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1 Einleitung

Das Blut stellt ein funktionell bedeutsames Organ dar und verbindet samtliche
weitere Organe innerhalb eines Organismus miteinander [39] [166]. Zugleich ist
jene Korperflussigkeit Ausgangspunkt vieler und epidemiologisch relevanter
Erkrankungen [164] [251]: Sowohl die Anamie, von welcher weltweit etwa jeder
vierte Mensch betroffen ist, als auch hamatologische Neoplasien, von welchen
Untergruppen zu den zehn haufigsten Krebsarten in Europa zéhlen, nehmen
ithren Ursprung in den Blutzellen [164] [251]. Ebenso werden Gerinnungs-
storungen und deren Folgen wie Thrombosen oder Embolien durch ein
Ungleichgewicht der Zusammensetzung sowie durch funktionelle Stérungen des
Blutes bedingt [164] [251] [330]. Auch genetische Blutkrankheiten wie die
Sichelzellandmie oder die Thalassdmien und infektiose Erkrankungen wie etwa
die Malaria betreffen eine Vielzahl an Menschen [112] [164] [200].

Um die Funktionalitit des Blutes Uber die gesamte Lebensspanne eines
Organismus aufrecht zu erhalten, durchlaufen die Blutzellen als wichtige
Komponente des Blutes bestandig eine Abfolge von Proliferation, Differenzie-
rung, eventuellen Reparaturvorgangen 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 verdffentlichen [187]. Rasch wurde
ausgemacht, dass das Vorhandensein von Zellorganellen, insbesondere der Zell-
kerne und der Mitochondrien, als wesentliche Voraussetzung fir den Ablauf der
Apoptose gilt [138] [140] [225] [263].

Den ausgereiften roten Blutkérperchen als Hauptanteil des korpuskularen Blutes
mangelt es in Folge ihrer ausgepragten Differenzierung sowohl an Zellkernen als
auch an Mitochondrien [47] [166]. Uber eine lange Zeitspanne hinweg wurde

jenen Zellen vor diesem Hintergrund die Fahigkeit zu einem programmierten,



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 Veroffentlichungen im Jahr 2001 allerdings,
dass auch die roten Blutkdrperchen eine der Apoptose morphologisch ahnliche
Reaktion in Folge einer Inkubation mit den Kalziumionophoren Calcimycin oder
lonomycin durchlaufen [31] [50] [84]. Die zuvor genannten Xenobiotika bewirken
eine Erhohung der intrazellularen Kalziumkonzentration in den behandelten
Erythrozyten [50] [224], aus welcher sowohl (1) die Schrumpfung der letzteren
Zellen, als auch (2) das Membranblebbing, also eine Ausstiilpung und Blaschen-
bildung von Anteilen der Zellmembran, sowie (3) die Phosphatidylserinexposition
auf der erythrozytaren Membranoberflache 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 Blutkérperchen anerkannt [50]
[84]. Weiterhin zeigten die damaligen Versuche das erythrozytare, 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
,Ccaspase-9“ auf [31] [50].

Die Entdeckung dieses suizidalen Erythrozytentodes erlangte nachfolgend ein
bedeutendes Interesse innerhalb der Forschung und wurde seither sowohl
bezlglich der beteiligten molekularen Mechanismen und Modulatoren, als auch
hinsichtlich der klinischen Relevanz eingehend untersucht [223] [225]. Zur
eindeutigen Abgrenzung des Organellen-unabhangigen, suizidalen Sterbens der
Erythrozyten fuhrten Lang et al. im Jahr 2005 schlie3lich den Begriff der
,Eryptose“ ein und stellten diesen somit der Zellkern- und Mitochondrien-
abhangigen Apoptose gegenuber [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
Verknupfungen der Eryptose zu Erkrankungen herausgefunden [223]. Aufgrund

der denkbaren Mdoglichkeit einer pharmakologischen Intervention in den



Eryptoseprozess und den daraus resultierenden therapeutischen Aussichten
bestent auch weiterhin das dringliche Bestreben, den programmierten
erythrozytaren 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 (,erythrés® fur rot
und ,kytos” fir H6hlung) und bezeichnet das rote Blutkdrperchen [166]. Mit dem
in ihrem Zellinneren enthaltenen Blutfarbstoff Hamoglobin erhalten diese Zellen
nicht nur selbst ihre namensgebende Farbung sondern bewirken auch das
charakteristisch rote Erscheinungsbild des gesamten Blutes [166]. Aufgrund
ihres auf das Notwendige beschréankten Aufbaus werden die roten Blut-
korperchen unter anderem als ein ,Sack geflllt mit Hamoglobin® betrachtet [47]
[84]. Dass die letztere Ansicht Gber die Erythrozyten diesen Zellen nicht gerecht
wird, leitet sich allein aus deren umfassenden Differenzierung sowie deren

unabkémmlichen Funktion innerhalb des Organismus ab [47].

1.1.1 Erythrozytenentstehung

Die Entstehung der roten Blutkérperchen wird als ,Erythropoiese® bezeichnet und
findet postpartal hauptsachlich 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 anschliel3end an Erythropoietinrezeptoren, wirkt auf die erythropoietischen
Vorlauferzellen und verhindert dadurch nicht nur deren Apoptose, sondern
stimuliert auch die Ausdifferenzierung hin zu Erythrozyten [95] [165] [166] [198].
Die Entstehung der reifen roten Blutkdrperchen hat ihren Ursprung in den
pluripotenten, hamatopoietischen Stammzellen [95] [383]. Letztere Zellen

entwickeln sich unter Zellteilung und Differenzierung uber die determinierten



Stammzellen und mehrere Stufen der Kern-haltigen Erythroblasten hin zu den
Normoblasten, welche durch die Abscheidung ihrer Zellkerne in die Retikulozyten
Ubergehen [95] [166]. Retikulozyten sind die unmittelbaren Vorlaufer der reifen
roten Blutkorperchen und kénnen bereits im peripheren Blut gefunden werden
[47] [95]. Diese Zellen enthalten noch Organellen und Ribonukleinséaure [47],
welche dann innerhalb kurzer Zeit ebenfalls abgegeben werden, so dass die

reifen Erythrozyten entstehen [95].

Die reifen roten Blutkoérperchen selbst sind Kern- und Organellen-lose Zellen [47]
[276]. Sie haben ihre Synthesefahigkeit fur Nukleinsauren, Lipide und Proteine
verloren [47] [95] [145]. Folglich kdnnen Erythrozyten nicht durch Zellteilung
proliferieren [95] [276], sondern beddrfen fur ihre zahlenmé&Rige 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 betragt etwa 6-8 pm und ihre randstandige
Dicke misst etwa 2 um [92] [166]. Ein einzelnes rotes Blutkdrperchen hat ein
mittleres Zellvolumen (Mean Corpuscular Volume; MCV) von etwa 80-100 fl
[166]. Das Zellinnere der ausgereiften Erythrozyten enthalt weder einen Zellkern,
noch andere Organellen wie beispielsweise Mitochondrien, das endoplas-
matische Retikulum oder Golgiapparate [47] [166]. Stattdessen sind die roten
Blutkdrperchen mit dem Blutfarbstoff Himoglobin bepackt, so dass das aus dem
Fehlen der Zellorganellen hervorgehende Volumen effizient fir den Gastransport
eingesetzt wird [166]. lhre Scheibchenform gestattet den Erythrozyten ein
optimales Verhéltnis zwischen ihrem Volumen und ihrer Zelloberflache [362].
Funktionell ergibt sich hierdurch eine grol3e Diffusionsflache bei gleichzeitig
geringer Diffusionsstrecke, wodurch der diffusive Gasaustausch in der Lunge und
den peripheren Geweben erheblich vereinfacht wird [166] [362]. Rote
Blutkdrperchen besitzen weiterhin eine hohe mechanische Flexibilitat [90]. Die
daraus resultierende passive Verformbarkeit ermdglicht es den letzteren Zellen

bei ihrer Kreislaufpassage regelmaRig auch solche Kapillaren zu durchqueren,



deren Durchmesser mit bis hinab zu 2-3 um weit unterhalb der Erythrozytengrol3e
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 haufigsten Zellen des Blutes [166]. In gesunden erwachsenen
Menschen finden sich zusammengenommen etwa 25 x 102 Erythrozyten [166].
Frauen haben dabei mit etwa 4 —5 x 102 Erythrozyten pro Liter Blut einen
etwas geringeren Wert als Manner, deren Anzahl bei etwa 5—6 x 102
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 Blutkérperchen werden trotz ihres auf das Notwendige beschrankten
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 Saure-Basen-Haushaltes und des Gefal3-

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

Der Sauerstofftransport von der Lunge hin zu den stoffwechselaktiven Geweben
zur Gewahrleistung derer regelrechten Versorgung ist die charakteristische und
zugleich lebensnotwendige Funktion der roten Blutkdrperchen [166]. Durch den
differenzierten Aufbau, insbesondere durch ihre Flexibilitat [87] [145] [385], sowie
den Verlust der Zellorganellen und indes der umfangreichen Beladung mit
Hamoglobin, sind die letzteren Zellen bestens an diese Aufgabe angepasst [166].
Das Hamoglobin stellt dabei das zentrale Molekul zur Bindung, zum Transport
und schlie3lich 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 zurick zur Lunge und zum anderen in der damit

verknupften Regulierung des blutbezogenen pH-Wertes ein [166]. Das



anfallende CO2 wird im Blut auf drei verschiedene Arten bef6rdert, entweder
abhangig von den Erythrozyten als Hydrogencarbonat (HCO3s") oder gebunden
an das Hamoglobin als Carbamino-Hamoglobin oder aber unabhangig von den
roten Blutkorperchen geldst im Blutplasma [166]. Den erythrozytaren 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 Gefal3tonus: Wirkt ein erhghter Scherstress, so sezernieren die
roten Blutkdrperchen das Molekil Adenosintriphosphat (ATP), welches eine
Vasodilatation und dadurch die Reduktion des Scherstresses bewirkt [166].
Weiterhin geben die Erythrozyten tber ihr desoxygeniertes Hamoglobin Stickoxid
sowie Derivate von S-Nitrosothiol in das Blut ab und rufen so eine Vasodilatation
hervor [78] [166]. Uber diesen Mechanismus vermogen letztere Zellen die
Durchblutung zu regulieren und damit das Sauerstoffangebot an den
Stoffwechsel der Gewebe anzupassen [118] [166].

Schlief3lich wirken die roten Blutkérperchen 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 gefal3wandnah flie3en [166]. Im
Falle von Lasionen der Gefallwand befinden sich die Blutplattchen unmittelbar
am Wirkort [166]. Ihre Aktivierung kann rasch erfolgen und die Adhasion der
Thrombozyten in Form eines weil3en Thrombus bewirken [166]. Die Kehrseite
dieses Mechanismus ergibt sich allerdings, sobald die Erythrozytenanzahl stark

erhoht ist, indem eine schadhafte Thrombusbildung begunstigt wird [166].

1.1.5 Erythrozytenlebensdauer

Die durchschnittliche Lebensdauer der menschlichen Erythrozyten betragt etwa
120 Tage [63] [128]. Wéahrend dieser Zeitspanne altern die roten Blutkoérperchen,
was schlie3lich zur Ausmusterung und zum Abbau der entsprechenden Zellen
fuhrt und als ,Seneszenz” bezeichnet wird [218] [219]. Dabei ist zu beachten,

dass Erythrozyten auch schon vor Erreichen der Seneszenz Beschadigungen



erleiden konnen [218] [219]. Wegen des Verlustes ihrer Zellorganellen sind die
roten Blutkorperchen nicht in der Lage, Defekte zu beheben [14] [47] [145]. Aus
diesem Grund bestehen neben der Seneszenz noch zwei weitere Mechanismen
zur Aussonderung pathologisch veranderter Erythrozyten, zum einen die
Eryptose [219] [225] und zum anderen die ,Hamolyse“.

Die Seneszenz als Mechanismus zur Aussonderung regelrecht gealterter
Erythrozyten tritt ein, wenn die letzteren Zellen ihre physiologische Lebenszeit
Uberdauern ohne Schadhatftigkeiten zu erleiden, welche mit der Erfordernis eines
verfrihten Zelltodes einhergehen [214] [218]. Dabei unterziehen sich die roten
Blutkdrperchen im Verlauf ihres Lebens einem Alterungsprozess und sammeln
in dessen Rahmen sowohl morphologische als auch funktionelle Veranderungen
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 Veranderungen sind unter
anderem die Bindung von denaturiertem Hamoglobin, sogenannter Hamichrome,
an das Bande 3-Protein in der Erythrozytenmembran [14] [45] [255], die
Anhaufung genau des letzteren Proteins in Membranclustern [14], die Bildung
von Neoantigenen aus dem Bande 3-Protein [45], sowie mdglicherweise die
Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin auf dem &auf3eren Blatt der
Zellmembran [45] [189] zu z&dhlen [315]. An die Neoantigene vermdgen
spezifische Autoantikdrper der Klasse IgG zu binden und dadurch eine Opsoni-
sierung der betroffenen roten Blutkdrperchen zu bewirken [45] [255]. Diese
Antikorpermarkierung der gealterten Erythrozyten tritt vor allem wahrend derer
letzten Lebenstage vermehrt zum Vorschein [45]. Neben der Opsonisierung
durch die Antikorper selbst ermdglichen die letzteren zusatzlich eine
Komplementbindung auf den roten Blutkorperchen, wodurch die erythrozytére
Markierung nochmals verstarkt wird [14] [255]. Die Erkennung und schliel3lich der
Abbau der seneszenten roten Blutkdrperchen ereignet sich Uber das retikulo-
endotheliale System und dessen Makrophagen [14] [45] [331]. Im menschlichen

Organismus kommen hier insbesondere den Kupfferzellen in der Leber und den



Phagozyten in der Milz Relevanz zu [45] [315]. Die Ausmusterung der gealterten
Erythrozyten erfolgt reguliert und gesteuert unter Umgehung einer Hamolyse und
einer einhergehenden Freisetzung intrazellularer Komponenten [45] und ermog-
licht dem Organismus damit ein physiologisches wie auch zahlenméaRiges

Gleichgewicht an Erythrozyten aufrechtzuerhalten [51].

Die Eryptose stellt eine weitere Ausmusterungsmaoglichkeit dar und betrifft
diejenigen roten Blutkdrperchen, welche schon vor Erreichen der Seneszenz
lebensbegrenzende und funktionsbeeintrachtigende Beschadigungen erleiden:
Wahrend ihrer Lebensdauer erfahren die Erythrozyten vielfach verschiedene
Stressoren [225]: So werden die Zellen regelmalig verformt, um durch die
schmalen Kapillaren zu flieRen [145] [225]. Wiederholt wirken sowohl grol3e
Turbulenzen unter anderem beim Auswurf des Blutes aus dem Herzen als auch
Scherkrafte auf die roten Blutkdrperchen ein [14]. Weiterhin passieren die
Erythrozyten durchschnittlich einmal pro Minute den Lungenkreislauf und
erfahren dort oxidativen Stress [225]. Etwa einmal pro Stunde flieBen die Zellen
jeweils durch die Niere und sind dabei einem hyperosmolaren Milieu ausgesetzt
[225]. Zur Bewaltigung dieser Stressoren ist die Integritdt und Funktionalitat der
Erythrozyten essentiell. Bestehen Schaden oder Funktionseinbul3en eines roten
Blutkdrperchens, so sollte dieses mdglichst friihzeitig ausgesondert werden, um
nachteilige Folgen wie beispielsweise seine Ruptur und damit die Freisetzung
intrazellularer Komponenten zu verhindern [225]. An dieser Stelle greift die
Eryptose zur Ausmusterung nicht-seneszenter, beschadigter oder infizierter
Erythrozyten unter Umgehung der Hamolyse ein [225]. Damit ist die Eryptose von

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

Schliel3lich ist die Hamolyse anzufuhren, welche gleich den beiden zuvor
dargestellten Aussonderungsmechanismen zwar letztlich die Entfernung der
betroffenen Erythrozyten bewirkt, dabei aber mit nachteiligen Konsequenzen fir
den Organismus einherzugehen vermag [214]. Unter der Hamolyse ist die Auf-
l6sung der roten Blutkdrperchen zusammengefasst, wobei anders als bei der

Seneszenz und der Eryptose die Integritat der erythrozytaren Zellmembran



beschadigt wird [356]. Hieraus folgt, dass im Rahmen eines hamolytischen
Geschehens intrazellulare Komponenten wie das Hamoglobin in das umgebende
Blutplasma freigesetzt werden [356]. Hervorgerufen wird die Hamolyse durch
verschiedenartige, tiefgreifende und nicht behebbare Schadigungen der Erythro-
zyten wie unter anderem mechanischer oder osmotischer Stress sowie toxische
oder infektiose Einflisse [334] [356]. Ebenso sind auch eine Vielzahl an hamato-
logischen Erkrankungen, beispielsweise die Sichelzellanamie oder die Thalass-
amie, sowie Blutgruppen-inkompatible Transfusionen durch ein vermehrtes
Hamolysevorkommen gekennzeichnet [334]. Im Falle einer gering ausgepragten,
durchaus physiologischerweise auftretenden Hamolyse wird das abgegebene
Hamoglobin an das Plasmaprotein Haptoglobin gebunden und nachfolgend
unschadlich durch die Makrophagen des retikuloendothelialen Systems
abgebaut [334] [356]. Tritt ein hamolytisches Geschehen allerdings in ausge-
pragter Form auf, so Ubersteigt die freiwerdende Hamoglobinmenge die
Bindungsfahigkeit des Haptoglobins und der rote Blutfarbstoff verbleibt unge-
bunden im Blutplasma [334] [356]. In der Folge ist dann die Entstehung
verschiedener Pathologien mdglich [334]: Zum einen weist das Ham als
Bestandteil des roten Blutfarbstoffes eine proinflammatorische Aktivitat auf [152]
[334], zum anderen bindet das im Blutplasma freie Hamoglobin vermehrt
Stickoxid, beeintrachtigt so den Gefal3tonus und kann dadurch vermehrt
thrombotische Ereignisse bedingen [334]. Weiterhin vermag der rote Blutfarbstoff

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

1.2 Apoptose

Der Begriff Apoptose entstammt der griechischen Sprache und setzt sich aus den
Wortern ,apo” fur ,weg“ und ,ptosis® fur ,Fall* zusammen [187]. Die Apoptose
beschreibt einen suizidalen Zelltod und soll durch ihre Bezeichnung bildlich auf
den funktionellen Wegfall der Blatter von den Baumen im Herbst verweisen [187].



1.2.1 Definition der Apoptose

Die Apoptose stellt einen streng reguliert verlaufenden, energieabhangigen,
suizidalen Zelltod dar [187] [390]. Die involvierten Mechanismen sind innerhalb
der Zellen genetisch verankert [97] und beziehen die zellstandigen Organellen,
insbesondere die Zellkerne und die Mitochondrien, ein [138] [140] [225].
Wahrend des gesamten Sterbeprozesses wird die Integritat der betroffenen
Zellen aufrecht erhalten und die Zelluberbleibsel werden abschliel3end mittels
Phagozytose vollstandig entfernt, sodass umgebende Gewebe geschont und
Entziindungsreaktionen umgangen werden [187] [390]. Die Apoptose erfillt die
Aufgabe, gealterte, beschadigte, entartete, infizierte, sowie Uberschissige Zellen
zu entfernen und ermdoglicht eine regelrechte Entwicklung und eine

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

1.2.2 Morphologische Charakteristika der Apoptose

Der apoptotische Zelltod ist durch verschiedene morphologische Aspekte
gekennzeichnet [187] (Abbildung 1). Ublicherweise betrifft die Apoptose einzelne
Zellen innerhalb eines Gewebes [97] [187], welche zu Beginn ihrer Apoptose die
interzellularen Verbindungen I6sen 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 GréRenabnahme 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 endgultige
Zerfall des Zellkerns in mehrere Anteile sowie die Fragmentierung des
kondensierten Chromatins [102] [187] [201] [263] [390].

Die ubliche Morphe der sonstigen Zellorganellen bleibt bis hin zum weit
fortgeschrittenen Apoptosegeschehen, welches mit einer Organellenschwellung
einhergeht, unverandert [102] [390]. Sogar die Mitochondrien, welche wesentlich

an den biochemischen Signhalwegen der Apoptose beteiligt sind, behalten sowohl
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licht- als auch elektronenmikroskopisch Uber lange Zeit ihr regelhaftes
Erscheinungsbild bei [390].

Weiterhin nimmt die Zellmembran apoptotischer Zellen Veréanderungen an,
indem sich kleine Membranausstilpungen ausbilden [102] [187] [390]. Die
Entstehung und das Auftreten dieser Ausstilpungen wird als ,Membranblebbing®
oder als ,Zeiose“ bezeichnet [181] [263] [277]. Auf das Membranblebbing folgt
eine vollstandige Abschniirung der Ausstilpungen hin zu Vesikeln, welche auch
als ,Apoptosekdorperchen® bekannt sind [102] [187] [277]. Die so entstandenen
Apoptosekdrperchen sind vollstandig von einer Zellmembran umgeben und
enthalten in unterschiedlicher Zusammensetzung Zytoplasma, dicht gepackte
Zellorganellen sowie Anteile des fragmentierten Zellkerns [187].

Im auRReren 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 Apoptosekdrperchen
und ermdglicht den umliegenden Zellen und den Makrophagen aufgrund derer
spezifischer Rezeptoren eine phagozytotische Entfernung [101] [151].

0
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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 Abschnirung von Apoptosekdrperchen von der apoptotischen Zelle. D
Phagozytose der Apoptosekérperchen. 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
Jnitiationsphase“ umfasst die Apoptoseauslosung Uber eine extra- oder
intrazellular vermittelte Aktivierungskaskade zellularer Enzyme und Proteine
[159]. In der anschlieRenden ,Exekutionsphase” findet ein enzymatischer Abbau
verschiedener intrazellularer Strukturen statt, welcher mit den charakteristischen
Veranderungen in der Zellmorphe einhergeht [97] [159] (Kapitel 1.2.2). Die
,rerminierung“ der Apoptose ist gekennzeichnet durch eine entziindungsfreie
Entfernung der Uberbleibsel der apoptotischen Zelle [97] [390]. Uber eine
Beeinflussung durch zahlreiche, sowohl pro- als auch antiapoptotische Proteine

wird die Apoptose als Todesmodalitat sorgfaltig gesteuert und reguliert [319].

Eingeleitet wird die Initiationsphase der Apoptose durch ein Einwirken
verschiedener Apoptoseausloser auf eine Zelle [97]. Diese Ausléser umfassen
einerseits exogene Noxen wie ionisierende Strahlung oder Chemotherapeutika
[97]. Andererseits resultieren auch koérpereigene Stimuli und Zustande wie
Hormonwirkungen, Hypoxie oder ein Entzug an Wachstumsfaktoren in der
Apoptoseauslésung [97]. Die verschiedenen Zellen innerhalb eines Organismus
vermdgen dabei unterschiedlich anfallig gegentiber den Apoptoseausldsern zu
reagieren [97]. In Folge des Einflusses eines der zuvor aufgefuhrten Auslosern
werden innerhalb der beeintrachtigten Zelle Apoptose-spezifische Enzyme und
Proteine rekrutiert und stimuliert [97]: Zu diesen Enzymen und Proteinen zahlen
— neben einer Vielzahl weiterer Moleklle — 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].

Abhéangig vom Ausgangspunkt der Enzym- und Proteinaktivierung werden
mehrere Signalwege der Apopotoseauslosung unterschieden: Der ,extrinsische
Signalweg® zahlt gemeinsam mit dem intrinsischen Signalweg“ zu den beiden

wichtigen auslosenden Mechanismen des Apoptoseprozesses [97] [159] [195].
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Der extrinsische Signalweg der Apoptoseauslésung (Abbildung 2) wird
eingeleitet, indem verschiedene Todessignale von extrazellular 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
,1odesdoméane® (death domain; DD) einen bedeutenden Abschnitt auf, welcher
die Weitergabe des Todessignals nach intrazellular bewerkstelligt [15] [75] [97]
[159] [323]: Nach der Stimulation eines Todesrezeptors binden an dessen zyto-
plasmatische Todesdoméne verschiedene intrazellulare Adapterproteine wie das
,Fas-associating death domain-containing protein® (FADD) und ermdglichen
ihrerseits Uber eine ,Todeseffektordomane“ (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 ermdglicht den Ubergang 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 Molekil Bid (BH3 interacting domain agonist) aus der Bcl-2-
Proteinfamilie in das tBid (truncated Bid) zu spalten, welches anschlieRend
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 tiber
Adaptorproteine wie FADD. Die Caspase-8 aktiviert anschlieRend die Effektorcaspase-3, welche die
Apoptose bewirkt. Uber 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 Signhalweg
der Apoptose (Abbildung 3) allein auf intrazellularen Signalen, welche ihrerseits
entweder durch auf3ere oder durch zellinterne Apoptoseausldser hervorgerufen
werden [97]. Dabei kommt den Mitochondrien der apoptotischen Zelle eine
bedeutsame Rolle als Wirkort jener schadigenden Einfliisse sowie anschliel3end
in der Vermittlung der intrazellularen Todessignale zu [97] [139]: Die Noxen und
Stressoren wirken auf die Mitochondrienmembran und erhdhen dadurch deren
Permeabilitdt [97] [319]. Den Proteinen der Bcl-2-Familie wird hierbei eine
wichtige regulatorische Funktion zugeschrieben [77] [97] [139] [319]. Der Prozess
der Permeabilitatssteigerung wird als ,Mitochondrial Quter Membrane
Permeabilization® (MOMP) bezeichnet und bedingt sowohl durch eine
Schédigung 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 zahlen diejenigen Proteine, welche den apoptotischen Zell-
tod vermittelt Gber Caspasen fordern [97] [139]. Anzuflihren sind dabei insbe-
sondere das Cytochrom C, das ,Smac/DIABLO“ sowie die Serinprotease
,HtrA2/0mi“ [91] [97] [336]. Nach der Freisetzung aus den Mitochondrien bindet
das Cytochrom C das zytosolische Protein APAF-1 und bewirkt dessen Konfor-
mationsanderung [159] [323] [336]. In der Folge wird zum einen eine Anlagerung
von ATP an das APAF-1 ermdglicht und zum anderen eine Bindungsstelle flr die
inaktive Procaspase-9, die sogenannte ,Caspasen-Rekrutierungsdomane®
(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 ermoglicht den Ubergang in die
Exekutionsphase der Apoptose [97]. Das Protein Smac/DIABLO und die
Serinprotease HtrA2/Omi unterstitzen die Caspasen-vermittelte Apoptose-
auslosung, indem sie verschiedene Apoptose-hemmende Proteine, sogenannte
,Inhibitors of Apoptosis“ (IAP) binden und diese somit in deren inhibierenden
Einflissen einschranken [91] [97] [159] [336].

Die zweite Klasse an freigesetzten mitochondrialen Proteinen fordert ebenfalls
den Apoptoseablauf und vermag dabei selbst verschiedene Zielstrukturen der
Apoptose zu spalten sowie abzubauen [139]. Zu dieser Art an Proteinen zahlen
unter anderem der ,Apoptosis inducing factor” (AlF) sowie die Endonuklease G
[97] [173] [241]. Beide Molekile translozieren in Folge ihrer Freisetzung aus den
geschadigten Mitochondrien in den Zellkern [97] [336] [361]. Der AlF bewirkt dort
eine Kondensation des Chromatins und — gleich der Endonuklease G — eine
Spaltung der Desoxyribonukleinsaure (DNA) [97] [241] [336] [361].
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Abbildung 3: Intrinsischer Signalweg modifiziert nach [159]. Durch die Einwirkung von
Apoptoseausldsern auf die Mitochondrien wird die Permeabilitdt der Mitochondrienmembran erhéht 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. Uber tBid aus dem extrinsischen Signalweg besteht
eine Verbindung der Apoptosesignalwege. M = Mitochondrion; N = Nukleus.

T~

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 Verdnderungen an [97] [159] [319] [323].

Wahrend der Terminierung des Apoptosegeschehens werden die zuvor
entstandenen Apoptosekdrperchen mittels Phagozytose beseitigt und an-
schlielBend lysosomal abgebaut [97] [323]. Die Aufnahme und Degradation der
letztgenannten Zelliberbleibsel erfolgt sowohl durch die umgebenden Zellen, als
auch durch einwandernde Makrophagen [151] [187] [338]. Dabei wird die
Erkennung der Vesikel unter anderem vermittelt iber die Interaktion spezifischer
Phosphatidylserinrezeptoren der phagozytierenden Zellen mit dem auf der
AulRenseite der Apoptosekdrperchen exponierten Phospholipid Phosphatidyl-
serin [101] [104]. In Folge dieser Rezeptorbindung werden die Makrophagen in
der Synthese proinflammatorischer Mediatoren wie des Tumornekrosefaktors-a
(TNF-a) oder des Interleukins-13 (IL-1B) inhibiert [65] [102] [325] [373] und
gleichzeitig fur die Sekretion antiinflammatorischer Zytokine wie Interleukin-10
(IL-10) oder Transforming-Growth-Factor- (TGF-B) stimuliert [65] [100] [102]
[373]. Diese aufgezeigten, regulierten Mechanismen und Ablaufe ermdglichen,
dass die apoptotischen Zellen ohne eine Freisetzung ihrer intrazellularen 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 Entziindungs-
reaktionen oder Organschaden dar [187] [338] [390].

1.2.4 Physiologische und pathophysiologische Bedeutung der Apoptose

Die Apoptose erflllt die bedeutungsvolle und unentbehrliche Aufgabe der sorg-
faltigen Ausmusterung gealterter, zahlenmaRig uberflissiger, infizierter oder
schadhafter Zellen [138] [143] [202]. Sie stellt das Gegenstlick zur Zellneubildung
mittels der Mitose dar und hélt sich im physiologischen Zustand mit der letzteren
das Gleichgewicht [97] [186]. Entsprechend werden regelhafterweise taglich

mehrere Milliarden Zellen innerhalb des menschlichen Korpers tber die Zell-
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teilung neu gebildet wéahrend die gleiche Anzahl bestehender Zellen der Apop-
tose unterliegt [324] [326]. Der gesteuerte Zelltod ereignet sich Uber die gesamte
Lebensspanne und stellt auf diese Weise sowohl die Funktionalitat als auch die
Homoostase eines Organismus sicher [326].

Bereits in der Embryonal- und der Fetalentwicklung ist das Auftreten der Apop-
tose unverzichtbar [97] [326]: Durch den gesteuerten Verlust Uberflissiger Zellen
wird sowohl die endgultige Morphe beispielsweise im Bereich der Finger und
Zehen [326], als auch die regelrechte Entwicklung des Gehirns sichergestellt [97]
[298] [326]. Auch die Ausbildung und spater die Weiterentwicklung des Immun-
systems selbst sowie ebenfalls dessen Aktivitat zur Pathogen- und Schadens-
abwehr erfolgt mafRgeblich unter Einbeziehung der Apoptose [97] [132] [302]
[326]. SchlieBlich ermdglicht der programmierte Zelltod mittels Apoptose sowohl
in der Entwicklung als auch im adulten Zustand den Ablauf etwaiger Auf-, Ab-
und Umbauvorgange 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 grindliche Regulation der Apoptose gestort
wird und aus ihrem Gleichgewicht gerat [326]. Abzugrenzen sind in diesem Fall
diejenigen Krankheitsbilder, welche auf einer unphysiologisch verminderten
Apoptoserate beruhen, von solchen pathologischen Zustanden, welche durch ein

gesteigertes Apoptosevorkommen gekennzeichnet sind [97] [326].

Zu der ersteren Kategorie sind unter anderem maligne Neoplasien, aber auch
verschiedene autoimmune Pathologien zu zéhlen [97] [326]. Im Falle von Krebs-
erkrankungen vermogen die maligne entarteten Zellen durch eine Ansammlung
genomischer Mutationen eine Resistenz gegeniber 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 schlief3lich

korpereigenes Gewebe schadigen [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 infektioser, neurodegenerativer, aber auch
ischdmischer 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 erhdhten Untergang verschiedener Neurone
mittels der Apoptose begleitet [97] [365] [386]. Auch im Rahmen von Ischamien
wird dem Auftreten der Apoptose — neben dem gelaufigen 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 Blutkdrperchen erfahren kénnen [218] [225]. Morphologisch ist diese
Art des Zellsterbens durch die drei Hauptmerkmale, (1) die Abnahme der Zell-
grof3e durch Schrumpfung, (2) das Membranscrambling mit Phosphatidylserin-
exposition auf der Erythrozytenoberflache sowie (3) das Zellmembranblebbing
charakterisiert [50] [218] [225]. Die Eryptose wird aufgrund von Schadigungen
der roten Blutkdrperchen durch Einwirkung von Eryptosetriggern hervorgerufen
und ermdglicht dem Organismus die Entfernung defekter Zellen vor einem
anschlieBenden Eintritt schadlicher Folgen [218] [225].
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1.3.2 Trigger der Eryptose

Um das Eintreten und Ablaufen der Eryptose in den roten Blutkérperchen
hervorzurufen, bedarf es der Einwirkung verschiedener Stressoren auf die
letzteren Zellen [212]. Diese als Eryptosetrigger bezeichneten Ausloser des
gesteuerten erythrozytaren Zelltodes umfassen sowohl verschiedene Umstéande,
welche endogen im Organismus auftreten oder durch externe Manipulation
entstehen, als auch den Einfluss diverser Xenobiotika, Giftstoffe, sowie korper-
eigener Molekile [212]. Hervorzuheben sind bei dieser Betrachtung die lono-
phoren Calcimycin und lonomycin, welche die ersten beschriebenen Trigger der
Eryptose darstellen [31] [50]. Zu denjenigen Umstanden, welche das Auftreten
der Eryptose bewirken kénnen, 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 zahlen [212]. Beispiele fiur solche
Xenobiotika und endogene Substanzen, welche den suizidalen, erythrozytéren
Zelltod bedingen sind in der untenstehenden Tabelle 1 zusammengetragen [212].

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

Xenobiotikum Involvierte Sigalwege Referenz
Ca?* Ceramid Andere

a-Liponsaure + + + [34]
Amiodaron i [291]
Amphotericin B + + [261]
Amyloid + [292]
Azathioprin + [126]
Bismuth + + [54]
Chlorpromazin + [196]
Ciglitazon i [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 grol3e Anzahl an Eryptosetriggern hervorgerufen werden und vollzieht
sich anschlie3end Uber verschiedene Signalwege. Letztere lassen sich unter-

teilen in Kalzium-abhéngige Mechanismen und in solche Signalwege, die ohne
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den Einfluss von Kalzium erfolgen. Beide Mechanismen, Kalzium-abhéngig und
Kalzium-unabhéngig, kénnen alleine genommen zur Eryptose filhren oder auch

gemeinsam in eryptotischen Zellen wirken.

Der Kalzium-abhangige Signalweg der Eryptose beruht auf einer Erhéhung der
intrazellularen Kalziumkonzentration [31] [50] [84]. Hervorgerufen wird diese ge-
steigerte Kalziumaktivitat durch die Offnung nicht-selektiver Kationenkanale in
der Erythrozytenmembran mit einem nachfolgenden Einstrom von Kalziumionen
aus dem Extrazellularraum [175] [177] [224]. Die genannten lonenkanale sind
selektiv fir Kationen durchlassig, wobei sowohl monovalente Kationen wie
Natrium (Na*) oder Kalium (K*), als auch divalente Kationen wie Kalzium (Ca?*)
passieren kdonnen [93] [176] [224]. Bisher ist die molekulare Charakterisierung
der nicht-selektiven Kationenkanéle unvollstandig erfolgt, es wird jedoch von
einer Beteiligung von Transient Receptor Potential Channel 6 (TRPC6)
ausgegangen [116]. Unter Ruhebedingungen weisen diese nicht-selektiven
Kationenkandale eine Inaktivitat auf [93] [116]. Ihre Offnung erfolgt durch das

Einwirken verschiedener Eryptosetrigger. Zu letzteren gehéren beispielsweise:

e der osmotische Schock [158] [224]
Das Einwirken von Hyperosmolaritat auf rote Blutkdrperchen fuhrt zu deren
Zellschrumpfung. Letztere Volumenabnahme bewirkt Gber eine Enzymakti-
vierung die sequenzielle, erythrozytdre Synthese von Prostaglandin E>
(PGE-2) durch die Phospholipase A, (PLA>), die Cyclooxygenase (COX) und
die PGE-Synthase [234]. PGE: seinerseits stimuliert die Offnung der nicht-
selektiven Kationenkanéle [234].

e die Depletion von extrazellularen Chloridionen [93] [228] [234]
Die Entfernung extrazelludrer Chloridionen bewirkt Uber eine Enzymakti-
vierung die sequenzielle, erythrozytare Synthese von PGE> durch die PLA>,
die COX sowie die PGE>-Synthase [234]. PGE: seinerseits stimuliert die
Aktivierung der nicht-selektiven Kationenkandle [234].

e das Prostaglandin E2 [175] [234]
Auch eigenstandig erwirkt PGE; die Offnung der nicht-selektiven Kationen-

kanale [234]. Letzteres Eikosanoid wird unter anderem von aktivierten Throm-
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bozyten [177] [352], von mechanisch beanspruchten Erythrozyten [301] oder
bei Entziindungsgeschehen [234] [239] freigesetzt.

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

e die Energiedepletion durch Glukoseentzug [224]
Die Absenz von Glukose — und damit die Energiedepletion — flhrt zu einer
eingeschréankten antioxidativen Abwehr und bewirkt dadurch oxidativen
Stress [207] [257], welcher die nicht-selektiven Kationenkanale aktiviert [229].

e die Reduktion des Zellvolumens [224] [234]
Die Aktivitat der nicht-selektiven Kationenkanale wird weiterhin Gber das
Zellvolumen der entsprechenden roten Blutkérperchen reguliert [224]. Hier-
aus ergibt sich, dass erythrozytare Pathologien — sofern sie mit einer er-
leichterten Zellschrumpfung einhergehen — zu einer vermehrten Offnung jener
Kationenkanéle fiihren konnen [234]. Beschrieben ist eine Vereinfachung der
Zellschrumpfung unter anderem fir die Sichelzellanamie [171] [217] und far
die Eisenmangelanamie [172].

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

Mittels der erhohten intrazellularen Kalziumkonzentration, welche sich nach der
Aktivierung der nicht-selektiven Kationenkanéle durch die eben beschriebenen
Eryptosetrigger einstellt, wird anschlieBend unter anderem das Membran-
scrambling, die Offnung der Gardos-Kanale und die Aktivierung der Calpain-

Enzyme bewirkt:

Die eingestromten 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 erflllen unter-
schiedliche Funktionen: Die Phospholipid-Scramblase fiihrt nach ihrer Aktivie-
rung zu einer schnellen Durchmischung der Membranlipide, indem sie einen bi-
direktionalen Transport der verschiedenen Phospholipide zwischen den beiden
Membranblattern ermoéglicht [25] [379]. Hieraus resultiert ein symmetrischerer

Aufbau der Zellmembran, Phosphatidylcholin und Sphingomyelin werden inter-
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nalisiert wahrend Phosphatidylserin und Phosphatidylethanolamin auf dem
aulReren 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 Ausmald auch Phosphatidylethanolamin nach deren Diffusion vom
aulReren zuriick in das innere Membranblatt transportiert [81] [343] [379] [387].

Unter dem Einfluss des erhohten intrazellularen Kalziumspiegels kommt es daher
zu einer raschen Umverteilung der Phospholipide zwischen dem inneren und
dem aul3eren 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 ermdglicht die Erkennung und Entfernung betroffener Erythrozyten
mittels Phagozytose [104] [152] (Kapitel 1.3.4).

Extrazellular A
1
el [0}
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Caspase-3 Ceramid

Abbildung 4: Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase und Hemmung des Enzyms
Phospholipid-Translokase. Kalziumionen wirken aktivierend auf die Phospholipid-Scramblase, welche
einen bidirektionalen Phospholipidtransport ermdglicht, 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 Erhéhung der intrazellularen Kalziumkonzentration die Off-

nung von Ca?*-sensitiven Kaliumkanalen in der Erythrozytenmembran [122] [142]
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[232] [258] (Abbildung 5). Angelehnt an ihren Erstbeschreiber werden letztere
Kanale auch als Gardos-Kanale bezeichnet [124]. Ihre Aktivierung flhrt zu einem
Kaliumausstrom aus den Erythrozyten [56]. Daraus resultiert eine Hyper-
polarisation an der Zellmembran, welche als treibende Kraft einen Chlorid-
ausstrom durch membransténdige Chloridkanale hervorruft [55] [225] [232].
Zusammengefasst kommt es also zu einem erythrozytaren Verlust von Kalium-
chlorid (KCI), osmotisch bedingt folgt Wasser nach extrazellular [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).

osmatischer Stress

oxidativer Stress

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

Die Abnahme des Zellvolumens wirkt an dieser Stelle einer schéadigungs-
bedingten Schwellung der betroffenen Erythrozyten entgegen und kann so deren
Hamolyse mit einhergehender Freisetzung intrazellularer Komponenten ver-

zogern oder sogar verhindern [208] [232]. Uberdies resultiert die Zellschrum-
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pfung in einer vermehrten Exprimierung von Phosphatidylserin auf dem auf3eren
Membranblatt der roten Blutkdrperchen [237] [340]. Als ein mdglicher Patho-
mechanismus hierfir 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 fir die erhohte intrazellulare Kalziumkonzentration [226] (Kapitel
1.3.3). Damit nimmt die Offnung der Gardos-Kanale mit nachfolgender Abnahme
des Erythrozytenvolumens indirekt einen verstarkenden Einfluss auf den Verlust

der Membranasymmetrie eryptotischer Zellen.

In Folge der gesteigerten intrazellularen Kalziumaktivitat wird auRerdem die
zytosolische Cystein-Endopeptidase Calpain (Calium ion-dependent papain-like
cysteine protease [285]) in den roten Blutkdrperchen an die Zellmembran
transloziert und anschliel3end 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 gestorte Integritat des Zytoskeletts
fuhrt zum Membranblebbing [115], welches ein Hauptmerkal der Eryptose
darstellt [50] [224], sowie zur Ausbildung und Ablésung von Mikrovesikeln [234]
[309]. Die Mikrovesikel reduzieren dabei das Zellvolumen der eryptotischen roten

Blutkérperchen und erleichtern so deren anschlieRende Phagozytose [234].

Neben dem oben beschriebenen Kalzium-abhéngigen Signalweg vermag die
Eryptose auch unabhangig von erhdhten intrazellularen 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 Kationenkanéle — so werden die Zellschrumpfung und die Phos-
phatidylserinexposition zwar abgeschwacht, aber nicht ganzlich unterbunden
[224] [226]. Aus dieser Beobachtung folgt, dass auch weitere Mechanismen —
losgeldst von einer gesteigerten Kalziumaktivitdt — den gesteuerten Zelltod der

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

der Eryptose sowie der tiber Caspasen hervorgerufene Signalweg.

Ceramide gehdoren der Verbindungsklasse der Sphingolipide an und zéhlen ne-
ben dem Kalzium-abhangigen Signalweg zu den bedeutsamsten Mechanismen
der Eryptoseausldsung [208]. Ersteres Lipid dient als ein Second-Messenger und
taucht in verschiedenen Zellvorgdngen wie dem Entziindungsgeschehen, der

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

Die Ceramid-vermittelten Mechanismen der Eryptose koénnen durch das
Einwirken vieler verschiedener Zustande und Substanzen ausgeltst werden.

Hierzu gehoren beispielsweise:

e der osmotische Schock [226]

e das Auftreten von Fieber [113] oder einer Sepsis [184]
e das Leber-[210] und das Nierenversagen [1]

e das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS) [230]

e der Morbus Wilson [236]

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

Noch ist unzureichend bekannt, welche Mechanismen und Enzyme die
Entstehung des Ceramids in den roten Blutkdrperchen bewirken [208] [218]. Eine
erythrozytare 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 diesbeziiglich die Lokalisation des
letzteren Enzyms [223]: Eine erythrozytdre Sphingomyelinaseaktivitat erscheint
aufgrund einer mangelnden Nachweisbarkeit [146] als unwahrscheinlich [88].
Maoglich ist indes das Vorkommen der Sphingomyelinase im Blutplasma [167]
[218]. In Ubereinstimmung hierzu weisen Patienten mit Morbus Wilson diese
Enzymaktivitdt in ihrem Blutplasma auf [236]. Im Falle eines osmotischen

Schocks wird die Aktivitat der Sphingomyelinase tber einen Signalweg reguliert,
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welcher auf dem Plattchenaktivierenden 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 Blutkérperchen exprimieren in ihrer Zellmembran PAF-Rezeptoren [235]
und die Stimulation mittels des PAF fuhrt nachfolgend zu einer Aktivierung der

Sphingomyelinase [235].

Auch das Verstandnis Uber die Signalwege, mittels welcher Ceramid die
Eryptose bewirkt, ist bislang unvollstandig [208]. Zum einen wird angenommen,
dass jenes Sphingolipid die roten Blutkorperchen fir 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 erythrozytaren Zellmembran in
Form von Anhaufungen und fiihrt zu veranderten Eigenschaften der Membran
sowie einer abweichenden Interaktion der letzteren mit dem Zytoskelett [88].
Infolgedessen kommt es zu einer gesteigerten Membranrigiditat, einer erhghten

Membranpermeabilitat sowie der Ausbildung von Vesikeln [88].

Ferner kdnnen die Kalzium-unabhangigen Mechanismen der Eryptoseauslésung
auch die Aktivitat von Caspasen involvieren [265] [266]. Rote Blutkérperchen
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 gelaufige apoptotische/
eryptotische Stimuli [31] — wird zunachst 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 a-Liponséure aktiviert [34]. Die
Caspase-3 bewirkt anschlieBend den Abbau des Bande-3-Proteins [264] und
eine Hemmung der Aminophospholipid-Translokase [266]. Folglich gelangt
Phosphatidylserin vermehrt auf das &aul3ere Blatt der Zellmembran und die
betroffenen Erythrozyten werden durch Makrophagen erkannt und beseitigt
[266]. In diesen beschriebenen Fallen, namlich der Eryptoseauslosung durch
oxidativen Stress, durch Leukotriene sowie durch a-Liponsaure, 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
Caspasenaktivitat dort nicht benétigt [31] [50] [226] [377].

1.3.4 Entfernung der eryptotischen Zellen aus der Zirkulation

Diejenigen roten Blutkorperchen, welche die Eryptose durchlaufen, nehmen ver-
schiedene morphologische Veranderungen 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 ermog-
licht [152]. Befindet sich Phosphatidylserin im &ufR3eren Blatt der Zellmembran, so
werden Makrophagen zur Phagozytose dieser Zellen stimuliert [85] [103] [104]
[338] [382]. Uber spezifische Rezeptoren binden die Fresszellen an das ex-
ponierte Phospholipid [101] [274] und entfernen anschlieRend 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
tragt dadurch zur Verhinderung einer Zellruptur bei [104] [152] [185] [338]. Nach-
teilige Folgen wie die Freisetzung intrazellularer Komponenten mit anschlie3en-
der Entzindungsreaktion [152] [334] oder eine moégliche Nierenschadigung [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 Blutkdrperchen 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]. Moglich ist die Eryptosehemmung dabei auf den verschiedenen Ebenen

der zuvor beschriebenen Signalwege (Kapitel 1.3.3):
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Zunachst ist eine Hemmung des gesteuerten erythrozytaren Zelltodes mittels der
Verhinderung des intrazellularen Kalziumanstiegs mdglich. Hierzu kénnen die
nicht-selektiven Kationenkanale endogen durch das Hormon EPO inhibiert
werden [286]. Weiterhin inhibieren sowohl zytoplasmatische [158] als auch extra-
zellulare [93] Chloridionen die Aktivitat jener lonenkanéle [227]. Eine Hemmung
der nicht-selektiven Kationenkanéle 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 Kationenkanale mittels Amilorid [93]
[224], dessen Analogon Ethylisopropylamilorid (EIPA) [228], dem Schleifen-
diuretikum Furosemid [204] sowie dem Reverse-Transkriptase-Inhibitor Zido-
vudin [203] erfolgen. Sofern PGE: an der Offnung jener Kationenkanéle mitwirkt,
ist es zudem maglich, deren Aktivierung durch ein Eingreifen in die PGE2-Syn-
these abzuschwéachen 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 Acetylsalicylsdure oder Diclophenac [234].

An spaterer Stelle im Signalweg der Eryptose besteht die Mdglichkeit einer
Hemmung der Gardos-Kanéle. Jene kann pharmakologisch mithilfe von
Charybdotoxin, Clotrimazol, Nitrendipin oder Nifedipin erfolgen und fihrt zu einer
Verminderung des Kaliumausstroms aus den Erythrozyten [168] [178] [232].

Auch im Ceramid-vermittelten Signalweg des erythrozytaren Zelltodes bietet sich
die Moglichkeit 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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Zusatzlich zu den zuvor dargestellten endogenen Molekilen mit definiertem
Angriffspunkt in der Eryptosekaskade gibt es weitere, physiologischerweise
vorkommende Hemmstoffe, deren Wirkmechanismen und Zielstrukturen bisher
nicht vollstandig aufgeklart sind. Zu dieser Gruppe an Inhibitoren gehort das
Molekul 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 Kationenkanéle ausibt, zum anderen
konnte das Molekul auch eine Nitrosylierung erythrozytarer Proteine bewirken
und dadurch deren antiapoptotische/-eryptotische Wirkung fordern [293]. Zu
beachten ist, dass hohe Konzentrationen an NO eine gegenteilige Wirkung zei-
gen, indem sie die Auslosung des gesteuerten Zelltodes der Erythrozyten fordern
[197] [293]. In Ubereinstimmung mit der beschriebenen Eryptosehemmung durch
das Molekil 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 anschlieRender Stimu-
lation der NO-Synthase denkbar [314]. Folglich konnte also auch hier das Molekiil
NO die Eryptose negativ regulieren [118]. Ebenfalls ist als endogener Inhibitor
das Nukleosid Adenosin zu nennen, welches das Ausmald des gesteuerten,
erythrozytaren Zelltodes abschwacht [296]. Berlcksichtigt werden muss an
dieser Stelle, dass fur die inhibitorische Wirkung Adenosinkonzentrationen
oberhalb des physiologischen Bereichs notwendig sind [296].

Schlief3lich sind noch solche exogenen, pharmakologischen Hemmstoffe der
Eryptose anzuflhren, 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 sorgfaltig 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 ahnelt dabei derjenigen der
Apoptose und liegt in der frihzeitigen Entfernung beschadigter, infizierter oder

Uberschussiger roter Blutkorperchen [214] [221].

Weisen Erythrozyten Defekte wie einen Energieverlust oder eine schadhafte,
lecke Zellmembran auf, so schwellen jene Zellen letztendlich aufgrund einer
Erhohung der intrazellularen Natrium- und Chloridionen sowie osmotisch-bedingt
begleitendem Wassereinstrom an [217] [221]. Die Zunahme des Zellvolumens
zieht anschlieRend die Ruptur der roten Blutkérperchen, also deren Hamolyse
(Kapitel 1.1.5) nach sich [221]. Dadurch kommt es zu einer unkontrollierten
Freisetzung intrazellularer Komponenten, welche eine Entzindungsreaktion
bedingen kénnen [152]. Weiterhin wird Hamoglobin 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 schéadigen [73] [149]
[221]. Um diese schwerwiegenden Folgen der Zellruptur zu vermeiden, greift hier
die Eryptose ein [225]: Sie geht den eben beschriebenen Mechanismen nach
Zellschadigung voran und bezweckt, die Hamolyse abzuwenden [214] [221].
Dabei werden im Rahmen der Eryptose die Gardos-Kandle gedffnet [221] [225].
Die roten Blutkdrperchen verlieren folglich Kaliumchlorid sowie Wasser und ihr
Volumen verringert sich [221] [225]. Durch die Zellschrumpfung wird eine Zell-
ruptur des geschadigten Erythrozyts herausgezogert und moglichst verhindert
[221] [232]. Gleichzeitig wird durch die Phosphatidylserinexposition auf der
Membran der eryptotischen Zellen die zeitnahe Erkennung und Beseitigung
durch Makrophagen erwirkt, aufgrund der zigigen Phagozytose kann die
Hamolyse nicht eintreten [104] [152]. Zusammengenommen stellt die Eryptose
verglichen mit der Hamolyse also einen schonenden Zelltod mit der Funktion der
Eingrenzung schadlicher Folgen dar [214] [221]. Durch die Verhinderung der Zell-
ruptur und seinen fein abgestimmten Ablauf ist der programmierte, erythrozytare

Zelltod nicht-entzindlich und organprotektiv.
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Ebenfalls kann eine Infektion der roten Blutkérperchen zu einem gesteigerten
Auftreten des programmierten Zelltodes in den letzteren Zellen fuhren [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 ermdglicht wird [214]. Beschrieben ist dieser Zusammenhang fur die
Protozoonose Malaria: Das Pathogen Plasmodium bewirkt nach Infektion der
roten Blutkorperchen tber die Ausiibung von oxidativem Stress [16] [29] [130]
eine Offnung von nicht-selektiven Kationenkanalen in der erythrozytaren Zell-
membran [94] [112] [363]. Folglich kommt es zum Einstrom der Kationen Na* und
Ca?*, welche einerseits fir die Ausreifung des Parasits benotigt werden [49] [112]
[192], andererseits aber Uber die oben beschriebenen Signalwege (Kapitel 1.3.3)
die Eryptose der Wirtszelle bedingen [49] [225]. Die sterbenden roten Blutkérper-
chen werden rasch phagozytiert und anschlieRend gemeinsam mit dem Patho-
gen Plasmodium abgebaut [222]. Auf diese Weise wird eine Parasitdmie be-

grenzt und die Malariainfektion angegangen [112].

Schliel3lich besteht die Vermutung, dass der gesteuerte, erythrozytare Zelltod
auch eine regulative Funktion tbernimmt, indem entbehrliche oder den physio-
logischen Bedarf zahlenmaf3ig Uberschreitende rote Blutkbrperchen mittels der
Eryptose ausgemustert werden [214] [223] [315]. Ein derartiger Regulations-
mechanismus lauft beispielsweise in der Neonatalperiode ab, um Uberflissige
und mit fetalem Hamoglobin beladene Erythrozyten aus dem Blutkreislauf zu
entfernen [115] [212] [327] [329]. Weiterhin ist auch nach der Ruckkehr aus
groRer Hohe mit dadurch bedingt hoher EPO-Einwirkung und gesteigerter
Erythropoiese ein deutlich vermehrtes Verscheiden vor allem junger roter Blut-
koérperchen auszumachen [214] [223] [329]. Bezeichnet wird letztere Erschei-
nung als Neozytolyse [7] [223]. Unvollstandig geklart 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 — ergabe sich fur den Organismus folglich die Moglichkeit, die Erythrozyten-
anzahl zeitnah an die aktuelle Notwendigkeit anzupassen [214] [223] [329]. Der

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

vorhandenen Erythrozyten kdnnte somit erheblich verkirzt werden [214] [223].

1.3.7 Pathophysiologische Bedeutung der Eryptose

Neben der zuvor aufgezeigten physiologischen Relevanz und der protektiven
Wirkung der Eryptose besteht gleichermal3en eine pathophysiologische Bedeu-
tung des gesteuerten, erythrozytaren 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 beeintrachtigt [211] [212] [214]. Die pathophysio-
logische Relevanz des gesteuerten, erythrozytaren Zelltodes ergibt sich
einerseits aus den Folgen eines verstarkt auftretenden Eryptosegeschehens

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

Eryptotische rote Blutkérperchen 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 erhdhte Syntheserate an einem ver-
mehrten Auftreten von Retikulozyten im peripheren Blut erkenntlich [223]. Uber-
steigt die phagozytotische Entfernung im Rahmen der Eryptose jedoch die Neu-
bildung der roten Blutkdrperchen, so tritt als Folge das Krankheitsbild der Anamie
in Erscheinung [214] [223]. Letztere Erkrankung ist definiert als eine Verminde-
rung entweder der Anzahl an Erythrozyten oder des Hamoglobins mit daraus
folgender verminderter Sauerstofftransportkapazitat und unzureichender Erful-

lung des physiologischen Sauerstoffbedarfs [271].

Ebenso vermogen die eryptotischen Zellen durch das exponierte Phosphatidyl-
serin an die Endothelzellen der Gefallwand zu adhéarieren [44] [72] [74] [123]
[304]. Auch dieser beschriebene Pathomechanismus ist insbesondere bei exzes-

siver Eryptose bedeutend: die gesteigerte Endotheladhdsion der sterbenden
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Erythrozyten kann die Ausbildung von GefalRthromben férdern sowie zu Ein-
schrankungen der Mikrozirkulation fuhren [44] [72] [380] [392].

Andererseits vermag aber auch das Vorliegen verschiedener Erkrankungen
innerhalb eines Patienten das Auftreten der Eryptose zu fordern oder sogar zu
erwirken [212] [214] [223].

Zunachst sind eine betrachtliche Anzahl an Erkrankungen aus der Gruppe der
hamatologischen Pathologien durch eine gesteigerte Anfalligkeit gegenuber
Stressoren und eine erhdhte Rate an gesteuertem, erythrozytarem Zelltod ge-
kennzeichnet [223]. Anzufihren ist hier die Eisenmangelandmie, in deren
Rahmen die eisendefizienten roten Blutkdrperchen eine Verkirzung ihrer
Lebensspanne aufweisen [185]. Pathophysiologisch liegt eine verstarkte Aktivie-
rung der nicht-selektiven Kationenkanale aufgrund des verringerten Zellvolu-
mens der eisenmangelnden Erythrozyten nahe [172] [185]. Gleichermal3en zei-
gen sich auch die roten Blutkérperchen beim Vorliegen der hereditaren Hamo-
globinopathien Thalassamie und Sichelzellanamie vermehrt anfallig gegentber
der Eryptose [26] [229] [380]. Auch im Rahmen der Erbkrankheit Glukose-6-
Phosphatdehydrogenase (G6PD)-Mangel ist ein erhohtes Auftreten des
gesteuerten, erythrozytaren Zelltodes unter Einwirkung von Stressoren zu ver-
zeichnen [229]. Ferner geht auch die Erkrankung an der paroxysmalen nachtliche
Hamoglobinurie (PNH) mit einer erhohten erythrozytaren 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 erhthter Anteil an roten Blut-
korperchen, welche das Phospholipid Phosphatidylserin auf ihrer Zelloberflache
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 Hyperglykéamien [366] sowie
die krankhaften Zuckertberschreitungen selbst [299] zugrunde. Das Methylgly-
oxal schéadigt die Erythrozyten unter anderem Uuber eine Beeinflussung ihrer

Glykolyse mit einhergehender Abnahme des Energietragers ATP und Verminde-
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rung des antioxidativen Tripeptids GSH [294]. Gleichzeitig bewirken die Hyper-
glykamien ihrerseits die Einwirkung von oxidativem Stress vermittelt Gber eine
Erh6éhung der Malondialdehydkonzentration [299], eine gesteigerte Aktivitat 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 fur
die einbegriffenen Symptome der Adipositas [354], der Hypertonie [311], sowie
der Dyslipidamie [311] jeweils sogar beobachtet. Weiterhin gilt der Morbus Wil-
son, eine genetisch bedingte Krankheit mit Stérungen im Kupferstoffwechsel und
vermehrter Anreicherung dieses Spurenelementes in verschiedenen Geweben
des Korpers [249], als eine Stoffwechselerkrankung mit gesteigertem Eryptose-
vorkommen [211] [212] [236]. Diagnostisch ersichtlich wird der vermehrte
erythrozytare Zelltod in Form einer milden Anamie [19] [249]. Pathophysiologisch
liegt der durch den Morbus Wilson bedingten Eryptose vor allem eine Aktivierung
der Sphingomyelinase mit anschlieRender Ceramidentstehung [236] sowie
moglicherweise auch vermehrter oxidativer Stress vermittelt durch die

Kupferionen zugrunde [19] [287].

Eine erhohte Anfalligkeit der roten Blutkdrperchen gegeniiber der Eryptose und
nachfolgend auch gesteigerte Raten an diesem gesteuerten, erythrozytaren
Zelltod werden weiterhin im Rahmen von Organinsuffizienzen beobachtet. Als
wichtigstes Beispiel soll hier die chronische Niereninsuffizienz aufgeftihrt 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 regelmaldig mit Andmien einher
[206], welche neben dem aus der Grundkrankheit resultierenden Erythropoietin-
mangel [17] und dem h&ufig begleitenden Eisenmangel [17] [206] auch durch die
erhohte Eryptoserate mitbedingt werden [1] [216]. Der Eryptose als Folge der
Niereninsuffizienz liegt pathophysiologisch sowohl vermehrter oxidativer Stress
[13], eine Hyperphosphatamie [371] sowie die Anh&aufung 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 Mdglichkeit des Auftretens eines erhdhten Eryptosegeschehen
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besteht [18] [262]. Ebenfalls sind an dieser Stelle Leberschaden sowie Leberin-
suffizienzen anzufiihren, beide Pathologien bewirken vermehrt eine Phos-
phatidylserinexposition auf der Oberflache der roten Blutkdrperchen sowie deren
gesteuerten Zelltod [210] [213].

Uberdies zeigen die roten Blutkdrperchen auch unter Einwirkung verschiedener
infektioser Erkrankungen sowie deren Maximalform, der Sepsis, eine vermehrte
Exposition des Phosphatidylserins auf ihrer Zelloberflache und ein gesteigertes
Auftreten ihres gesteuerten Zelltodes [211]. Beschrieben ist das erhohte
Eryptosegeschehen beispielsweise fur 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, erythrozytare Zelltod ist unter den
Krankheitsumstanden einer Sepsis besonders ausgepragt [184] [211]. Diese
Blutvergiftungen konnen in ihrer Folge zudem von Anadmien 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 Blutkérperchen der Ceramident-

stehung eine hohe Bedeutung zu [184].

Auch im Rahmen von malignen Neoplasien vermag der gesteuerte, erythrozytare
Zelltod vermehrt aufzutreten [209] [211] [212]. Beschrieben sind erhéhte
Expositionen des Phospholipids Phosphatidylserin und ein vermehrtes Eryptose-
geschehen beispielsweise fur Lungenkarzinome [36] und das Myelodys-
plastische Syndrom [27]. Klinische Relevanz erlangt die Eryptose in den letzteren
Krankheitsbildern aufgrund der Tatsache, dass die Krebserkrankungen haufig mit
einer Andmie einhergehen [125] [129], welche ihrerseits durch den gesteuerten,
erythrozytaren Zelltod mitbedingt oder verschlechtert werden kann [209]. Als ein
moglicher Ausléser der Eryptose in Folge von bosartigen Neubildungen ist das
Vorhandensein von Faktoren im Blutplasma beschrieben, welche in Zelltod-
fordernder Weise auf die roten Blutkorperchen 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 hohere Phosphytidylserinexposition auf ihrer Zelloberflache
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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-
zytaren Zelltod fordern (Tabelle 3) [36] [209].

Tabelle 3: Zytostatika mit fordernder Wirkung auf die Eryptoseausldsung 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 sekundaren Pflanzenstoff dar und zahlt
— 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 naturlicherweise aber
in verschiedenen Heilpflanzen enthalten [242] [243] [246]: Insbesondere Pflan-
zenarten aus der Familie der Korbblitler (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) schlieRen
Costunolid als Inhaltsstoff ein [243].

Chemisch betrachtet, weist das letzere Sesquiterpenlacton die Summenformel
CisH2002 auf [190]. Strukturell handelt es sich um ein aus zehn Kohlenstoff-
atomen aufgebautes, ringférmiges Grundgerist, welches mit einer funktionellen

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

Dem a-Methylenrest des Lactons, auch als exozyklisches Methylen bezeichnet,
wird dabei die hauptsachliche Bioaktivitdt des Costunolids zugeschrieben [64]
[190] [243] [322]: Aufgrund seiner ausgepragten elektrophilen Reaktivitat reagiert
der Methylenrest unter anderem mit der Thiolgruppe innerhalb der Aminosaure
Cystein und vermag auf diese Weise Einfluss auf cysteinhaltige Proteine zu
nehmen [190] [322] (Abbildung 7).

CH,

(0]

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

In der medizinischen Forschung stol3t das Xenobiotikum Costunolid aufgrund
seiner vielfaltigen biologischen Aktivitat auf Interesse [242] [243]. Als bedeut-
samste Wirkung ist dabei ein antineoplastischer Effekt anzufihren [190] [243]
[337], wobei dieser sowohl in vitro als auch in vivo beschrieben ist [69] [243]. Auf
eine Vielzahl an malignen Tumorzelllinien, unter anderem Leukdmien [60],
Leberzellkarzinome [246], Mammakarzinome [69] [335], Ovarialkarzinome [384],
Blasenkarzinome [321] sowie Sarkome [199] [388], Ubt Costunolid eine
Zytotoxizitdt aus und gilt aus diesem Grund als interessant fir die klinische

Anwendung [243]. Die zugrundeliegenden Mechanismen der antineoplastischen
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Wirkung sind bisher unvollstandig geklart, allerdings ist anerkannt, dass das
Sesquiterpenlacton die malignen Tumoren auf verschiedenen Ebenen
beeinflusst [243]. So wird neben einer vermehrten Apoptoseinduktion gegentuber
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 Differenzierungsforderung [191] [243] sowie eine
Umkehrung mdglicher Medikamentenresistenz aufgezeigt [243] [384]. Uberdies
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 Schéadigungen
schitzt [242] [376]. Beziglich des Nervensystems sind neuroprotektive Effekte
beschrieben [144] [190] und im Bereich des skelettalen Systems bewirkt dieses
Xenobiotikum eine vorteilhafte Wirkung auf den Knochenumbau durch Férderung
der Osteoblasten- und Hemmung der Osteoklastendifferenzierung [68] [190]
[240]. Zuletzt weist Costunolid eine antibakterielle [253] [308], eine antivirale [66]
und eine antifungale [22] Aktivitat auf [190].

Auf molekularer Ebene vermittelt das Sesquiterpenlacton Costunolid seine
Wirkung durch Austibung von oxidativem Stress [321] [388] sowie durch eine
Interaktion mit oder Beeinflussung von verschiedenen Molektlen, Enzymen und
Signalwegen [190]. Entsprechend ist eine Herunterregulierung proinflammato-
rischer Zytokine, wie dem IL-13, dem IL-6, dem IL-17 und dem TNF-a beschrie-
ben [337]. Auch auf mehrere Wachstumsfaktoren, unter anderem den Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) [337] oder den Transforming Growth Factor 8
(TGFB) [337], ebenso wie auf Transkriptionsfaktoren, beispielsweise der Nuclear
Factor ,kappa-light-chain-enhancer® of activated B-cells (NF-kB) [69] [190] [376],
ubt jenes Xenobiotikum eine modulierende Wirkung aus. Weiterhin stellen auch
verschiedene zellstandige Kinasen, wie unter anderem Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen, Cyclin-abhéngige Kinasen (CdK) oder die Proteinkinase B (AKT)
Zielstrukturen der Beeinflussung durch Costunolid dar [60] [190] [307]. Daneben
bewirkt Costunolid in entsprechend inkubierten Zellen die Auslésung des

programmierten Zelltodes tber den intrinsischen Apoptosesignalweg [60] [157]
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[321] [388]. Bei dieser dargestellten Betrachtung gilt zu beachten, dass die
molekularen Einflisse des Sesquiterpenlactons Costunolid noch nicht umfas-

send erfasst und verstanden sind [243].

Aussagen zu unerwinschten Arzneimittelwirkungen, welche Costunolid nach
Administration moéglicherweise 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 beziglich der maximalen Plasmakonzentrationen Cmax in vivo sowohl nach
oraler als auch nach intraventser 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
intravendser Infusion von Costunolid ist eine maximale Plasmakonzentration
Cmax von 12,29 + 1,47 pg/ml in Sprague Dawley Ratten zu erreichen [310]. Die
letztere maximale Plasmakonzentration liegt dabei innerhalb des Konzentrations-
bereiches von Costunolid, welcher in vitro die Apoptoseauslosung 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 sekundare 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 Abkémmling des naturlicherweise vorkom-
menden Isoflavons Genistein dar [10] [71] [349]. Beide der letztgenannten Wirk-
stoffe — Phenoxodiol und Genistein — tben eine beeinflussende Wirkung auch
auf menschliche Zellen aus, wobei Phenoxodiol eine deutlich gesteigerte bio-
logische Aktivitat und verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften gegentber
Genistein aufweist [10] [71] [179] [349].

Dem Xenobhiotikum Phenoxodiol ist im chemischen Hinblick die Summenformel

Ci5H1203 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).

HO O

OH

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

Fur die medizinische Forschung und die klinische Anwendung ist das Xeno-
biotikum Phenoxodiol aufgrund seiner antineoplastischen Aktivitéat von Interesse:
Sowohl in vitro als auch in vivo ist beobachtet, dass das letztere Isoflavon auf
Tumorzellen zytotoxisch wirkt [10] [179]. Weiterhin ermdglicht Phenoxodiol in
vivo und tierexperimentell eine Umkehrung einer mdglichen Chemoresistenz

gegenuber gangiger Chemotherapeutika [9] [10] [11].

Im Rahmen praklinischer Studien zeigt das letztere Isoflavon eine breite Wirk-
samkeit gegenuber 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 gegeniuber den Chemotherapeutika Carbo-
platin, Paclitaxel, Gemcitabin und Topotecan sensibilisiert und andererseits
sogar in chemoresistenten Ovarialkarzinomzellen wieder eine Anfélligkeit fir 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 Vertraglichkeit und tGberwiegend gering-
gradiger Toxizitat verzeichnet [70] [71] [121] [355].

Aufgrund seiner Einflussnahme auf vielfaltige Signalwege und Molektle 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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maoglicherweise bestehenden Chemoresistenz hervor [10] [349]. Weiterhin 16st
Phenoxodiol auch einen Zellzyklusarrest aus [2] [349] und hemmt die

Angiogenese [349].

In Bezug auf die Apoptoseauslosung férdert 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 fuhrt Gber eine Beeinflussung des Sphingomyelin-
stoffwechsels eine Anhaufung des Sphingolipids Ceramid herbei [349]. Das an-
gereicherte Ceramid bedingt nachfolgend einerseits eine Aktivierung der Pro-
caspase-2 in die Capsase-2, welche anschlielend das proapoptotische Molekdl
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 Molekil 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 intrazellularem Sphingosin-1-Phosphat reduziert [349].
Infolgedessen wird die Aktivitat der AKT negativ beeinflusst, was dann zu einem
vermehrten Abbau der AKT selbst, aber auch der IAP und des antiapoptotischen
Proteins ,ELICE inhibitory Protein® (FLIP) fuhrt [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 férdert somit insbesondere den extrinsischen
Apoptotsesignalweg, ermoglicht aber auch die weitere Spaltung des Molekdls Bid
in das tBid [349].
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Abbildung 9: Molekulare Wirkweise des Isoflavons Phenoxodiol modifiziert nach [349]. Phenoxodiol
bewirkt Uiber 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 Molekul Bid in das tBid, welches Uber 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 moglichen Chemoresistenz innerhalb von Tumorzellen wird
darauf zurlckgefuhrt, dass Phenoxodiol eine Apoptoseinduktion ermdglicht
[349]. Durch die Inaktivierung und den vermehrten Abbau antiapoptotischer
Proteine bei gleichzeitiger Aktivierung proapoptotischer Proteine erlangen
entartete Zellen ihre Fahigkeit zuriick, einen gesteuerten Zelltod zu durchlaufen
und sind folglich wieder anfallig gegeniiber Apoptose-induzierenden Zytostatika
[11] [280] [349].

Der ebenfalls von Phenoxodiol hervorgerufene Zellzyklusarrest betrifft den
Ubergang der Gap 1-Phase (G1-Phase) zur Synthese-Phase (S-Phase) und wird
hervorgerufen Uber eine Phenoxodiol-vermittelte Induktion des Regulatorproteins
p21WAFL 12]. Dieses Protein seinerseits inhibiert die Cyclin-abhangige 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 intravendser Anwendung als gut vertraglich
[349] [355]. Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen und Toxizitaten treten — auch
im Falle von hohen Dosierungen des Xenobiotikums — tberwiegend in milder
Auspragung auf [70] [349] [355]. Beschrieben sind dabei unter anderem
hamatologische Auswirkungen wie Lymphozytopenien, seltener Anamien oder
Leuko- und Thrombozytopenien [355], gastrointestinale Beschwerden wie
Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe oder Leberwerterhohung [70] [355], sowie
Mudigkeit [70], Lethargie, und die Entwicklung von Ausschlagen [70] [349].

Die Pharmakokinetik des Isoflavons Phenoxodiol wurde im Rahmen mehrerer
Studien untersucht, sodass in vivo Daten sowohl nach oraler als auch nach
intravendser Administration am Menschen vorliegen. In Folge von oraler Anwen-
dung von 50 pg/kg Kérpergewicht Phenoxodiol ist eine Plasmakonzentration von
59,52 pg/ml zu erreichen [11]. Die mittels intravendser Applikation von 30 mg/kg
Korpergewicht Phenoxodiol erzielte maximale Plasmakonzentration Cmax betragt
88,7 + 25 pug/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
verhalt [2] [70] [355].

1.4.3 Raloxifen

Das Xenobiotikum Raloxifen wird aufgrund seiner beeinflussenden Wirkung
gegeniiber Ostrogenrezeptoren zu der Arzneistoffgruppe der selektiven Ostro-
genrezeptor-Modulatoren, abgekirzt SERM (selective estrogen receptor modu-
lator), gezahlt [282] [284] [342] [353]. Weiterhin wird Raloxifen auch als Antidstro-
gen oder nicht-steroidales Antidstrogen benannt [183] [284], wobei die letzteren
Bezeichnungen aufgrund der sowohl 6strogenagonistischen, als auch -antago-

nistischen Wirkweisen unprazise sind [183] [284] [342]. Raloxifen wurde im Jahr
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1982 entwickelt [33] und zahlt — nach vorangegangenen Ostrogenrezeptor-beein-
flussenden Wirkstoffen wie dem Tamoxifen — zur zweiten Generation der Ostro-

genrezeptor-Modulatoren [33] [353].

Aus chemischer Sicht handelt es sich bei dem letzteren Xenobiotikum um ein
Molekul mit der Summenformel C2sH27NO4S [281] [353]. Anders als die Ostro-
gene, mit welchen der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator um die Bindungs-
stellen an den Ostrogenrezeptoren 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 Ostrogenrezeptor-Modulators Raloxifen,
Strukturformel erstellt in ChemDraw 19.1.

Im klinischen Bereich findet der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator Raloxifen
insbesondere Anwendung in der Osteoporoseprophylaxe sowie in der Behand-
lung manifester Osteoporosen bei postmenopausalen Frauen und ist fur diese
Indikation sowohl in den USA als auch in Europa zugelassen [245] [353]. Raloxi-
fen weist eine 6strogenagonistische Wirkung auf das Knochengewebe auf und
beeinflusst daher den Stoffwechsel und die Mineralisation des Knochens in
forderlicher 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 Wirbelsdule [99] [245] [252] [342].
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Weiterhin (bt Raloxifen einen @strogenantagonistischen Einfluss auf das
Brustgewebe aus [245]. Aufgrund dieser Eigenschaft wird der letztere selektive
Ostrogenrezeptor-Modulator als wirksam fiir den Gebrauch in der Chemopra-
vention von Ostrogenrezeptor-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-
pravention zugelassen [245]. Raloxifen zeigt im Gegensatz zu Tamoxifen eine
ostrogenantagonistische 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 ahnlich antineoplastisch wirksam — bei erhdhter Sicherheit im Vergleich zu
Tamoxifen — eingeschatzt [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
Ostrogenrezeptor-Modulators nachgewiesen werden [38]. Innerhalb von
klinischen Studien war allerdings keine Senkung der Rate an kardialen Ereig-
nissen wie Herzinfarkte oder Schlaganfalle infolge der Einnahme des Raloxifens
nachzuweisen [23] [342].

Die molekulare Wirkweise von Raloxifen ist nicht vollstandig verstanden und
aufgeklart [154] [183] [284]. Bekannt ist, dass das letztere Xenobiotikum mit den
naturlicherweise vorhandenen Ostrogenen um die Bindungsstelle an den ver-
schiedenen Ostrogenrezeptoren kompetitiert [154] [284]. Durch die Bindung von
Raloxifen an den Ostrogenrezeptor wird letzterer in seiner Konformation verand-
ert [58] [183] [284] [342]. Diese Konformationsanderung ihrerseits beeinflusst
nachfolgend die Rekrutierung und Interaktion mit verschiedenen transkriptio-
nellen Koaktivatoren [58] [183] [342] und dadurch insgesamt die Gentranskription
[58] [342]. Die gewebeabhéngigen 0Ostrogenagonistischen oder -antagonist-
ischen Wirkungen des Raloxifens werden darauf zurtickgefiihrt, dass in den

verschiedenen Kérpergeweben unterschiedliche transkriptionelle Koaktivatoren
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vorliegen [342]. Weiterhin ist in vitro festgestellt worden, dass Raloxifen innerhalb
von maligne entarteten Endometriumzellen den intrinsischen, mitochondrial-ver-

mittelten Signalweg induziert und hiertber die Apoptose herbeifiihrt [282].

Raloxifen besitzt in Bezug auf die klinische Anwendung am Menschen eine gute
Vertraglichkeit [86] [252] [281] [342] [353]: Schwerwiegende unerwinschte Arz-
neimittelwirkungen wie thromboembolische Ereignisse treten nur selten auf [245]
[281] [342]. Ansonsten sind dem selektiven Ostrogenrezeptor-Modulator auch
trotz Langzeitanwendung bisher keine schwerwiegenden Nebenwirkungen zuge-
schrieben [183]. Leichtere und moderate unerwiinschte Arzneimittelwirkungen im
Zusammenhang mit einer Raloxifentherapie umfassen insbesondere Brust-
spannen, Hitzewallungen mit Hautrétung (Flush), Wadenkrampfe, Gewichtszu-
nahme oder Odeme und das Auftreten von grippedhnlichen Symptomen [99]
[183] [281] [342].

Die pharmakokinetischen Eigenschaften des selektiven Ostrogenrezeptor-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 geléstem
Raloxifen an Wistar Ratten ein Plasmakonzentrationsmaximum von 47,3 + 1,2
ug/ml dokumentiert [180]. Wird der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator den
Wistar Ratten in Form von beladenen Mizellen verabreicht, so ist eine maximale
Plasmakonzentration Cmax von 64,09 + 1,3 pg/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 Leberfunktionsstérungen kommt es, aufgrund der hepatischen
Verstoffwechselung des selektiven Ostrogenrezeptor-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 Abkdmmling der natirlicher-
weise im menschlichen Stoffwechsel auftretenden Aminosulfonséaure 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 Uber eine Methylgruppe miteinander verknupft sind
[160] [288] (Abbildung 11).
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fgbkl)ildung 11: Chemische Struktur des Taurinderivates Taurolidin, Strukturformel erstellt in ChemDraw

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 Aktivitat, indem es auf gram-positive und
gram-negative Bakterien, sowohl Aerobier, als auch Anaerobier, bakterizid wirkt
[61][174][288] [345] [348] [367]. Auch gegeniber den in gram-negativen Bakteri-
en enthaltenen Endotoxinen bt 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 Katheterlockldsung 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 mdglicher-
weise eine vortheilhafte Wirkung zu zeigen vermag [133] [135] [244] [288]. Zu-

satzlich zu seiner antimikrobiellen Aktivitdt hemmt Taurolidin auch Entziindungs-
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geschehen [288]. Weiterhin wirkt das letztere Taurinderivat Zelladharenzen ent-
gegen, so dass durch die klinische Anwendung beispielsweise eine Verhinderung
postoperativer, peritonealer Verwachsungen ermdglicht wird [20] [61] [98] [288].
Schliel3lich gilt die antineoplastische Wirkung, welche Taurolidin gegeniber
maligne entarteten Zellen bewirkt, als bedeutsam [288]. Innerhalb einer Vielzahl
an Tumorzelllinien, wie beispielsweise malignen Gliomen [332], Lungenkarzi-
nomen [61], Osophaguskarzinomen [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 Aktivitat des Taurolidins gegentber Glioblastomen [357] und einem
Magenkarzinom [53], sowie eine verbesserte Vertraglichkeit 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 Tumorzelladh&sion,
eine Hemmung der Angiogenese und des Entziindungsgeschehens sowie eine
postoperative, gegen die malignen Zellen gerichtete Immunmodulation zurick-
gefuhrt [79] [288].

Auf der molekularen Ebene werden die oben aufgezeigten Wirkungen des Tauro-
lidins einer Interaktionen mit verschiedenen Molekllen und einer Beeinflussung
unterschiedlicher Signalwege zugeschrieben. Dabei sind die genauen zugrunde-

liegenden Mechanismen nicht vollstdndig aufgeklart 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 Molekile 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 Adhasionsfahigkeit eingeschrénkt, als auch
deren zellwandstandige Toxine inaktiviert [135] [160] [367].

Die entziindungshemmende Aktivitat bewirkt das Taurolidin Uber eine Herunter-
regulierung proinflammatorischer Botenstoffe [288]. Sowohl das IL-1, das IL-6
und das IL-8, als auch der TNF-a werden in Folge der Wirkung des Taurin-
derivates gehemmt [30] [267] [288] [344].

Seine antineoplastische Wirkung vermittelt Taurolidin Uber verschiedene moleku-
lare Mechanismen. Das Xenobiotikum fordert 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 membranstandigen Fas-Rezeptors und anschlielRender Aktivierung der ent-
sprechenden Caspasen [52] [288] [332] [359]. In den intrinsischen Signalweg
greift Taurolidin ein, indem es unter anderem eine mitochondriale Permeabilitats-
steigerung und dadurch die Freisetzung von Cytochrom C hervorruft [83] [288].
Gleichzeitig fordert das letztere Xenobiotikum das Ablaufen dieses Signalweges
durch eine Erhéhung des proapoptotischen Proteins Bax sowie durch eine
Herunterregulierung antiapoptotischer Proteine wie beispielsweise Bcl-2 und
Mcl-1 [288] [303] [360]. Zuséatzlich zu dieser Steigerung der Apoptoseinduktion
vermindert Taurolidin die Fahigkeit von Tumorzellen zur Zelladhasion [375], unter
anderem durch eine reduzierte Expression des Adhasionsmolekiils E-Cadherin
[41] [288]. Weiterhin wirkt Taurolidin antineoplastisch, indem es Uber eine ver-
minderte Synthese angiogenetischer Proteine wie dem VEGF die Gefal3neu-
bildung negativ beeinflusst [288] [332]. Auch die oben beschriebene Herunter-
regulierung proinflammatorischer Mediatoren und dadurch die Hemmung des
Entziindungsgeschehens selbst wird als immunitatsférdernd und somit als anti-
neoplastisch wirksam angesehen [79] [288]. Zuletzt gilt zu erwahnen, dass
Taurolidin gezielt innerhalb von Tumorzellen oxidativen Stress ausloést und jene
dadurch schéadigt [279] [332].

Das Xenobiotikum Taurolidin zeigt im Rahmen der medikamentésen Therapie
am Menschen eine gute Vertraglichkeit [133] [288]: Wahrend seiner Verwendung

Uber mittlerweile mehrere Jahrzehnte sind nur wenige und tberwiegend milde
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Nebenwirkungen aufgetreten [288]. So zeigten sich Venenreizungen bei intra-
venoser Applikation hoher Taurolidinkonzentrationen tGber periphere Venen [133]
[288] und brennende Schmerzen bei intrakavitarer Instillation [133] [188]. In vitro
wurde weiterhin eine Schadigung an Leberzelllinien festgestellt [105]. Aufgrund
dieser geringfligigen unerwtinschten 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 durchgefiihrt 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, intravends, intrakavitar, hierbei insbesondere
intraperitoneal, und topisch vorgenommen worden [288]. In Folge intravendser
Taurolidingabe in vivo am Menschen ist eine maximale Plasmakonzentration
Cmax des Taurolidins im Bereich von 20-100 pg/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 tber
den programmierten, erythrozytdren Zelltod erweitert und die grundlagen-
forschungsbezogenen Erkenntnisse beziiglich der Beeinflussungsmoglichkeiten
der Eryptose vorangebracht werden. Derartige Forschungsergebnisse bieten zu-
kinftig die Moglichkeit, in der klinischen Praxis Arzneimitteltherapien besser zu
individualisieren und an Begleiterkrankungen wie beispielsweise Andmien oder
Thrombosen anzupassen sowie andererseits Medikamente mit stimulierender
oder inhibierender Wirkung je nach Grunderkrankung — beispielsweise Malaria

oder eben Anamien — gezielt einzusetzen.
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Zu diesem Zweck erfolgt in den nachfolgend dargestellten Studien eine Uber-
prifung von Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen und Taurolidin bezuglich ihrer
Eryptose-modulierenden Wirkung in vitro. Die beiden Xenobiotika Costunolid und
Phenoxodiol werden aufgrund ihrer breiten antineoplastischen Aktivitat sowie
ihrer weiteren vorteilhaften Wirkungen im Hinblick auf einen klinischen Einsatz
erforscht [10] [179] [242] [243]. Der selektive Ostrogenrezeptormodulator 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-auslosende Aktivitat gegen-
Uber Kern- und Mitochondrien-haltiger Zellen zugeschrieben ist. Vor diesem

Hintergrund erscheint daher auch eine Beeinflussung der Eryptose als denkbar.

Die Untersuchung einer méglichen Wirkung der oben aufgefuihrten Xenobiotika
auf den programmierten Erythrozytentod erfolgt mittels durchflusszytometrischer
Beurteilung der roten Blutkdrperchen auf charakteristische Eryptosemerkmale.
Im Rahmen weiterfiihrender Versuche wird nach der initialen Bestatigung einer
Eryptose-fordernden Wirkung zusatzlich eine Aufschlisselung der hierbei

involvierten Signalwege angestrebt.
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2 Materialien und Methoden

Die im Folgenden beschriebenen und durchgefuhrten, experimentellen Studien
einschlie3lich der Gewinnung roter Blutkdrperchen durch die Blutenthnahme an
gesunden Probanden sind von der Ethikkommission der Eberhard Karls

Universitat Tubingen geprift und genehmigt (184/2003 V).

Fur die Durchfiihrung der Versuche wurden sowohl humane rote Blutkdrperchen,
als auch unterschiedliche Lésungen (Kalzium-haltige Ringer-Lésung (0,541 g/l),
Kalzium-freie Ringer-Losung, Annexin-Waschpuffer, Phosphate buffered Saline-
Bovine Serum Albumin-Losung (PBS-BSA-LAsung)), die verschiedenen Xeno-
biotika (Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen, Taurolidin) sowie diagnostische
Substanzen (Annexin V-FITC, Fluo-3-AM, DCFDA, Ceramid-spezifische Primar-
und fluoreszierende Sekundarantikorper) zur Messung am Durchflusszytometer
verwendet. Die aufgefihrten Materialien werden in den nachfolgenden Abschnit-

ten genauer erlautert.

2.1 Erythrozyten

Die humanen Erythrozyten, welche fur die unten beschriebenen Untersuchungen
der Eryptose bendétigt wurden, wurden in Form von Lithium-Heparin-anti-
koaguliertem Vollblut von der Blutbank der Eberhard Karls Universitat Tubingen
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-Lésung und
zentrifugierten die dadurch entstandene Suspension anschlielend fur 20
Minuten bei 21° C mit 120 Relative Centrifugal Force (RCF). Den hierbei ent-

standenen Uberstand bestehend aus Plasma, weiRen Blutkérperchen und
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Blutplattchen pipettierten wir nachfolgend ab und verwarfen diesen, die nun
isolierten roten Blutkdrperchen transferierten wir in autoklavierte Eppendorf-
ReaktionsgefalRe. Gelagert wurden die Erythrozytenproben bei einer Temperatur
von +4° C fur héchstens zwei Tage [108] [109] [110].

Fur die Durchfuhrung der anschlieenden Versuche wurden die isolierten
Erythrozyten jeweils mit Kalzium-haltiger oder Kalzium-freier Ringer-Losung auf
einen Hamatokrit von 0,4 % resuspendiert [108] [109] [110].

2.2 LOsungen

2.2.1 Ringer-LOsung

Die Ringer-Losung wurde vielfach in den Versuchsdurchfihrungen angewendet:
Neben dem Gebrauch bei der Isolierung der Erythrozyten fand jene Flissigkeit
auch zur Herstellung von Lésungen aus den Testsubstanzen, zur Inkubation, zur
Herstellung von Losungen aus einigen der Diagnostika sowie zum Waschen der
Versuchsansétze Verwendung. Dieser breite Einsatzbereich der Ringer-Losung
ermdglicht sich aufgrund der Tatsache, dass die roten Blutkérperchen fir ihr
Uberleben nur auf wenige Stoffwechselablaufe angewiesen sind. Jene Losung
ist somit ausreichend, um die erythrozytare lonenhomdostase aufrecht zu
erhalten und den Energiebedarf der Erythrozyten mittels der enthaltenen Glukose

zu decken. Die Ringer-L6sung weist einen physiologischen pH-Wert von 7,4 auf.

Die Zusammensetzung der Ringer-Losung ist der Tabelle 4 zu entnehmen.
Letztere Losung wurde nach ihrer Anfertigung mittels einer Stericup® Filtereinheit
der Firma Merk Millipore (Burlington, USA) gefiltert und zwischen der Verwen-

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

Tabelle 4: Zusammensetzung der Ringer-Lésung.

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] fur 1| Ringer-Lésung
NacCl 125 7,305

KCI 5 0,373

MgSO4 1 0,296

HEPES (N-2-Hydroxyethyl- | 32 7,674

piperazine-N-2-

Ethansulfonsaure)

Glukose 5 0,901

54



CaClz 1
H20

0,541
982,798

2.2.2 Kalzium-freie Ringer-Losung

Die Kalzium-freie Ringer-Losung wurde im Rahmen der Versuchsdurchfihrung
eingesetzt, um die Wirkung der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen
und Taurolidin auf die Eryptose ohne den Einfluss und das Mitwirken von
extrazellularen Kalziumionen zu Uberprufen. Letztere Ringer-Lésung enthélt kein

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

Die Zusammensetzung der Kalzium-freien Ringer-Losung ist der Tabelle 5 zu
entnehmen. Letztere Losung wurde nach ihrer Anfertigung mittels einer Stericup®
Filtereinheit der Firma Merk Millipore (Burlington, USA) gefiltert und zwischen der

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

Tabelle 5: Zusammensetzun

der Kalzium-freien Ringer-Lésung.

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] fur 1| Ringer-Lésung
NaCl 125 7,305

KCI 5 0,373

MgSO4 1 0,296

HEPES 32,2 7,674

Glukose 5 0,901

NaOH 13,7 0,541

H20 982,798

2.2.3 Annexin-Waschpuffer

Der Annexin-Waschpuffer wurde in denjenigen Untersuchungen angewendet, in
welchen die Messung der erythrozytaren Phosphatidylserinexposition mittels
Annexin V-FITC erfolgte. Gekennzeichnet ist dieser Waschpuffer durch einen
physiologischen pH-Wert von 7,4. Zudem enthalt der Annexin-Waschpuffer im
Vergleich zur Ringer-Losung eine hdohere Konzentration an Kalziumionen, um
hierdurch die Kalzium-abhangige Bindung von Annexin V-FITC an das Membran-
lipid Phosphatidylserin zu ermdglichen (Kapitel 2.3.5). Fir die Versuchsdurch-
fuhrungen fugten wir dem letzteren Puffer das Annexin V-FITC in einer 1:200

Verdunnung 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 fur die Versuche bei einer Temperatur +4°C gelagert.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers.

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] fur 1 | Annexin-
Waschpuffer

NaCl 140 7,305

HEPES 10 2,383

CaClz 5 0,555

NaOH 4 0,168

H20 990

2.2.4 PBS-BSA-Ldsung

Die PBS-BSA-Losung wurde in den Versuchen zur Bestimmung der
Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozythenoberflache gebraucht (Kapitel 2.5.7).
Angefertigt wurde die letztere Losung durch die Zugabe von 0,1% Rinderserum-
Albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) zu einer vorgefertigten phosphatge-
pufferten Salzlésung (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). Fur die Versuchsdurch-
fuhrung fugten wir der PBS-BSA-Ldsung einen Ceramid-spezifischen Primaranti-
korper im Verhaltnis 1:10 und einen fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrper

im Verhaltnis 1:50 hinzu.

Die Zusammensetzung der PBS-BSA-LAsung ist der Tabelle 7 zu entnehmen.
Letztere Losung wurde jeweils unmittelbar vor den einzelnen Versuchen zur
Ceramidbestimmung auf der Erythrozytenoberflache angefertigt. Zwischen den
einzelnen Untersuchungen wurde das BSA bei +4° C und die vorgefertigte

DPBS-Ldsung bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 7: Zusammensetzun

der PBS-BSA-L6sung.

Substanz Konzentration [mM] Menge [g] fir 1 | PBS-BSA-
Losung

NacCl 137 8

Na2HPO4 » 2H.0 8,1 1,44

KCI 2,7 0,2

KH2PO4 1,76 0,24

BSA 0,015 1

56



2.3 Substanzen

2.3.1 Costunolid

Das Sesquiterpenlacton Costunolid bezogen wir von SelleckChemicals (Hous-
ton, USA). Durch die Lésung des Costunolids im Lésungsmittel Dimethylsulfoxid
(DMSO) wurde eine Stammldsung der Konzentration 10 mg/ml erzeugt. Aus
letzterer Stamml6sung gaben wir fur die Versuchsansatze anschlieRend ent-
sprechende Mengen zu 1 ml Ringer-Losung hinzu, um die Costunolidkonzen-
trationen 5 pg/ml, 10 pg/ml und 15 pug/ml zu erhalten. Das in DMSO gel6ste
Costunolid wurde zwischen der Durchfihrung der einzelnen Versuchsreihen

unter Lichtschutz bei -20° C aufbewahrt.

2.3.2 Phenoxodiol

Das Isoflavon Phenoxodiol bezogen wir von Sigma (Schnelldorf, Deutschland).
Durch die Losung des Phenoxodiols im Losungsmittel DMSO wurde eine Stamm-
l6sung der Konzentration 20 mg/ml erzeugt. Aus letzterer Stammlésung gaben
wir flur die Versuchsanséatze anschlieBend entsprechende Mengen zu 1 ml
Ringer-L6sung hinzu, um die Phenoxodiolkonzentrationen 25 pg/ml, 50 pg/ml,
100 pg/ml zu erhalten. Das in DMSO geloste Phenoxodiol wurde zwischen der
Durchfihrung der einzelnen Versuchsreihen unter Lichtschutz bei -20° C aufbe-

wabhrt.

2.3.3 Raloxifen

Den selektiven Ostrogenrezeptor-Modulator Raloxifen bezogen wir von
MedChemExpress (Princeton, USA). Durch die Lésung des Raloxifens im
Lésungsmittel DMSO wurde eine Stammlésung der Konzentration 50 mg/mi
erzeugt. Aus letzterer Stammlésung gaben wir fir die Versuchsansatze an-
schlielend entsprechende Mengen zu 1 ml Ringer-Lésung hinzu, um die
Raloxifenkonzentrationen 15 pg/ml, 30 pg/ml und 60 pg/ml zu erhalten. Das in
DMSO geloste Raloxifen wurde zwischen der Durchfihrung 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 Lésung des Taurolidins im Losungsmittel DMSO wurde eine
Stammloésung der Konzentration 40 mg/ml erzeugt. Aus letzterer Stamml6sung
gaben wir fur die Versuchsansatze anschlielend entsprechende Mengen zu 1 ml
Ringer-Lésung hinzu, um die Taurolidinkonzentrationen 15 pg/ml, 30 pg/ml und
60 pg/ml zu erhalten. Das in DMSO geldste Taurolidin wurde zwischen der
Durchfihrung 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 Erythrozytenoberflache
und damit indirekt das Zellmembranscrambling durchflusszytometrisch zu
Uberprufen [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 Abh&ngigkeit von Kalziumionen
bindet das Protein Annexin V bevorzugt anionische Phospholipide und weist
damit eine hohe Affinitat fir das Membranlipid Phosphatidylserin auf [328]. Da
das Annexin V selbst nicht fluoresziert und damit der Messung mittels Durchfluss-
zytometrie nicht zuganglich 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 mdglich [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. Fur die Untersuchungen verdinnten wir das
Annexin V-FITC in einem Verhaltnis 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 zellmembrangangig, so dass die zu
untersuchenden Zellen durch Inkubation mit letzterem Molekil beladen werden
konnen [306]. Im Zellinneren angelangt, wird die Esterform durch intrazellulare
Esterasen zu Fluo-3 hydrolysiert [306]. Fluo-3 seinerseits kann die Zellen nicht
mehr verlassen und ist nach der vorausgegangenen Hydrolyse in der Lage,
intrazellulare Kalziumionen zu binden [306]. Durch die Bindung dieser Kationen
wird die Fluoreszenz des Fluo-3 verstarkt 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 losten es im L&sungsmittel
DMSO. Zwischen den Versuchsdurchfihrungen wurde letzteres Diagnostikum
unter Lichtschutz bei -20° C aufbewahrt. Fir die Messungen der intrazellularen
Kalziumionen gaben wir das geldste Fluo-3-AM in einer Konzentration von 5 uM
zu physiologischer Ringer-Losung (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 Mal3 fir 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 ermoéglicht dem DCFDA die diffusive
Aufnahme in die roten Blutkérperchen [24] [364]. In den Erythrozyten
angekommen, wird das Molekil durch intrazellulare Esterasen zu der weiterhin
nicht-fluoreszierenden Verbindung 2‘,7‘-Dichlorodihydrofluorescein deacetyliert
und dadurch zellular retiniert [24] [364]. Sind intrazellular zusatzlich 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 lésten es im Lésungsmittel DMSO. Zwischen den Ausfiihrung-
en der Versuche wurde das letztere Diagnostikum unter Lichtschutz bei -20° C
gelagert. Fur die unten aufgeflihrten Untersuchungen wurde physiologischer
Ringer-L6sung (Kapitel 2.2.1) das geloste DCFDA auf eine Konzentration von 10
UM hinzugefugt [108] [109] [110].

2.3.8 Antikorper zur Bestimmung der Ceramidhaufigkeit

Zwelierlei verschiedene Antikorpergruppen wurden verwendet, um das Vorkom-
men des Sphingolipids Ceramid auf der Erythrozytenoberflache durchflusszyto-
metrisch zu detektieren. Zum einen handelt es sich dabei um einen murinen,
monoklonalen Anti-Ceramid-Antikorper (Clone MID 15B4) der Firma Alexis
(Grunberg, Deutschland), welcher als Primarantikérper spezifisch an das Cera-
mid bindet. Diesen Antikérper verdinnten wir fur die Versuche zur Ceramid-
Bestimmung im Verhéltnis 1:10 mit PBS-BSA-Losung (Kapitel 2.2.4). Zum an-
deren wurde im Anschluss ein polyklonaler, Fluoresceinisothiozyanat (FITC)-
konjugierter Anti-Maus IgG und IgM spezifischer Antikdrper von Ziegen der Firma
Pharmingen (Hamburg, Deutschland) verwendet. Dieser Sekundarantikorper
kann durch seine Fluoreszenzmarkierung die Primarantikbrper nach deren
Bindung fur die Detektion mittels Durchflusszytometer sichtbar machen. Fur die
Versuche verdinnten wir den letzteren Antikdrper in einem Verhéltnis 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 durchgefiihrten Versuche als Lésungsmittel

sowohl fur die Praparation der oben beschriebenen Xenobiotika Costunolid,
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Phenoxodiol, Raloxifen und Taurolidin als auch zur Losung der Diagnostika Fluo-
3-AM und DCFDA.

2.4 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte fur samtliche Versuchs-
durchfuhrungen am Durchflusszytometer FACSCalibur™ der Firma Becton
Dickinson (BD) (New Jersey, USA). Fur die anschliel3ende Analyse der gesam-

melten Rohdaten setzten wir die entsprechende Software BD-CellQuest™ ein.

Im nachfolgenden Abschnitt werden die angewendeten Methoden und die
Ablaufe der Untersuchungen aufgezeigt. Dazu werden sowohl der allgemeine
Versuchsaufbau als auch das Vorgehen zur Bestimmung der einzelnen
Parameter Phosphatidylserinexposition, ZellgroRe, zytosolische Kalziumkon-
zentration, Phosphatidylserinexposition unter Kalziumdeprivation, reaktive

Sauerstoffspezies und die Ceramidhaufigkeit auf den Erythrozyten erlautert.

2.5 Versuchsaufbau

Alle durchgefiihrten und hier beschriebenen Untersuchungen erfolgten in einer
Sterilbank, um potentielle Kontaminationen zu vermeiden. Aufgrund der Mdglich-
keit, dass die roten Blutkdrperchen 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 einschlief3lich einer oder zweier Kontrollgruppen an den
Erythrozyten eines Probanden. Fir jedes der zu untersuchenden Xenobiotika
wurden mehrere Versuchsreihen unter Verwendung der Erythrozyten mehrerer
Probanden durchgefiihrt. Die Untersuchungen geschahen in vitro. Die Etablie-
rung der Kontrollgruppen fand statt, um fehlerhafte Versuchsergebnisse

maoglichst zu erkennen und daraufhin ausschlie3en zu kénnen [108] [109] [110].
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Fur die nachfolgende Messung der Phosphatidylserinexposition, der ZellgroR3e,
der intrazellularen Kalziumkonzentration, der reaktiven Sauerstoffspezies sowie
der Ceramidhaufigkeit wurden die Erythrozytensedimente mit Kalzium-haltiger
Ringer-Losung auf einen Hamatokrit von 0,4 % resuspendiert. Einzig fur die
Bestimmung der Phosphatidylserinexposition unter Kalziumdepletion erfolgte die
Resuspension auf einen Hamatokrit von 0,4 % mit Kalzium-freier Ringer-Losung.
Von den so entstandenen Erythrozytensuspensionen pipettierten wir jeweils 1 ml
in je ein autoklaviertes Eppendorf-Reaktionsgefal. Innerhalb einer Versuchs-
reihe belieBen wir anschlieBend eines der Eppendorf-Reaktionsgefal3e als
Negativkontrolle ausschlie3lich mit den roten Blutkdrperchen und der Ringer-
L6sung, in weitere Eppendorf-Reaktionsgefalie erfolgte die Zugabe eines der
Xenobiotika — wenn indiziert in ansteigender Konzentration. In denjenigen Fallen,
in welchen die Kontrolle eines mdglichen Einflusses des Lésungsmittels DMSO
angezeigt war, fugten wir der Erythrozytensuspension DMSO hinzu. Im An-
schluss an die Praparation der jeweiligen Erythrozytenproben wurden diese fur
48 Stunden bei 37° C inkubiert [108] [109] [110]. Die Inkubationszeit der roten
Blutkdrperchen mit den verschiedenen Testsubstanzen wurde dabei so gewahlt,
dass auch madglicherweise auftretende langsame oder verzdgerte Mechanismen
und Signalwege des eryptotischen Zelltodes aufzutreten vermogen [109].

Nach der Beendigung der Inkubation bereiteten wir die Erythrozytenproben der
Versuchsreihen jeweils fur ihre durchflusszytometrische Analyse auf, indem wir
— abhéangig von der anschlieenden Messung — je 100 pl oder 150 ul Zellsuspen-
sion aus jeder Erythrozytenprobe in je eine Kammer einer 96-Well Mikrotiterplatte
pipettierten. Diese Mikrotiterplatte wurde anschlie3end fur drei Minuten bei einer
Temperatur von 37° C mit 1600 Revolutions per Minute (RPM) zentrifugiert und
der so entstandene Uberstand wurde verworfen. Die in den Kammern verblieb-
enen Erythrozytensedimente wuschen wir einmalig mit der entsprechenden
Ringer-L6sung und behandelten letztere schlief3lich 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, tblicher-
weise Zellen, auf deren physikalische Eigenschaften hin untersucht [28] [131].
Dabei vermag diese Messung unter anderem relative Aussagen Uber die Partikel-
grol3e, die Partikelbinnenstruktur oder Granularitat und — falls entsprechende
Farbstoffe angewendet werden — auch uber die Fluoreszenzintensitat zu treffen
[28] [131].

Das Verfahren der Durchflusszytometrie beruht darauf, dass Partikel durch einen
Lichtstrahl flieRen und diesen dadurch streuen sowie gegebenenfalls selbst zur
Emission von Fluoreszenzsignalen angeregt werden [28] [131]. Diese Lichtstreu-
ungen und Fluoreszenzsignale werden anschlieRend Uber verschiedene Detek-
toren registriert und schliel3lich analysiert [28]. Demgemal umfasst ein Durch-
flusszytometer die folgenden Komponenten: die (1) Fluidtechnik, die (2) Optik
und die (3) Elektronik [28].

Die (1) Fluidtechnik ermdglicht, dass die Partikel optimal fur ihre Vermessung
vorbereitet werden [28]. Dies erfolgt durch die automatisierte Injektion der
Partikel in eine Hullflissigkeit, sodass sich ein Flussigkeitsstrom, auch Hullstrom
genannt, bildet [28]. In dessen Zentrum fokussieren sich aufgrund der durch die
Hullflissigkeit erfahrenen Beschleunigung die Partikel separat hintereinander
aufgereiht. Diese Erscheinung wird als ,hydrodynamische Fokussierung®
bezeichnet und ermdoglicht, dass nachfolgend jeweils nur die Streuung und
Emission eines einzelnen Partikels registriert wird [28] [131]. Auf diese Weise

werden Uberlagerte, 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 abhangt [28]. Verschiedene Photo-
detektoren fangen das Streulicht ein: abhangig von der Grol3e der Abweichung

zum urspriunglichen Lichtstrahl wird das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter,
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FSC) von dem Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) abgegrenzt [28]. Das
Vorwartsstreulicht beinhaltet dabei alle Streustrahlen mit einer nur sehr geringen
Abweichung und wird tber eine Photodiode registriert [28] [131]. Es gilt als Mal3
fur die Partikelgro3e, je hoher das Signal des Vorwartsstreulichtes ist, desto
groler ist auch der entsprechende Partikel [28] [131]. Das Seitwartsstreulicht
umfasst diejenigen Streustrahlen, welche eine Abweichung von 90° zum
ursprunglichen Lichtstrahl erfahren und wird tber einen Photomultiplier registriert
[28] [131]. Dieses Streulicht ermoglicht Aufschluss Uber die Beschaffenheit und
Binnenstruktur eines Partikels, also beispielsweise die Membranfaltungen oder
Granularitat einer Zelle, wobei das Signal des Seitwartsstreulichtes mit

vermehrter Membranfaltung und Granularitat zunimmt [28] [131].

Werden die Partikel vor ihrer durchflusszytometrischen Vermessung noch mit
einem Fluoreszenzfarbstoff oder mit floureszenzgekoppelten Molekilen
behandelt, so kdnnen neben dem Vorwarts- und dem Seitwartsstreulicht noch
Fluoreszenzintensitaten registriert werden [28]. Hierdurch wird es im Falle von
Zellen moglich, indirekt gezielt das Vorhandensein von Oberflachenmolekilen
oder von intrazellularen Strukturen wie Proteinen oder DNA zu ermitteln [131].
Zugrunde liegt hierbei, dass die Fluoreszenzfarbstoffe Licht in einem bestimmten,
fur sie charakteristischen Wellenlangenbereich, dem sogenannten Absorptions-
spektrum, absorbieren [28] [131]. Liegt die Wellenlange des durch den Laser
emittierten Lichtstrahls innerhalb dieses Bereiches, so werden die Elektronen des
Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und auf ein hdheres Energieniveau angehoben
[28] [131]. Wenn diese Elektronen anschlieRend rasch in ihren Ausgangszustand
zurtckverfallen, wird die dabei freigesetzte Energie in Form eines Photons
abgegeben und ist als Fluoreszenz durch einen Photomultiplier detektierbar [28].
Abhéngig davon, welche Wellenlange die emittierte Fluoreszenz aufweist, wird
diese zur allgemeinen Unterscheidung mithilfe von Interferenzfiltern verschie-

denen Fluoreszenzkanalen ,FL" zugeordnet [131].

Zuletzt ermdglicht die (3) Elektronik eine Umwandlung der durch die Photo-
detektoren registrierten Streulicht- und Fluoreszenzsignale in elektrische Signale

[28] [131]. Diese konnen anschlielend 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 Versuchsdurchfiihrungen verwendete Durchflusszytometer
FACSCalibur™ beinhaltet einen Argon-488nm-Laser und einen Dioden-633nm-
Laser zur Erzeugung der Lichtstrahlen, sowie eine Photodiode als Vorwartsstreu-
lichtdetektor, einen Photomultiplier als Seitwéartsstreulichtdetektor und vier Photo-
multiplier FL1-FL4 als Floureszenzdetektoren. Fur jede Probe wurden 50.000
Zellen durchflusszytometrisch registriert, um so eine hohe Zuverlassigkeit und
Reprasentativitat der Ergebnisse zu erzielen. Innerhalb einer Messreihe wurde
das Vorwartsstreulicht durch die Photodiode des FSC-Kanals und die Fluores-
zenzintensitaten der verschiedenen Farbungen durch den Photomultiplier im
FL1-Kanal erfasst. Auf Messungen des Seitwartsstreulicht verzichteten wir, da
diesem im Forschungsbereich der Eryptose keine wesentliche Bedeutung beige-

messen wird.

2.5.2 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC

Fur die Messung der erythrozytdren Phosphatidylserinexposition resuspen-
dierten wir die nach Kapitel 2.5 vorbehandelten Erythrozyten mit 150 ul Annexin
V-FITC in einer 1:200 Verdinnung mit Annexinwaschpuffer und inkubierten diese
bei 37° C fur 20 Minuten unter Lichtschutz. Die Bestimmung der Annexin V-
Fluoreszenz erfolgte im Anschluss mittels des Durchflusszytometers bei einer
Exzitationswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenlange von 530 nm
im FL1-Kanal. Um solche Erythrozyten, welche vermehrt Annexin V auf ihrer
Oberflache binden, von Zellen ohne erhdhte Annexin V-Bindung abzugrenzen,
wurde ein Marker (M1) als arbitrarer Grenzwert festgelegt. Dieser Grenzwert
wurde sowohl fur die Kontrollgruppen als auch fur die mit Xenobiotika
behandelten Proben gleich gewé&hlt [108] [109] [110]. Die in diesem Versuch er-

langten Daten wurden anschlie3end nach Kapitel 2.5.8 statistisch ausgewertet.
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2.5.3 Zellgr6RRe - Forward Scatter

Die Messung der Zellgréf3e erfolgte mittels der Bestimmung des Vorwartsstreu-
lichts im FSC-Kanal des Durchflusszytometers bei einer Exzitationswellenlange
von 488 nm. Gemessen wurde die ZellgroRe parallel zur Bestimmung der
Annexin V-Fluoreszenz innerhalb desselben Messdurchgangs [108] [109] [110].
Mdoglich ist dieses Vorgehen aufgrund der Tatsache, dass durch Annexin V keine
falschliche Verédnderung des Zellvolumens anzunehmen ist. Zu beachten gilt,
dass durch die Bestimmung des Vorwartsstreulichts keine absoluten Zellgrof3en
erfasst werden. Folgerungen bezglich der ZellgroRe erfolgen daher durch den
Vergleich der Messergebnisse der Proben untereinander. Die Messwerte fir jede
Probe wurden in Form des geometrischen Mittels erfasst. Die in diesem Versuch
erlangten Daten werteten wir anschliel3end nach Kapitel 2.5.8 statistisch aus.

2.5.4 Intrazellulare Kalziumionen - Fluo-3-AM

Um die intrazellulare Kalziumkonzentration zu bestimmen, resuspendierten wir
die vorbehandelten Erythrozyten (Kapitel 2.5) in 150 pl einer Fluo-3-AM-haltigen
Ringer-Losung mit einer Konzentration von 5 pM, um letztere auf diese Weise
mit Fluo-3-AM zu beladen. Diese Suspension wurde dann fir 30 Minuten unter
Lichtschutz bei 37° C inkubiert. AnschlieRend erfolgte am Durchflusszytometer
die Ermittlung der Kalzium-abhangigen Fluo-3-Fluoreszenz mit einer
Exzitationswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenl&ange von 530 nm
im FL1-Kanal [108] [109] [110]. Die Messwerte fur jede Probe wurden in Form
des geometrischen Mittels erfasst. Die in diesem Versuch erlangten Daten

werteten wir anschlieRend nach Kapitel 2.5.8 statistisch aus.

2.5.5 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC
Fur die Messung der erythrozytdren Phosphatidylserinexposition unter Weg-
nahme der extrazellularen Kalziumionen resuspendierten wir die nach Kapitel 2.5
mit Kalzium-freier Ringer-Losung vorbehandelten Erythrozyten mit 150 pl
Annexin V-FITC in einer 1:200 Verdinnung mit Annexinwaschpuffer und inku-

bierten jene bei 37° C fur 20 Minuten unter Lichtschutz. Die Ermittlung der
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Annexin V-Fluoreszenz erfolgte im Anschluss mittels des Durchflusszytometers
bei einer Exzitationswellenlange von 488 nm und einer Emissionswellenlange
von 530 nm im FL-1-Kanal. Um solche Erythrozyten, welche vermehrt Annexin V
auf ihrer Oberflache binden, von Zellen ohne erhthte Annexin V-Bindung
abzugrenzen, wurde ein Marker (M1) als arbitrarer Grenzwert festgelegt. Dieser
Grenzwert wurde sowohl fur die Kontrollgruppen als auch fir die mit Xenobiotika
behandelten Proben gleich gewé&hlt [108] [109] [110]. Die in diesem Versuch
erlangten Daten wurden anschliel3end nach Kapitel 2.5.8 statistisch ausgewertet.

2.5.6 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA

Fur die Bestimmung der reaktiven Sauerstoffspezies und des damit einherge-
henden oxidativen Stresses farbten wir die vorbehandelten roten Blutkérperchen
(Kapitel 2.5) mit DCFDA an. Zu diesem Zweck erfolgte die Inkubation dieser
Erythrozyten in einer Ringerldsung mit einer 10 uM DCFDA-Konzentration fiir 30
Minuten bei 37° C unter Lichtschutz. Vor der Messung wurden die angeféarbten
Zellen zweifach in reiner Ringer-Lésung gewaschen und schlief3lich in 200 pl
Ringer-Losung suspendiert. Die DCFDA-Fluoreszenzbestimmung am Durch-
flusszytometer erfolgte mit einer Exzitationswellenlange von 488 nm und einer
Emissionswellenlange von 530 nm im FL1-Kanal [108] [109] [110]. Die Mess-
werte fUr jede Probe wurden in Form des geometrischen Mittels erfasst. Die in
diesem Versuch erlangten Daten werteten wir anschlie3end nach Kapitel 2.5.8
statistisch aus.

2.5.7 Ceramidhaufigkeit - Primar- und Sekundarantikorper

Die hier durchgefuhrte Bestimmung der Ceramidhaufigkeit im Rahmen der
Eryptose beruht auf der Anwendung eines Antikdrper-basierten Testverfahrens.
Fur die Messung des Vorkommens dieses Sphingolipids auf der Oberflache der
Erythrozyten markierten wir die nach Kapitel 2.5 vorbehandelten roten Blut-
koérperchen mit einem murinen, Ceramid-spezifischen Primarantikorper. Hierzu
erfolgte deren Inkubation tber 60 Minuten bei 37° C in 100 pl einer PBS-BSA

Losung, welche 1 ug des letzteren Antikdrpers in einer 1:10 Verdinnung in ge-
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|6ster Form enthalt. Nach dieser Zeitspanne wuschen wir die Erythrozyten
zweifach in 100 pl reiner PBS-BSA-L6sung, um die nicht-gebundenen Antikorper
abzuscheiden. AnschlieRend fand die Anfarbung der roten Blutkdrperchen durch
eine erneute Inkubation fur 30 Minuten bei 37° C unter Lichtschutz mit 100 pl
einer PBS-BSA Losung, welche einen polyklonalen, FITC-konjugierten
Sekundarantikdrper in einer 1:50 Verdinnung beinhaltet, statt. Wieder wurden
Uberschussige, ungebundene Antikdrper nach der Inkubationsperiode durch
zweimalige Waschung in 100 pl reiner PBS-BSA-LOsung entfernt und schlief3lich
die markierten und gefarbten Erythrozyten zur durchflusszytometrischen Mes-
sung in 150 pl reiner PBS-BSA L6sung suspendiert. Die FITC-Fluoreszenz-
bestimmung des Sekund&rantikorpers erfolgte mit einer Exzitationswellenlange
von 488 nm und einer Emmisionswellenlange von 530 nm im FL1-Kanal [109]
[110] [108]. Die Messwerte fur jede Probe wurden in Form des geometrischen
Mittels erfasst. Die in diesem Versuch erlangten Daten werteten wir anschlieRend

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. FUr die statistische Auswertung mehrerer (>2) unabhangiger
Gruppen zogen wir eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of
Variance) mit einem Tukey’s Test als Post-hoc-Test heran. Die Signifikanz-
analyse zweier unabhangiger Gruppen fuhrten wir mittels eines T-Tests durch.
Das Signifikanzniveau wurde als p<0,05 definiert. n zeigt die Anzahl der durch-
gefuhrten Versuchsreihen innerhalb einer Untersuchung an. Aufgrund der
Moglichkeit, dass die Erythrozytenproben der verschiedenen Probanden unter-
schiedlich anfallig fir die Wirkung der Xenobiotika auf die Eryptoseauslosung
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 durchgefiihrten
Untersuchungen haben zum Ziel, mogliche Einfliisse der Xenobiotika Costunolid,
Phenoxodiol, Raloxifen sowie Taurolidin auf den gesteuerten, erythrozytéren
Zelltod aufzuzeigen. Vertiefend soll weiterhin eine Klarung der notwendigen
Substanzkonzentrationen sowie eine Erlauterung der in diesen Fallen in-

volvierten Eryptosemechanismen stattfinden.

3.1 Einfluss von Costunolid auf die Eryptose

Zunachst werden die Ergebnisse der Untersuchung bezuglich 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 ZellgroRe, die
zytosolische Kalziumkonzetration, den Einfluss extrazellularer Kalziumionen, die
Entstehung von oxidativem Stress und die Anhaufung 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 auf3eren Anteil der Zell-
membran dar (Kapitel 1.3.1). Um die Beeinflussung des gesteuerten Zelltodes
der Erythrozyten durch Costunolid zu ermitteln, bestimmten wir daher zunachst
die Phosphatidylserinexposition mithilfe von Annexin V am Durchflusszytometer.
Die Messung erfolgte nach einer 48-stindigen Inkubation mit verschiedenen
Konzentrationen des Xenobiotikums (5-15 pug/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 pg/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 pg/ml
gegenuber der Negativkontrolle dargestellt. Der arithmetische Mittelwert + SEM
des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten betragt bei einer
GruppengrofRe von n = 17 fir die Negativkontrolle 0,97 + 0,08, fur die Exposition
mit 5 pg/ml Costunolid 2,07 + 0,14, fir die Exposition mit 10 pg/ml Costunolid
4,01 + 0,38, fur die Exposition mit 15 pg/ml Costunolid 8,90 £ 0,90 und fur die
Kontrollgruppe mit 15 pug/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 MaR fur die
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und
mit Costunolid (15 pg/ml) (schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel £ SEM (n = 17) der Annexin V-
Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (wei3er Balken) und
mit Costunolid (5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des
Lésungsmittels DMSO (15 pg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich
zur Kontrollgruppe ohne Costunolid (ANOVA) [109].

3.1.2 Zellgrol3e - Forward Scatter

Auch die Zellschrumpfung der roten Blutkérperchen als Folge eines Kalium-
chlorid- und Wasserverlustes gehort 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 erythrozytare Zell-
volumen. Die Messung erfolgte nach einer 48-stiindigen Inkubation mit ver-
schiedenen Konzentrationen des Xenobiotikums (5-15 pg/ml) durch die Bestim-

mung des Foward Scatters am Durchflusszytometer. Die Ergebnisse sind in
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Abbildung 13 dargelegt und zeigen ein verandertes Vorwartsstreulicht und damit
eine Abnahme der ZellgréRe unter dem Einwirken von Costunolid. Ab einer
Konzentration des Xenobiotikums von 15 pg/ml erreicht die Reduktion des For-
ward Scatters gegentber der Kontrollgruppe statistische Signifikanz. Im Original-
Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu kleineren Werten des Vorwarts-
steulichts nach Inkubation mit einer Costunolidkonzentration von 15 pg/ml zu er-
kennen. Der arithmetische Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Vor-
wartsstreulichtintensitat betragt bei einer Gruppengrof3e von n = 17 fur die
Negativkontrolle 490,40 + 11,04, fur die Exposition mit 5 pg/ml Costunolid 475,10
+ 10,17, fur die Exposition mit 10 pg/ml Costunolid 449,00 + 11,45, fur die
Exposition mit 15 pg/ml Costunolid 368,60 +16,89 und fur die Kontrollgruppe mit
15 pg/ml DMSO 477,60 + 12,15 [109].
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Abbildung 13: Effekt von Costunolid auf die ZellgroRe der Erythrozyten modifiziert nach [109]. A
Original-Histogramm des Forward Scatters (FSC) der Erythrozyten als Mal fur die Zellgré3e nach einer 48-
stuindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Costunolid (15 pg/ml) (schwarze Linie)
[109]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 17) des Forward Scatters (FSC) der Erythrozyten nach einer 48-
stindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weier Balken) und mit Costunolid (5 pg/ml, 10 pg/ml, 15
pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Losungsmittels DMSO (15 pg/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 Aul3enseite der
Zellmembran als auch Abnahme des Zellvolumens zeigen auf, dass das Ses-
guiterpenlacton Costunolid einen stimulierenden Effekt auf den gesteuerten Zell-
tod der Erythrozyten austibt. Im Rahmen der nachfolgenden Untersuchungen er-
mittelten wir daher, welche Signalwege und Wirkmechanismen in der Eryptose-

auslosung durch dieses Xenobiotikum involviert sind.
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3.1.3 Intrazellulare Kalziumionen - Fluo-3-AM

Die Erhéhung der intrazellularen Kalziumaktivitat stellt einen bedeutenden und
oftmals zentralen Mechanismus der Eryptoseauslosung dar (Kapitel 1.3.3). Aus
diesem Grund bestimmten wir im nachsten Schritt die Konzentration der intra-
zellularen Kalziumionen nach 48-stiindiger Inkubation mit Costunolid in verschie-
denen Konzentrationen (5-15 pug/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 pug/ml eine signifikante Steigerung der Fluo-3-Fluoreszenz und damit der
intrazellularen Kalziumkonzentration bewirkt. Im Original-Histogramm stellt sich
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhohung der Fluoreszenzintensitat unter
Einwirkung einer Costunolidkonzentration von 15 pg/ml dar. Der arithmetische
Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensitat
betragt bei einer GruppengréfRe von n = 13 fur die Negativkontrolle 19,22 + 0,45,
fur die Exposition mit 5 pg/ml Costunolid 20,53 + 0,64, fur die Exposition mit 10
pg/ml Costunolid 22,23 + 0,46, fir die Exposition mit 15 pg/ml Costunolid 28,69
+ 4,05 und fur die Kontrollgruppe mit 15 pg/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 MalR fir die zytosolischen Kalziumionen
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Costunolid (15 pg/ml)
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 13) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (wei3er Balken) und mit Costunolid (5 pg/ml, 10
pg/ml, 15 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lésungsmittels DMSO (15 pg/ml)
(grauer Balken) dargestellt. **(p<0.01) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid
(ANOVA) [109].

72



3.1.4 Phosphatidylserinexposition bei Kalziumdepletion - Annexin V-FITC
Neben dem Kalzium-vermittelten Signalweg der Eryptoseauslésung sind weitere
Mechanismen des gesteuerten, erythrozytéaren Zelltodes bekannt, welche losge-
|6st von einer erhohten intrazellularen Kalziumaktivitat ablaufen (Kapitel 1.3.3).
Um auszumachen, in welchem Ausmali die Costunolid-induzierte Eryptose auf
einer gesteigerten Kalziumkonzentration durch den loneneinstrom von extra-
zellular beruht und ob weitere, Kalzium-unabhéngige Effekte einwirken, fuhrten
wir Versuchsreihen in Abwesenheit von extrazellularen Kalziumionen durch.
Hierzu bestimmten wir die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten nach
einer 48-stiindigen Inkubation entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer
Kalzium-freien Ringer-Losung mit oder ohne Zusatz des Xenbiotikums in der
Konzentration 15 pg/ml mittels der Durchflusszytometrie. Wie in Abbildung 15
wiedergegeben ist, wird der Effekt des Costunolids auf die Phosphatidyl-
serinexposition durch das Fehlen von extrazellularen Kalziumionen signifikant
gegenuber der Wirkung in Anwesenheit von Kalzium abgeschwacht. Weiterhin
ist jedoch ersichtlich, dass das Sequiterpenlacton sogar in der Abwesenheit von
extrazellularen Kalziumionen den prozentualen Anteil der erythrozytaren Phos-
phatidylserinexposition im Vergleich zur Kalzium-freien Negativkontrolle signifi-
kant erhoht. Im Original-Histogramm ist die Steigerung der Annexin V-Fluores-
zenz nach der Inkubation mit einer Costunolidkonzentration von 15 pg/ml sowohl
in Kalzium-haltiger als auch in Kalzium-freier Ringer-Losung gegeniber der
Negativkontrolle dargestellt. Dieser Effekt tritt sowohl in der Kalzium-haltigen als
auch in der Kalzium-freien Ringerldsung auf. Ferner ist ersichtlich, dass die
Annexin V-Fluoreszenz unter der Anwesenheit von extrazellularen Kalziumionen
starker angestiegen ist als im Kalzium-absenten Milieu. Der arithmetische Mittel-
wert £ SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten betréagt bei
einer GruppengrofR3e von n = 10 fur die Negativkontrolle mit Kalziumionen 1,02 +
0,08, fur die Exposition mit 15 pg/ml Costunolid mit Kalziumionen 11,86 + 1,31,
fur die Negativkontrolle ohne Kalziumionen 1,18 + 0,43 und fir die Exposition mit
15 pg/ml Costunolid ohne Kalziumionen 6,21 + 0,65 [109].
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Abbildung 15: Kalziumsensitivitdt der Costunolid-induzierten Phosphatidylserinexposition der
Erythrozyten modifiziert nach [109]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als
MaR fur die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue
Flachen) und mit Costunolid (15 pg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-L6sung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Losung [109]. C
Arithmetisches Mittel + SEM (n = 10) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weil3e Balken) und mit Costunolid (15 pg/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 Veréande-
rung der Phosphatidylserinexposition und die Eryptose in Teilen auf dem Kal-
ziumeinstrom von extrazellular beruhen. Zusatzlich deuten die Ergebnisse aber
auf weitere Mechanismen hin, welche die signifikante Translokation des Phos-
phatidylserins trotz der fehlenden extrazellularen Kalziumionen bewirken [109].

3.1.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA
An der Auslosung der Eryptose und an der Offnung der erythrozytaren nicht-

selektiven Kationenkanale kbnnen ROS und folglich oxidativer Stress beteiligt
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sein. Um Aufschluss Uber ein mogliches Mitwirken von oxidativem Stress in der
Eryptoseauslésung durch Costunolid zu erhalten, bestimmten wir die DCFDA-
Fluoreszenz am Durchflusszytometer nach einer 48-stindigen Inkubation der
Erythrozyten mit einer Costunolidkonzentration von 15 pg/ml. Abbildung 16 zeigt
auf, dass das Sesquiterpenlacton die DCFDA-vermittelte Fluoreszenz im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht und demnach die Entstehung von
ROS und oxidativem Stress bewirkt. Im Original-Histogramm ist eine Zunahme
der DCFDA-abhéangigen Fluoreszenzintensitat durch das Einwirken von 15 pg/ml
Costunolid gegentber der Negativkontrolle dargestellt. Das arithmetische Mittel
+ SEM des geometrischen Mittels der DCFDA-bedingten Fluoreszenzintensitéat
betragt bei einer Gruppengrof3e von n = 10 fir die Kontrollgruppe 16,14 + 0,95
und fir die Exposition mit 15 pg/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 Mal? fur den oxidativen Stress
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Costunolid (15 pg/ml)
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 10) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weif3er Balken) und mit Costunolid (15 pg/ml)
(schwarzer Balken). ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Costunolid (T-
Test) [109].

3.1.6 Ceramidh&aufigkeit — Primér- und Sekundarantikorper

Die Ceramid-vermittelten Mechanismen der Eryptose kénnen unabhangig vom
Einstrom extrazellularer Kalziumionen in die sterbenden roten Blutkdrperchen
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-stiindigen Inkubation
mit einer Konzentration des Sesquiterpenlactons von 15 pug/ml mithilfe von spezi-
fischen Primar- und fluoreszierenden Sekundarantikdrpern. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 17 dargestellt und zeigen auf, dass Costunolid die Ceramid-
bedingte Fluoreszenz und damit die Anhaufung dieses Sphingolipids im
Vergleich zur Negativkontrolle signifikant steigert. Im Original-Histogramm stellt
sich im Vergleich zur Kontrollgruppe eine Erhéhung der Fluoreszenzintensitét
unter Einwirkung einer Costunolidkonzentration von 15 pg/ml dar. Der arith-
metische Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Antikérper-bedingten
Fluoreszenzintensitat betragt bei einer GruppengroBe von n = 5 fir die
Negativkontrolle 4,67 = 0,07 und fur die Exposition mit 15 pg/ml Costunolid 7,07
+ 0,34 [109].
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Abbildung 17: Effekt von Costunolid auf die Ceramidhé&ufigkeit auf der Erythrozytenoberflache
modifiziert nach [109]. A Original-Histogramm der Ceramidh&ufigkeit auf der Erythrozytenoberflache nach
einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Costunolid (15 pg/ml)
(schwarze Linie) [109]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 5) der Ceramidhaufigkeit auf der
Erythrozytenoberflache nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (weiRer Balken) und mit
Costunolid (15 pg/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 flr die medizinische

Forschung und die klinische Anwendung aufgrund seiner antineoplastischen
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Aktivitdt sowohl in vitro als auch in vivo von Interesse. Untersucht wurden
verschiedene Wirkkonzentrationen des Phenoxodiols sowie die Phosphatidyl-
serinexposition, die Zellgrél3e, die zytosolische Kalziumkonzentration, der Ein-
fluss extrazellularer Kalziumionen, die Entstehung von oxidativem Stress und die

Anhaufung 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 AulR3enseite 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 austibt,
Uberpruften wir daher im ersten Schritt das Vorhandensein von externalisiertem
Phosphatidylserin auf den Erythrozyten. Dazu wurden die roten Blutkdrperchen
uber 48 Stunden mit Phenoxodiol in aufsteigender Konzentration (25-100 pg/ml)
inkubiert und anschlieBend durchflusszytometrisch mithilfe ihrer Annexin V-
Fluoreszenz auf inre 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 pg/ml. Weiterhin besteht eine Dosis-
Wirkungsbeziehung, steigende Konzentrationen des Xenobiotikums fihren
allesamt auch zu erhohten Eryptoseraten. Im Original-Histogramm ist die
Zunahme der Annexin V-Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Phenoxodiol-
konzentration von 100 pg/ml gegeniber der Kontrollgruppe dargestellt. Der
arithmetrische Mittelwert £+ SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender
Erythrozyten betragt bei einer Gruppengréf3e von n = 20 fur die Negativkontrolle
0,90 = 0,07, fur die Exposition mit 25 ug/ml Phenoxodiol 2,57 £+ 0,34, fur die
Exposition mit 50 pg/ml Phenoxodiol 6,84 + 0,59, fur die Exposition mit 100 pg/ml
Phenoxodiol 11,59 + 1,14 und fir die Kontrollgruppe mit 100 ug/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 Mafl3 fur die
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und
mit Phenoxodiol (100 pg/ml) (schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 20) der Annexin V-
Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-L6sung ohne (weier Balken) und
mit Phenoxodiol (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des
Losungsmittels DMSO (100 pg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Phenoxodiol (ANOVA) [108].

3.2.2 Zellgr6RRe - Forward Scatter

Weiterhin zahlt eine Verminderung der Zellgré3e zu den charakteristischen mor-
phologischen Veranderungen, welche wahrend des Ablaufs der Eryptose auf-
treten (Kapitel 1.3.1). Neben der Phosphatidylserinexposition bestimmten wir zur
Einschatzung der Wirkung von Phenoxodiol auf die Eryptose folglich auch das
Zellvolumen der Erythrozyten nach Einwirkung jenes Isoflavons. Diese Messung
erfolgte nach einer 48-stiindigen Inkubation der roten Blutkbrperchen mit ver-
schiedenen Phenoxodiolkonzentrationen (25-100 pg/ml) durch die Bestimmung
des Forward Scatters am Durchflusszytometer. Abbildung 19 zeigt auf, dass
letzteres Xenobiotikum das Vorwartsstreulicht der inkubierten Erythrozyten
verdndert und zu einer Verminderung der Zellgro3e fuhrt. Ab einer
Phenoxodiolkonzentration von 50 pg/ml zeigt sich die GréR3enreduktion als statis-
tisch signifikant gegentber der Negativkontrolle. Auch hier ist eine Dosis-
Wirkungsbeziehung gegeben, hthere Konzentrationen des Isoflavons erzielen
eine starkere Abnahme der Zellgrée. Im Original-Histogramm stellt sich eine
Linksverschiebung hin zu kleineren Werten des Vorwartsstreulichts nach Inku-
bation mit einer Phenoxodiolkonzentration von 100 pg/ml dar. Der arithmetische
Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Vorwartsstreulichtintensitat be-

tragt bei einer GruppengréRe von n = 27 fir die Kontrollgruppe 478,30 + 5,37, fur
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die Exposition mit 25 pg/ml Phenoxodiol 454,30 * 6,41, fur die Exposition mit 50
png/ml Phenoxodiol 426,30 + 6,34, fir die Exposition mit 100 pg/ml Phenoxodiol
364,3 = 7,99 und fur die Kontrollgruppe mit 100 pg/ml DMSO 473,8 £ 4,80 [108].
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Abbildung 19: Effekt von Phenoxodiol auf die Zellgrof3e der Erythrozyten modifiziert nach [108]. A
Original-Histogramm des Forward Scatters der Erythrozyten als MaR fur die Zellgréf3e nach einer 48-
stindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Phenoxodiol (100 pg/ml) (schwarze
Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 27) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-
stindigen Inkubation mit Ringer-Lésung ohne (weifl3er Balken) und mit Phenoxodiol (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100
pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lésungsmittels DMSO (100 pg/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 ausubt, als auch eine Verringerung der Zellgrof3e bewirkt und somit
die Auslosung der Eryptose bewirken kann. In den nachfolgenden Untersuchun-
gen verfolgten wir daher das Ziel, tiefergehende Informationen uber die

involvierten Signalwege und Wirkmechanismen zu erhalten.

3.2.3 Intrazellulare Kalziumkonzentration - Fluo-3-AM

Ein wichtiger und vielfach involvierter Mechanismus zur Auslésung der Eryptose
stellt die Offnung der nicht-selektiven Kationenkanale mit daraus resultierender
Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentration dar (Kapitel 1.3.3). Um zu
uberpriufen, ob auch die durch Phenoxodiol hervorgerufene Eryptose eine An-
derung der zytosolischen Kalziumkonzentration involviert, ermittelten wir nach-

folgend die intrazellularen Kalziumionen nach 48-stiindiger Inkubation der
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Erythrozyten mit ansteigender Konzentration (25-100 pg/ml) des Isoflavons. Die
Messung erfolgte durch Registrierung der Fluo-3-AM-vermittelten Fluoreszenz
am Durchflusszytometer. Wie in Abbildung 20 dargestellt, fuhrt die Inkubation der
Erythrozyten mit dem Isoflavon zu einer Abnahme der Fluo-3-Fluoreszenz und
damit der intrazellularen Kalziumkonzentration, was sich bereits bei einer Phen-
oxodiolkonzentration von 25 pg/ml als statistisch signifikant erweist. Im Original-
Histogramm zeigt sich im Vergleich zur Negativkontrolle eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitat nach der Inkubation mit dem Xenobiotikum. Der arithme-
tische Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenz-
intensitat betragt bei einer GruppengrofRe von n = 27 fur die Negativkontrolle
19,40 £ 0,61, fur die Exposition mit 25 pg/ml Phenoxodiol 13,23 + 0,53, fur die
Exposition mit 50 pg/ml Phenoxodiol 9,92 + 0,31, fur die Exposition mit 100 pg/ml
8,44 £ 0,31 und fur die Kontrollgruppe mit 100 pg/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 MalR fir die zytosolischen Kalziumionen
nach einer 48-stindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Phenoxodiol (100
pg/ml)(schwarze Linie [108]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 27) der Fluo-3-Fluoreszenz der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weier Balken) und mit
Phenoxodiol (25 pg/ml, 50 pg/ml, 100ug/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des
Losungsmittels DMSO (100 pg/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 stromen diese Kationen aus dem
Extrazellularraum durch die nicht-selektiven Kationenkanale 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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hangig von extrazellularen Kalziumionen sind oder aber durch andere Signal-
wege hervorgerufen werden, filhrten wir den nachfolgend beschriebenen Ver-
such durch. Hierin erfolgte die Bestimmung der Phosphatidylserinexposition mit-
tels der Annexin V-Fluoreszenz am Durchflusszytometer nach einer 48-studigen
Inkubation der Erythrozyten entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer
Kalzium-freien Ringer-L6ésung mit oder ohne Zugabe des Isoflavons in einer
Konzentration von 100 pg/ml. Wie in Abbildung 21 aufgezeigt wird, resultiert die
Abwesenheit von extrazellularen Kalziumionen nicht in einer signifikanten
Anderung 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 pg/ml gegentiber der Kontroll-
gruppe sowohl in Kalzium-haltiger als auch in Kalzium-freier Ringer-Losung.
Diese Fluoreszenzzunahme ist sowohl in der Kalzium-haltigen als auch in der
Kalzium-freien Ringer-Losung ersichtlich. Der arithmetische Mittelwert + SEM
des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten betragt bei einer Gruppen-
grolRe von n = 16 fir die Negativkontrolle mit Kalziumionen 0,88 + 0,08, fir die
Exposition mit 100 pug/ml Phenoxodiol mit Kalziumionen 11,78 1,35, fir die
Kontrollgruppe ohne Kalziumionen 0,57 + 0,07 und fur die Exposition mit 100
pg/ml Phenoxodiol ohne Kalziumionen 9,49 + 1,23 [108].
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Abbildung 21: Kalziumsensitivitdt der Phenoxodiol-induzierten Phosphatidylserinexposition der
Erythrozyten modifiziert nach [108]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als
MaR fur die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue
Flachen) und mit Phenoxodiol (100 pg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-L6sung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lésung [108]. C
Arithmetisches Mittel £ SEM (n = 16) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Losung ohne (weif3e Balken) und mit Phenoxodiol (100 pg/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 Anderung der Phosphatidylserinexposition und die
Auslésung der Eryptose nicht auf Kalziumionen und deren Einstrom aus dem

Extrazellularraum beruhen [108].

3.2.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA

Oxidativer Stress stellt einen moglichen Trigger der Eryptoseauslosung dar
(Kapitel 1.3.3). Im Rahmen des hier durchgefihrten Versuchs untersuchten wir
deswegen, ob auch die Inkubation mit Phenoxodiol zu ROS fuihren kann und hier-
Uber das Auftreten der Eryptose bedingt. Nach einer 48-stiindigen Inkubation der
Erythrozyten mit einer Phenoxodiolkonzentration von 100 pg/ml bestimmten wir
dazu durchflusszytometrisch die DCFDA-Fluoreszenz als Mal3 fur das Vorhan-
densein von ROS. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 wiedergegeben und
zeigen, dass das Isoflavon keine statistisch signifikante Veréanderung der
DCFDA-vermittelten Fluoreszenz und damit keine signifikante Entstehung von
oxidativem Stress bewirkt. Im Original-Histogramm &hneln sich die DCFDA-ab-
hangigen Fluoreszenzintensitaten der Kontrollgruppe und derjenigen Erythro-

zyten, welche mit 100pg/ml Phenoxodiol behandelt wurden. Das arithmetische
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Mittel £ SEM des geometrischen Mittels der DCFDA-bedingten Fluoreszenz be-
tragt bei einer Gruppengrof3e von n = 22 fur die Kontrollgruppe 18,76 + 0,48 und
fur die Exposition mit 100 pg/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 Maf fur den oxidativen
Stress nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-L6sung ohne (graue Fléache) und mit Phenoxodiol (100
pg/ml) (schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 22) der DCFDA-Fluoreszenz der
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weier Balken) und mit
Phenoxodiol (100 pg/ml) (schwarzer Balken) (T-Test) [108].

3.2.6 Ceramidhaufigkeit — Primar- und Sekundarantikdrper

Ein héaufig auftretender und von Kalziumionen unabhéngiger Signalweg der
Eryptose ist derjenige vermittelt Uber Ceramid (Kapitel 1.3.3). Da wir mithilfe der
zuvor durchgefuhrten Versuche das Mitwirken von Kalziumionen an der Phen-
oxodiol-vermittelten Eryptose in groBen Teilen ausschlossen, soll die nach-
folgende Untersuchung klaren, ob stattdessen Ceramid in die Auslosung des
gesteuerten erythrozytaren Zelltodes involviert ist. Dazu bestimmten wir die
Ceramidhaufigkeit auf der Oberflache der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation mit Phenoxodiol in der Konzentration von 100 pg/ml mithilfe der
Durchflusszytometrie durch spezifische Primar- und fluoreszenzmarkierte
Sekundarantikdrper. 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 Blutkérperchen signifikant im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhdht. Im Original-Histogramm ist eine Steigerung der Fluores-
zenzintensitat nach Inkubation mit 100 pg/ml Phenoxodiol im Vergleich zur
Negativkontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert + SEM des geome-
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trischen Mittels der Antikoérper-bedingten Fluoreszenzintensitat betragt bei einer
GruppengroRe von n = 13 fur die Kontrollgruppe 10,04 + 0,31 und fur die
Exposition mit 100 pg/ml Phenoxodiol 17,13 +0,75 [108].
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Abbildung 23: Effekt von Phenoxodiol auf die Ceramidhé&ufigkeit auf der Erythrozytenoberflache
modifiziert nach [108]. A Original-Histogramm der Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozytenoberflache nach
einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Phenoxodiol (100 pg/ml)
(schwarze Linie) [108]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 13) der Ceramidhaufigkeit auf der
Erythrozytenoberflache nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (weier Balken) und mit
Phenoxodiol (100 pg/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
Ostrogenrezeptor-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
Chemopréavention von Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinomen bei risiko-
behafteten oder von Osteoporose betroffenen Frauen relevant. Im Rahmen der
durchgefuihrten Untersuchungen wurden verschiedene Wirkkonzentrationen
Uberpruft sowie die Wirkung auf die Phosphatidylserinexposition, die Zellgrél3e
und die zytosolische Kalziumkonzentration, den Einfluss extrazellularer Kalzium-
ionen, die Entstehung von oxidativem Stress und die Anhaufung von Ceramid auf

den Erythrozyten herausgearbeitet.
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3.3.1 Phosphatidylserinexposition - Annexin V-FITC

Zu den morphologischen Hauptkennzeichen des gesteuerten, erythrozytaren
Zelltodes zahlt das Zellmembranscrambling, in dessen Folge das Lipid
Phosphatidylserin auf das aufRere Blatt der Zellmembran transloziert und dort
exprimiert wird (Kapitel 1.3.1). Um herauszufinden, ob Raloxifen Auswirkungen
auf die Eryptose zeigt, Uberpriften wir im ersten Schritt dieser Versuchsreihe
daher die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten nach Einwirkung dieses
Xenobiotikums. Hierzu erfolgte eine 48-stindige Inkubation der roten Blutkorper-
chen mit aufsteigenden Raloxifenkonzentrationen (15-60 pg/ml) und anschlie-
Bend die durchflusszytometrische Bestimmung der Annexin V-Fluoreszenz als
Mal3 fur die Phosphatidyserinexposition. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24
wiedergegeben und weisen fir alle getesteten Konzentrationen des selektiven
Ostrogenrezeptor-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 pg/mi
Raloxifen gegentber der Kontrollgruppe dargestellt. Der arithmetische Mittelwert
+ SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Erythrozyten betragt bei einer
GruppengrofRe von n = 16 fur die Kontrollgruppe 1,01 + 0,17, fir die Exposition
mit 15 pg/ml Raloxifen 12,38 + 1,54, fir die Exposition mit 30 pug/ml Raloxifen
44,21 + 4,10, fur die Exposition mit 60 pg/ml Raloxifen 62,81 + 3,06 und fur die
Kontrollgruppe mit 60 pg/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 Maf fir die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-
stindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linie).
B Arithmetisches Mittel £+ SEM (n = 16) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Losung ohne (weil3er Balken) und mit Raloxifen (15 pg/ml, 30 ug/ml, 60 pg/ml)
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(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Losungsmittels DMSO (60 pg/ml) (grauer Balken)
dargestellt. **(p<0.01) und ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen
(ANOVA).

3.3.2 Zellgr6Re - Forward Scatter

Neben der Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten gehort auch die
Reduktion der Zellgrof3e 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 Grol3e der roten
Blutkdrperchen. Dazu erfolgte die Messung des Forward Scatters am Durchfluss-
zytometer nach einer 48-stiindigen Inkubation mit verschiedenen Konzentratio-
nen des selektiven Ostrogenrezeptor-Modulators (15-60 pg/ml). Wie in Ab-
bildung 25 dargestellt ist, bewirkt Raloxifen eine Abnahme des Vorwartsstreu-
lichts und damit der ZellgroRe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Statistische
Signifikanz erlangt diese Beobachtung ab einer Konzentration von 30 pg/ml des
Xenobiotikums. Im Original-Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu klei-
neren Werten des Vorwartsstreulichts nach Inkubation mit einer Raloxifen-
konzentration von 60 pug/ml aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert £+ SEM des
geometrischen Mittels der Vorwartsstreulichtintensitat betragt bei einer Gruppen-
grof3e von n = 16 fur die Kontrollgruppe 512,06 + 11,47, fur die Exposition mit 15
pg/ml Raloxifen 477,59 + 9,32, fur die Exposition mit 30 pg/ml Raloxifen 370, 53
+ 18,77, fur die Exposition mit 60 pg/ml Raloxifen 361,58 + 12,90 und fir die
Kontrollgruppe mit 60 pg/ml DMSO 514, 46 + 10,76.
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Abbildung 25: Effekt von Raloxifen auf die Zellgré3e der Erythrozyten. A Original-Histogramm des
Forward Scatters der Erythrozyten als MaR fiir die Zellgrof3e nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-
Lésung ohne (graue Flache) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linie). B Arithmetisches Mittel + SEM
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(n = 16) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation mit Ringer-Lésung ohne
(weiBer Balken) und mit Raloxifen (15 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der
Effekt des Losungsmittels DMSO (60 pg/ml) (grauer Balken) dargestellt. ***(p<0.001) zeigt die Signifikanz
im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (ANOVA).

Zusammen betrachtet legen die beiden oben aufgefiihrten Versuche dar, dass
der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator Raloxifen sowohl eine Phosphatidyl-
serinexposition als auch eine Abnahme der Zellgrof3e in den Erythrozyten hervor-
ruft und somit in der Lage ist, die Eryptose zu bewirken. Das Bestreben der an-
schlieBenden Versuche ist deshalb, weiterfihrende Erkenntnisse Uber diejenigen
Mechanismen und Signalwege zu erhalten, welche durch Raloxifen induziert

werden.

3.3.3 Intrazellulare Kalziumionen - Fluo-3-AM

Ein zentraler und frequent vorkommender Mechanismus der Eryptoseauslésung
ist die Offnung von erythrozytaren, nicht-selektiven Kationenkanalen, welche zu
einem Einstrétmen von Kalziumionen und folglich einer Erhéhung der
zytosolischen Kalziumkonzentration fuhrt (Kapitel 1.3.3). Durch den nachfolgen-
den Versuch soll daher abgeklart werden, ob auch der durch Raloxifen induzierte
gesteuerte Zelltod der roten Blutkdrperchen mit einer Steigerung der intrazellu-
laren Kalziumionen einhergeht. Nach einer 48-stiindigen Inkubation der Erythro-
zyten mit ansteigenden Konzentrationen des Xenobiotikums (15-60 pg/ml)
bestimmten wir deshalb die zytsolische Kalziumkonzentration mithilfe der Fluo-
3-AM-Fluoreszenz am Durchflusszytometer. In Abbildung 26 sind die Ergebnisse
aufgefuhrt und es ist ersichtlich, dass Raloxifen in allen getesteten Konzentra-
tionen eine signifikante Steigerung der Fluo-3-Fluoreszenz und damit die Erhé-
hung der intrazellularen Kalziumionen hervorruft. Im Original-Histogramm ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe eine Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenzintensitat
nach dem Einwirken von 60 pg/ml Raloxifen zu erkennen. Der arithmetische
Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensitat
betragt bei einer Gruppengré3e von n = 16 fur die Negativkontrolle 20,79 + 0,51,
fur die Exposition mit 15 pg/ml Raloxifen 27,95 + 1,34, fir die Exposition mit 30
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png/ml Raloxifen 61,96 + 2,47, fur die Exposition mit 60 pg/ml Raloxifen 40,35 *
1,86 und fur die Kontrollgruppe mit 60 pug/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 MaR fir die zytosolischen Kalziumionen nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linie). B
Arithmetisches Mittel + SEM (n = 16) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weiRer Balken) und mit Raloxifen (15 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml)
(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Losungsmittels DMSO (60 pg/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-abhangige Signalweg der Eryptose beruht auf dem Einstrom von
extrazellularen Kalziumionen nach einer Offnung der nicht-selektiven
Kationenkandale in der Erythrozytenmembran. Weiterhin kann der gesteuerte
Zelltod der Erythrozyten jedoch auch losgelost von Kalziumionen hervorgerufen
werden (Kapitel 1.3.3). Um Aufschluss dartiber zu erhalten, inwiefern die Raloxi-
fen-vermittelte Phosphatidylserinexposition und die damit einhergehende Eryp-
tose auf der Anwesenheit von extrazellularen Kalziumionen beruht und ob
weitere, Kalzium-unabhangige Mechanismen mitwirken, erfolgte der unten-
stehende Versuch. Hierin ermittelten wir die Phosphatidylserinexposition mittels
der Annexin V-Fuoreszenz am Durchflusszytometer, nachdem die Erythrozyten
fur 48 Stunden entweder in einer Kalzium-haltigen oder in einer Kalzium-freien
Ringer-Lésung mit oder ohne 60 pg/ml Raloxifen inkubiert worden waren.
Abbildung 27 gibt die Ergebnisse wieder und legt dar, dass der selektive
Ostrogenrezeptor-Modulator sowohl in  Anwesenheit von extrazellularen

Kalziumionen als auch bei deren Fehlen die Annexin V-Fluoreszenz und damit
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die Phosphatidylserinexposition statistisch signifikant verstarkt. Zwar neigt die
Annexin V-vermittelte Fluoreszenz zu einer Abschwéachung unter Depletion der
extrazellularen Kalziumionen, dieser Effekt erlangt allerdings keine statistische
Signifikanz. In den Original-Histogrammen ist sowohl unter Anwesenheit von
extrazellularen Kalziumionen als auch unter deren Absenz eine Steigerung der
Annexin V-Fluoreszenz nach der Inkubation mit einer Raloxifenkonzentration von
60 pg/ml im Vergleich zur Negativkontrolle zu sehen. Der arithmetische Mittel-
wert + SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender Eryhtrozyten betragt bei
einer GruppengréfRe von n = 12 fir die Negativkontrolle mit Kalziumionen 0,72 +
0,07, fur die Exposition mit 60 pg/ml Raloxifen mit Kalziumionen 56,74 + 1,61, fur
die Negativkontrolle ohne Kalziumionen 0,51 + 0,05 und fur die Exposition mit 60
pg/ml Raloxifen ohne Kalziumionen 51,02 * 3,0.
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Abbildung 27: Kalziumsensitivitat der Raloxifen-induzierten Phosphatidylserinexposition der
Erythrozyten. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als MaR fir die
Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flachen)
und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-haltiger
Ringer-Losung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Lésung. C Arithmetisches
Mittel £ SEM (n = 12) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-
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Lésung ohne (weil3e Balken) und mit Raloxifen (60 pg/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
Eryptoseauslésung sowohl Uber die Involvierung von Kalzium-abhéngigen
Mechanismen, als auch zu grof3en Teilen losgel6st von Kalzium Uber alternative

Signalwege bewirkt.

3.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies - DCFDA

Die Offnung der nicht-selektiven Kationenkanile und der anschlieRende 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
Erh6éhung der Kalziumkonzentration — zumindest zum Teil — durch die Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies und damit durch oxidativen Stress vermittelt
wird. Die Klarung erfolgte durch die durchflusszytometrische Messung der
DCFDA-Fluoreszenz nach einer 48-stiindigen Inkubation der Erythrozyten mit 60
ug/ml des selektiven Ostrogenrezeptor-Modulators. Abbildung 28 gibt die
Ergebnisse wieder und zeigt auf, dass Raloxifen gegentber 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 erhéhten Werten der DCFDA-Fluores-
zenzintensitaten nach Inkubation mit 60 pg/ml Raloxifen im Vergleich zur
Negativkontrolle dargestellt. Der arithmetische Mittelwert £+ SEM des geomet-
rischen Mittels der DCFDA-vermittelten Fluoreszenzintensitat betragt bei einer
GruppengrofRe von n = 15 fur die Negativkontrolle 21,50 + 0,88 und fir die
Exposition mit 60 pg/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 MaR fir den oxidativen Stress nach einer 48-
stiindigen Inkubation in Ringer-Ldsung ohne (graue Flache) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linie).
B Arithmetisches Mittel £+ SEM (n = 15) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Losung ohne (weiBer Balken) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarzer Balken).
***(p<0.001) zeigt die Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Raloxifen (T-Test).

3.3.6 Ceramidhaufigkeit — Primér- und Sekundéarantikorper

Weiterhin bietet das Lipid Ceramid eine wesentliche Mdglichkeit zur Auslésung
des gesteuerten Zelltodes der Erythrozyten (Kapitel 1.3.3). Dabei kann der Cera-
mid-bewirkte Signalweg sowohl zusammen mit als auch unabhangig von den
Kalzium-vermittelten Mechanismen auftreten. Nachfolgend ermittelten wir aus
diesem Grund, ob Ceramid auch fir die durch Raloxifen ausgeloste Eryptose
eine Relevanz besitzt. Dazu testeten wir die Erythrozyten nach einer 48-stin-
digen Inkubation mit 60 pg/ml des selektiven Ostrogenrezeptor-Modulators
mithilfe des Durchflusszytometers auf ihr Ceramidvorkommen durch die Verwen-
dung von spezifischen Primar- und fluoreszierenden Sekundarantikérpern. In
Abbildung 29 ist zu erkennen, dass Raloxifen die Ceramid-bedingte Fluoreszenz
und damit die Haufigkeit dieses Lipids an der Erythrozytenoberflache signifikant
steigert. Im Original-Histogramm ist diese Erhdéhung der Fluoreszenzintensitat
nach Inkubation mit 60 pg/ml des Xenobiotikums im Vergleich zur Negativ-
kontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert + SEM des geometrischen
Mittels der Antikorper-bedingten Fluoreszenzintensitat betragt bei einer Gruppen-
grofRe von n = 6 fir die Kontrollgruppe 16,84 + 0,33 und fur die Exposition mit 60
pg/ml Raloxifen 45,06 + 4,50.
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Abbildung 29: Effekt von Raloxifen auf die Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozytenoberflache. A
Original-Histogramm der Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozytenoberfliche nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Raloxifen (60 pg/ml) (schwarze Linie). B
Arithmetisches Mittel £ SEM (n = 6) der Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozytenoberflache nach einer 48-
stindigen Inkubation in Ringer-Ldsung ohne (weil3er Balken) und mit Raloxifen (60 pg/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

SchlieBlich 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 Aktivitdt bedeutsam. Untersucht wurden sowohl
verschiedene Wirkkonzentrationen des Taurolidins als auch die Phosphatidyl-
serinexposition, die ZellgréRe, die zytosolische Kalziumkonzentration, der Ein-
fluss extrazellularer Kalziumionen, die Entstehung von oxidativem Stress sowie

die Anhaufung 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 &aufl3ere Blatt der Zellmembran ist eines der
wesentlichen und kennzeichnenden Merkmale der Eryptose (Kapitel 1.3.1). Da-
her untersuchten wir zur Klarung der Frage nach dem Einfluss von Taurolidin auf
den gesteuerten Zelltod der roten Blutkérperchen zunéchst das Vorkommen des

Lipids Phosphatidylserin auf der Membranauf3enseite. Nach einer 48-sttindigen
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Inkubation der Erythrozyten mit ansteigenden Konzentrationen des Taurin-
derivates (15-60 pg/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 pg/ml Taurolidin im
Vergleich zur Negativkontrolle aufgezeigt. Der arithmetische Mittelwert + SEM
des Prozentsatzes der Annexin-bindenden Erythrozyten betréagt bei einer
GruppengrofRe von n = 15 fir die Negativkontrolle 0,74 + 0,08, fur die Exposition
mit 15 pg/ml Taurolidin 7,36 + 1,20, fur die Exposition mit 30 pg/ml Taurolidin
9,96 £ 1,76, fur die Exposition mit 60 pug/ml Taurolidin 12,03 + 2,32 und fur die
Kontrollgruppe mit 60 pug/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 Maf fiir die Phosphatidylserin-
exposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Taurolidin (60
pg/ml) (schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 15) der Annexin V-Bindung von
Erythrozyten nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (wei3er Balken) und mit Taurolidin
(15 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lésungsmittels DMSO
(60 pg/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 Zellgrol3e - 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, erythrozytaren Zelltod — im néchsten Schritt die Be-
stimmung der Zellgrof3e. Hierzu inkubierten wir die Erythrozyten mit verschie-
denen Konzentrationen des Xenobiotikums (15-60 pug/ml) fur 48 Stunden, an-
schlieBend 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 Vorwartsstreulichts
und damit auch der ZellgroRRe gegenuber der Negativkontrolle bewirkt. Im
Original-Histogramm ist eine Linksverschiebung hin zu kleineren Werten der
Vorwartsstreulichtintensitat nach der Einwirkung von 60 pg/ml Taurolidin auf-
gezeigt. Der arithmetische Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der
Vorwartsstreulichtintensitat betragt bei einer Gruppengrolde von n = 15 fiur die
Negativkontrolle 480,90 + 8,29, fur die Exposition mit 15 pg/ml Taurolidin 246,90
+ 14,95, fur die Exposition mit 30 pg/ml Taurolidin 232,40 + 13,53, fur die
Exposition mit 60 pg/ml Taurolidin 228,80 = 9,86 und fir die Kontrollgruppe mit
60 pg/ml DMSO 446,70 + 23,73 [110].
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Abbildung 31: Effekt von Taurolidin auf die ZellgroRe der Erythrozyten modifiziert nach [110]. A
Original-Histogramm des Forward Scatters der Erythrozyten als Maf3 fur die ZellgréRe nach einer 48-
stindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Taurolidin (60 pg/ml) (schwarze Linie)
[110].B Arithmetisches Mittel £+ SEM (n = 17) des Forward Scatters der Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation mit Ringer-Losung ohne (weil3er Balken) und mit Taurolidin (15 pg/ml, 30 pg/ml, 60 pg/ml)
(schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lésungsmittels DMSO (60 pg/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 durchgefuhrten 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
auszulésen zu vermag. Im Rahmen der nachfolgenden Versuche Uberpriften wir
das Mitwirken verschiedener Mechanismen und Signalwege am Taurolidin-

vermittelten Zelltod.

3.4.3 Intrazellulare Kalziumionen - Fluo-3-AM

In vielen Fallen erfolgt die Eryptose zumindest in Teilen durch eine Offnung der
nicht-selektiven Kationenkanale in der Erythrozytenmembran mit einem anschlie-
Renden Einstrom von Kalziumionen und einer resultierenden Erhéhung der zyto-
solischen Kalziumkonzentration (Kapitel 1.3.3). An dieser Stelle erfolgt daher die
Abklarung, ob auch der mittels Taurolidin hervorgerufene Zelltod durch eine
Erh6hung der zytosolischen Kalziumionen gekennzeichnet ist. Dazu Uberpriften
wir die Erythrozyten nach einer 48-stindigen Inkubation mit ansteigenden
Konzentrationen des Taurinderivates (15-60 pug/ml) am Durchflusszytometer mit-
hilfe der Fluo-3-AM-Fluoreszenz auf ihre intrazellulare 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-Fluoreszenzintensitat nach dem Einwirken
von 60 pug/ml Taurolidin zu erkennen. Der arithmetische Mittelwert £+ SEM des
geometrischen Mittels der Fluo-3-AM-Fluoreszenzintensitat betragt bei einer
GruppengrofRe von n = 15 fur die Negativkontrolle 19,54 + 0,70, fir die Exposition
mit 15 pg/ml Taurolidin 56,50 £ 4,68, fir die Exposition mit 30 pg/ml Taurolidin
59,19 * 4,90, fur die Exposition mit 60 pg/ml Taurolidin 61,35 £ 4,38 und fur die
Kontrollgruppe mit 60 pg/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 MaR fir die zytosolischen Kalziumionen
nach einer 48-stundigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (graue Flache) und mit Taurolidin (60 pg/ml)
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 15) der Fluo-3-Fluoreszenz der Erythrozyten
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (weiRer Balken) und mit Taurolidin (15 pg/ml, 30
pg/ml, 60 pg/ml) (schwarze Balken). Zum Vergleich ist der Effekt des Lésungsmittels DMSO (60 pg/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 Erhohung der zytosolischen Kalziumkonzentration einhergeht. Diese
Steigerung beruht auf dem Einstromen von extrazellularen Kalziumionen durch
die nicht-selektiven Kationenkandle der Erythrozyten (Kapitel 1.3.3). Im Rahmen
des nachfolgenden Versuchs wurde daher untersucht, inwiefern eine Entfernung
der extrazellularen Kalziumionen die Eryptoseauslésung durch Taurolidin
beeintrachtigt und ob anderen, Kalzium-unabhangigen Mechanismen eine signi-
fikante Wirkung zuzuschreiben ist. Hierfur inkubierten wir die Erythrozyten fur 48
Stunden entweder in Kalzium-haltiger oder Kalzium-freier Ringer-Losung mit
oder ohne Zugabe von 60 pug/ml des Xenobiotikums und bestimmten anschlie-
Bend die Phosphatidylserin-Exposition mittels der Annexin V-Fluoreszenz am
Durchflusszytometer. Abbildung 33 gibt wieder, dass die Depletion der extrazellu-
laren Kalziumionen die durch Taurolidin bewirkte Annexin V-Bindung der Erythro-
zyten signifikant inhibiert. Zwar neigt Taurolidin auch in der Kalzium-freien Rin-
ger-L6ésung 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 pug/ml zu sehen. Im Falle einer Depletion der extrazellularen Kalziumionen
ist diese Steigerung der Annexin V-Fluoreszenz weitaus schwéacher ausgepragt.
Der arithmetische Mittelwert + SEM des Prozentsatzes Annexin V-bindender
Eryhtrozyten betragt bei einer Gruppengréf3e von n = 11 fur die Negativkontrolle
mit Kalziumionen 0,66 + 0,10, fur die Exposition mit 60 pg/ml Taurolidin mit Kal-
ziumionen 9,34 + 1,85, fir die Kontrollgruppe ohne Kalziumionen 0,57 £ 0,04 und

fur die Exposition mit 60 pg/ml Taurolidin ohne Kalziumionen 1,07 + 0,21 [110].
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Abbildung 33: Kalziumsensitivitat der Taurolidin-induzierten Phosphatidylserinexposition der
Erythrozyten modifiziert nach [110]. A und B Original-Histogramme Annexin V-bindender Erythrozyten als
MaR fur die Phosphatidylserinexposition nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue
Flachen) und mit Taurolidin (60 pg/ml) (schwarze Linien). A stellt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-
haltiger Ringer-L6sung dar, B zeigt die Annexin V-Fluoreszenz in Kalzium-freier Ringer-Losung [110]. C
Arithmetisches Mittel + SEM (n = 11) der Annexin V-Bindung von Erythrozyten nach einer 48-stiindigen
Inkubation in Ringer-Losung ohne (weil3e Balken) und mit Taurolidin (60 pg/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 Grol3teil 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 moglicher Trigger zur Offnung der erythrozytaren, nicht-
selektiven Kationenkanale mit anschlieBender Erhéhung der zytosolischen Kalzi-
umionen (Kapitel 1.3.3). Um auszumachen ob Taurolidin tber die Entstehung
von reaktiven Sauerstoffspezies den zuvor festgestellten Kalziumeinstrom von
extrazellular bewirkt, bestimmten wir durchflusszytometrisch die DCFDA-Fluo-
reszenz nach einer 48-stiindigen Inkubation der roten Blutkérperchen mit 60
pg/ml des Xenobiotikums. Wie in Abbildung 34 dargestellt, resultiert die Inku-
bation mit dem Taurinderivat in keiner signifikanten Veréanderung der DCFDA-
vermittelten Fluoreszenz und damit in keiner relevanten Entstehung von oxida-
tivem Stress. Im Original-Histogramm &hneln sich die DCFDA-Fluoreszenz-
intensitaten der Kontrollgruppe und der mit 60 pg/ml Taurolidin inkubierten
Erythrozyten. Der arithmetische Mittelwert £ SEM des geometrischen Mittels der
DCFDA-vermittelten Fluoreszenzintensitat betragt bei einer Gruppengréf3e von n
= 15 fir die Negativkontrolle 19,86 + 0,75 und fur die Exposition mit 60 pg/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 MaR fur den oxidativen Stress
nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Taurolidin (60 pg/ml)
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 15) der DCFDA-Fluoreszenz der Erythrozyten
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nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (weiRer Balken) und mit Taurolidin (60 pg/ml)
(schwarzer Balken). (T-Test) [110].

3.4.6 Ceramidhaufigkeit — Primér- und Sekundéarantikorper

Neben den Kalzium-abhéngigen 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, erythrozytaren Zelltod durch Taurolidin unter-
sucht. Dazu ermittelten wir durchflusszytometrisch das Ceramidvorkommen auf
der Erythrozytenoberflache nach einer 48-stiindigen Inkubation mit 60 pg/ml des
Taurinderivates mithilfe von Ceramid-spezifischen Priméar- und fluoreszierenden
Sekundarantikdrpern. Abbildung 35 gibt die Ergebnisse dieses Versuchs wieder
und legt dar, dass Taurolidin die Ceramid-bedingte Fluoreszenz der Erythrozyten
und damit die Ceramidhaufigkeit statistisch signifikant im Vergleich zur Kontroll-
gruppe erhoht. Im Original-Histogramm ist eine Rechtsverschiebung und damit
eine Zunahme der Ceramid-vermittelten Fluoreszenzintensitat nach der Inkuba-
tion mit 60 pg/ml Taurolidin im Vergleich zur Kontrollgruppe zu sehen. Der
arithmetische Mittelwert + SEM des geometrischen Mittels der Antikorper-
vermittelten Fluoreszenzintensitat betragt bei einer Gruppengréf3e von n = 5 fur
die Kontrollgruppe 10,64 + 0,22 und fur die Exposition mit 60 pg/ml Taurolidin
14,26 + 0,44 [110].
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Abbildung 35: Effekt von Taurolidin auf die Ceramidhaufigkeit auf der Erythrozytenoberflachen
modifiziert nach [110]. A Original-Histogramm der Ceramidhé&ufigkeit auf der Erythrozytenoberflache nach
einer 48-stindigen Inkubation in Ringer-Lésung ohne (graue Flache) und mit Taurolidin (60 pg/ml)
(schwarze Linie) [110]. B Arithmetisches Mittel + SEM (n = 5) der Ceramidhaufigkeit auf der
Erythrozytenoberflache nach einer 48-stiindigen Inkubation in Ringer-Losung ohne (weiRer Balken) und mit
Taurolidin (60 pg/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 Blutkdrperchen ermoglicht eine
frihzeitige und schonende Ausmusterung letzterer Zellen im Falle einer Schadi-
gung, einer Infektion oder einer zahlenmaRigen Uberschreitung des physio-
logischen Bedarfs [109] [110] [214] [223] [225] [315]. Als Folge des Eryptose-
ablaufs nehmen die roten Blutkdrperchen dabei bedeutsame und kennzeich-
nende morphologische Veranderungen an: Zum einen verlieren die eryptotischen
Zellen ihre physiologische Membranasymmetrie und exponieren in dieser Folge
das Phospholipid Phosphatidylserin auf dem aufR3eren Blatt ihrer Zellmembran
[50] [108] [109] [110] [224]. Durch dieses Merkmal kdnnen die entsprechenden
roten Blutkorperchen von phagozytierenden Zellen erkannt sowie mittels der
Phagozytose rasch ausgemustert und abgebaut werden [40] [85] [104] [109]
[110] [152]. Durch die =zeitnah ermoglichte Entfernung der sterbenden
Erythrozyten wird das Eintreten ihrer schadigungsbedingten Hamolyse verhindert
und daraus folgende Beschwerden werden umgangen [109] [110] [152] [185]
[338]. Zum anderen wird durch den Eryptoseablauf eine Zellschrumpfung der
roten Blutkdrperchen ausgelost [50] [109] [110] [224]: Die eryptotischen Zellen
verlieren Kaliumchlorid zusammen mit osmotisch bedingt nach extrazellular
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 schadigungsbedingte Zellschwellung und
letztlich eine Ruptur, also die Hamolyse der Erythrozyten, zu verhindern [109]
[110] [208] [232].

Die Umgehung der Hamolyse ist von grof3er Relevanz, da eine unkontrollierte
Zellruptur zu einer Freisetzung intrazellularer Komponenten fuhrt und somit tber
eine hohe schadigende Wirkung verfiigt [109] [110]. Neben der Auslésung eines
Entzindungsgeschehens [152] [334] ist dabei unter anderem eine Nieren-
schadigung durch das Ausfallen des freigesetzten Hamoglobins in den Nieren-
tubuli [149] [334] oder eine Beeintrachtigung der Mikrozirkulation [44] [72] [392]
denkbar [109] [110].
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Uber diesen geschilderten Aspekt einer Vermeidung der Hamolyse hinaus unter-
stitzt das Auftreten der Eryptose weiterhin die Ausmusterung der im Falle des
Krankheitsbildes Malaria infizierten roten Blutkérperchen [109] [112]. Die ur-
sachlichen Plasmodien Uben 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 Plasmodiume-infizierten Zellen ausgesondert und dem Auftreten einer
Parasitamie wird entgegengewirkt [109] [112] [225]. Unter Berucksichtigung
dieses Zusammenhangs kommt als ein moglicher Therapieansatz zur Bekam-
pfung einer Malariainfektion die Anwendung Eryptose-fordernder Xenobiotika zur
weiteren Steigerung des erythrozytaren 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 vermdgen [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 Blutkérperchen auch nachteilige Konsequenzen
folgen kdnnen [109] [110]: Einerseits wird die Entwicklung einer Anamie bedingt,
sobald die Erythrozytenneubildung mittels der Erythropoiese die vermehrte Zell-
aussonderung aufgrund der Eryptose nicht auszugleichen vermag [109] [110]
[214] [223]. Andererseits kdnnen sich die sterbenden Erythrozyten aufgrund der
Veranderungen innerhalb ihrer Zellmembran an die Endothelzellen, welche das
Gefalllumen auskleiden, anlagern [44] [72] [109]. Auf diese Weise ist vor allem
bei einem stark ausgepragten Eryptosegeschehen infolge einer Veranderung der
Gerinnungsaktivitat und der Ausbildung von Thromben mit einer Beein-
trachtigung 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
Blutkérperchen gelten aufgrund ihres weitestgehenden Fehlens von Zellorga-
nellen, insbesondere des Zellkerns und der Mitochondrien, als zweckmafig 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 ahnlich der Apoptose Organellen-haltiger Zellen und sind
somit dazu in der Lage, ihr Uberleben und Sterben aktiv und selbststandig zu
regulieren [84] [212] [225]. Ihr programmierter Zelltod, die Eryptose, stellt einen
Mitochondrien- und in groBen Teilen auch Caspasen-unabhangigen Mecha-
nismus des suizidalen Sterbens dar [31] [84] [225]. Da Organellen-haltige Zellen
entbunden von Caspasen den programmierten Zelltod durchlaufen zu vermégen
[43] [97] [159] [247] und einige der regulatorischen Moleklle innerhalb der
Eryptose auch im Rahmen der Apoptose mitwirken [219], kdnnte die Eryptose als
ein vereinfachtes Modell zur Erforschung Organellen- und Caspasen-unab-
hangiger Mechanismen der Apoptose angesehen werden [219] [225]. Als reizvoll
ist bei einem solchen Ansatz anzusehen, dass die roten Blutkdrperchen als
frequente und leicht zu akquirierende Zellen der Forschung in groR3er Anzahl zur
Verfiigung stehen ohne dabei Probanden einer unvertretbar hohen Gefahr
auszusetzen [219]. In vitro kbnnen die gewonnenen Zellen dann ausgiebig
untersucht werden [219]. Damit erscheint es weiterfihrend, Signalwege, Regu-
lationen oder pathophysiologische Aspekte, welche im Rahmen der Eryptose
auftreten, auf ihr Vorkommen und ihre Relevanz innerhalb der Apoptose hin zu
Uberprufen [219] [225]. Mittels eines tiefgehenden Einblickes und eines fun-
dierten Verstandnisses der Ablaufe und Mechanismen, sowie der regelrechten
Regulierung, der pathologischen Entkoppelung und der therapeutischen
Manipulationsmdglichkeit des programmierten Erythrozytentodes kdnnte in
dieser Sache zunachst 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-
Renden Untersuchung neuer, bislang unbekannter Regulatoren des program-
mierten Zelltodes der roten Blutkoérperchen, um somit die derzeitigen Erkennt-
nisse uber die Eryptose zu vertiefen und zu erweitern. Aus diesen grundlagen-
forschungsbezogenen Erkenntnissen vermag sich zukinftig die Mdglichkeit zu

ergeben, innerhalb der klinischen Praxis die Behandlung mit Arzneimitteln an
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Begleiterkrankungen wie unter anderem Anamien, Tumorleiden, Organin-
suffizienzen, Sepsis oder thromboembolische Ereignisse anzupassen. Ebenso
konnen Eryptose-beeinflussende Medikamente gezielt eingesetzt werden, um
Grunderkrankungen wie die Protozoonose Malaria oder Anamien zu therapieren.
Entsprechend der Zielsetzung wurden das Sesquiterpenlacton Costunolid, das
Isoflavon Phenoxodiol, der selektive Ostrogenrezeptor-Modulator Raloxifen so-
wie das Taurinderivat Taurolidin auf ihre Beeinflussung des gesteuerten Erythro-
zytentodes hin tberpruft [108] [109] [110]. Allen dieser angefuihrten 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 moglich und denkbar [108] [109] [110].

Aus den im Rahmen der durchgefihrten Versuche erhobenen Daten wird
ersichtlich, dass Erythrozyten in Folge einer Inkubation mit den Xenobiotika
Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen sowie Taurolidin ladiert und in ihrer Funktion
beeintrachtigt werden und schlie3lich — wie in den vorherigen Kapiteln aufgezeigt
— ihrem programmierten, suizidalen Zelltod unterliegen [108] [109] [110]. S&amt-
liche der im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Xenobiotika bewirken
jeweils sowohl eine Phosphatidylserinexposition auf der Zellaul3enseite der roten
Blutkdrperchen als auch eine Schrumpfung dieser Zellen [108] [109] [110]. Beide
der letzteren Veranderungen zahlen zu den Hauptmerkmalen der Eryptose [50]
[224] und weisen somit den proeryptotischen Effekt jener Xenobiotika nach [108]
[109] [110].

Mittels weiterfihrender Untersuchungen der Wirkung von Costunolid, Phen-
oxodiol, Raloxifen oder Taurolidin auf die Erythrozyten wurde einerseits die Ery-
ptose-fordernde Wirkung dieser Xenobiotika weiter bekraftigt und andererseits
ein tieferer Einblick in die beteiligten Mechanismen und Signalwege angestrebt.
Fur das Sesquiterpenlacton Costunolid geht aus den Versuchen hervor, dass
letzteres sowohl Kalzium-abhangig als auch -unabhangig 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 intrazellularen Kalziumionen und eine
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vermehrte Ansammlung von Ceramid [108]. Im Falle des selektiven Ostrogen-
rezeptor-Modulators Raloxifen erfolgt die Eryptose teilweise abhangig von Kal-
ziumionen und sowohl die Entstehung von oxidativem Stress, als auch die An-
sammlung des Sphingolipids Ceramid wird durch dieses Xenobiotikum bewirkt.
Fur das Taurinderivat Taurolidin ergeben die erhobenen Daten, dass das letztere
den gesteuerten, erythrozytdren Zelltod Kalzium-abhangig auslost und die
Einwirkung von Ceramid bedingt [110]. Bei allen der vier Xenobiotika ergibt sich
in den Experimenten fir das Membranscrambling mit Phosphatidylserin-
exposition sowie fir 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 Hohen gewahlt, wie sie zum einen erforderlich
fur die Apoptoseauslosung 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 mogliche Anwendung von Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen
und Taurolidin im Bereich der Malariatherapie: Dadurch, dass die letztgenannten
Xenobiotika das Auftreten des suizidalen Erythrozytentodes fordern, ist deren
vorteilhafte Wirkung auf den Krankheitsverlauf durch Sensibilisierung fir 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 Blutkérperchen auch nachteilige
Konsequenzen folgen kénnen [109] [110]: Einerseits wird die Entwicklung einer
Anamie bedingt, sobald die Erythrozytenneubildung mittels der Erythropoiese die
vermehrte Absonderung aufgrund der Eryptose nicht auszugleichen vermag
[109] [110] [214] [223]. Andererseits konnen sich die sterbenden Erythrozyten
aufgrund der Veranderungen innerhalb ihrer Zellmembran an die Endothelzellen,
welche das Gefal3lumen auskleiden, anlagern [44] [72] [109]. Auf diese Weise ist

vor allem bei einem stark ausgepragten Eryptosegeschehen infolge einer
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Veranderung der Gerinnungsaktivitat und der Ausbildung von Thromben mit
einer Beeintrachtigung 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 Blutkdrperchen anfalliger auf die Auslosung der
Eryptose reagieren, ist eine Wechselwirkung zwischen diesen Krankheitsbildern
und den vier letzteren Testsubstanzen denkbar [109]. Unglinstigerweise kénnte
die Eryptose unter derartigen Umstanden 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 &ul3ere Membranblatt als auch eine Schrumpfung deren
Zellvolumens [109]. Da beide dieser erythrozytaren Veranderungen Haupt-
merkmale der Eryptose darstellen [50] [224], folgt aus den erlauterten Beobach-
tungen, dass Costunolid den programmierten, suizidalen Zelltod der roten
Blutkdrperchen hervorruft [109].

Die Durchmischung der Zellmembran mit dem Verlust der Membranasymmetrie
und der Phosphatidylserinexposition stellt in vielen Féallen 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 erythrozytdre Zelltod von einer signi-
fikanten Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz und damit einer Erh6hung der
intrazellularen Kalziumaktivitat begleitet [109]. Mittels weiterfihrender Versuche
unter Depletion der extrazellularen Kalziumionen wird eine signifikante Ab-
schwachung der Externalisierung von Phosphatidylserin ersichtlich [109]. Aus

der Zusammenfihrung dieser gesammelten Beobachtungen folgt, dass die
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Testsubstanz Costunolid das Membranscrambling mit der Externalisierung des
Phosphatidylserins in weiten Teilen Uber eine Zunahme der intrazellularen
Kalziumionen durch deren Einstromen aus dem Extrazellularraum hervorruft
[109]. Da allerdings selbst im Kalzium-freien extrazellularen Milieu ein signi-
fikanter, Eryptose-bedingender Effekt durch die Inkubation mit Costunolid auftritt,
sind weitere, Kalzium-unabhangige Mechanismen in der Auslésung 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 konnten — wie in Kapitel 1.3.3 aufgezeigt — auf die nicht se-
lektiven Kationenkanéale einwirken, zu deren Offnung filhren und somit das
Membranscrambling mit der Externalisierung des Phosphatidylserins mitbe-
dingen [224] [225]. Als weiteren Mechanismus fiir die Durchmischung der
Membranlipide und den Verlust der Zellmembranasymmetrie zeigt die Versuchs-
reihe fir die Testsubstanz Costunolid eine vermehrte Anhaufung des Sphingo-
lipids Ceramid [109]. Dabei sind sowohl die Mechanismen, welche zur Ent-
stehung und Anhaufung dieses Sphingolipids beitragen, als auch die Signalwege
Uber welche eine Wirkung auf die sterbenden Erythrozyten vermittelt werden,
unvollstandig verstanden [208] [218] (Kapitel 1.3.3). Angenommen wird eine
sensibilisierende Wirkung des Ceramids auf die Kalzium-vermittelten Ablaufe
und insbesondere auf die Phospholipid-Scramblase [223] [225], so dass die im
Falle von Costunolid beobachtete Phosphatidylserinexposition mitunter auch auf
die erhéhte Ceramidhaufigkeit zuriickgefiihrt werden kann [109]. Der Verlust der
Membranasymmetrie und die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin
ermoglicht 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 Erhdéhung der intrazellularen Kalzium-
ionen bedingte Aktivierung der Kalzium-sensitiven Gardos-Kanéle anzunehmen

[109]. Durch diese Kanal6ffnung wird ein Kaliumverlust aus den Erythrozyten
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heraus mit einer nachfolgenden Hyperpolarisation an deren Zellmembran aus-
gelost [56] [109] [225] [232]. In deren Folge verlassen aufgrund ihres veranderten
elektrochemischen Gradienten auch Chloridionen die geschadigten Zellen und
Wasser folgt aufgrund der Osmose [55] [109] [232]. Die Zellschrumpfung im
Verlauf der Eryptose erflllt dabei die Funktion, die roten Blutkérperchen vor einer
schadigungsbedingten Schwellung und einer schlie3lichen Ruptur zu schitzen
und somit die Hamolyse zu verhindern [109] [208] [232].

Aus den durch die entsprechenden Versuche erhaltenen und in Kapitel 3.2 dar-
gestellten Daten ergibt sich fur das Isoflavon Phenoxodiol ein proeryptotischer
Einfluss auf die roten Blutkdrperchen [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 &ufRere Blatt der Zell-
membran transportiert wird [108]. Zum anderen reduziert sich das Zellvolumen
der behandelten roten Blutkérperchen [108]. Mit diesen beiden Veranderungen
werden zwei der Hauptmerkmale des programmierten, suizidalen Erythrozyten-
todes erfullt [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 durchgefihrten Untersuchungen
eine Beteiligung des Sphingolipids Ceramid auf: Als Folge der Inkubation von
Erythrozyten mit jenem Isoflavon sammelt sich das letztere Lipid vermehrt auf
der Oberflache jener Zellen [108]. Dieses Sphingolipid gilt als einer der beiden
hauptsachlichen Signalwege der Eryptoseauslésung [208]. Diesbezuglich sind
weder die genauen Ablaufe der Ceramidentstehung und -ansammlung auf dem
aulReren Membranblatt, noch dessen eindeutige Wirkungsweise vollstandig
verstanden [208] (Kapitel 1.3.3). Nichtsdestoweniger stellt das Ceramid einen
gelaufigen und bedeutsamen Ausloser der erythrozytaren Membrandurch-
mischung mit Phosphatidylserinexposition dar [108] [223] [226]. Als eine
mogliche Wirkungsweise dieses Sphingolipids ist dessen sensibilisierender

Einfluss auf das Kalzium-vermittelte Membranscrambling bekannt [108] [225].
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Allerdings kann aus den durchgefiihrten 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 lasst sich aus den Ergebnissen der Erythrozyteninkubation mit
Phenoxodiol ableiten, dass dieses Isoflavon eine Reduktion der intrazellularen
Kalziumkonzentration hervorruft [108]. Zuséatzlich resultiert auch die Depletion
extrazellularer Kalziumionen in keiner signifikanten Abschwachung der Phospha-
tidylserinexposition [108]. Folglich ist anzunehmen, dass Phenoxodiol seinen
proeryptotischen Effekt auf die roten Blutkdrperchen unabhangig von einem
Einstrom von und einer zytoplasmatischen Erh6hung der Kalziumionen vermittelt
[108]. Ebenfalls Ubt 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 durchgefihrten
Versuche nur die zuvor besprochenen Mechanismen des Eryptoseablaufes

Uberpruft wurden, sind weitere Signalwege nicht auszuschlie3en [108].

Die innerhalb der Versuche erhobenen und in Kapitel 3.3 aufgezeigten Daten
legen einen proeryptotischen Effekt des selektiven Ostrogenrezeptor-Modulators
Raloxifen dar: In Folge einer Inkubation mit der letzteren Testsubstanz weisen
die entsprechenden roten Blutkérperchen sowohl ein Membranscrambling mit
der Externalisierung des Phospholipids Phosphatidylserin als auch eine Ab-
nahme ihrer ZellgréRe auf. Beide dieser morphologischen Veranderungen stellen
bedeutende Hauptmerkmale der Eryptose dar [50] [224] und belegen somit den
fordernden Einfluss von Raloxifen auf den programmierten, erythrozytaren Zell-
tod.

Die Durchmischung der Zellmembran und die damit verbundene Externalisierung
des Membranlipids Phosphatidylserin wird in vielen Fallen des Eryptosevor-
kommens hervorgerufen durch einen Anstieg der intrazellularen Kalziumionen

und einer resultierenden Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase [225]
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[351] [391]. Ubereinstimmend hiermit sind auch die behandelten Erythrozyten in
Folge der Raloxifen-vermittelten Wirkung durch eine signifikant erhéhte Fluo-3-
Fluoreszenz und somit durch eine vermehrte intrazellulare Kalziumaktivitat
gekennzeichnet. Auffallend ist in diesem Versuchsteil, dass keine Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen der Raloxifenkonzentration und der Intensitat der
Fluo-3-Fluoreszenz vorliegt: wird die Konzentration der letzteren Testsubstanz
erhoht, so erniedrigt sich die Fluo-3-Fluoreszenz nach einem initialen Anstieg im
Vergleich zu geringeren Testsubstanzkonzentrationen wieder. Depletiert man in
anschlieBenden Versuchen die extrazellularen Kalziumionen der Inkuba-
tionslosung, so zeigt sich keine signifikante Abschwachung des Membran-
scramblings und der Phosphatidylserinexposition. Diese Beobachtung ermdg-
licht die Folgerung, dass zum einen die erhOhte intrazellulare Kalziumaktivitat
nicht maf3geblich auf einen loneneinstrom aus dem Extrazellularraum beruht,
sondern beispielsweise von intrazellularen lonenspeichern herriihrt 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
fur die roten Blutkdrperchen. Weiterhin ergibt sich fur 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 Ausloser 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 kdonnen die eryptotischen roten Blutkdrperchen 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 Erhohung der intrazellularen Kalziumaktivitat eine Offnung der
erythrozytaren Gardos-Kanale hervorruft und somit einen Kaliumausstrom aus
der Zelle bewirkt. Hieraus resultiert dann eine Hyperpolarisation der Erythro-
zyten, welche als treibende Kraft einen Chloridionenverlust nach extrazellular
bedingt [55] [225] [232]. Insgesamt betrachtet kommt es somit zu einem Verlust
an Kaliumchlorid, Wassermolekile folgen den ausstromenden lonen und die
roten Blutkdrperchen schrumpfen [232]. Diese erythrozytare Volumenreduktion
besitzt im Kontext der Eryptose eine schitzende Funktion, indem einer
mdoglichen Hamolyse aufgrund einer schadigungsbedingten Zellschwellung
entgegengewirkt wird [208] [232].

Aus den im Rahmen der Versuchsdurchfiihrung erhobenen und in Kapitel 3.4
aufgezeigten Daten wird ein proeryptotischer Effekt des Taurinderivates Tauro-
lidin ersichtlich [110]: Die Inkubation von roten BlutkGrperchen mit dem
letztgenannten Xenobiotikum fuhrt zum einen zu einer Membrandurchmischung
mit der Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin und bewirkt zum anderen
eine Schrumpfung des Erythrozytenvolumens [110]. Beide dieser Verénde-
rungen zahlen zu den Hauptmerkmalen der Eryptose [50] [224] und zeigen somit
die stimulierende, eryptotische Wirkung auf, welche Taurolidin auf die roten
Blutkérperchen austbt [110].

Das eryptotische Membranscrambling mit dem Verlust der physiologischen
Membranasymmetrie beruht bei einer Vielzahl der Eryptosegeschehnisse auf
einer Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentration mit nachfolgender
Aktivierung des Enzyms Phospholipid-Scramblase [225] [351] [391]. Auch im
Falle des getesteten Taurinderivates weisen die behandelten und inkubierten
roten Blutkérperchen eine signifikante Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz und
somit indirekt eine Zunahme der intrazellularen Kalziumaktivitat auf [110]. Dabei

verhalt sich die Taurolidin-vermittelte Zunahme der zytosolischen Kalzium-
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aktivitat in weiten Teilen abhangig von einem Einstrom extrazellularer
Kalziumionen in die sterbenden Erythrozyten hinein [110]: Erfolgt eine
Kalziumdepletion im extrazellularen Milieu, so wird die Taurolidin-induzierte
Phosphatidylserinexposition in signifikantem Ausmald abgeschwacht [110].
Weiterhin ist in Folge einer Inkubation mit der letzteren Testsubstanz durchfluss-
zytometrisch eine vermehrte Anhaufung des Membranlipids Ceramid zu
beobachten [110]. Auch wenn der genaue Entstehungsmechanismus und die
Wirkungsweise dieses Sphingolipids nicht vollstandig verstanden sind, so z&hlt
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 Blutkdrperchen durch das externalisierte Phosphatidyl-
serin erkannt, wodurch deren rasche Entfernung aus der Zirkulation erméglicht
wird [110].

Die Zellschrumpfung als Hauptmerkmal der Eryptose wird mechanistisch auf
einen Verlust an intrazellularem Kaliumchlorid und osmotisch verknipftem
Wasser zurtickgefuihrt [55] [232]. Auch fur die Testsubstanz Taurolidin ist
aufgrund der Versuchsergebnisse anzunehmen, dass die gesteigerte Kalzium-
aktivitat in den roten Blutkdrperchen eine aktivierende Wirkung auf die
membranstandigen Gardos-Kanale ausubt und somit den Ausstrom von
Kaliumionen bewirkt [110]. Hieran anschlieBend strétmen zum einen erythro-
zytare Chloridionen aufgrund ihres elektrochemischen Gradienten sowie zum
anderen osmotisch bedingt Wassermolekile in den Extrazellularraum [55] [110]
[232]. Die somit bewirkte Volumenreduktion der roten Blutkérperchen in Folge
der Eryptose dient der Verzdgerung und bestenfalls dem Schutz vor einer
unkontrollierten, h&dmolytischen Zellruptur der beschéadigten Erythrozyten [110]
[208] [232].

Ein Einfluss des Xenobiotikums Taurolidins auf die Entstehung von reaktiven
Sauerstoffspezies ist aus den aufgefluhrten Ergebnissen nicht ersichtlich, so dass
anzunehmen ist, dass die letztere Testsubstanz keinen signifikanten oxidativen

Stress auf die Erythrozyten ausutbt [110].
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Alle der im Rahmen dieser Dissertation bewerkstelligten Experimente stellen
Untersuchungen in vitro dar [108]. Ausfihrungen entsprechender tierex-
perimenteller Studien oder Testungen in vivo wurden nicht unternommen [108].
Unter Berticksichtigung dieser Einschrankung muss eine Ubertragung der
gewonnenen Daten auf den lebenden, menschlichen Organismus und eine
maogliche Anwendung der Erkenntnisse im Klinischen Bereich mit entsprech-

endem Vorbehalt stattfinden.

Fir die Versuchsdurchfiihrung wurden rote Blutkérperchen gesunder Probanden
eingesetzt [108] [109] [110]. Allerdings erscheint denkbar, dass Erythrozyten in
vivo im Falle von Krankheiten, welche mit gesteigerten Eryptoseraten
einhergehen, eine erhdhte Anfalligkeit gegentber Stressoren und so auch den
getesteten Xenobiotika aufzuweisen vermogen [109]. Diese mdgliche, vermehrte
Eryptosesensibilitat wird durch den vorliegenden Versuchsaufbau nicht be-
ricksichtigt und folglich nicht erfasst, sollte aber dennoch fir die weitere

Interpretation und Verwendung der Daten bedacht werden.

Die ausgefuhrten Untersuchungen erfolgten durchweg fir alle der getesteten
Xenobiotika unter einheitlichen, konstant bleibenden Umstanden [108] [109]
[110]. Um fehlerhafte Ergebnisse durch mdgliche Kontaminationen zu
vermeiden, wurde die fur die Versuche notwendige Auftrennung und Behandlung
der roten Blutkdrperchen, wie in Kapitel 2.1 beschrieben, unter einer Sterilbank
in zuvor desinfizierter Umgebung durchgefihrt. Weiterhin fanden die Unter-
suchungen der Xenobiotika jeweils in Versuchsreihen unter Einschluss von
Kontrollgruppen statt und wurden fir jede Testsubstanz mehrfach unter Ver-
wendung roter Blutkdrperchen verschiedener Probanden wiederholt [108] [109]
[110] (Kapitel 2.5). Auf diese Weise wird ermdglicht, fehlerhafte und abweichende
Messwerte zu erkennen, um somit das Risiko verfalschter, ungultiger Ergebnisse

Zu reduzieren.

Ferner wurde angestrebt, die Versuchsbedingungen fir die zu untersuchenden
Erythrozyten so physiologisch wie im Rahmen der Experimente moéglich zu

gestalten. Entsprechend wurde in der als Nahrstoffmedium verwendeten Ringer-
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Losung und im genutzten Waschpuffer eine Einstellung auf einen physio-
logischen pH-Wert von 7,4 vorgenommen. Ebenso wurde fir die Versuchs-
durchfiihrung eine Inkubationstemperatur von physiologischen 37° C gewahlt
und die Erythrozyten wurden vor lichtbedingter Schadigung geschutzt. Zu
bedenken gilt es allerdings, dass die roten Blutkdrperchen 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 kbnnen daher
in den Studien nicht erzielt und beriicksichtigt werden. Auch der Erythrokrit, also
der Anteil der roten Blutkérperchen am gesamten Blutvolumen, wurde mess-
technisch bedingt auf einen Wert von 0,4% anstatt der regelhaften, im Orga-
nismus vorherrschenden 42% fur Frauen und 47% fur Manner eingestellt, um die
Genauigkeit der Messergebnisse zu erhdhen. Bei der Verwendung von Ver-
suchsansatzen mit hoéheren Erythrozytenanteilen bestiinde die Gefahr ver-
schlechterter Flusseigenschaften dieser Ansatze mit einer moglichen Ver-

falschung der durchflusszytometrisch erhaltenen Messwerte.

Die Inkubationszeit der roten Blutkdrperchen mit den verschiedenen Test-
substanzen wurde jeweils auf 48 Stunden festgelegt, um somit auch maoglicher-
weise auftretende langsame oder verzégerte Mechanismen und Signalwege des
eryptotischen Zelltodes ausmachen zu kénnen [109]. Auch an dieser Stelle ist
nichtsdestotrotz zu beachten, dass die alleinige Zugabe der Xenobiotika zu den
Erythrozyten in vitro nicht den Abldufen der Pharmakokinetik und Pharmako-
dynamik in vivo entspricht: Weder die vielschichtig beeinflusste und méglicher-
weise verzogerte Medikamentenabsorption noch die kontinuierliche Elimination
innerhalb des lebenden Organismus wird mittels der Versuchsansatze
dargestellt. Ebenso vermag der Versuchsaufbau eine Distribution der Xeno-
biotika durch beispielsweise Einlagerung in Fettgewebe oder intrazellulare
Ansammlung sowie eine Wechselwirkung mit und Bindung an Plasmaproteine
nicht darzustellen. Ein moglicherweise vorhandener Einfluss wiederholter Expo-
sition der roten Blutkdrperchen Uber 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 ausgefihrten

Untersuchungen nicht beachtet.

Bei der Durchflusszytometrie einschliel3lich der angewandten Fluoreszenz-
farbungen als Untersuchungsmethodik dieser Dissertation handelt es sich um
eine etablierte und gangige Methode zur Zellvermessung [24] [89] [153] [205]
[278] [306] [364] [368] [369]. Sowohl die Markierung der roten Blutkdrperchen mit
den Fluoreszenzfarbstoffen, als auch die durchflusszytometrische Messung der
verschiedenen Erythrozytenparameter wurden anhand von modifizierten und

etablierten Methodenprotokollen vorgenommen.

Weiterhin mussen als Einschrankungen der vorliegenden Dissertation bedacht
werden, dass die durch die Testsubstanzen hervorgerufene Eryptose nicht auf
alle bisher bekannten Mechanismen des erythrozytaren, programmierten Zell-
todes hin untersucht wurde [108] [109] [110]. So erfolgte beispielsweise keine
Uberprifung einer — wenn auch seltenen — Beteiligung von Caspasen an der
Eryptose aufgrund von Inkubation mit Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen oder
Taurolidin, und die am Zelltod involvierten lonenkanéle wurden nicht ausdricklich
bestimmt. Fir keines der getesteten Xenobiotika erfolgte eine Festlegung eines
direkten molekularen Ziel- und Wirkungspunktes [108]. Entsprechend ergibt sich
die Mdoglichkeit einer tiefergehenden Untersuchung der aufgezeigten Testsub-
stanzen in Bezug auf ihre eryptotische Wirkung mittels weiterfuhrender Ver-

suche.

Mit der Entdeckung der Eryptose als programmierter erythrozytarer Zelltod wurde
den roten Blutkérperchen eine komplexe, betrachtliche Funktionalitat 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 Uber den
Todesablauf mit dessen involvierten Signalwegen als auch Uber die physio-
logische Bedeutung der Eryptose erlangt wurden [223] [225]. Weiterhin erfolgte
auch eine Aufklarung 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 Molekilen
und exogenen Xenobiotika, welche einen férdernden oder einen hemmenden
Einfluss auf das Auftreten der Eryptose nehmen, wurden untersucht und doku-
mentiert [212]. Trotz der grofen Bemuhungen dieser ausgiebigen Unter-
suchungen sind allerdings einige Mechanismen und Zusammenhénge in der
Physiologie der Eryptose ebenso wie weitere Stimulatoren und Inhibitoren bis-
lang verborgen geblieben [214] [219] [221] [223] [315]. Fur die aufkommende
Forschung liegt die Relevanz daher darin, einerseits die Signalwege der Eryptose
vertiefend zu charakterisieren und bisher unbekannte oder unvollstandig ver-
standene Mechanismen wie beispielsweise die Beeinflussung der Eryptose
durch das Sphingolipid Ceramid offenzulegen [208] [214] [218] [221] [223] [315].
Derartige neue Erkenntnisse uber die Physiologie und den Ablauf des program-
mierten erythrozytaren Zelltodes kdnnten unter Bertcksichtigung der zuvor
dargelegten Annahmen weiterfihrend auch auf das Themengebiet der Apoptose
Ubertragen werden und somit deren Verstandnis und vertiefende Erforschung
voranbringen [219] [225]. Andererseits nimmt die Untersuchung weiterer Xeno-
biotika bezuglich einer méglichen Auswirkung auf die Eryptoseauslosung sowie
die Verknipfung weiterer Grunderkrankungen mit dem Auftreten der Eryptose
insbesondere in klinischer Hinsicht eine hohe Wichtigkeit fiir die Forschung ein
[214]. Solches weiterfihrendes Wissen kann beispielsweise eine Berlck-
sichtigung der Medikamentenauswahl bei einem Vorliegen von Begleit-
krankheiten oder -medikationen sowie ein tieferes Verstandnis und somit
gezieltere Therapien von Erkrankungen, welche von einem erhéhten Eryptose-
vorkommen begleitet werden, erméglichen [212] [315]. Als besonders er-
wahnenswert gilt in diesem Zusammenhang das Krankheitsbild der Malaria [112]:
Gelingt es zukinftig, Xenobiotika auszumachen, welche gezielt Plasmodien-
infizierte Erythrozyten fur deren Eryptose sensibilisieren ohne dabei gesunde rote
Blutkérperchen nachteilig zu beeinflussen, so kdnnte 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, ermoglichte sich durch dieses Vorgehen die Umgehung

eines Selektionsdruckes mit daraus resultierenden pathogenspezifischen
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Resistenzen und somit eine andauernde und effektive Behandlungsmaéglichkeit
[112].

In Bezug auf die im Rahmen dieser Dissertation erlangten Erkenntnisse ist
zukiinftig eine Uberprifung der Xenobiotika Costunolid, Phenoxodiol, Raloxifen
und Taurolidin in vivo sowie im klinischen Bereich beispielsweise durch
prospektive Studien konstruktiv und wiinschenswert. Auf diese Weise kann
erfasst werden, ob und in welchem Ausmalf die Eryptose als Anwendungsfolge
auch im lebenden Organismus auftritt und weiterhin, ob es eine Beeinflussung
durch Begleitumstande wie Krankheiten oder Medikationen zu beachten gilt. Aus
diesen Ergebnissen kdnnten dann einerseits Empfehlungen fir das Vorgehen
der entsprechenden medikamentdsen Therapie abgeleitet sowie andererseits
eine mogliche Anwendung in der Malariatherapie Uberlegt und bewertet werden
[108].
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5 Zusammenfassung

Ausgereifte, humane rote Blutkdrperchen vermoégen trotz ihres Mangels an
Zellorganellen einen programmierten, suizidalen Zelltod — &hnlich der Apoptose
— zu durchlaufen. In Abgrenzung zur Apoptose, welche grundlegend auf dem
Vorhandensein des Zellkerns und der Mitochondrien beruht, wird der suizidale,
erythrozytare Zelltod als Eryptose bezeichnet. Ausgeldst 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 Blutkérperchen.

Die ausgefiuhrten Untersuchungen erfolgten durchflusszytometrisch, indem die
Phosphatidylserinexposition auf der Zelloberflache anhand der Annexin V-vermit-
telten Fluoreszenz, das Zellvolumen anhand des Vorwartsstreulichts, die intrazel-
lulare Kalziumkonzentration anhand der Fluo-3-vermittelten Fluoreszenz, die Bil-
dung reaktiver Sauerstoffspezies anhand der DCFDA-vermittelten Fluoreszenz

und das Ceramidvorkommen anhand spezifischer Antikorper ermittelt wurden.

Nach einer 48 stundigen Inkubation mit Costunolid in der Konzentration 15 pg/ml
binden die Erythrozyten signifikant erhéht Annexin V, weisen ein signifikant ver-
ringertes Vorwartsstreulicht auf, zeigen eine signifikant erhéhte Fluo-3-Fluores-
zenz und DCFDA-vermittelte Fluoreszenz auf und zeichnen sich durch ein
vermehrtes Ceramidvorkommen aus. Eine 48 stiindige Inkubation mit Phenoxo-
diol in der Konzentration 100 pg/ml resultiert in einer signifikant erh6hte Annexin
V-Bindung der roten Blutkdrperchen, fuhrt zu einer signifikanten Reduktion des
Vorwartsstreulichts, bewirkt eine signifikant verminderte Fluo-3-Fluoreszenz und
zeigt ein vermehrtes Ceramidvorkommen, wohingegen sich die DCFDA-vermit-
telte Fluoreszenz nicht signifikant verandert. Nach einer 48 stindigen Inkubation

mit Raloxifen in der Konzentration 60 pg/ml binden die roten Blutkérperchen
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vermehrt Annexin V, zeigen ein signifikant vermindertes Vorwartsstreulicht, wei-
sen eine signifikant gesteigerte Fluo-3-Fluoreszenz sowie DCFDA-vermittelte
Fluoreszenz auf und legen eine vermehrte Ceramidhaufigkeit dar. Eine 48 stin-
dige Inkubation mit Taurolidin in der Konzentration 60 pg/ml fihrt zu einer gestei-
gerten Annexin V-Bindung der roten Blutkdrperchen, bewirkt eine Abnahme des
Vorwartsstreulichts, erhoht die Fluo-3-Fluoreszenz und steigert die Ceramidhéu-

figkeit, verandert 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-
korperchen ausuben: 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 Zelloberflache, als
auch die Zellschrumpfung. Mechanistisch liegt der Eryptose-fordernden Wirkung
des Costunolids dabei zumindest in Teilen ein intrazellularer Kalziumanstieg,
eine Austbung von oxidativem Stress sowie die Bildung von Ceramid zugrunde.
Phenoxodiol stimuliert den suizidalen, erythrozytaren Zelltod mindestens teil-
weise durch die Ansammlung von Ceramid. Die Ausldsung der Eryptose durch
Raloxifen ist zumindest zum Teil durch einen intrazellularen Kalziumanstieg
sowie die Entstehung von oxidativem Stress und Ceramid bedingt. Taurolidin
fordert den gesteuerten Erythrozytentod mindestens in Teilen durch eine Steige-

rung der intrazellularen Kalziumaktivitat und durch eine Ceramidansammlung.
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