytometrisch registriert, um so eine hohe Zuverlässigkeit und 

Repräsentativität der Ergebnisse zu erzielen. Innerhalb einer Messreihe wurde 

das Vorwärtsstreulicht durch die Photodiode des FSC-Kanals und die Fluores-

zenzintensitäten der verschiedenen Färbungen durch den Photomultiplier im 

FL1-Kanal erfasst. Auf Messungen des Seitwärtsstreulicht verzichteten wir, da 

diesem im Forschungsbereich der Eryptose keine wesentliche Bedeutung beige-

messen wird. 

 

2.5.2 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC 

Für die Messung der erythrozytären Phosphatidylserinexposition resuspen-

dierten wir die nach Kapitel 2.5 vorbehandelten Erythrozyten mit 150 µl Annexin 

V-FITC in einer 1:200 Verdünnung mit Annexinwaschpuffer und inkubierten diese 

bei 37° C für 20 Minuten unter Lichtschutz. Die Bestimmung der Annexin V-

Fluoreszenz erfolgte im Anschluss mittels des Durchflusszytometers bei einer 

Exzitationswellenlänge von 488 nm und einer Emissionswellenlänge von 530 nm 

im FL1-Kanal. Um solche Erythrozyten, welche vermehrt Annexin V auf ihrer 

Oberfläche binden, von Zellen ohne erhöhte Annexin V-Bindung abzugrenzen, 

wurde ein Marker (M1) als arbiträrer Grenzwert festgelegt. Dieser Grenzwert 

wurde sowohl für die Kontrollgruppen als auch für die mit Xenobiotika 

behandelten Proben gleich gewählt [108] [109] [110]. Die in diesem Versuch er-

langten Daten wurden anschließend nach Kapitel 2.5.8 statistisch ausgewertet. 
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2.5.3 Zellgröße - Forward Scatter 

Die Messung der Zellgröße erfolgte mittels der Bestimmung des Vorwärtsstreu-

lichts im FSC-Kanal des Durchflusszytometers bei einer Exzitationswellenlänge 

von 488 nm. Gemessen wurde die Zellgröße parallel zur Bestimmung der 

Annexin V-Fluoreszenz innerhalb desselben Messdurchgangs [108] [109] [110]. 

Möglich ist dieses Vorgehen aufgrund der Tatsache, dass durch Annexin V keine 

fälschliche Veränderung des Zellvolumens anzunehmen ist. Zu beachten gilt, 

dass durch die Bestimmung des Vorwärtsstreulichts keine absoluten Zellgrößen 

erfasst werden. Folgerungen bezüglich der Zellgröße erfolgen daher durch den 

Vergleich der Messergebnisse der Proben untereinander. Die Messwerte für jede 

Probe wurden in Form des geometrischen Mittels erfasst. Die in diesem Versuch 

erlangten Daten werteten wir anschließend nach Kapitel 2.5.8 statistisch aus. 

 

2.5.4 Intrazelluläre Kalziumionen - Fluo-3-AM 

Um die intrazelluläre Kalziumkonzentration zu bestimmen, resuspendierten wir 

die vorbehandelten Erythrozyten (Kapitel 2.5) in 150 µl einer Fluo-3-AM-haltigen 

Ringer-Lösung mit einer Konzentration von 5 µM, um letztere auf diese Weise 

mit Fluo-3-AM zu beladen. Diese Suspension wurde dann für 30 Minuten unter 

Lichtschutz bei 37° C inkubiert. Anschließend erfolgte am Durchflusszytometer 

die Ermittlung der Kalzium-abhängigen Fluo-3-Fluoreszenz mit einer 

Exzitationswellenlänge von 488 nm und einer Emissionswellenlänge von 530 nm 

im FL1-Kanal [108] [109] [110]. Die Messwerte für jede Probe wurden in Form 

des geometrischen Mittels erfasst. Die in diesem Versuch erlangten Daten 

werteten wir anschließend nach Kapitel 2.5.8 statistisch aus. 

 

2.5.5 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC 

Für die Messung der erythrozytären Phosphatidylserinexposition unter Weg-

nahme der extrazellulären Kalziumionen resuspendierten wir die nach Kapitel 2.5 

mit Kalzium-freier Ringer-Lösung vorbehandelten Erythrozyten mit 150 µl 

Annexin V-FITC in einer 1:200 Verdünnung mit Annexinwaschpuffer und inku-

bierten jene bei 37° C für 20 Minuten unter Lichtschutz. Die Ermittlung der 
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Annexin V-Fluoreszenz erfolgte im Anschluss mittels des Durchflusszytometers 

bei einer Exzitationswellenlänge von 488 nm und einer Emissionswellenlänge 

von 530 nm im FL-1-Kanal. Um solche Erythrozyten, welche vermehrt Annexin V 

auf ihrer Oberfläche binden, von Zellen ohne erhöhte Annexin V-Bindung 

abzugrenzen, wurde ein Marker (M1) als arbiträrer Grenzwert festgelegt. Dieser 

Grenzwert wurde sowohl für die Kontrollgruppen als auch für die mit Xenobiotika 

behandelten Proben gleich gewählt [108] [109] [110]. Die in diesem Versuch 

erlangten Daten wurden anschließend nach Kapitel 2.5.8 statistisch ausgewertet. 

 

2.5.6 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA 

Für die Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies und des damit einherge-

henden oxidativen Stresses färbten wir die vorbehandelten roten Blutkörperchen 

(Kapitel 2.5) mit DCFDA an. Zu diesem Zweck erfolgte die Inkubation dieser 

Erythrozyten in einer Ringerlösung mit einer 10 µM DCFDA-Konzentration für 30 

Minuten bei 37° C unter Lichtschutz. Vor der Messung wurden die angefärbten 

Zellen zweifach in reiner Ringer-Lösung gewaschen und schließlich in 200 µl 

Ringer-Lösung suspendiert. Die DCFDA-Fluoreszenzbestimmung am Durch-

flusszytometer erfolgte mit einer Exzitationswellenlänge von 488 nm und einer 

Emissionswellenlänge von 530 nm im FL1-Kanal [108] [109] [110]. Die Mess-

werte für jede Probe wurden in Form des geometrischen Mittels erfasst. Die in 

diesem Versuch erlangten Daten werteten wir anschließend nach Kapitel 2.5.8 

statistisch aus. 

 

2.5.7 Ceramidhäufigkeit - Primär- und Sekundärantikörper 

Die hier durchgeführte Bestimmung der Ceramidhäufigkeit im Rahmen der 

Eryptose beruht auf der Anwendung eines Antikörper-basierten Testverfahrens. 

Für die Messung des Vorkommens dieses Sphingolipids auf der Oberfläche der 

Erythrozyten markierten wir die nach Kapitel 2.5 vorbehandelten roten Blut-

körperchen mit einem murinen, Ceramid-spezifischen Primärantikörper. Hierzu 

erfolgte deren Inkubation über 60 Minuten bei 37° C in 100 µl einer PBS-BSA 

Lösung, welche 1 µg des letzteren Antikörpers in einer 1:10 Verdünnung in ge-
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löster Form enthält. Nach dieser Zeitspanne wuschen wir die Erythrozyten 

zweifach in 100 µl reiner PBS-BSA-Lösung, um die nicht-gebundenen Antikörper 

abzuscheiden. Anschließend fand die Anfärbung der roten Blutkörperchen durch 

eine erneute Inkubation für 30 Minuten bei 37° C unter Lichtschutz mit 100 µl 

einer PBS-BSA Lösung, welche einen polyklonalen, FITC-konjugierten 

Sekundärantikörper in einer 1:50 Verdünnung beinhaltet, statt. Wieder wurden 

überschüssige, ungebundene Antikörper nach der Inkubationsperiode durch 

zweimalige Waschung in 100 µl reiner PBS-BSA-Lösung entfernt und schließlich 

die markierten und gefärbten Erythrozyten zur durchflusszytometrischen Mes-

sung in 150 µl reiner PBS-BSA Lösung suspendiert. Die FITC-Fluoreszenz-

bestimmung des Sekundärantikörpers erfolgte mit einer Exzitationswellenlänge 

von 488 nm und einer Emmisionswellenlänge von 530 nm im FL1-Kanal [109] 

[110] [108]. Die Messwerte für jede Probe wurden in Form des geometrischen 

Mittels erfasst. Die in diesem Versuch erlangten Daten werteten wir anschließend 

nach Kapitel 2.5.8 statistisch aus. 

 

2.5.8 Statistik 

Die im Rahmen der Versuche erhobenen Daten werden nachfolgend als arith-

metischer Mittelwert ± Standardfehler (SEM) wiedergegeben. Deren statistische 

Auswertung erfolgte unter Verwendung der Statistiksoftware GraphPad Prism 

der Firma GraphPad Software Inc. (La Jolla, USA). Die Daten der Versuchsreihen 

wurden jeweils komplett und ohne die Anwendung von Ein- oder Ausschluss-

kriterien analysiert. Für die statistische Auswertung mehrerer (>2) unabhängiger 

Gruppen zogen wir eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of 

Variance) mit einem Tukey’s Test als Post-hoc-Test heran. Die Signifikanz-

analyse zweier unabhängiger Gruppen führten wir mittels eines T-Tests durch. 

Das Signifikanzniveau wurde als p<0,05 definiert. n zeigt die Anzahl der durch-

geführten Versuchsreihen innerhalb einer Untersuchung an. Aufgrund der 

Möglichkeit, dass die Erythrozytenproben der verschiedenen Probanden unter-

schiedlich anfällig für die Wirkung der Xenobiotika auf die Eryptoseauslösung 

sind, setzten wir die einzelnen Erythrozytenproben jeweils sowohl den Kontroll- 

als auch den Experimentalbedingungen aus [108] [109] [110]. 
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3 Ergebnisse 
 

Die in Kapitel 2 aufgezeigten und im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten 

Untersuchungen haben zum Ziel, mögliche Einflüsse der Xenobiotika Costunolid, 

Phenoxodiol, Raloxifen sowie Taurolidin auf den gesteuerten, erythrozytären 

Zelltod aufzuzeigen. Vertiefend soll weiterhin eine Klärung der notwendigen 

Substanzkonzentrationen sowie eine Erläuterung der in diesen Fällen in-

volvierten Eryptosemechanismen stattfinden. 

 

3.1 Einfluss von Costunolid auf die Eryptose 
 

Zunächst werden die Ergebnisse der Untersuchung bezüglich der Wirkung des 

Sesquiterpenlactons Costunolid auf die Eryptose dargelegt. Letzteres Xenobioti-

kum gilt in der medizinischen Forschung insbesondere aufgrund seiner breiten 

antineopolastischen Wirksamkeit auf Zelllinien in vitro sowie tierexperimentell als 

bedeutsam. Wir beurteilten verschiedene Wirkkonzentrationen des Costunolids 

sowie die Wirkung auf die Phosphatidylserinexposition, die Zellgröße, die 

zytosolische Kalziumkonzetration, den Einfluss extrazellulärer Kalziumionen, die 

Entstehung von oxidativem Stress und die Anhäufung von Ceramid auf den 

Erythrozyten. 

 

3.1.1 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC 

Eines der Hauptmerkmale der Eryptose stellt der Verlust der Membranasymme-

trie mit der Translokation von Phosphatidylserin auf den äußeren Anteil der Zell-

membran dar (Kapitel 1.3.1). Um die Beeinflussung des gesteuerten Zelltodes 

der Erythrozyten durch Costunolid zu ermitteln, bestimmten wir daher zunächst 

die Phosphatidylserinexposition mithilfe von Annexin V am Durchflusszytometer. 

Die Messung erfolgte nach einer 48-stündigen Inkubation mit verschiedenen 

Konzentrationen des Xenobiotikums (5-15 µg/ml) und zeigt, wie in Abbildung 12 

dargestellt, einen Anstieg der Annexin V-bindenden Zellen vermittelt durch 

Costunolid. Statistisch signifikant wird die Zunahme der Annexin V-Bindung ab 
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einer Costunolid-Konzentration von 10 µg/ml. Mit zunehmender Konzentration 

des Sesquiterpenlactons steigt auch die Anzahl der Annexin V-bindenden 

Erythrozyten an. Im Original-Histogramm ist die Steigerung der Annexin V-

Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml 

gegenüber der Negativkontrolle dargestellt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM 

des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 17 für die Negativkontrolle 0,97 ± 0,08, für die Exposition 

mit 5 µg/ml Costunolid 2,07 ± 0,14, für die Exposition mit 10 µg/ml Costunolid 

4,01 ± 0,38, für die Exposition mit 15 µg/ml Costunolid 8,90 ± 0,90 und für die 

Kontrollgruppe mit 15 µg/ml DMSO 0,91 ± 0,09 [109]. 
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Abbildung 12: Effekt von Costunolid auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten modifiziert 
nach [109]. A Original-Histogramm Annexin V-bindender Erythrozyten als Maß für die 
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und 
mit Costunolid (15 µg/ml) (schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 17) der Annexin V-
Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und 
mit Costunolid (5 µg/ml, 10 µg/ml, 15 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des 
Lösungsmittels DMSO (15 µg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich 
zur Kontrollgruppe ohne Costunolid (ANOVA) [109]. 

 

3.1.2 Zellgröße - Forward Scatter 

Auch die Zellschrumpfung der roten Blutkörperchen als Folge eines Kalium-

chlorid- und Wasserverlustes gehört zu den Hauptmerkmalen der Eryptose 

(Kapitel 1.3.1). Daher ermittelten wir neben der Wirkung auf die Phosphatidyl-

serinexposition auch den Einfluss von Costunolid auf das erythrozytäre Zell-

volumen. Die Messung erfolgte nach einer 48-stündigen Inkubation mit ver-

schiedenen Konzentrationen des Xenobiotikums (5-15 µg/ml) durch die Bestim-

mung des Foward Scatters am Durchflusszytometer. Die Ergebnisse sind in 
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Abbildung 13 dargelegt und zeigen ein verändertes Vorwärtsstreulicht und damit 

eine Abnahme der Zellgröße unter dem Einwirken von Costunolid. Ab einer 

Konzentration des Xenobiotikums von 15 µg/ml erreicht die Reduktion des For-

ward Scatters gegenüber der Kontrollgruppe statistische Signifikanz. Im Original-

Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu kleineren Werten des Vorwärts-

steulichts nach Inkubation mit einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml zu er-

kennen. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Vor-

wärtsstreulichtintensität beträgt bei einer Gruppengröße von n = 17 für die 

Negativkontrolle 490,40 ± 11,04, für die Exposition mit 5 µg/ml Costunolid 475,10 

± 10,17, für die Exposition mit 10 µg/ml Costunolid 449,00 ± 11,45, für die 

Exposition mit 15 µg/ml Costunolid 368,60 ±16,89 und für die Kontrollgruppe mit 

15 µg/ml DMSO 477,60 ± 12,15 [109]. 
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Abbildung 13: Effekt von Costunolid auf die Zellgröße der Erythrozyten modifiziert nach [109]. A 
Original-Histogramm des Forward Scatters (FSC) der Erythrozyten als Maß für die Zellgröße nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Costunolid (15 µg/ml) (schwarze Linie) 
[109]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 17) des Forward Scatters (FSC) der Erythrozyten nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Costunolid (5 µg/ml, 10 µg/ml, 15 
µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (15 µg/ml) (grauer 
Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid 
(ANOVA) [109]. 

 

Sowohl die Steigerung der Phosphatidylserinexposition auf der Außenseite der 

Zellmembran als auch Abnahme des Zellvolumens zeigen auf, dass das Ses-

quiterpenlacton Costunolid einen stimulierenden Effekt auf den gesteuerten Zell-

tod der Erythrozyten ausübt. Im Rahmen der nachfolgenden Untersuchungen er-

mittelten wir daher, welche Signalwege und Wirkmechanismen in der Eryptose-

auslösung durch dieses Xenobiotikum involviert sind.  
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3.1.3 Intrazelluläre Kalziumionen - Fluo-3-AM 

Die Erhöhung der intrazellulären Kalziumaktivität stellt einen bedeutenden und 

oftmals zentralen Mechanismus der Eryptoseauslösung dar (Kapitel 1.3.3). Aus 

diesem Grund bestimmten wir im nächsten Schritt die Konzentration der intra-

zellulären Kalziumionen nach 48-stündiger Inkubation mit Costunolid in verschie-

denen Konzentrationen (5-15 µg/ml). Die Messung erfolgte mithilfe der durch-

flusszytometrischen Registrierung der Fluo-3-AM-vermittelten Fluoreszenz. Aus 

der Abbildung 14 wird ersichtlich, dass das Sesquiterpenlacton in der Konzentra-

tion 15 µg/ml eine signifikante Steigerung der Fluo-3-Fluoreszenz und damit der 

intrazellulären Kalziumkonzentration bewirkt. Im Original-Histogramm stellt sich 

im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität unter 

Einwirkung einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml dar. Der arithmetische 

Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensität 

beträgt bei einer Gruppengröße von n = 13 für die Negativkontrolle 19,22 ± 0,45, 

für die Exposition mit 5 µg/ml Costunolid 20,53 ± 0,64, für die Exposition mit 10 

µg/ml Costunolid 22,23 ± 0,46, für die Exposition mit 15 µg/ml Costunolid 28,69 

± 4,05 und für die Kontrollgruppe mit 15 µg/ml DMSO 17,98 ± 0,42 [109]. 
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Abbildung 14: Effekt von Costunolid auf die zytosolischen Kalziumionen modifiziert nach [109]. A 
Original-Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für die zytosolischen Kalziumionen 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Costunolid (15 µg/ml) 
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 13) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Costunolid (5 µg/ml, 10 
µg/ml, 15 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (15 µg/ml) 
(grauer Balken) dargestellt. **(p<0.01) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid 
(ANOVA) [109]. 
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3.1.4 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC 

Neben dem Kalzium-vermittelten Signalweg der Eryptoseauslösung sind weitere 

Mechanismen des gesteuerten, erythrozytären Zelltodes bekannt, welche losge-

löst von einer erhöhten intrazellulären Kalziumaktivität ablaufen (Kapitel 1.3.3). 

Um auszumachen, in welchem Ausmaß die Costunolid-induzierte Eryptose auf 

einer gesteigerten Kalziumkonzentration durch den Ioneneinstrom von extra-

zellulär beruht und ob weitere, Kalzium-unabhängige Effekte einwirken, führten 

wir Versuchsreihen in Abwesenheit von extrazellulären Kalziumionen durch. 

Hierzu bestimmten wir die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten nach 

einer 48-stündigen Inkubation entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer 

Kalzium-freien Ringer-Lösung mit oder ohne Zusatz des Xenbiotikums in der 

Konzentration 15 µg/ml mittels der Durchflusszytometrie. Wie in Abbildung 15 

wiedergegeben ist, wird der Effekt des Costunolids auf die Phosphatidyl-

serinexposition durch das Fehlen von extrazellulären Kalziumionen signifikant 

gegenüber der Wirkung in Anwesenheit von Kalzium abgeschwächt. Weiterhin 

ist jedoch ersichtlich, dass das Sequiterpenlacton sogar in der Abwesenheit von 

extrazellulären Kalziumionen den prozentualen Anteil der erythrozytären Phos-

phatidylserinexposition im Vergleich zur Kalzium-freien Negativkontrolle signifi-

kant erhöht. Im Original-Histogramm ist die Steigerung der Annexin V-Fluores-

zenz nach der Inkubation mit einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml sowohl 

in Kalzium-haltiger als auch in Kalzium-freier Ringer-Lösung gegenüber der 

Negativkontrolle dargestellt. Dieser Effekt tritt sowohl in der Kalzium-haltigen als 

auch in der Kalzium-freien Ringerlösung auf. Ferner ist ersichtlich, dass die 

Annexin V-Fluoreszenz unter der Anwesenheit von extrazellulären Kalziumionen 

stärker angestiegen ist als im Kalzium-absenten Milieu. Der arithmetische Mittel-

wert ± SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten beträgt bei 

einer Gruppengröße von n = 10 für die Negativkontrolle mit Kalziumionen 1,02 ± 

0,08, für die Exposition mit 15 µg/ml Costunolid mit Kalziumionen 11,86 ± 1,31, 

für die Negativkontrolle ohne Kalziumionen 1,18 ± 0,43 und für die Exposition mit 

15 µg/ml Costunolid ohne Kalziumionen 6,21 ± 0,65 [109]. 
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Abbildung 15: Kalziumsensitivität der Costunolid-induzierten Phosphatidylserinexposition der 
Erythrozyten modifiziert nach [109]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als 
Maß für die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue 
Flächen) und mit Costunolid (15 µg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-Lösung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lösung [109]. C 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 10) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weiße Balken) und mit Costunolid (15 µg/ml) (schwarze Balken) unter 
Vorhandensein (linke Balken, + Kalzium) oder Abwesenheit von Kalzium (rechte Balken, - Kalzium). 
***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid, ###(p<0.001) zeigt die 
Signifikanz im Vergleich zum Vorhandensein von Kalzium (ANOVA) [109]. 

 

Aus dieser Untersuchung wird deutlich, dass die Costunolid-induzierte Verände-

rung der Phosphatidylserinexposition und die Eryptose in Teilen auf dem Kal-

ziumeinstrom von extrazellulär beruhen. Zusätzlich deuten die Ergebnisse aber 

auf weitere Mechanismen hin, welche die signifikante Translokation des Phos-

phatidylserins trotz der fehlenden extrazellulären Kalziumionen bewirken [109]. 

 

3.1.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA 

An der Auslösung der Eryptose und an der Öffnung der erythrozytären nicht-

selektiven Kationenkanäle können ROS und folglich oxidativer Stress beteiligt 
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sein. Um Aufschluss über ein mögliches Mitwirken von oxidativem Stress in der 

Eryptoseauslösung durch Costunolid zu erhalten, bestimmten wir die DCFDA-

Fluoreszenz am Durchflusszytometer nach einer 48-stündigen Inkubation der 

Erythrozyten mit einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml. Abbildung 16 zeigt 

auf, dass das Sesquiterpenlacton die DCFDA-vermittelte Fluoreszenz im 

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhöht und demnach die Entstehung von 

ROS und oxidativem Stress bewirkt. Im Original-Histogramm ist eine Zunahme 

der DCFDA-abhängigen Fluoreszenzintensität durch das Einwirken von 15 µg/ml 

Costunolid gegenüber der Negativkontrolle dargestellt. Das arithmetische Mittel 

± SEM des geometrischen Mittels der DCFDA-bedingten Fluoreszenzintensität 

beträgt bei einer Gruppengröße von n = 10 für die Kontrollgruppe 16,14 ± 0,95 

und für die Exposition mit 15 µg/ml Costunolid 23,58 ± 0,99 [109]. 
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Abbildung 16: Einfluss von Costunolid auf den oxidativen Stress in den Erythrozyten modifiziert nach 
[109]. A Original-Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für den oxidativen Stress 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Costunolid (15 µg/ml) 
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 10) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Costunolid (15 µg/ml) 
(schwarzer Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid (T-
Test) [109]. 

 

3.1.6 Ceramidhäufigkeit – Primär- und Sekundärantikörper 

Die Ceramid-vermittelten Mechanismen der Eryptose können unabhängig vom 

Einstrom extrazellulärer Kalziumionen in die sterbenden roten Blutkörperchen 

verlaufen (Kapitel 1.3.3). Aus diesem Grund untersuchten wir im Rahmen des 

nachfolgenden Versuchs eine Beteiligung des Sphingolipids Ceramid an der 

durch Costunolid bewirkten Eryptose. Zu diesem Zweck bestimmten wir durch-
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flusszytometrisch das Ceramidvorkommen nach einer 48-stündigen Inkubation 

mit einer Konzentration des Sesquiterpenlactons von 15 µg/ml mithilfe von spezi-

fischen Primär- und fluoreszierenden Sekundärantikörpern. Die Ergebnisse sind 

in Abbildung 17 dargestellt und zeigen auf, dass Costunolid die Ceramid-

bedingte Fluoreszenz und damit die Anhäufung dieses Sphingolipids im 

Vergleich zur Negativkontrolle signifikant steigert. Im Original-Histogramm stellt 

sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhöhung der Fluoreszenzintensität 

unter Einwirkung einer Costunolidkonzentration von 15 µg/ml dar. Der arith-

metische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Antikörper-bedingten 

Fluoreszenzintensität beträgt bei einer Gruppengröße von n = 5 für die 

Negativkontrolle 4,67 ± 0,07 und für die Exposition mit 15 µg/ml Costunolid 7,07 

± 0,34 [109]. 
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Abbildung 17: Effekt von Costunolid auf die Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche 
modifiziert nach [109]. A Original-Histogramm der Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche nach 
einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Costunolid (15 µg/ml) 
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 5) der Ceramidhäufigkeit auf der 
Erythrozytenoberfläche nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit 
Costunolid (15 µg/ml) (schwarzer Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe 
ohne Costunolid (T-Test) [109]. 

 

 

3.2 Einfluss von Phenoxodiol auf die Eryptose 
 

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Effekte des Isoflavons Phenoxodiol auf 

die Eryptose beschrieben. Letztgenanntes Xenobiotikum ist für die medizinische 

Forschung und die klinische Anwendung aufgrund seiner antineoplastischen 
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Aktivität sowohl in vitro als auch in vivo von Interesse. Untersucht wurden 

verschiedene Wirkkonzentrationen des Phenoxodiols sowie die Phosphatidyl-

serinexposition, die Zellgröße, die zytosolische Kalziumkonzentration, der Ein-

fluss extrazellulärer Kalziumionen, die Entstehung von oxidativem Stress und die 

Anhäufung von Ceramid auf den Erythrozyten nach Inkubation. 

 

3.2.1 Phosphatidylserinexposition – Annexin V-FITC 

Der gesteuerte Zelltod der Erythrozyten ist gekennzeichnet durch die Exposition 

des Lipids Phosphatidylserin auf der Außenseite der Zellmembran, welche mit 

einem Verlust der Membranasymmetrie einhergeht (Kapitel 1.3.1). Um zu ermit-

teln, welchen Einfluss das Xenobiotikum Phenoxodiol auf die Eryptose ausübt, 

überprüften wir daher im ersten Schritt das Vorhandensein von externalisiertem 

Phosphatidylserin auf den Erythrozyten. Dazu wurden die roten Blutkörperchen 

über 48 Stunden mit Phenoxodiol in aufsteigender Konzentration (25-100 µg/ml) 

inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch mithilfe ihrer Annexin V-

Fluoreszenz auf ihre Phosphatidylserinxposition getestet. Aus Abbildung 18 wird 

ersichtlich, dass die Annexin V-vermittelte Fluoreszenz im Vergleich zur 

Kontrollgruppe ansteigt und das Isoflavon damit ein Zellmembranscrambling mit 

Phosphatidylserinexposition bewirkt. Statistisch signifikant ist dieser Effekt ab 

einer Phenoxodiolkonzentration von 50 µg/ml. Weiterhin besteht eine Dosis-

Wirkungsbeziehung, steigende Konzentrationen des Xenobiotikums führen 

allesamt auch zu erhöhten Eryptoseraten. Im Original-Histogramm ist die 

Zunahme der Annexin V-Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Phenoxodiol-

konzentration von 100 µg/ml gegenüber der Kontrollgruppe dargestellt. Der 

arithmetrische Mittelwert ± SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender 

Erythrozyten beträgt bei einer Gruppengröße von n = 20 für die Negativkontrolle 

0,90 ± 0,07, für die Exposition mit 25 µg/ml Phenoxodiol 2,57 ± 0,34, für die 

Exposition mit 50 µg/ml Phenoxodiol 6,84 ± 0,59, für die Exposition mit 100 µg/ml 

Phenoxodiol 11,59 ± 1,14 und für die Kontrollgruppe mit 100 µg/ml DMSO 0,81 

± 0,06 [108]. 
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Abbildung 18: Effekt von Phenoxodiol auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten 
modifiziert nach [108]. A Original-Histogramm Annexin V-bindender Erythrozyten als Maß für die 
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und 
mit Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 20) der Annexin V-
Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und 
mit Phenoxodiol (25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des 
Lösungsmittels DMSO (100 µg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im 
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol (ANOVA) [108]. 

 

3.2.2 Zellgröße - Forward Scatter 

Weiterhin zählt eine Verminderung der Zellgröße zu den charakteristischen mor-

phologischen Veränderungen, welche während des Ablaufs der Eryptose auf-

treten (Kapitel 1.3.1). Neben der Phosphatidylserinexposition bestimmten wir zur 

Einschätzung der Wirkung von Phenoxodiol auf die Eryptose folglich auch das 

Zellvolumen der Erythrozyten nach Einwirkung jenes Isoflavons. Diese Messung 

erfolgte nach einer 48-stündigen Inkubation der roten Blutkörperchen mit ver-

schiedenen Phenoxodiolkonzentrationen (25-100 µg/ml) durch die Bestimmung 

des Forward Scatters am Durchflusszytometer. Abbildung 19 zeigt auf, dass 

letzteres Xenobiotikum das Vorwärtsstreulicht der inkubierten Erythrozyten 

verändert und zu einer Verminderung der Zellgröße führt. Ab einer 

Phenoxodiolkonzentration von 50 µg/ml zeigt sich die Größenreduktion als statis-

tisch signifikant gegenüber der Negativkontrolle. Auch hier ist eine Dosis-

Wirkungsbeziehung gegeben, höhere Konzentrationen des Isoflavons erzielen 

eine stärkere Abnahme der Zellgröße. Im Original-Histogramm stellt sich eine 

Linksverschiebung hin zu kleineren Werten des Vorwärtsstreulichts nach Inku-

bation mit einer Phenoxodiolkonzentration von 100 µg/ml dar. Der arithmetische 

Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Vorwärtsstreulichtintensität be-

trägt bei einer Gruppengröße von n = 27 für die Kontrollgruppe 478,30 ± 5,37, für 
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die Exposition mit 25 µg/ml Phenoxodiol 454,30 ± 6,41, für die Exposition mit 50 

µg/ml Phenoxodiol 426,30 ± 6,34, für die Exposition mit 100 µg/ml Phenoxodiol 

364,3 ± 7,99 und für die Kontrollgruppe mit 100 µg/ml DMSO 473,8 ± 4,80 [108]. 
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Abbildung 19: Effekt von Phenoxodiol auf die Zellgröße der Erythrozyten modifiziert nach [108]. A 
Original-Histogramm des Forward Scatters der Erythrozyten als Maß für die Zellgröße nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarze 
Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 27) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-
stündigen Inkubation mit Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Phenoxodiol (25 µg/ml, 50 µg/ml, 100 
µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (100 µg/ml) (grauer 
Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol 
(ANOVA) [108]. 

 

Aus den obenstehenden Versuchsergebnissen wird ersichtlich, dass das Isofla-

von Phenoxodiol sowohl einen steigernden Einfluss auf die Phosphatidylserin-

exposition ausübt, als auch eine Verringerung der Zellgröße bewirkt und somit 

die Auslösung der Eryptose bewirken kann. In den nachfolgenden Untersuchun-

gen verfolgten wir daher das Ziel, tiefergehende Informationen über die 

involvierten Signalwege und Wirkmechanismen zu erhalten. 

 

3.2.3 Intrazelluläre Kalziumkonzentration - Fluo-3-AM 

Ein wichtiger und vielfach involvierter Mechanismus zur Auslösung der Eryptose 

stellt die Öffnung der nicht-selektiven Kationenkanäle mit daraus resultierender 

Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration dar (Kapitel 1.3.3). Um zu 

überprüfen, ob auch die durch Phenoxodiol hervorgerufene Eryptose eine Än-

derung der zytosolischen Kalziumkonzentration involviert, ermittelten wir nach-

folgend die intrazellulären Kalziumionen nach 48-stündiger Inkubation der 
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Erythrozyten mit ansteigender Konzentration (25-100 µg/ml) des Isoflavons. Die 

Messung erfolgte durch Registrierung der Fluo-3-AM-vermittelten Fluoreszenz 

am Durchflusszytometer. Wie in Abbildung 20 dargestellt, führt die Inkubation der 

Erythrozyten mit dem Isoflavon zu einer Abnahme der Fluo-3-Fluoreszenz und 

damit der intrazellulären Kalziumkonzentration, was sich bereits bei einer Phen-

oxodiolkonzentration von 25 µg/ml als statistisch signifikant erweist. Im Original-

Histogramm zeigt sich im Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der 

Fluoreszenzintensität nach der Inkubation mit dem Xenobiotikum. Der arithme-

tische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenz-

intensität beträgt bei einer Gruppengröße von n = 27 für die Negativkontrolle 

19,40 ± 0,61, für die Exposition mit 25 µg/ml Phenoxodiol 13,23 ± 0,53, für die 

Exposition mit 50 µg/ml Phenoxodiol 9,92 ± 0,31, für die Exposition mit 100 µg/ml 

8,44 ± 0,31 und für die Kontrollgruppe mit 100 µg/ml DMSO 19,85 ± 0,66 [108]. 
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Abbildung 20: Effekt von Phenoxodiol auf die zytosolischen Kalziumionen modifiziert nach [108]. A 
Original-Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für die zytosolischen Kalziumionen 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Phenoxodiol (100 
µg/ml)(schwarze Linie [108]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 27) der Fluo-3-Fluoreszenz der 
Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit 
Phenoxodiol (25 µg/ml, 50 µg/ml, 100µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des 
Lösungsmittels DMSO (100 µg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im 
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol (ANOVA) [108]. 

 

3.2.4 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC 

Im Falle einer Kalzium-vermittelten Eryptose strömen diese Kationen aus dem 

Extrazellularraum durch die nicht-selektiven Kationenkanäle in die sterbenden 

Erythrozyten ein (Kapitel 1.3.3). Um herauszufinden, ob die durch Phenoxodiol 

induzierten Mechanismen des Zellmembranscramblings und der Eryptose ab-
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hängig von extrazellulären Kalziumionen sind oder aber durch andere Signal-

wege hervorgerufen werden, führten wir den nachfolgend beschriebenen Ver-

such durch. Hierin erfolgte die Bestimmung der Phosphatidylserinexposition mit-

tels der Annexin V-Fluoreszenz am Durchflusszytometer nach einer 48-stüdigen 

Inkubation der Erythrozyten entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer 

Kalzium-freien Ringer-Lösung mit oder ohne Zugabe des Isoflavons in einer 

Konzentration von 100 µg/ml. Wie in Abbildung 21 aufgezeigt wird, resultiert die 

Abwesenheit von extrazellulären Kalziumionen nicht in einer signifikanten 

Änderung der Phenoxodiol-vermittelten Annexin V-Bindung. Sowohl mit als auch 

ohne Kalziumionen im Extrazellularraum bewirkt das Xenobiotikum einen 

signifikanten Anstieg der Annexin V-Fluoreszenz. Die Original-Histogramme 

zeigen eine Steigerung der Annexin V-bedingten Fluoreszenz nach der Inku-

bation mit einer Phenoxodiolkonzentration von 100 µg/ml gegenüber der Kontroll-

gruppe sowohl in Kalzium-haltiger als auch in Kalzium-freier Ringer-Lösung. 

Diese Fluoreszenzzunahme ist sowohl in der Kalzium-haltigen als auch in der 

Kalzium-freien Ringer-Lösung ersichtlich. Der arithmetische Mittelwert ± SEM 

des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten beträgt bei einer Gruppen-

größe von n = 16 für die Negativkontrolle mit Kalziumionen 0,88 ± 0,08, für die 

Exposition mit 100 µg/ml Phenoxodiol mit Kalziumionen 11,78 ±1,35, für die 

Kontrollgruppe ohne Kalziumionen 0,57 ± 0,07 und für die Exposition mit 100 

µg/ml Phenoxodiol ohne Kalziumionen 9,49 ± 1,23 [108]. 
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Abbildung 21: Kalziumsensitivität der Phenoxodiol-induzierten Phosphatidylserinexposition der 
Erythrozyten modifiziert nach [108]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als 
Maß für die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue 
Flächen) und mit Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-Lösung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lösung [108]. C 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 16) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weiße Balken) und mit Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarze Balken) unter 
Vorhandensein (linke Balken, + Kalzium) oder Abwesenheit von Kalzium (rechte Balken, - Kalzium). 
***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol (ANOVA) [108]. 

 

Aus den beiden oben beschriebenen Untersuchungen folgt, dass die durch 

Phenoxodiol bedingte Änderung der Phosphatidylserinexposition und die 

Auslösung der Eryptose nicht auf Kalziumionen und deren Einstrom aus dem 

Extrazellularräum beruhen [108]. 

 

3.2.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA 

Oxidativer Stress stellt einen möglichen Trigger der Eryptoseauslösung dar 

(Kapitel 1.3.3). Im Rahmen des hier durchgeführten Versuchs untersuchten wir 

deswegen, ob auch die Inkubation mit Phenoxodiol zu ROS führen kann und hier-

über das Auftreten der Eryptose bedingt. Nach einer 48-stündigen Inkubation der 

Erythrozyten mit einer Phenoxodiolkonzentration von 100 µg/ml bestimmten wir 

dazu durchflusszytometrisch die DCFDA-Fluoreszenz als Maß für das Vorhan-

densein von ROS. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 wiedergegeben und 

zeigen, dass das Isoflavon keine statistisch signifikante Veränderung der 

DCFDA-vermittelten Fluoreszenz und damit keine signifikante Entstehung von 

oxidativem Stress bewirkt. Im Original-Histogramm ähneln sich die DCFDA-ab-

hängigen Fluoreszenzintensitäten der Kontrollgruppe und derjenigen Erythro-

zyten, welche mit 100µg/ml Phenoxodiol behandelt wurden. Das arithmetische 
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Mittel ± SEM des geometrischen Mittels der DCFDA-bedingten Fluoreszenz be-

trägt bei einer Gruppengröße von n = 22 für die Kontrollgruppe 18,76 ± 0,48 und 

für die Exposition mit 100 µg/ml Phenoxodiol 18,63 ± 1,76 [108]. 
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Abbildung 22: Einfluss von Phenoxodiol auf den oxidativen Stress in den Erythrozyten modifiziert 
nach [108]. A Original-Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für den oxidativen 
Stress nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Phenoxodiol (100 
µg/ml) (schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 22) der DCFDA-Fluoreszenz der 
Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit 
Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarzer Balken) (T-Test) [108]. 

 

3.2.6 Ceramidhäufigkeit – Primär- und Sekundärantikörper 

Ein häufig auftretender und von Kalziumionen unabhängiger Signalweg der 

Eryptose ist derjenige vermittelt über Ceramid (Kapitel 1.3.3). Da wir mithilfe der 

zuvor durchgeführten Versuche das Mitwirken von Kalziumionen an der Phen-

oxodiol-vermittelten Eryptose in großen Teilen ausschlossen, soll die nach-

folgende Untersuchung klären, ob stattdessen Ceramid in die Auslösung des 

gesteuerten erythrozytären Zelltodes involviert ist. Dazu bestimmten wir die 

Ceramidhäufigkeit auf der Oberfläche der Erythrozyten nach einer 48-stündigen 

Inkubation mit Phenoxodiol in der Konzentration von 100 µg/ml mithilfe der 

Durchflusszytometrie durch spezifische Primär- und fluoreszenzmarkierte 

Sekundärantikörper. Abbildung 23 stellt die Ergebnisse der Messung dar und 

zeigt auf, dass das Isoflavon die Ceramid-bedingte Fluoreszenz und damit das 

Ceramidvorkommen auf den roten Blutkörperchen signifikant im Vergleich zur 

Kontrollgruppe erhöht. Im Original-Histogramm ist eine Steigerung der Fluores-

zenzintensität nach Inkubation mit 100 µg/ml Phenoxodiol im Vergleich zur 

Negativkontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geome-



 

84 

trischen Mittels der Antikörper-bedingten Fluoreszenzintensität beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 13 für die Kontrollgruppe 10,04 ± 0,31 und für die 

Exposition mit 100 µg/ml Phenoxodiol 17,13 ±0,75 [108]. 
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Abbildung 23: Effekt von Phenoxodiol auf die Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche 
modifiziert nach [108]. A Original-Histogramm der Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche nach 
einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Phenoxodiol (100 µg/ml) 
(schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 13) der Ceramidhäufigkeit auf der 
Erythrozytenoberfläche nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit 
Phenoxodiol (100 µg/ml) (schwarzer Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur 
Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol (T-Test) [108]. 

 

 

3.3 Einfluss von Raloxifen auf die Eryptose 
 

Das folgende Kapitel zeigt die Beeinflussung der Eryptose durch den selektiven 

Östrogenrezeptor-Modulator Raloxifen auf. Das letztere Xenobiotikum ist in der 

klinischen Anwendung insbesondere in der Osteoporoseprophylaxe, in der Be-

handlung manifester Osteoporosen bei postmenopausalen Frauen und in der 

Chemoprävention von Östrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen bei risiko-

behafteten oder von Osteoporose betroffenen Frauen relevant. Im Rahmen der 

durchgeführten Untersuchungen wurden verschiedene Wirkkonzentrationen 

überprüft sowie die Wirkung auf die Phosphatidylserinexposition, die Zellgröße 

und die zytosolische Kalziumkonzentration, den Einfluss extrazellulärer Kalzium-

ionen, die Entstehung von oxidativem Stress und die Anhäufung von Ceramid auf 

den Erythrozyten herausgearbeitet. 
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3.3.1 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC 

Zu den morphologischen Hauptkennzeichen des gesteuerten, erythrozytären 

Zelltodes zählt das Zellmembranscrambling, in dessen Folge das Lipid 

Phosphatidylserin auf das äußere Blatt der Zellmembran transloziert und dort 

exprimiert wird (Kapitel 1.3.1). Um herauszufinden, ob Raloxifen Auswirkungen 

auf die Eryptose zeigt, überprüften wir im ersten Schritt dieser Versuchsreihe 

daher die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten nach Einwirkung dieses 

Xenobiotikums. Hierzu erfolgte eine 48-stündige Inkubation der roten Blutkörper-

chen mit aufsteigenden Raloxifenkonzentrationen (15-60 µg/ml) und anschlie-

ßend die durchflusszytometrische Bestimmung der Annexin V-Fluoreszenz als 

Maß für die Phosphatidyserinexposition. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 

wiedergegeben und weisen für alle getesteten Konzentrationen des selektiven 

Östrogenrezeptor-Modulators eine signifikante Steigerung der Annexin V-vermit-

telten Fluoreszenz im Vergleich zur Negativkontrolle auf. Im Original-Histogramm 

ist die Zunahme der Annexin V-Fluoreszenz nach der Einwirkung von 60 µg/ml 

Raloxifen gegenüber der Kontrollgruppe dargestellt. Der arithmetische Mittelwert 

± SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 16 für die Kontrollgruppe 1,01 ± 0,17, für die Exposition 

mit 15 µg/ml Raloxifen 12,38 ± 1,54, für die Exposition mit 30 µg/ml Raloxifen 

44,21 ± 4,10, für die Exposition mit 60 µg/ml Raloxifen 62,81 ± 3,06 und für die 

Kontrollgruppe mit 60 µg/ml DMSO 0,92 ± 0,15. 
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Abbildung 24: Effekt von Raloxifen auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten. A Original-
Histogramm Annexin V-bindender Erythrozyten als Maß für die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linie). 
B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 16) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Raloxifen (15 µg/ml, 30 µg/ml, 60 µg/ml) 
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(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (60 µg/ml) (grauer Balken) 
dargestellt. **(p<0.01) und ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen 
(ANOVA). 

 

3.3.2 Zellgröße - Forward Scatter 

Neben der Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten gehört auch die 

Reduktion der Zellgröße durch einen Kaliumchlorid- und Wasserverlust zu den 

Hauptcharakteristika der Eryptose (Kapitel 1.3.1). Folglich bestimmten wir zur 

Beurteilung der Raloxifenwirkung auf die Eryptose ebenfalls die Größe der roten 

Blutkörperchen. Dazu erfolgte die Messung des Forward Scatters am Durchfluss-

zytometer nach einer 48-stündigen Inkubation mit verschiedenen Konzentratio-

nen des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators (15-60 µg/ml). Wie in Ab-

bildung 25 dargestellt ist, bewirkt Raloxifen eine Abnahme des Vorwärtsstreu-

lichts und damit der Zellgröße im Vergleich zur Kontrollgruppe. Statistische 

Signifikanz erlangt diese Beobachtung ab einer Konzentration von 30 µg/ml des 

Xenobiotikums. Im Original-Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu klei-

neren Werten des Vorwärtsstreulichts nach Inkubation mit einer Raloxifen-

konzentration von 60 µg/ml aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des 

geometrischen Mittels der Vorwärtsstreulichtintensität beträgt bei einer Gruppen-

größe von n = 16 für die Kontrollgruppe 512,06 ± 11,47, für die Exposition mit 15 

µg/ml Raloxifen 477,59 ± 9,32, für die Exposition mit 30 µg/ml Raloxifen 370, 53 

± 18,77, für die Exposition mit 60 µg/ml Raloxifen 361,58 ± 12,90 und für die 

Kontrollgruppe mit 60 µg/ml DMSO 514, 46 ± 10,76. 
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Abbildung 25: Effekt von Raloxifen auf die Zellgröße der Erythrozyten. A Original-Histogramm des 
Forward Scatters der Erythrozyten als Maß für die Zellgröße nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-
Lösung ohne (graue Fläche) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linie). B Arithmetisches Mittel ± SEM 
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(n = 16) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation mit Ringer-Lösung ohne 
(weißer Balken) und mit Raloxifen (15 µg/ml, 30 µg/ml, 60 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der 
Effekt des Lösungsmittels DMSO (60 µg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz 
im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (ANOVA). 

 

Zusammen betrachtet legen die beiden oben aufgeführten Versuche dar, dass 

der selektive Östrogenrezeptor-Modulator Raloxifen sowohl eine Phosphatidyl-

serinexposition als auch eine Abnahme der Zellgröße in den Erythrozyten hervor-

ruft und somit in der Lage ist, die Eryptose zu bewirken. Das Bestreben der an-

schließenden Versuche ist deshalb, weiterführende Erkenntnisse über diejenigen 

Mechanismen und Signalwege zu erhalten, welche durch Raloxifen induziert 

werden. 

 

3.3.3 Intrazelluläre Kalziumionen - Fluo-3-AM 

Ein zentraler und frequent vorkommender Mechanismus der Eryptoseauslösung 

ist die Öffnung von erythrozytären, nicht-selektiven Kationenkanälen, welche zu 

einem Einströmen von Kalziumionen und folglich einer Erhöhung der 

zytosolischen Kalziumkonzentration führt (Kapitel 1.3.3). Durch den nachfolgen-

den Versuch soll daher abgeklärt werden, ob auch der durch Raloxifen induzierte 

gesteuerte Zelltod der roten Blutkörperchen mit einer Steigerung der intrazellu-

lären Kalziumionen einhergeht. Nach einer 48-stündigen Inkubation der Erythro-

zyten mit ansteigenden Konzentrationen des Xenobiotikums (15-60 µg/ml) 

bestimmten wir deshalb die zytsolische Kalziumkonzentration mithilfe der Fluo-

3-AM-Fluoreszenz am Durchflusszytometer. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse 

aufgeführt und es ist ersichtlich, dass Raloxifen in allen getesteten Konzentra-

tionen eine signifikante Steigerung der Fluo-3-Fluoreszenz und damit die Erhö-

hung der intrazellulären Kalziumionen hervorruft. Im Original-Histogramm ist im 

Vergleich zur Kontrollgruppe eine Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenzintensität 

nach dem Einwirken von 60 µg/ml Raloxifen zu erkennen. Der arithmetische 

Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensität 

beträgt bei einer Gruppengröße von n = 16 für die Negativkontrolle 20,79 ± 0,51, 

für die Exposition mit 15 µg/ml Raloxifen 27,95 ± 1,34, für die Exposition mit 30 
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µg/ml Raloxifen 61,96 ± 2,47, für die Exposition mit 60 µg/ml Raloxifen 40,35 ± 

1,86 und für die Kontrollgruppe mit 60 µg/ml DMSO 21,40 ± 0,58. 
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Abbildung 26: Effekt von Raloxifen auf die zytosolischen Kalziumionen. A Original-Histogramm der 
Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für die zytosolischen Kalziumionen nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linie). B 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 16) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Raloxifen (15 µg/ml, 30 µg/ml, 60 µg/ml) 
(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (60 µg/ml) (grauer Balken) 
dargestellt. *(p<0.05) und ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen 
(ANOVA). 

 

3.3.4 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC 

Der Kalzium-abhängige Signalweg der Eryptose beruht auf dem Einstrom von 

extrazellulären Kalziumionen nach einer Öffnung der nicht-selektiven 

Kationenkanäle in der Erythrozytenmembran. Weiterhin kann der gesteuerte 

Zelltod der Erythrozyten jedoch auch losgelöst von Kalziumionen hervorgerufen 

werden (Kapitel 1.3.3). Um Aufschluss darüber zu erhalten, inwiefern die Raloxi-

fen-vermittelte Phosphatidylserinexposition und die damit einhergehende Eryp-

tose auf der Anwesenheit von extrazellulären Kalziumionen beruht und ob 

weitere, Kalzium-unabhängige Mechanismen mitwirken, erfolgte der unten-

stehende Versuch. Hierin ermittelten wir die Phosphatidylserinexposition mittels 

der Annexin V-Fuoreszenz am Durchflusszytometer, nachdem die Erythrozyten 

für 48 Stunden entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer Kalzium-freien 

Ringer-Lösung mit oder ohne 60 µg/ml Raloxifen inkubiert worden waren. 

Abbildung 27 gibt die Ergebnisse wieder und legt dar, dass der selektive 

Östrogenrezeptor-Modulator sowohl in Anwesenheit von extrazellulären 

Kalziumionen als auch bei deren Fehlen die Annexin V-Fluoreszenz und damit 
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die Phosphatidylserinexposition statistisch signifikant verstärkt. Zwar neigt die 

Annexin V-vermittelte Fluoreszenz zu einer Abschwächung unter Depletion der 

extrazellulären Kalziumionen, dieser Effekt erlangt allerdings keine statistische 

Signifikanz. In den Original-Histogrammen ist sowohl unter Anwesenheit von 

extrazellulären Kalziumionen als auch unter deren Absenz eine Steigerung der 

Annexin V-Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Raloxifenkonzentration von 

60 µg/ml im Vergleich zur Negativkontrolle zu sehen. Der arithmetische Mittel-

wert ± SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Eryhtrozyten beträgt bei 

einer Gruppengröße von n = 12 für die Negativkontrolle mit Kalziumionen 0,72 ± 

0,07, für die Exposition mit 60 µg/ml Raloxifen mit Kalziumionen 56,74 ± 1,61, für 

die Negativkontrolle ohne Kalziumionen 0,51 ± 0,05 und für die Exposition mit 60 

µg/ml Raloxifen ohne Kalziumionen 51,02 ± 3,0. 
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Abbildung 27: Kalziumsensitivität der Raloxifen-induzierten Phosphatidylserinexposition der 
Erythrozyten. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als Maß für die 
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Flächen) 
und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-haltiger 
Ringer-Lösung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lösung. C Arithmetisches 
Mittel ± SEM (n = 12) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-
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Lösung ohne (weiße Balken) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Balken) unter Vorhandensein (linke 
Balken, + Kalzium) oder Abwesenheit von Kalzium (rechte Balken, - Kalzium). ***(p<0.001) zeigt die 
Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (ANOVA). 

 

Die beiden vorherigen Versuche zeigen auf, dass Raloxifen die 

Eryptoseauslösung sowohl über die Involvierung von Kalzium-abhängigen 

Mechanismen, als auch zu großen Teilen losgelöst von Kalzium über alternative 

Signalwege bewirkt. 

 

3.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA 

Die Öffnung der nicht-selektiven Kationenkanäle und der anschließende Ein-

strom von Kalziumionen in die Erythrozyten kann unter anderem durch das Ein-

wirken von oxidativem Stress bewirkt werden (Kapitel 1.3.3). Vor diesem Hinter-

grund untersuchten wir nachfolgend, ob auch die durch Raloxifen bedingte 

Erhöhung der Kalziumkonzentration – zumindest zum Teil – durch die Bildung 

von reaktiven Sauerstoffspezies und damit durch oxidativen Stress vermittelt 

wird. Die Klärung erfolgte durch die durchflusszytometrische Messung der 

DCFDA-Fluoreszenz nach einer 48-stündigen Inkubation der Erythrozyten mit 60 

µg/ml des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators. Abbildung 28 gibt die 

Ergebnisse wieder und zeigt auf, dass Raloxifen gegenüber der Negativkontrolle 

eine statistisch signifikante Steigerung der DCFDA-vermittelten Fluoreszenz und 

damit die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies bewirkt. Im Original-Histo-

gramm ist eine Rechtsverschiebung hin zu erhöhten Werten der DCFDA-Fluores-

zenzintensitäten nach Inkubation mit 60 µg/ml Raloxifen im Vergleich zur 

Negativkontrolle dargestellt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geomet-

rischen Mittels der DCFDA-vermittelten Fluoreszenzintensität beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 15 für die Negativkontrolle 21,50 ± 0,88 und für die 

Exposition mit 60 µg/ml Raloxifen 36,79 ± 2,39. 
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Abbildung 28: Einfluss von Raloxifen auf den oxidativen Stress in den Erythrozyten. A Original-
Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für den oxidativen Stress nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linie). 
B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 15) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarzer Balken). 
***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (T-Test). 

 

3.3.6 Ceramidhäufigkeit – Primär- und Sekundärantikörper 

Weiterhin bietet das Lipid Ceramid eine wesentliche Möglichkeit zur Auslösung 

des gesteuerten Zelltodes der Erythrozyten (Kapitel 1.3.3). Dabei kann der Cera-

mid-bewirkte Signalweg sowohl zusammen mit als auch unabhängig von den 

Kalzium-vermittelten Mechanismen auftreten. Nachfolgend ermittelten wir aus 

diesem Grund, ob Ceramid auch für die durch Raloxifen ausgelöste Eryptose 

eine Relevanz besitzt. Dazu testeten wir die Erythrozyten nach einer 48-stün-

digen Inkubation mit 60 µg/ml des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators 

mithilfe des Durchflusszytometers auf ihr Ceramidvorkommen durch die Verwen-

dung von spezifischen Primär- und fluoreszierenden Sekundärantikörpern. In 

Abbildung 29 ist zu erkennen, dass Raloxifen die Ceramid-bedingte Fluoreszenz 

und damit die Häufigkeit dieses Lipids an der Erythrozytenoberfläche signifikant 

steigert. Im Original-Histogramm ist diese Erhöhung der Fluoreszenzintensität 

nach Inkubation mit 60 µg/ml des Xenobiotikums im Vergleich zur Negativ-

kontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geometrischen 

Mittels der Antikörper-bedingten Fluoreszenzintensität beträgt bei einer Gruppen-

größe von n = 6 für die Kontrollgruppe 16,84 ± 0,33 und für die Exposition mit 60 

µg/ml Raloxifen 45,06 ± 4,50. 
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Abbildung 29: Effekt von Raloxifen auf die Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche. A 
Original-Histogramm der Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarze Linie). B 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 6) der Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Raloxifen (60 µg/ml) (schwarzer 
Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (T-Test). 

 

 

3.4 Einfluss von Taurolidin auf die Eryptose 
 

Schließlich werden die Ergebnisse der Untersuchung hinsichtlich der 

Beeinflussung der Eryptose durch das Taurinderivat Taurolidin aufgezeigt. 

Letztgenanntes Xenobiotikum ist in der klinischen Anwendung aufgrund seiner 

breiten antibakteriellen Wirkung und in der medizinischen Forschung in Bezug 

auf seine antineoplastische Aktivität bedeutsam. Untersucht wurden sowohl 

verschiedene Wirkkonzentrationen des Taurolidins als auch die Phosphatidyl-

serinexposition, die Zellgröße, die zytosolische Kalziumkonzentration, der Ein-

fluss extrazellulärer Kalziumionen, die Entstehung von oxidativem Stress sowie 

die Anhäufung von Ceramid auf den Erythrozyten in Folge einer Inkubation. 

 

3.4.1 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC 

Der Verlust der Membranasymmetrie und die damit einhergehende Translokation 

von Phosphatidylserin auf das äußere Blatt der Zellmembran ist eines der 

wesentlichen und kennzeichnenden Merkmale der Eryptose (Kapitel 1.3.1). Da-

her untersuchten wir zur Klärung der Frage nach dem Einfluss von Taurolidin auf 

den gesteuerten Zelltod der roten Blutkörperchen zunächst das Vorkommen des 

Lipids Phosphatidylserin auf der Membranaußenseite. Nach einer 48-stündigen 



 

93 

Inkubation der Erythrozyten mit ansteigenden Konzentrationen des Taurin-

derivates (15-60 µg/ml) erfolgte dazu die Bestimmung der Phosphatidyl-

serinexposition mithilfe der durchflusszytometrischen Bestimmung der Annexin 

V-bedingten Fluoreszenz. Die Ergebnisse des Versuchs sind in Abbildung 30 

wiedergegeben und zeigen, dass Taurolidin in allen getesteten Konzentrationen 

eine statistisch signifikante Steigerung der Annexin V-Fluoreszenz und damit der 

Phosphatidylserinexposition bewirkt. Im Original-Histogramm ist eine Zunahme 

der Annexin V-Fluoreszenz nach der Einwirkung von 60 µg/ml Taurolidin im 

Vergleich zur Negativkontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM 

des Prozentsatzes der Annexin-bindenden Erythrozyten beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 15 für die Negativkontrolle 0,74 ± 0,08, für die Exposition 

mit 15 µg/ml Taurolidin 7,36 ± 1,20, für die Exposition mit 30 µg/ml Taurolidin 

9,96 ± 1,76, für die Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin 12,03 ± 2,32 und für die 

Kontrollgruppe mit 60 µg/ml DMSO 0,77 ± 0,23 [110]. 
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Abbildung 30: Effekt von Taurolidin auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten modifiziert 
nach [110]. A Original-Histogramm Annexin V-bindender Erythrozyten als Maß für die Phosphatidylserin-
exposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Taurolidin (60 
µg/ml) (schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 15) der Annexin V-Bindung von 
Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Taurolidin 
(15 µg/ml, 30 µg/ml, 60 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO 
(60 µg/ml) (grauer Balken) dargestellt. *(p<0.05) und ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur 
Kontrollgruppe ohne Taurolidin (ANOVA) [110]. 

 

3.4.2 Zellgröße - Forward Scatter 

Ebenso wie die Phosphatidylserinexposition stellt auch die Abnahme des 

Zellvolumens aufgrund eines Kaliumchloridverlustes mit einem osmotisch 

bedingt folgendem Wasserausstrom eines der Hauptmerkmale der Eryptose dar 
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(Kapitel 1.3.1). Daher erfolgte – zur Beurteilung der Taurolidin-vermittelten Wir-

kung auf den gesteuerten, erythrozytären Zelltod – im nächsten Schritt die Be-

stimmung der Zellgröße. Hierzu inkubierten wir die Erythrozyten mit verschie-

denen Konzentrationen des Xenobiotikums (15-60 µg/ml) für 48 Stunden, an-

schließend erfolgte die Bestimmung des Forward Scatters am Durchfluss-

zytometer. In Abbildung 31 ist dargestellt, dass Taurolidin in allen getesteten 

Konzentrationen eine statistisch signifikante Reduktion des Vorwärtsstreulichts 

und damit auch der Zellgröße gegenüber der Negativkontrolle bewirkt. Im 

Original-Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu kleineren Werten der 

Vorwärtsstreulichtintensität nach der Einwirkung von 60 µg/ml Taurolidin auf-

gezeigt. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der 

Vorwärtsstreulichtintensität beträgt bei einer Gruppengröße von n = 15 für die 

Negativkontrolle 480,90 ± 8,29, für die Exposition mit 15 µg/ml Taurolidin 246,90 

± 14,95, für die Exposition mit 30 µg/ml Taurolidin 232,40 ± 13,53, für die 

Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin 228,80 ± 9,86 und für die Kontrollgruppe mit 

60 µg/ml DMSO 446,70 ± 23,73 [110]. 
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Abbildung 31: Effekt von Taurolidin auf die Zellgröße der Erythrozyten modifiziert nach [110]. A 
Original-Histogramm des Forward Scatters der Erythrozyten als Maß für die Zellgröße nach einer 48-
stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Taurolidin (60 µg/ml) (schwarze Linie) 
[110].B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 17) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation mit Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Taurolidin (15 µg/ml, 30 µg/ml, 60 µg/ml) 
(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (60 µg/ml) (grauer Balken) 
dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Taurolidin (ANOVA) 
[110]. 

 

Betrachtet man die Ergebnisse der beiden zuvor durchgeführten Versuche zu-

sammen, so wird ersichtlich, dass das Taurinderivat Taurolidin, welches sowohl 
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ein Zellmembranscrambling als auch eine Zellschrumpfung bewirkt, die Eryptose 

auszulösen zu vermag. Im Rahmen der nachfolgenden Versuche überprüften wir 

das Mitwirken verschiedener Mechanismen und Signalwege am Taurolidin-

vermittelten Zelltod. 

 

3.4.3 Intrazelluläre Kalziumionen - Fluo-3-AM 

In vielen Fällen erfolgt die Eryptose zumindest in Teilen durch eine Öffnung der 

nicht-selektiven Kationenkanäle in der Erythrozytenmembran mit einem anschlie-

ßenden Einstrom von Kalziumionen und einer resultierenden Erhöhung der zyto-

solischen Kalziumkonzentration (Kapitel 1.3.3). An dieser Stelle erfolgt daher die 

Abklärung, ob auch der mittels Taurolidin hervorgerufene Zelltod durch eine 

Erhöhung der zytosolischen Kalziumionen gekennzeichnet ist. Dazu überprüften 

wir die Erythrozyten nach einer 48-stündigen Inkubation mit ansteigenden 

Konzentrationen des Taurinderivates (15-60 µg/ml) am Durchflusszytometer mit-

hilfe der Fluo-3-AM-Fluoreszenz auf ihre intrazelluläre Kalziumkonzentration. 

Wie Abbildung 32 aufzeigt, bewirkt das Xenobiotikum in allen getesteten Konzen-

trationen eine signifikante Steigerung der Fluo-3-Fluoreszenz und damit der 

zytosolischen Kalziumionen. Im Original-Histogramm ist im Vergleich zur Kon-

trollgruppe eine Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenzintensität nach dem Einwirken 

von 60 µg/ml Taurolidin zu erkennen. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des 

geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensität beträgt bei einer 

Gruppengröße von n = 15 für die Negativkontrolle 19,54 ± 0,70, für die Exposition 

mit 15 µg/ml Taurolidin 56,50 ± 4,68, für die Exposition mit 30 µg/ml Taurolidin 

59,19 ± 4,90, für die Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin 61,35 ± 4,38 und für die 

Kontrollgruppe mit 60 µg/ml DMSO 19,03 ± 0,66 [110]. 
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Abbildung 32: Effekt von Taurolidin auf die zytosolischen Kalziumionen modifiziert nach [110]. A 
Original-Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für die zytosolischen Kalziumionen 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Taurolidin (60 µg/ml) 
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 15) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Taurolidin (15 µg/ml, 30 
µg/ml, 60 µg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lösungsmittels DMSO (60 µg/ml) 
(grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne 
Taurolidin (ANOVA) [110]. 

 

3.4.4 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC 

Aus der vorherigen Messung geht hervor, dass die Taurolidin-induzierte Eryptose 

mit einer Erhöhung der zytosolischen Kalziumkonzentration einhergeht. Diese 

Steigerung beruht auf dem Einströmen von extrazellulären Kalziumionen durch 

die nicht-selektiven Kationenkanäle der Erythrozyten (Kapitel 1.3.3). Im Rahmen 

des nachfolgenden Versuchs wurde daher untersucht, inwiefern eine Entfernung 

der extrazellulären Kalziumionen die Eryptoseauslösung durch Taurolidin 

beeinträchtigt und ob anderen, Kalzium-unabhängigen Mechanismen eine signi-

fikante Wirkung zuzuschreiben ist. Hierfür inkubierten wir die Erythrozyten für 48 

Stunden entweder in Kalzium-haltiger oder Kalzium-freier Ringer-Lösung mit 

oder ohne Zugabe von 60 µg/ml des Xenobiotikums und bestimmten anschlie-

ßend die Phosphatidylserin-Exposition mittels der Annexin V-Fluoreszenz am 

Durchflusszytometer. Abbildung 33 gibt wieder, dass die Depletion der extrazellu-

lären Kalziumionen die durch Taurolidin bewirkte Annexin V-Bindung der Erythro-

zyten signifikant inhibiert. Zwar neigt Taurolidin auch in der Kalzium-freien Rin-

ger-Lösung dazu, die Annexin V-Bindung im Vergleich zur Kontrollgruppe zu 

steigern, diese Wirkung erlangt aber keine statistische Signifikanz. In den Origi-

nal-Histogrammen ist unter Anwesenheit von Kalziumionen eine Steigerung der 

Annexin V-Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Xenobiotikumkonzentration 
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von 60 µg/ml zu sehen. Im Falle einer Depletion der extrazellulären Kalziumionen 

ist diese Steigerung der Annexin V-Fluoreszenz weitaus schwächer ausgeprägt. 

Der arithmetische Mittelwert ± SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender 

Eryhtrozyten beträgt bei einer Gruppengröße von n = 11 für die Negativkontrolle 

mit Kalziumionen 0,66 ± 0,10, für die Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin mit Kal-

ziumionen 9,34 ± 1,85, für die Kontrollgruppe ohne Kalziumionen 0,57 ± 0,04 und 

für die Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin ohne Kalziumionen 1,07 ± 0,21 [110]. 
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Abbildung 33: Kalziumsensitivität der Taurolidin-induzierten Phosphatidylserinexposition der 
Erythrozyten modifiziert nach [110]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als 
Maß für die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue 
Flächen) und mit Taurolidin (60 µg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-Lösung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lösung [110]. C 
Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 11) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stündigen 
Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weiße Balken) und mit Taurolidin (60 µg/ml) (schwarze Balken) unter 
Vorhandensein (linke Balken, + Kalzium) oder Abwesenheit von Kalzium (rechte Balken, - Kalzium). 
***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Taurolidin, ###(p<0.001) zeigt die 
Signifikanz im Vergleich zum Vorhandensein von Kalzium (ANOVA) [110]. 
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Aus dem vorliegenden Versuch geht hervor, dass die durch Taurolidin bewirkte 

Eryptose zum Großteil auf den Kalzium-vermittelten Eryptosemechansimen und 

dem Einstrom von Kalziumionen aus dem Extrazellularraum beruht [110]. 

 

3.4.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA 

Die Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies und damit die Wirkung von oxi-

dativem Stress ist ein möglicher Trigger zur Öffnung der erythrozytären, nicht-

selektiven Kationenkanäle mit anschließender Erhöhung der zytosolischen Kalzi-

umionen (Kapitel 1.3.3). Um auszumachen ob Taurolidin über die Entstehung 

von reaktiven Sauerstoffspezies den zuvor festgestellten Kalziumeinstrom von 

extrazellulär bewirkt, bestimmten wir durchflusszytometrisch die DCFDA-Fluo-

reszenz nach einer 48-stündigen Inkubation der roten Blutkörperchen mit 60 

µg/ml des Xenobiotikums. Wie in Abbildung 34 dargestellt, resultiert die Inku-

bation mit dem Taurinderivat in keiner signifikanten Veränderung der DCFDA-

vermittelten Fluoreszenz und damit in keiner relevanten Entstehung von oxida-

tivem Stress. Im Original-Histogramm ähneln sich die DCFDA-Fluoreszenz-

intensitäten der Kontrollgruppe und der mit 60 µg/ml Taurolidin inkubierten 

Erythrozyten. Der arithmetische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der 

DCFDA-vermittelten Fluoreszenzintensität beträgt bei einer Gruppengröße von n 

= 15 für die Negativkontrolle 19,86 ± 0,75 und für die Exposition mit 60 µg/ml 

Tarolidin 22,48 ± 1,58 [110]. 
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Abbildung 34: Einfluss von Taurolidin auf den oxidativen Stress in den Erythrozyten modifiziert nach 
[110]. A Original-Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten als Maß für den oxidativen Stress 
nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Taurolidin (60 µg/ml) 
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 15) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten 
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nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit Taurolidin (60 µg/ml) 
(schwarzer Balken). (T-Test) [110]. 

 

3.4.6 Ceramidhäufigkeit – Primär- und Sekundärantikörper 

Neben den Kalzium-abhängigen Mechanismen ist auch der Ceramid-vermittelte 

Signalweg bedeutend und frequent im Ablauf der Eryptose vorkommend (Kapitel 

1.3.3). Aus diesem Grund wird mit der folgenden Messung eine Beteiligung die-

ses Sphingolipids am gesteuerten, erythrozytären Zelltod durch Taurolidin unter-

sucht. Dazu ermittelten wir durchflusszytometrisch das Ceramidvorkommen auf 

der Erythrozytenoberfläche nach einer 48-stündigen Inkubation mit 60 µg/ml des 

Taurinderivates mithilfe von Ceramid-spezifischen Primär- und fluoreszierenden 

Sekundärantikörpern. Abbildung 35 gibt die Ergebnisse dieses Versuchs wieder 

und legt dar, dass Taurolidin die Ceramid-bedingte Fluoreszenz der Erythrozyten 

und damit die Ceramidhäufigkeit statistisch signifikant im Vergleich zur Kontroll-

gruppe erhöht. Im Original-Histogramm ist eine Rechtsverschiebung und damit 

eine Zunahme der Ceramid-vermittelten Fluoreszenzintensität nach der Inkuba-

tion mit 60 µg/ml Taurolidin im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen. Der 

arithmetische Mittelwert ± SEM des geometrischen Mittels der Antikörper-

vermittelten Fluoreszenzintensität beträgt bei einer Gruppengröße von n = 5 für 

die Kontrollgruppe 10,64 ± 0,22 und für die Exposition mit 60 µg/ml Taurolidin 

14,26 ± 0,44 [110]. 
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Abbildung 35: Effekt von Taurolidin auf die Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberflächen 
modifiziert nach [110]. A Original-Histogramm der Ceramidhäufigkeit auf der Erythrozytenoberfläche nach 
einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (graue Fläche) und mit Taurolidin (60 µg/ml) 
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel ± SEM (n = 5) der Ceramidhäufigkeit auf der 
Erythrozytenoberfläche nach einer 48-stündigen Inkubation in Ringer-Lösung ohne (weißer Balken) und mit 
Taurolidin (60 µg/ml) (schwarzer Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe 
ohne Taurolidin (T-Test) [110]. 
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4 Diskussion 
 

Die Eryptose als suizidaler Zelltod der roten Blutkörperchen ermöglicht eine 

frühzeitige und schonende Ausmusterung letzterer Zellen im Falle einer Schädi-

gung, einer Infektion oder einer zahlenmäßigen Überschreitung des physio-

logischen Bedarfs [109] [110] [214] [223] [225] [315]. Als Folge des Eryptose-

ablaufs nehmen die roten Blutkörperchen dabei bedeutsame und kennzeich-

nende morphologische Veränderungen an: Zum einen verlieren die eryptotischen 

Zellen ihre physiologische Membranasymmetrie und exponieren in dieser Folge 

das Phospholipid Phosphatidylserin auf dem äußeren Blatt ihrer Zellmembran 

[50] [108] [109] [110] [224]. Durch dieses Merkmal können die entsprechenden 

roten Blutkörperchen von phagozytierenden Zellen erkannt sowie mittels der 

Phagozytose rasch ausgemustert und abgebaut werden [40] [85] [104] [109] 

[110] [152]. Durch die zeitnah ermöglichte Entfernung der sterbenden 

Erythrozyten wird das Eintreten ihrer schädigungsbedingten Hämolyse verhindert 

und daraus folgende Beschwerden werden umgangen [109] [110] [152] [185] 

[338]. Zum anderen wird durch den Eryptoseablauf eine Zellschrumpfung der 

roten Blutkörperchen ausgelöst [50] [109] [110] [224]: Die eryptotischen Zellen 

verlieren Kaliumchlorid zusammen mit osmotisch bedingt nach extrazellulär 

folgendem Wasser und werden dadurch in ihrem Volumen reduziert [55] [109] 

[110] [232]. Diese durch die Eryptose vermittelte Zellschrumpfung wird ebenfalls 

als Mechanismus angesehen, eine schädigungsbedingte Zellschwellung und 

letztlich eine Ruptur, also die Hämolyse der Erythrozyten, zu verhindern [109] 

[110] [208] [232]. 

Die Umgehung der Hämolyse ist von großer Relevanz, da eine unkontrollierte 

Zellruptur zu einer Freisetzung intrazellulärer Komponenten führt und somit über 

eine hohe schädigende Wirkung verfügt [109] [110]. Neben der Auslösung eines 

Entzündungsgeschehens [152] [334] ist dabei unter anderem eine Nieren-

schädigung durch das Ausfallen des freigesetzten Hämoglobins in den Nieren-

tubuli [149] [334] oder eine Beeinträchtigung der Mikrozirkulation [44] [72] [392] 

denkbar [109] [110]. 
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Über diesen geschilderten Aspekt einer Vermeidung der Hämolyse hinaus unter-

stützt das Auftreten der Eryptose weiterhin die Ausmusterung der im Falle des 

Krankheitsbildes Malaria infizierten roten Blutkörperchen [109] [112]. Die ur-

sächlichen Plasmodien üben auf die betroffenen Erythrozyten einen vermehrten 

oxidativen Stress aus [16] [29] [130] und bewirken dadurch eine gesteigerte 

Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin [49] [225]. In der Folge 

werden die Plasmodium-infizierten Zellen ausgesondert und dem Auftreten einer 

Parasitämie wird entgegengewirkt [109] [112] [225]. Unter Berücksichtigung 

dieses Zusammenhangs kommt als ein möglicher Therapieansatz zur Bekäm-

pfung einer Malariainfektion die Anwendung Eryptose-fördernder Xenobiotika zur 

weiteren Steigerung des erythrozytären Zelltodes in Frage [220] [221]. Bei einem 

derartigen Ansatz wird als vorteilhaft angesehen, dass die eingesetzten 

Arzneimittel nicht an Zielstrukturen der Plasmodien angreifen und sich somit 

keine Resistenzen durch Mutationen auszubilden vermögen [112]. 

Auf der anderen Seite gilt es zu beachten, dass aus der zuvor geschilderten 

raschen Ausmusterung der eryptotischen und durch exponiertes Phosphatidyl-

serin gekennzeichneten roten Blutkörperchen auch nachteilige Konsequenzen 

folgen können [109] [110]: Einerseits wird die Entwicklung einer Anämie bedingt, 

sobald die Erythrozytenneubildung mittels der Erythropoiese die vermehrte Zell-

aussonderung aufgrund der Eryptose nicht auszugleichen vermag [109] [110] 

[214] [223]. Andererseits können sich die sterbenden Erythrozyten aufgrund der 

Veränderungen innerhalb ihrer Zellmembran an die Endothelzellen, welche das 

Gefäßlumen auskleiden, anlagern [44] [72] [109]. Auf diese Weise ist vor allem 

bei einem stark ausgeprägten Eryptosegeschehen infolge einer Veränderung der 

Gerinnungsaktivität und der Ausbildung von Thromben mit einer Beein-

trächtigung der Mikrozirkulation zu rechnen [44] [72] [109] [110] [392]. 

Neben der eben diskutierten Bedeutung der Eryptose im Hinblick auf die 

klinischen Aspekte gilt es auch die Relevanz des gesteuerten, suizidalen 

Erythrozytentodes in Bezug auf die Grundlagenforschung zu bedenken: Die roten 

Blutkörperchen gelten aufgrund ihres weitestgehenden Fehlens von Zellorga-

nellen, insbesondere des Zellkerns und der Mitochondrien, als zweckmäßig und 

einfach konstituiert [84] [219]. Trotz dieses Mangels zeigen die letzteren Zellen 
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als Konsequenz auf eine Einwirkung verschiedener Stressoren einen 

gesteuerten Zelltod ähnlich der Apoptose Organellen-haltiger Zellen und sind 

somit dazu in der Lage, ihr Überleben und Sterben aktiv und selbstständig zu 

regulieren [84] [212] [225]. Ihr programmierter Zelltod, die Eryptose, stellt einen 

Mitochondrien- und in großen Teilen auch Caspasen-unabhängigen Mecha-

nismus des suizidalen Sterbens dar [31] [84] [225]. Da Organellen-haltige Zellen 

entbunden von Caspasen den programmierten Zelltod durchlaufen zu vermögen 

[43] [97] [159] [247] und einige der regulatorischen Moleküle innerhalb der 

Eryptose auch im Rahmen der Apoptose mitwirken [219], könnte die Eryptose als 

ein vereinfachtes Modell zur Erforschung Organellen- und Caspasen-unab-

hängiger Mechanismen der Apoptose angesehen werden [219] [225]. Als reizvoll 

ist bei einem solchen Ansatz anzusehen, dass die roten Blutkörperchen als 

frequente und leicht zu akquirierende Zellen der Forschung in großer Anzahl zur 

Verfügung stehen ohne dabei Probanden einer unvertretbar hohen Gefahr 

auszusetzen [219]. In vitro können die gewonnenen Zellen dann ausgiebig 

untersucht werden [219]. Damit erscheint es weiterführend, Signalwege, Regu-

lationen oder pathophysiologische Aspekte, welche im Rahmen der Eryptose 

auftreten, auf ihr Vorkommen und ihre Relevanz innerhalb der Apoptose hin zu 

überprüfen [219] [225]. Mittels eines tiefgehenden Einblickes und eines fun-

dierten Verständnisses der Abläufe und Mechanismen, sowie der regelrechten 

Regulierung, der pathologischen Entkoppelung und der therapeutischen 

Manipulationsmöglichkeit des programmierten Erythrozytentodes könnte in 

dieser Sache zunächst die Grundlagen-, und gegebenenfalls nachfolgend die 

anwendungsbasierte, klinisch ausgerichtete Forschung auf dem Themengebiet 

der Apoptose vorangebracht werden [219] [225]. 

 

Die Zielsetzung dieser Dissertation liegt in der Feststellung und der anschlie-

ßenden Untersuchung neuer, bislang unbekannter Regulatoren des program-

mierten Zelltodes der roten Blutkörperchen, um somit die derzeitigen Erkennt-

nisse über die Eryptose zu vertiefen und zu erweitern. Aus diesen grundlagen-

forschungsbezogenen Erkenntnissen vermag sich zukünftig die Möglichkeit zu 

ergeben, innerhalb der klinischen Praxis die Behandlung mit Arzneimitteln an 
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Begleiterkrankungen wie unter anderem Anämien, Tumorleiden, Organin-

suffizienzen, Sepsis oder thromboembolische Ereignisse anzupassen. Ebenso 

können Eryptose-beeinflussende Medikamente gezielt eingesetzt werden, um 

Grunderkrankungen wie die Protozoonose Malaria oder Anämien zu therapieren. 

Entsprechend der Zielsetzung wurden das Sesquiterpenlacton Costunolid, das 

Isoflavon Phenoxodiol, der selektive Östrogenrezeptor-Modulator Raloxifen so-

wie das Taurinderivat Taurolidin auf ihre Beeinflussung des gesteuerten Erythro-

zytentodes hin überprüft [108] [109] [110]. Allen dieser angeführten Xenobiotika 

ist gemein, dass sie als Stimulatoren der Apoptose, also des programmierten 

Todes Zellkern- und Mitochondrien-haltiger Zellen, gelten [10] [160] [199] [243] 

[279] [282] [288] [349] [388]. Vor diesem Hintergrund erscheint daher auch eine 

Wirkung auf die Eryptose als möglich und denkbar [108] [109] [110]. 

Aus den im Rahmen der durchgeführten Versuche erhobenen Daten wird 

ersichtlich, dass Erythrozyten in Folge einer Inkubation mit den Xenobiotika 

Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen sowie Taurolidin lädiert und in ihrer Funktion 

beeinträchtigt werden und schließlich – wie in den vorherigen Kapiteln aufgezeigt 

– ihrem programmierten, suizidalen Zelltod unterliegen [108] [109] [110]. Sämt-

liche der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Xenobiotika bewirken 

jeweils sowohl eine Phosphatidylserinexposition auf der Zellaußenseite der roten 

Blutkörperchen als auch eine Schrumpfung dieser Zellen [108] [109] [110]. Beide 

der letzteren Veränderungen zählen zu den Hauptmerkmalen der Eryptose [50] 

[224] und weisen somit den proeryptotischen Effekt jener Xenobiotika nach [108] 

[109] [110]. 

Mittels weiterführender Untersuchungen der Wirkung von Costunolid, Phen-

oxodiol, Raloxifen oder Taurolidin auf die Erythrozyten wurde einerseits die Ery-

ptose-fördernde Wirkung dieser Xenobiotika weiter bekräftigt und andererseits 

ein tieferer Einblick in die beteiligten Mechanismen und Signalwege angestrebt. 

Für das Sesquiterpenlacton Costunolid geht aus den Versuchen hervor, dass 

letzteres sowohl Kalzium-abhängig als auch -unabhängig die Eryptose bedingt 

und weiterhin die Entstehung von oxidativem Stress, sowie auch die Einwirkung 

des Sphingolipids Ceramid bewirkt [109]. Das Isoflavon Phenoxodiol zeigt in den 

Untersuchungen eine Verminderung der intrazellulären Kalziumionen und eine 
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vermehrte Ansammlung von Ceramid [108]. Im Falle des selektiven Östrogen-

rezeptor-Modulators Raloxifen erfolgt die Eryptose teilweise abhängig von Kal-

ziumionen und sowohl die Entstehung von oxidativem Stress, als auch die An-

sammlung des Sphingolipids Ceramid wird durch dieses Xenobiotikum bewirkt. 

Für das Taurinderivat Taurolidin ergeben die erhobenen Daten, dass das letztere 

den gesteuerten, erythrozytären Zelltod Kalzium-abhängig auslöst und die 

Einwirkung von Ceramid bedingt [110]. Bei allen der vier Xenobiotika ergibt sich 

in den Experimenten für das Membranscrambling mit Phosphatidylserin-

exposition sowie für die Volumenreduktion eine Dosis-Wirkungs-Beziehung mit 

zunehmendem Effekt bei ansteigender Wirkstoffkonzentration [108] [109] [110]. 

Die in den Versuchen angewendeten Konzentrationen der untersuchten Xeno-

biotika wurden in vergleichbaren Höhen gewählt, wie sie zum einen erforderlich 

für die Apoptoseauslösung in Tumorzellen in vitro sind [2] [179] [190] [270] [282] 

[332] [355] [358] und zum anderen in vivo nach Wirkstoffadministration im Plasma 

entweder von Menschen oder von Ratten erreicht werden [108] [109] [110] [133] 

[180] [310] [332] [355] [358]. 

Von klinischer Relevanz sind diese aufgezeigten Ergebnisse zum einen im 

Hinblick auf eine mögliche Anwendung von Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen 

und Taurolidin im Bereich der Malariatherapie: Dadurch, dass die letztgenannten 

Xenobiotika das Auftreten des suizidalen Erythrozytentodes fördern, ist deren 

vorteilhafte Wirkung auf den Krankheitsverlauf durch Sensibilisierung für die 

Eryptose und damit durch die vermehrte Aussonderung infizierter Erythrozyten 

zumindest denkbar [108]. Zum anderen gilt es zu beachten, dass aus der 

geschilderten raschen Ausmusterung der eryptotischen und durch exponiertes 

Phosphatidylserin gekennzeichneten roten Blutkörperchen auch nachteilige 

Konsequenzen folgen können [109] [110]: Einerseits wird die Entwicklung einer 

Anämie bedingt, sobald die Erythrozytenneubildung mittels der Erythropoiese die 

vermehrte Absonderung aufgrund der Eryptose nicht auszugleichen vermag 

[109] [110] [214] [223]. Andererseits können sich die sterbenden Erythrozyten 

aufgrund der Veränderungen innerhalb ihrer Zellmembran an die Endothelzellen, 

welche das Gefäßlumen auskleiden, anlagern [44] [72] [109]. Auf diese Weise ist 

vor allem bei einem stark ausgeprägten Eryptosegeschehen infolge einer 
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Veränderung der Gerinnungsaktivität und der Ausbildung von Thromben mit 

einer Beeinträchtigung der Mikrozirkulation zu rechnen [44] [72] [109] [110] [392]. 

Diese nachteiligen Aspekte des Eryptosegeschehens sind im Falle einer Anwen-

dung der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen und Taurolidin zu 

bedenken [109] [110]. Insbesondere bei gleichzeitigem Vorliegen weiterer 

Pathologien wie unter anderem einer Sepsis, einer Niereninsuffizienz oder einem 

Krebsleiden, wodurch die roten Blutkörperchen anfälliger auf die Auslösung der 

Eryptose reagieren, ist eine Wechselwirkung zwischen diesen Krankheitsbildern 

und den vier letzteren Testsubstanzen denkbar [109]. Ungünstigerweise könnte 

die Eryptose unter derartigen Umständen gesteigert auftreten und sodann 

vermehrt jene nachteiligen Folgen mit sich ziehen. 

 

Die mittels der Untersuchungen erhobenen und in Kapitel 3.1 beschriebenen Da-

ten legen dar, dass das Sesquiterpenlacton Costunolid eine proeryptotische 

Wirkung aufweist [109]: Eine Inkubation von Erythrozyten mit diesem Xeno-

biotikum bewirkt sowohl deren Verlust der physiologischen Membranasymmetrie 

und eine damit verbundene Externalisierung des Phospholipids Phosphatidyl-

serin auf das äußere Membranblatt als auch eine Schrumpfung deren 

Zellvolumens [109]. Da beide dieser erythrozytären Veränderungen Haupt-

merkmale der Eryptose darstellen [50] [224], folgt aus den erläuterten Beobach-

tungen, dass Costunolid den programmierten, suizidalen Zelltod der roten 

Blutkörperchen hervorruft [109]. 

Die Durchmischung der Zellmembran mit dem Verlust der Membranasymmetrie 

und der Phosphatidylserinexposition stellt in vielen Fällen der Eryptose eine 

Folge einer Kalzium-vermittelten Aktivierung des Enzyms Phospholipid-

Scramblase dar [225] [351] [391]. Passend zu diesem Mechanismus wird der 

Costunolid-vermittelte, programmierte erythrozytäre Zelltod von einer signi-

fikanten Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz und damit einer Erhöhung der 

intrazellulären Kalziumaktivität begleitet [109]. Mittels weiterführender Versuche 

unter Depletion der extrazellulären Kalziumionen wird eine signifikante Ab-

schwächung der Externalisierung von Phosphatidylserin ersichtlich [109]. Aus 

der Zusammenführung dieser gesammelten Beobachtungen folgt, dass die 
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Testsubstanz Costunolid das Membranscrambling mit der Externalisierung des 

Phosphatidylserins in weiten Teilen über eine Zunahme der intrazellulären 

Kalziumionen durch deren Einströmen aus dem Extrazellularraum hervorruft 

[109]. Da allerdings selbst im Kalzium-freien extrazellulären Milieu ein signi-

fikanter, Eryptose-bedingender Effekt durch die Inkubation mit Costunolid auftritt, 

sind weitere, Kalzium-unabhängige Mechanismen in der Auslösung der Phos-

phatidylserinexposition durch Costunolid anzunehmen [109]. Vertiefend zeigt 

sich eine durch das letztere Xenobiotikum hervorgerufene Entstehung von reak-

tiven Sauerstoffspezies und damit von oxidativem Stress [109]. Diese reaktiven 

Sauerstoffspezies könnten – wie in Kapitel 1.3.3 aufgezeigt – auf die nicht se-

lektiven Kationenkanäle einwirken, zu deren Öffnung führen und somit das 

Membranscrambling mit der Externalisierung des Phosphatidylserins mitbe-

dingen [224] [225]. Als weiteren Mechanismus für die Durchmischung der 

Membranlipide und den Verlust der Zellmembranasymmetrie zeigt die Versuchs-

reihe für die Testsubstanz Costunolid eine vermehrte Anhäufung des Sphingo-

lipids Ceramid [109]. Dabei sind sowohl die Mechanismen, welche zur Ent-

stehung und Anhäufung dieses Sphingolipids beitragen, als auch die Signalwege 

über welche eine Wirkung auf die sterbenden Erythrozyten vermittelt werden, 

unvollständig verstanden [208] [218] (Kapitel 1.3.3). Angenommen wird eine 

sensibilisierende Wirkung des Ceramids auf die Kalzium-vermittelten Abläufe 

und insbesondere auf die Phospholipid-Scramblase [223] [225], so dass die im 

Falle von Costunolid beobachtete Phosphatidylserinexposition mitunter auch auf 

die erhöhte Ceramidhäufigkeit zurückgeführt werden kann [109]. Der Verlust der 

Membranasymmetrie und die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin 

ermöglicht eine rasche Erkennung und nachfolgende Entfernung der eryp-

totischen Zellen aus der Zirkulation [109] [152] [225]. 

Der im Rahmen der Eryptose auftretenden Zellschrumpfung liegt als Mecha-

nismus ein Verlust an Kaliumchlorid und osmotisch nachfolgendem Wasser 

zugrunde [57] [232]. Entsprechend ist im Falle der Costunolid-vermittelten Eryp-

tose eine durch die zuvor beschriebene Erhöhung der intrazellulären Kalzium-

ionen bedingte Aktivierung der Kalzium-sensitiven Gárdos-Kanäle anzunehmen 

[109]. Durch diese Kanalöffnung wird ein Kaliumverlust aus den Erythrozyten 
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heraus mit einer nachfolgenden Hyperpolarisation an deren Zellmembran aus-

gelöst [56] [109] [225] [232]. In deren Folge verlassen aufgrund ihres veränderten 

elektrochemischen Gradienten auch Chloridionen die geschädigten Zellen und 

Wasser folgt aufgrund der Osmose [55] [109] [232]. Die Zellschrumpfung im 

Verlauf der Eryptose erfüllt dabei die Funktion, die roten Blutkörperchen vor einer 

schädigungsbedingten Schwellung und einer schließlichen Ruptur zu schützen 

und somit die Hämolyse zu verhindern [109] [208] [232]. 

 

Aus den durch die entsprechenden Versuche erhaltenen und in Kapitel 3.2 dar-

gestellten Daten ergibt sich für das Isoflavon Phenoxodiol ein proeryptotischer 

Einfluss auf die roten Blutkörperchen [108]: In Folge einer Inkubation der 

letzteren Zellen mit jener Testsubstanz durchmischt sich zum einen die Zell-

membran der Erythrozyten, sodass das im physiologischen Zustand streng 

internalisierte Phospholipid Phosphatidylserin auf das äußere Blatt der Zell-

membran transportiert wird [108]. Zum anderen reduziert sich das Zellvolumen 

der behandelten roten Blutkörperchen [108]. Mit diesen beiden Veränderungen 

werden zwei der Hauptmerkmale des programmierten, suizidalen Erythrozyten-

todes erfüllt [50] [224], sodass das Xenobiotikum Phenoxodiol die Eryptose 

bewirkt [108]. 

Im Hinblick auf die involvierten Mechanismen der durch Phenoxodiol hervor-

gerufenen Eryptose zeigen die Ergebnisse der durchgeführten Untersuchungen 

eine Beteiligung des Sphingolipids Ceramid auf: Als Folge der Inkubation von 

Erythrozyten mit jenem Isoflavon sammelt sich das letztere Lipid vermehrt auf 

der Oberfläche jener Zellen [108]. Dieses Sphingolipid gilt als einer der beiden 

hauptsächlichen Signalwege der Eryptoseauslösung [208]. Diesbezüglich sind 

weder die genauen Abläufe der Ceramidentstehung und -ansammlung auf dem 

äußeren Membranblatt, noch dessen eindeutige Wirkungsweise vollständig 

verstanden [208] (Kapitel 1.3.3). Nichtsdestoweniger stellt das Ceramid einen 

geläufigen und bedeutsamen Auslöser der erythrozytären Membrandurch-

mischung mit Phosphatidylserinexposition dar [108] [223] [226]. Als eine 

mögliche Wirkungsweise dieses Sphingolipids ist dessen sensibilisierender 

Einfluss auf das Kalzium-vermittelte Membranscrambling bekannt [108] [225]. 
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Allerdings kann aus den durchgeführten Versuchen nicht abgeleitet werden, ob 

das Ceramid auch im Falle der Phenoxodiol-vermittelten Eryptose sensi-

bilisierend wirkt und ob weitere Wirkungsweisen des Ceramids beteiligt sind 

[108]. 

Gleichzeitig lässt sich aus den Ergebnissen der Erythrozyteninkubation mit 

Phenoxodiol ableiten, dass dieses Isoflavon eine Reduktion der intrazellulären 

Kalziumkonzentration hervorruft [108]. Zusätzlich resultiert auch die Depletion 

extrazellulärer Kalziumionen in keiner signifikanten Abschwächung der Phospha-

tidylserinexposition [108]. Folglich ist anzunehmen, dass Phenoxodiol seinen 

proeryptotischen Effekt auf die roten Blutkörperchen unabhängig von einem 

Einstrom von und einer zytoplasmatischen Erhöhung der Kalziumionen vermittelt 

[108]. Ebenfalls übt das letztere Xenobiotikum auch keinen Einfluss auf die 

Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies aus, so dass auch der oxidative 

Stress nicht als Mechanismus des durch Phenoxodiol hervorgerufenen 

programmierten Erythrozytentodes gilt [108]. Da im Rahmen der durchgeführten 

Versuche nur die zuvor besprochenen Mechanismen des Eryptoseablaufes 

überprüft wurden, sind weitere Signalwege nicht auszuschließen [108]. 

 

Die innerhalb der Versuche erhobenen und in Kapitel 3.3 aufgezeigten Daten 

legen einen proeryptotischen Effekt des selektiven Östrogenrezeptor-Modulators 

Raloxifen dar: In Folge einer Inkubation mit der letzteren Testsubstanz weisen 

die entsprechenden roten Blutkörperchen sowohl ein Membranscrambling mit 

der Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin als auch eine Ab-

nahme ihrer Zellgröße auf. Beide dieser morphologischen Veränderungen stellen 

bedeutende Hauptmerkmale der Eryptose dar [50] [224] und belegen somit den 

fördernden Einfluss von Raloxifen auf den programmierten, erythrozytären Zell-

tod. 

Die Durchmischung der Zellmembran und die damit verbundene Externalisierung 

des Membranlipids Phosphatidylserin wird in vielen Fällen des Eryptosevor-

kommens hervorgerufen durch einen Anstieg der intrazellulären Kalziumionen 

und einer resultierenden Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase [225] 
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[351] [391]. Übereinstimmend hiermit sind auch die behandelten Erythrozyten in 

Folge der Raloxifen-vermittelten Wirkung durch eine signifikant erhöhte Fluo-3-

Fluoreszenz und somit durch eine vermehrte intrazelluläre Kalziumaktivität 

gekennzeichnet. Auffallend ist in diesem Versuchsteil, dass keine Dosis-

Wirkungsbeziehung zwischen der Raloxifenkonzentration und der Intensität der 

Fluo-3-Fluoreszenz vorliegt: wird die Konzentration der letzteren Testsubstanz 

erhöht, so erniedrigt sich die Fluo-3-Fluoreszenz nach einem initialen Anstieg im 

Vergleich zu geringeren Testsubstanzkonzentrationen wieder. Depletiert man in 

anschließenden Versuchen die extrazellulären Kalziumionen der Inkuba-

tionslösung, so zeigt sich keine signifikante Abschwächung des Membran-

scramblings und der Phosphatidylserinexposition. Diese Beobachtung ermög-

licht die Folgerung, dass zum einen die erhöhte intrazelluläre Kalziumaktivität 

nicht maßgeblich auf einen Ioneneinstrom aus dem Extrazellulärraum beruht, 

sondern beispielsweise von intrazellulären Ionenspeichern herrührt und zum 

anderen eine Involvierung weiterer Signalwege der Membrandurchmischung als 

wahrscheinlich erscheint. Vertiefend zu den bisherigen Erkenntnissen zeigen die 

Erythrozyten im Anschluss an eine Inkubation mit Raloxifen eine Zunahme der 

DCFDA-Fluoreszenz und somit eine vermehrte Bildung von reaktiven 

Sauerstoffspezies. Die letztere Testsubstanz induziert folglich oxidativen Stress 

für die roten Blutkörperchen. Weiterhin ergibt sich für die Raloxifen-vermittelte 

Eryptose, dass die getesteten Erythrozyten eine vermehrte Ansammlung des 

Sphingolipids Ceramid auf ihrer Zellmembran aufweisen. Auch wenn weder die 

Mechanismen der Ceramidentstehung, noch der eindeutige Wirkort und die 

Wirkweise des letzteren Lipids genau verstanden sind, so gilt Ceramid als ein 

wichtiger Auslöser des Membranscramblings [208] [226] (Kapitel 1.3.3). Bisher 

wird diesem Sphingolipid eine sensibilisierende, stimulierende Wirkung auf das 

Enzym Phospholipid-Scramblase zugeschrieben [225] [226], so dass auch im 

Falle von Raloxifen eine Beteiligung an der Membrandurchmischung mit Phos-

phatidylserinexposition als naheliegend erscheint. In Folge des Verlustes der 

physiologischen Membranasymmetrie und der Externalisierung des Phospha-

tidylserins können die eryptotischen roten Blutkörperchen effizient erkannt und 

rasch aus der Zirkulation entfernt werden [152] [225]. 
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Dem Eryptosehauptmerkmal der Zellschrumpfung wird als zugrundeliegender 

Mechanismus der Verlust an Kaliumchlorid und osmotisch-gekoppeltem Wasser 

zugeschrieben [55] [232] (Kapitel 1.3.3). Entsprechend ist auch bei Betrachtung 

der Ergebnisse der Raloxifen-induzierten Eryptose davon auszugehen, dass die 

zuvor diskutierte Erhöhung der intrazellulären Kalziumaktivität eine Öffnung der 

erythrozytären Gárdos-Kanäle hervorruft und somit einen Kaliumausstrom aus 

der Zelle bewirkt. Hieraus resultiert dann eine Hyperpolarisation der Erythro-

zyten, welche als treibende Kraft einen Chloridionenverlust nach extrazellulär 

bedingt [55] [225] [232]. Insgesamt betrachtet kommt es somit zu einem Verlust 

an Kaliumchlorid, Wassermoleküle folgen den ausströmenden Ionen und die 

roten Blutkörperchen schrumpfen [232]. Diese erythrozytäre Volumenreduktion 

besitzt im Kontext der Eryptose eine schützende Funktion, indem einer 

möglichen Hämolyse aufgrund einer schädigungsbedingten Zellschwellung 

entgegengewirkt wird [208] [232]. 

 

Aus den im Rahmen der Versuchsdurchführung erhobenen und in Kapitel 3.4 

aufgezeigten Daten wird ein proeryptotischer Effekt des Taurinderivates Tauro-

lidin ersichtlich [110]: Die Inkubation von roten Blutkörperchen mit dem 

letztgenannten Xenobiotikum führt zum einen zu einer Membrandurchmischung 

mit der Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin und bewirkt zum anderen 

eine Schrumpfung des Erythrozytenvolumens [110]. Beide dieser Verände-

rungen zählen zu den Hauptmerkmalen der Eryptose [50] [224] und zeigen somit 

die stimulierende, eryptotische Wirkung auf, welche Taurolidin auf die roten 

Blutkörperchen ausübt [110]. 

Das eryptotische Membranscrambling mit dem Verlust der physiologischen 

Membranasymmetrie beruht bei einer Vielzahl der Eryptosegeschehnisse auf 

einer Erhöhung der intrazellulären Kalziumkonzentration mit nachfolgender 

Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase [225] [351] [391]. Auch im 

Falle des getesteten Taurinderivates weisen die behandelten und inkubierten 

roten Blutkörperchen eine signifikante Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz und 

somit indirekt eine Zunahme der intrazellulären Kalziumaktivität auf [110]. Dabei 

verhält sich die Taurolidin-vermittelte Zunahme der zytosolischen Kalzium-
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aktivität in weiten Teilen abhängig von einem Einstrom extrazellulärer 

Kalziumionen in die sterbenden Erythrozyten hinein [110]: Erfolgt eine 

Kalziumdepletion im extrazellulären Milieu, so wird die Taurolidin-induzierte 

Phosphatidylserinexposition in signifikantem Ausmaß abgeschwächt [110]. 

Weiterhin ist in Folge einer Inkubation mit der letzteren Testsubstanz durchfluss-

zytometrisch eine vermehrte Anhäufung des Membranlipids Ceramid zu 

beobachten [110]. Auch wenn der genaue Entstehungsmechanismus und die 

Wirkungsweise dieses Sphingolipids nicht vollständig verstanden sind, so zählt 

Ceramid aufgrund seines sensibilisierenden Einflusses auf die Phospholipid-

Scramblase als ein wichtiger Stimulator des Zellmembranscramblings [208] [225] 

[226] (Kapitel 1.3.3). In Folge dieser diskutierten Membrandurchmischung wer-

den die sterbenden roten Blutkörperchen durch das externalisierte Phosphatidyl-

serin erkannt, wodurch deren rasche Entfernung aus der Zirkulation ermöglicht 

wird [110]. 

Die Zellschrumpfung als Hauptmerkmal der Eryptose wird mechanistisch auf 

einen Verlust an intrazellulärem Kaliumchlorid und osmotisch verknüpftem 

Wasser zurückgeführt [55] [232]. Auch für die Testsubstanz Taurolidin ist 

aufgrund der Versuchsergebnisse anzunehmen, dass die gesteigerte Kalzium-

aktivität in den roten Blutkörperchen eine aktivierende Wirkung auf die 

membranständigen Gárdos-Kanäle ausübt und somit den Ausstrom von 

Kaliumionen bewirkt [110]. Hieran anschließend strömen zum einen erythro-

zytäre Chloridionen aufgrund ihres elektrochemischen Gradienten sowie zum 

anderen osmotisch bedingt Wassermoleküle in den Extrazellularraum [55] [110] 

[232]. Die somit bewirkte Volumenreduktion der roten Blutkörperchen in Folge 

der Eryptose dient der Verzögerung und bestenfalls dem Schutz vor einer 

unkontrollierten, hämolytischen Zellruptur der beschädigten Erythrozyten [110] 

[208] [232]. 

Ein Einfluss des Xenobiotikums Taurolidins auf die Entstehung von reaktiven 

Sauerstoffspezies ist aus den aufgeführten Ergebnissen nicht ersichtlich, so dass 

anzunehmen ist, dass die letztere Testsubstanz keinen signifikanten oxidativen 

Stress auf die Erythrozyten ausübt [110]. 
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Alle der im Rahmen dieser Dissertation bewerkstelligten Experimente stellen 

Untersuchungen in vitro dar [108]. Ausführungen entsprechender tierex-

perimenteller Studien oder Testungen in vivo wurden nicht unternommen [108]. 

Unter Berücksichtigung dieser Einschränkung muss eine Übertragung der 

gewonnenen Daten auf den lebenden, menschlichen Organismus und eine 

mögliche Anwendung der Erkenntnisse im klinischen Bereich mit entsprech-

endem Vorbehalt stattfinden. 

Für die Versuchsdurchführung wurden rote Blutkörperchen gesunder Probanden 

eingesetzt [108] [109] [110]. Allerdings erscheint denkbar, dass Erythrozyten in 

vivo im Falle von Krankheiten, welche mit gesteigerten Eryptoseraten 

einhergehen, eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber Stressoren und so auch den 

getesteten Xenobiotika aufzuweisen vermögen [109]. Diese mögliche, vermehrte 

Eryptosesensibilität wird durch den vorliegenden Versuchsaufbau nicht be-

rücksichtigt und folglich nicht erfasst, sollte aber dennoch für die weitere 

Interpretation und Verwendung der Daten bedacht werden. 

Die ausgeführten Untersuchungen erfolgten durchweg für alle der getesteten 

Xenobiotika unter einheitlichen, konstant bleibenden Umständen [108] [109] 

[110]. Um fehlerhafte Ergebnisse durch mögliche Kontaminationen zu 

vermeiden, wurde die für die Versuche notwendige Auftrennung und Behandlung 

der roten Blutkörperchen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, unter einer Sterilbank 

in zuvor desinfizierter Umgebung durchgeführt. Weiterhin fanden die Unter-

suchungen der Xenobiotika jeweils in Versuchsreihen unter Einschluss von 

Kontrollgruppen statt und wurden für jede Testsubstanz mehrfach unter Ver-

wendung roter Blutkörperchen verschiedener Probanden wiederholt [108] [109] 

[110] (Kapitel 2.5). Auf diese Weise wird ermöglicht, fehlerhafte und abweichende 

Messwerte zu erkennen, um somit das Risiko verfälschter, ungültiger Ergebnisse 

zu reduzieren. 

Ferner wurde angestrebt, die Versuchsbedingungen für die zu untersuchenden 

Erythrozyten so physiologisch wie im Rahmen der Experimente möglich zu 

gestalten. Entsprechend wurde in der als Nährstoffmedium verwendeten Ringer-
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Lösung und im genutzten Waschpuffer eine Einstellung auf einen physio-

logischen pH-Wert von 7,4 vorgenommen. Ebenso wurde für die Versuchs-

durchführung eine Inkubationstemperatur von physiologischen 37° C gewählt 

und die Erythrozyten wurden vor lichtbedingter Schädigung geschützt. Zu 

bedenken gilt es allerdings, dass die roten Blutkörperchen in isolierter Form in 

den Untersuchungen verwendet wurden. Physiologischerweise in vivo auftre-

tende Interaktionen, Prozesse und Regulationen zwischen den Erythrozyten und 

weiteren Zellarten oder dem Blutplasma und seinen Bestandteilen können daher 

in den Studien nicht erzielt und berücksichtigt werden. Auch der Erythrokrit, also 

der Anteil der roten Blutkörperchen am gesamten Blutvolumen, wurde mess-

technisch bedingt auf einen Wert von 0,4% anstatt der regelhaften, im Orga-

nismus vorherrschenden 42% für Frauen und 47% für Männer eingestellt, um die 

Genauigkeit der Messergebnisse zu erhöhen. Bei der Verwendung von Ver-

suchsansätzen mit höheren Erythrozytenanteilen bestünde die Gefahr ver-

schlechterter Flusseigenschaften dieser Ansätze mit einer möglichen Ver-

fälschung der durchflusszytometrisch erhaltenen Messwerte. 

Die Inkubationszeit der roten Blutkörperchen mit den verschiedenen Test-

substanzen wurde jeweils auf 48 Stunden festgelegt, um somit auch möglicher-

weise auftretende langsame oder verzögerte Mechanismen und Signalwege des 

eryptotischen Zelltodes ausmachen zu können [109]. Auch an dieser Stelle ist 

nichtsdestotrotz zu beachten, dass die alleinige Zugabe der Xenobiotika zu den 

Erythrozyten in vitro nicht den Abläufen der Pharmakokinetik und Pharmako-

dynamik in vivo entspricht: Weder die vielschichtig beeinflusste und möglicher-

weise verzögerte Medikamentenabsorption noch die kontinuierliche Elimination 

innerhalb des lebenden Organismus wird mittels der Versuchsansätze 

dargestellt. Ebenso vermag der Versuchsaufbau eine Distribution der Xeno-

biotika durch beispielsweise Einlagerung in Fettgewebe oder intrazelluläre 

Ansammlung sowie eine Wechselwirkung mit und Bindung an Plasmaproteine 

nicht darzustellen. Ein möglicherweise vorhandener Einfluss wiederholter Expo-

sition der roten Blutkörperchen über deren Lebensspanne hinweg mit den 

Testsubstanzen genauso wie eine denkbare Konsequenz bei paralleler Ein-
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wirkung weiterer Stressoren und Eryptosetrigger wird durch die ausgeführten 

Untersuchungen nicht beachtet. 

Bei der Durchflusszytometrie einschließlich der angewandten Fluoreszenz-

färbungen als Untersuchungsmethodik dieser Dissertation handelt es sich um 

eine etablierte und gängige Methode zur Zellvermessung [24] [89] [153] [205] 

[278] [306] [364] [368] [369]. Sowohl die Markierung der roten Blutkörperchen mit 

den Fluoreszenzfarbstoffen, als auch die durchflusszytometrische Messung der 

verschiedenen Erythrozytenparameter wurden anhand von modifizierten und 

etablierten Methodenprotokollen vorgenommen.  

Weiterhin müssen als Einschränkungen der vorliegenden Dissertation bedacht 

werden, dass die durch die Testsubstanzen hervorgerufene Eryptose nicht auf 

alle bisher bekannten Mechanismen des erythrozytären, programmierten Zell-

todes hin untersucht wurde [108] [109] [110]. So erfolgte beispielsweise keine 

Überprüfung einer – wenn auch seltenen – Beteiligung von Caspasen an der 

Eryptose aufgrund von Inkubation mit Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen oder 

Taurolidin, und die am Zelltod involvierten Ionenkanäle wurden nicht ausdrücklich 

bestimmt. Für keines der getesteten Xenobiotika erfolgte eine Festlegung eines 

direkten molekularen Ziel- und Wirkungspunktes [108]. Entsprechend ergibt sich 

die Möglichkeit einer tiefergehenden Untersuchung der aufgezeigten Testsub-

stanzen in Bezug auf ihre eryptotische Wirkung mittels weiterführender Ver-

suche. 

 

Mit der Entdeckung der Eryptose als programmierter erythrozytärer Zelltod wurde 

den roten Blutkörperchen eine komplexe, beträchtliche Funktionalität beige-

messen und die letzteren Zellen erlangten ein beachtliches Interesse in der 

Forschung [223] [225]. Seither wird der programmierte Zelltod der Erythrozyten 

eindringlich untersucht, so dass bedeutende Erkenntnisse sowohl über den 

Todesablauf mit dessen involvierten Signalwegen als auch über die physio-

logische Bedeutung der Eryptose erlangt wurden [223] [225]. Weiterhin erfolgte 

auch eine Aufklärung der pathophysiologischen Bedeutung und eine Zuordnung 

des suizidalen Erythrozytentodes in der Pathogenese oder der Symptomatik 
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verschiedener Grunderkrankungen [223]. Eine Vielzahl an endogenen Molekülen 

und exogenen Xenobiotika, welche einen fördernden oder einen hemmenden 

Einfluss auf das Auftreten der Eryptose nehmen, wurden untersucht und doku-

mentiert [212]. Trotz der großen Bemühungen dieser ausgiebigen Unter-

suchungen sind allerdings einige Mechanismen und Zusammenhänge in der 

Physiologie der Eryptose ebenso wie weitere Stimulatoren und Inhibitoren bis-

lang verborgen geblieben [214] [219] [221] [223] [315]. Für die aufkommende 

Forschung liegt die Relevanz daher darin, einerseits die Signalwege der Eryptose 

vertiefend zu charakterisieren und bisher unbekannte oder unvollständig ver-

standene Mechanismen wie beispielsweise die Beeinflussung der Eryptose 

durch das Sphingolipid Ceramid offenzulegen [208] [214] [218] [221] [223] [315]. 

Derartige neue Erkenntnisse über die Physiologie und den Ablauf des program-

mierten erythrozytären Zelltodes könnten unter Berücksichtigung der zuvor 

dargelegten Annahmen weiterführend auch auf das Themengebiet der Apoptose 

übertragen werden und somit deren Verständnis und vertiefende Erforschung 

voranbringen [219] [225]. Andererseits nimmt die Untersuchung weiterer Xeno-

biotika bezüglich einer möglichen Auswirkung auf die Eryptoseauslösung sowie 

die Verknüpfung weiterer Grunderkrankungen mit dem Auftreten der Eryptose 

insbesondere in klinischer Hinsicht eine hohe Wichtigkeit für die Forschung ein 

[214]. Solches weiterführendes Wissen kann beispielsweise eine Berück-

sichtigung der Medikamentenauswahl bei einem Vorliegen von Begleit-

krankheiten oder -medikationen sowie ein tieferes Verständnis und somit 

gezieltere Therapien von Erkrankungen, welche von einem erhöhten Eryptose-

vorkommen begleitet werden, ermöglichen [212] [315]. Als besonders er-

wähnenswert gilt in diesem Zusammenhang das Krankheitsbild der Malaria [112]: 

Gelingt es zukünftig, Xenobiotika auszumachen, welche gezielt Plasmodien-

infizierte Erythrozyten für deren Eryptose sensibilisieren ohne dabei gesunde rote 

Blutkörperchen nachteilig zu beeinflussen, so könnte eine Malariainfektion durch 

eine wirtsbezogene therapeutische Manipulation angegangen werden [112] 

[212]. Da die Plasmodien in einem solchen Fall nicht selbst den Wirkort der 

Therapie darstellen, ermöglichte sich durch dieses Vorgehen die Umgehung 

eines Selektionsdruckes mit daraus resultierenden pathogenspezifischen 
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Resistenzen und somit eine andauernde und effektive Behandlungsmöglichkeit 

[112]. 

In Bezug auf die im Rahmen dieser Dissertation erlangten Erkenntnisse ist 

zukünftig eine Überprüfung der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen 

und Taurolidin in vivo sowie im klinischen Bereich beispielsweise durch 

prospektive Studien konstruktiv und wünschenswert. Auf diese Weise kann 

erfasst werden, ob und in welchem Ausmaß die Eryptose als Anwendungsfolge 

auch im lebenden Organismus auftritt und weiterhin, ob es eine Beeinflussung 

durch Begleitumstände wie Krankheiten oder Medikationen zu beachten gilt. Aus 

diesen Ergebnissen könnten dann einerseits Empfehlungen für das Vorgehen 

der entsprechenden medikamentösen Therapie abgeleitet sowie andererseits 

eine mögliche Anwendung in der Malariatherapie überlegt und bewertet werden 

[108]. 
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5 Zusammenfassung 
 

Ausgereifte, humane rote Blutkörperchen vermögen trotz ihres Mangels an 

Zellorganellen einen programmierten, suizidalen Zelltod – ähnlich der Apoptose 

– zu durchlaufen. In Abgrenzung zur Apoptose, welche grundlegend auf dem 

Vorhandensein des Zellkerns und der Mitochondrien beruht, wird der suizidale, 

erythrozytäre Zelltod als Eryptose bezeichnet. Ausgelöst wird der suizidale 

Erythrozytentod unter anderem durch einen osmotischen Schock, oxidativen 

Stress oder eine Energiedepletion. Ebenso wird ein Auftreten der Eryptose auch 

in Folge multipler Erkrankungen beobachtet und durch eine Vielzahl an 

Xenobiotika entweder stimulierend oder aber inhibierend beeinflusst. 

Die vorliegende Dissertation verfolgt das Bestreben, neue Regulatoren der Eryp-

tose darzulegen und ermittelt daher die Wirkung von Costunolid, Phenoxodiol, 

Raloxifen sowie Taurolidin auf den suizidalen Zelltod der roten Blutkörperchen. 

Die ausgeführten Untersuchungen erfolgten durchflusszytometrisch, indem die 

Phosphatidylserinexposition auf der Zelloberfläche anhand der Annexin V-vermit-

telten Fluoreszenz, das Zellvolumen anhand des Vorwärtsstreulichts, die intrazel-

luläre Kalziumkonzentration anhand der Fluo-3-vermittelten Fluoreszenz, die Bil-

dung reaktiver Sauerstoffspezies anhand der DCFDA-vermittelten Fluoreszenz 

und das Ceramidvorkommen anhand spezifischer Antikörper ermittelt wurden. 

Nach einer 48 stündigen Inkubation mit Costunolid in der Konzentration 15 µg/ml 

binden die Erythrozyten signifikant erhöht Annexin V, weisen ein signifikant ver-

ringertes Vorwärtsstreulicht auf, zeigen eine signifikant erhöhte Fluo-3-Fluores-

zenz und DCFDA-vermittelte Fluoreszenz auf und zeichnen sich durch ein 

vermehrtes Ceramidvorkommen aus. Eine 48 stündige Inkubation mit Phenoxo-

diol in der Konzentration 100 µg/ml resultiert in einer signifikant erhöhte Annexin 

V-Bindung der roten Blutkörperchen, führt zu einer signifikanten Reduktion des 

Vorwärtsstreulichts, bewirkt eine signifikant verminderte Fluo-3-Fluoreszenz und 

zeigt ein vermehrtes Ceramidvorkommen, wohingegen sich die DCFDA-vermit-

telte Fluoreszenz nicht signifikant verändert. Nach einer 48 stündigen Inkubation 

mit Raloxifen in der Konzentration 60 µg/ml binden die roten Blutkörperchen 
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vermehrt Annexin V, zeigen ein signifikant vermindertes Vorwärtsstreulicht, wei-

sen eine signifikant gesteigerte Fluo-3-Fluoreszenz sowie DCFDA-vermittelte 

Fluoreszenz auf und legen eine vermehrte Ceramidhäufigkeit dar. Eine 48 stün-

dige Inkubation mit Taurolidin in der Konzentration 60 µg/ml führt zu einer gestei-

gerten Annexin V-Bindung der roten Blutkörperchen, bewirkt eine Abnahme des 

Vorwärtsstreulichts, erhöht die Fluo-3-Fluoreszenz und steigert die Ceramidhäu-

figkeit, verändert die DCFDA-vermittelte Fluoreszenz allerdings nicht signifikant. 

Aus den Ergebnissen dieser Dissertation geht hervor, dass alle der hierin getes-

teten Xenobiotika einen stimulierenden Einfluss auf die Eryptose der roten Blut-

körperchen ausüben: Eine Inkubation der Erythrozyten mit Costunolid, Phenoxo-

diol, Raloxifen oder Taurolidin bewirkt sowohl den Verlust der Membran-

asymmetrie mit der Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche, als 

auch die Zellschrumpfung. Mechanistisch liegt der Eryptose-fördernden Wirkung 

des Costunolids dabei zumindest in Teilen ein intrazellulärer Kalziumanstieg, 

eine Ausübung von oxidativem Stress sowie die Bildung von Ceramid zugrunde. 

Phenoxodiol stimuliert den suizidalen, erythrozytären Zelltod mindestens teil-

weise durch die Ansammlung von Ceramid. Die Auslösung der Eryptose durch 

Raloxifen ist zumindest zum Teil durch einen intrazellulären Kalziumanstieg 

sowie die Entstehung von oxidativem Stress und Ceramid bedingt. Taurolidin 

fördert den gesteuerten Erythrozytentod mindestens in Teilen durch eine Steige-

rung der intrazellulären Kalziumaktivität und durch eine Ceramidansammlung. 
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