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1. Einleitung 

 

1.1 Apoptose 

 

1.1.1 Apoptose historisch 

 

Der Begriff „Apoptose“ (apo = ab, los, weg; ptosis = Senkung) stammt aus dem 

Griechischen und beschreibt das Fallen der Blätter im Herbst. In der 

naturwissenschaftlichen Fachsprache wird mit „Apoptose“ der programmierte 

Zelltod bezeichnet. 

Bereits in der Mitte des 19. Jahrhunderts wurde der programmierte Zelltod von 

C. Vogt bei der Untersuchung der Metamorphose bei Amphibien entdeckt 

(Vogt, 1842). Mehr als hundert Jahre später wurden die komplexen 

morphologischen Veränderungen der Zelle, die beim programmierten Zelltod 

ablaufen, beschrieben (Kerr et al., 1972) (s. Abb. 1) und der Begriff „Apoptose“ 

geprägt. 

 

 

 

a   c  

b    d  

Abbildung 1 : Schematische Darstellung der morphologischen Veränd erungen in 

apoptotischen Zellen  (nach Kerr et al., 1994). a: normale Zelle, b: Kondensation von 

Zytoplasma und Zellkern nach Zellschrumpfung, c: anschließend Fragmentierung von Zellkern 

(Karyorrhexis) und Zytoplasma in apoptotische Körperchen, d: Abbau der Vesikel durch 

Nachbarzellen oder Makrophagen durch Phagozytose und lysosomale Verdauung. 
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1.1.2 Apoptose und ihre Bedeutung im menschlichen O rganismus 

 

Jede Sekunde sterben im menschlichen Körper Millionen von Zellen durch 

programmierten Zelltod. Dadurch werden auf physiologische Art und Weise 

überflüssige oder potentiell schädliche Zellen entfernt (Green und Reed, 1998 

a). Das Zusammenspiel von Zellteilung (Mitose), Zelltod und Zelldifferenzierung 

hat essentielle Bedeutung sowohl für die Entwicklung des menschlichen 

Organismus, als auch für die Homöostase, der komplexe Umbau-, Aufbau- und 

Abbauprozesse zugrunde liegen. Ist dieses Gleichgewicht gestört, kann es zu 

schwerwiegenden Störungen kommen. Bei überschießender Apoptose können 

neurodegenerative Erkrankungen wie M. Alzheimer (Cotman und Anderson, 

1995) oder M. Parkinson (Tatton et al., 2003) entstehen. Ist die Apoptoserate 

vermindert, treten vermehrt Krebserkrankungen auf (Sarasin und Stary, 1997). 

Des Weiteren spielen Störungen der Apoptose eine große Rolle bei der 

Entstehung embryonaler Fehlbildungen, bei viralen Infekten, 

Autoimmunerkrankungen und AIDS1 (Thompson, 1995). Eine Übersicht über 

weitere mögliche Konsequenzen einer gestörten Apoptoserate gibt Tabelle 1. 

 

 

Tabelle 1: Beispiele für Krankheiten, die auf einer  gestörten Apoptoserate beruhen. 

Erhöhte Apoptoserate Reduzierte Apoptoserate 

Hepatobiliäre Erkrankungen: 

Primäre sklerosierende Cholangitis 

Akutes Leberversagen 

Primäre biliäre Zirrhose 

Hepatitis 

Morbus Wilson 

Maligne Erkrankungen: 

Leukämien 

Lymphome 

Karzinome 

 

Neurodegenerative Erkrankungen: 

 Multiple Sklerose 

 Retinopathia pigmentosa 

 Amyotrophe Lateralsklerose 

 

Autoimmunerkrankungen: 

 Lupus erythematodes 

 Rheumatoide Arthritis 

 Hypereosinophilie 

 

                                                 
1 Aquired immunodeficieny syndrome 
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Hämatopoetische Erkrankungen: 

 Myelodysplastische Syndrome 

 Aplastische Anämie 
 Chronische Leukopenie 

 

Colitis ulcerosa Latente virale Infektionen 

AIDS  

 

 

1.1.3 Apoptose und Nekrose 

 

Prinzipiell unterscheidet man zwei unterschiedliche Arten von Zelltod: Apoptose 

und Nekrose.  

Die Nekrose ist ein passiver Prozess und wird durch unterschiedliche Faktoren 

wie Sauerstoffmangel, Strahlung oder bestimmte Chemikalien ausgelöst. Dabei 

kommt es nach initialer Zellschwellung zur Zerstörung der Zellmembran und zur 

Freisetzung intrazellulärer Makromoleküle, die eine lokale Entzündungsreaktion 

im umliegenden Gewebe auslösen (Golstein et al., 1991; Kroemer et al., 1998). 

Die Apoptose dagegen ist ein aktiver Prozess, der sehr viel kontrollierter als die 

Nekrose abläuft. Auf molekularer Ebene können drei Phasen unterschieden 

werden: (1) Initiation, (2) Exekution und (3) Termination. 

Auslösende Faktoren können sein: Entzug von Wachstumsfaktoren, UV-

Strahlung (Rosette und Karin, 1996), Chemotherapeutika (Cariers et al., 2002; 

Wieder et al., 2001), oxidativer Stress (Rosette und Karin, 1996), 

Energiemangel (Pozzi et al., 2002), osmotischer Schock (Bortner und 

Cidlowski, 1998; Bortner und Cidlowski, 1999; Lang F. et al., 1998 a; Lang F. et 

al., 2000; Maeno et al., 2000; Michea et al., 2000) oder Aktivierung bestimmter 

Rezeptoren, den „Todesrezeptoren“.  

Die Exekutionsphase ist charakterisiert durch Zellschrumpfung, Umverteilung 

von Phosphatidylserin von der intrazellulären zur extrazellulären Seite der 

Plasmamembran, Ausstülpung von Membrananteilen (Zeiosis), 

Kernfragmentierung, Kondensation von Chromatin und schließlich Abbau der 

DNA (Green und Reed, 1998). 
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In der Terminationsphase werden dann die Überreste der Zelle als 

membranumschlossene Vesikel (sog. „apoptotic bodies“) von benachbarten 

Zellen oder von Zellen des Immunsystems (Makrophagen) mittels 

Phosphatidylserin-spezifischer Rezeptoren erkannt, phagozytiert und durch 

lysosomale Enzyme abgebaut (Savill et al., 1990; Fadok et al., 1992, Krammer, 

1999). Dadurch wird eine Inflammation der Umgebung verhindert (Voll et al., 

1997). Deshalb wird die Apoptose auch als physiologischer, regulierter oder 

programmierter Zelltod bezeichnet.  

 

 

1.2 Caspasen: Schlüsselenzyme der Apoptose 

 

Zentraler Bestandteil der Apoptose ist ein proteolytisches System, welches die 

typischen morphologischen Veränderungen der Zelle bedingt, die schließlich zu 

ihrer Desintegration und anschließenden Phagozytose führen. Die Caspasen2, 

eine Familie von Proteasen, übernehmen darin eine wesentliche Rolle und 

führen nach Aktivierung durch proapoptotische Signale zum Abbau der Zelle.  

Erstmals in Zusammenhang mit Apoptose gebracht wurden die Caspasen nach 

der Entdeckung, dass Caspase-1 (ICE: Interleukin-1β-converting enzyme) 

Ähnlichkeit mit CED-3 besitzt. CED-3 ist ein Genprodukt des Nematoden 

Caenorhabditis elegans und wird für den Zelltod benötigt (Yuan et al., 1993; 

Thornberry et al., 1992).  

Bislang konnten bei Säugetieren 14 Caspasen identifiziert werden, wovon 11 

auch beim Menschen nachgewiesen wurden.  

Die Caspasen ähneln sich alle in Aminosäuresequenz und Struktur (Nicholson 

und Thornberry, 1997). Eine Einteilung in drei Gruppen anhand der 

Substratspezifität ist dennoch möglich (Rano et al., 1997) (s. Abb. 2). Bis heute 

sind bereits über 280 Substrate der Caspasen identifiziert worden, wobei nicht 

alle Substrate in jedem Zelltyp gespalten werden.  

                                                 
2 Cysteinyl Aspartat-spezifische Proteinasen 
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Abbildung 2: Die Familie der humanen Caspasen (verändert nach Nicholson, 1999 und 

Strasser et al., 2000). Caspasen werden in zwei phylogenetische Gruppen eingeteilt. Außerdem 

ist eine Einteilung anhand der Substratspezifität in drei Gruppen möglich. Gruppe I vermittelt die 

Prozessierung von Zytokinen, Gruppe II und Gruppe III haben große Bedeutung für die 

Apoptose (eingerahmt: Effektorcaspasen, rahmenlos: Initiatorcaspasen). 
 

 

Unabhängig vom apoptotischen Stimulus und Zelltyp werden während des 

Zelltodprogramms ungefähr 70 Kernmatrixproteine von Caspasen gespalten 

und ins Zytosol freigesetzt (Gerner et al., 2002). Dadurch kommt es zum Abbau 

der Kernlamina und zur Störung des nukleären Transports durch die Kernpore. 

Des Weiteren sind die neu entstandenen Proteine nicht mehr in der Lage an 

DNA zu binden oder Chromatin zu stabilisieren. Auch werden nahezu alle 

Synthesewege für Makromoleküle wie RNA oder Proteine beeinträchtigt 
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(Fischer et al., 2003). Eine weitere bemerkenswerte Funktion der Caspasen in 

Bezug auf die Apoptose ist die Ausschaltung zellprotektiver Mechanismen. So 

verlieren klassische Inhibitoren der Apoptose wie die Bcl-2 Proteine nicht nur 

ihren anti-apoptotischen Effekt, sondern werden sogar in pro-apoptotische 

Proteine umgewandelt.  

 

 

1.2.1 Aktivierung der Caspasen 

 

Bevor die Caspasen jedoch ihre zahlreichen Funktionen erfüllen können 

müssen die nahezu inaktiven Proenzyme aktiviert werden (Green, 1998 b). Alle 

Caspasen enthalten drei Domänen: eine NH2-terminale Prodomäne, eine große 

Untereinheit (~20 kD) und eine kleine Untereinheit (~10 kD). Darüber hinaus 

können die Caspasen noch sog. CARDs (Caspase recruitment domain) oder 

DEDs (Death effector domain) enthalten, welche die Interaktion mit anderen 

Proteinen ermöglichen. Die Aktivierung kann entweder autokatalytisch oder 

über Caspasen ähnlicher Spezifität erfolgen. Durch proteolytische Spaltung 

entstehen aktive Heterotetramere mit zwei katalytischen Zentren, die 

unabhängig voneinander agieren (Blanchard et al., 1999; Watt et al., 1999). 

Aufgrund der Reihenfolge ihrer Aktivierung werden zwei Gruppen von 

Caspasen unterschieden: Initiatorcaspasen und Effektorcaspasen (Shi, 2002 a).  

Als Antwort auf einen apoptotischen Stimulus werden Initiatorcaspasen wie 

Caspase-9 aktiviert, welche ihrerseits die Effektorcaspasen -3, -6 und -7 durch 

proteolytische Spaltung in Propeptide überführen. Durch eine folgende zweite 

Proteolyse entstehen zwei Untereinheiten, die essentiell für die Funktion der 

Effektorcaspasen und damit auch für den Zelltod sind. Die katalytische Aktivität 

der Effektorcaspasen wird nach abgelaufener Aktivierung um mehrere 

Zehnerpotenzen erhöht (Salvesen und Dixit, 1999).  

Die Aktivierung der Initiatorcaspasen ist wesentlich komplexer und erreicht bei 

autokatalytischer Spaltung nur eine geringe Steigerung der ursprünglichen 

katalytischen Aktivität (Stennicke et al., 1999; Srinivasula et al., 2001). Erfolgt 

die Aktivierung jedoch in Verbindung mit bestimmten zytosolischen Faktoren, 
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kann ein Anstieg der katalytischen Aktivität um drei Zehnerpotenzen beobachtet 

werden. Als Beispiel dient Procaspase-9, welche mit Hilfe des „Apoptosoms“ in 

ihre aktive Form überführt wird (Rodriguez und Lazebnik, 1999, Srinivasula et 

al., 2001).  

Wirkt ein apoptotischer Stimulus auf eine Zelle ein, wird konsekutiv ein Signal 

über BH3-only Proteine, die Mitglieder der Bcl-2 Familie sind, an die 

Mitochondrien weitergeleitet. Diese werden nach komplexer Aktivierung über 

Bak und Bax, ebenfalls Mitglieder der Bcl-2 Familie, zur Freisetzung von 

Cytochrom c ins Zytoplasma angeregt. Cytochrom c wiederum bindet an Apaf-

1, welches dadurch zur Multimerisierung angeregt wird. Durch eine konsekutive 

Konformationsänderung von Apaf-1 in Anwesenheit von dATP wird die sog. 

CARD3-Region freigesetzt. Der so entstandene Komplex wird „Apoptosom“ 

genannt (Li et al., 1997). Die einzige bislang bekannte Funktion dieses 

Komplexes besteht in der Rekrutierung und Aktivierung von Procaspase-9 

durch Interaktion der CARD-Regionen von Apaf-1 und Procaspase-9. Die 

hauptsächliche Aufgabe von Caspase-9 ist die Aktivierung von Caspase-3 und -

7, welche zu den potentesten Effektorcaspasen gehören und deren Aktivierung 

schließlich zum Zelltod führt (s. Abb. 3).  

 

 

1.2.2 Regulation der Caspasen  

 

Aufgrund der enormen Bedeutung der korrekten Apoptoserate für den 

menschlichen Organismus werden die Caspasen durch ein komplexes System 

streng reguliert. Die IAPs sind inhibitorische Proteine der Apoptose, die über 

Wechselwirkungen mit der katalytischen Region sowohl Initiator-, als auch 

Effektorcaspasen in ihrer enzymatischen Aktivität hemmen (Deveraux und 

Reed, 1999; Salvesen und Duckett, 2002) (s. Abb. 3). Um unkontrollierten 

Zelltod zu vermeiden, werden vor Ablauf der Apoptose unabsichtlich aktivierte 

Caspasen durch IAPs inhibiert.  

                                                 
3 Caspase-recruitment domain 
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Abbildung 3: Der apoptotische Signalweg bei Säugeti eren  (nach Shi, 2004). Caspase-9 

aktiviert als Initiatorcaspase die Effektorcaspasen-3 und -7, deren Aktivierung zum Zelltod führt. 

Einige Mitglieder der Bcl-2 Familie oder IAPs können Apoptose inhibieren, während andere Bcl-

2 Proteine (z.B. Bid, Bim) oder Smac pro-apoptotisch wirken (weitere Erläuterungen s. Text). 
 

 

Dieser Hemmung der Caspasen durch den antiapoptotischen Effekt der IAPs 

wirken Proteine entgegen, die ein IAP-bindendes Tetrapeptid enthalten (Shi, 

2002 b). Das erste Mitglied dieser Proteinfamilie ist das mitochondriale Protein 

Smac (Du et al., 2000), auch genannt DIABLO (Verhagen et al., 2000). 

Smac/DIABLO wird nach apoptotischem Stimulus zusammen mit Cytochrom c 

aus den Mitochondrien ins Zytosol freigesetzt und hemmt nach multiplen 

Interaktionen mit IAPs die IAP-vermittelte Inhibition sowohl der Initiatior- als 

auch der Effektorcaspasen (Chai et al., 2000) (s. Abb. 3).  

 

 

1.3 Signalwege der Apoptose in kernhaltigen Zellen 

 

Grundsätzlich gibt es drei verschiedene Wege, wie die Apoptose in kernhaltigen 

Zellen initiiert werden kann.  

(1) Über Aktivierung bestimmter Oberflächenrezeptoren („Todesrezeptoren“) 

durch Bindung spezifischer Liganden (exogener Stimulus),  
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(2) über den mitochondrialen Weg durch Einwirkung verschiedener Faktoren 

auf die Zelle (exogener Stimulus) oder 

(3) über das endoplasmatische Retikulum. 

 

 

1.3.1 Rezeptorvermittelte Apoptoseinduktion  

 

Bereits 1975 wurde ein von Makrophagen produzierter Faktor entdeckt, der 

maßgeblich an der Zerstörung von Tumorzellen beteiligt war. Dabei handelte es 

sich um den Tumor-Nekrose-Faktor TNF (Carswell et al., 1975).  

Heute weiß man, dass TNF durch Bindung an bestimmte 

Oberflächenrezeptoren Apoptose induzieren kann. Diese Rezeptoren werden 

aufgrund ihrer Hauptfunktion Zelltodrezeptoren („death receptors“) genannt und 

bilden eine Untergruppe der TNF-/NGF-Rezeptor-Superfamilie (Schulze-Osthoff 

et al., 1998). Die Todesrezeptoren sind durch eine intrazelluläre Todesdomäne 

(„death domain“, DD) gekennzeichnet, welche entscheidend für die 

Transduktion des apoptotischen Signals ist (Tartaglia et al., 1993). Nach 

Aktivierung der Rezeptoren durch Bindung spezifischer Liganden wird ein 

zytoplasmatisches Adapterprotein an die Todesdomäne gebunden. Dieses 

Adapterprotein aktiviert seinerseits über eine sog. Todeseffektordomäne („death 

effector domain“, DED) eine Initiatorcaspase, die konsekutiv den Ablauf des 

programmierten Zelltods initiiert (Nagata, 1997). Die bislang am besten 

untersuchten Adapterproteine sind „TNF-receptor-1-associated death domain“ 

(TRADD) (Hsu et al., 1995) und „Fas associated via death domain“ 

(FADD)/MORT-1 (Chinnaiyan et al., 1995). Bis heute wurden acht 

Todesrezeptoren identifiziert. Dazu gehören: DR-1 (TNF-R1), DR-2 (CD95, 

APO-1 oder Fas), DR-3 (APO-3, LARD, TRAMP, WSL1), DR-4 (TRAIL-R1), 

DR-5 (TRAIL-R2), DR-6, EDAR (ectodermal dysplasin receptor) und NGFR 

(nerval growth factor receptor, p75NTR) (Locksley et al., 2001; Aggarwal, 

2003). 

Bemerkenswerter Weise haben die Todesrezeptoren nicht nur Einfluss auf die 

Initiierung von Zelltodmechanismen, sondern können über sog. „TNF-receptor-
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associated factors“ (TRAF´s) auch Zellaktivierung, Zellproliferation und Zell-

differenzierung fördern (Ashkenazi und Dixit, 1998; Baud et al., 2001). 

Ähnlich wie die Zelltodrezeptoren gehören alle Liganden (s. Tab. 2) der 

Rezeptoren, mit Ausnahme derer des NGFR, aufgrund struktureller Homologien 

zur TNF-Superfamilie (Ashkenazi und Dixit 1998; Schulze-Osthoff et al., 1998).  

 

 

Tabelle 2: Todesrezeptoren und ihre Liganden  (nach Aggarwal, 2003 und Ashkenazi, 2002). 

Rezeptor Ligand 

DR 1 TNF α, TNF β 

DR 2 CD 95 L/Fas L/Apo-1 L 

DR 3  VEGI 

DR 4 TRAIL/Apo-2L 

DR 5 TRAIL/Apo-2L 

DR 6 ? 

EDAR EDA-A1 

NGFR NGF 

DR=death receptor, TNF=tumor necrosis factor, Fas L=Fibroblast-associated ligand, VEGI=vascular 
endothelial growth inhibitor, TRAIL=TNF-related apoptosis-inducing ligand, EDAR= Ectodysplasin 
receptor, EDA= Ectodysplasin-A, NGF(R)=nerval growth factor (receptor).  

 

 

Am besten untersucht ist bislang die Signaltransduktion des CD 95-Systems 

(Ashkenazi und Dixit, 1998; Locksley et al., 2001). Deshalb wird der 

Wirkmechanismus der Todesrezeptoren nun am Beispiel von CD 95 näher 

erläutert: 

Durch Bindung von löslichem (sCD95L) oder membrangebundenem (mCD95L) 

CD 95-Liganden an den bereits trimerisierten Rezeptor (Siegel et al., 2000) 

kommt es zur Dimerisierung zweier Trimere von CD 95 (Holler et al., 2003) und 

somit zur Aktivierung der apoptotischen Kaskade. Das Adapterprotein FADD 

bindet über seine C-terminale Todesdomäne (DD) an die DD von CD95, 

wodurch der Todes-induzierende Signalkomplex („death inducing signalling 

complex“, DISC) entsteht. Des Weiteren verfügt FADD noch über eine N-
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terminale Todeseffektordomäne (DED), die an eine analoge Domäne der 

Procaspase-8 bindet (Kischkel et al., 2001) (s. Abb. 4) und zu einer 

Konformationsänderung führt. Konsekutiv erfolgt am DISC autokatalytisch die 

Aktivierung der Procaspase-8 (Muzio et al., 1996). Die aktive Caspase-8 

verlässt den Signalkomplex und aktiviert weitere Caspasen, wodurch das 

apoptotische Signal fortgeleitet wird.  

 

 

Abbildung 4: CD 95-Signalweg. Nach der Rezeptortrimerisierung werden Adaptermoleküle 

wie FADD rekrutiert. Die Bindung der Procaspasen in den DISC ermöglicht deren Autokatalyse 

und löst Apoptose aus (DD: death domain, DED: death effector domain, DISC: death inducing 

signalling complex). 

 

 

1.3.2 Die mitochondriale Apoptoseinduktion 

 

Die mitochondrial-induzierte Apoptose ist die häufigste in Wirbeltieren 

beobachtete Form des programmierten Zelltods. Hierbei reagiert die Zelle auf 

exogene Stimuli wie Entzug von Wachstumsfaktoren, Hypoxie und Hitzeschock 

(Kluck et al., 1997). Zu den direkt auslösenden Faktoren gehören außerdem 
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reaktive Sauerstoffintermediate (ROI) (Cassarino und Bennett, 1999; Kroemer 

et al., 1997) und Chemikalien, wie z.B. Inhaltsstoffe von Rotwein (Wieder et al., 

2001 a) oder Chemotherapeutika (Wieder et al., 2001 b). Indirekt kann der 

mitochondriale Signalweg über Erzeugung von DNA-Schäden und dadurch 

bedingte Aktivierung des Tumorsuppressors p53 initiiert werden (Carson und 

Lois, 1995; Lane, 1992). In allen Fällen spielt die Permeabilität der äußeren 

Mitochondrienmembran (MOMP4) eine entscheidende Rolle. Durch 

Veränderung der Permeabilität werden nicht weniger als drei Mechanismen 

aktiviert, in deren Folge Apoptose ausgelöst wird (Green und Kroemer, 2004) 

(s. Abb. 5): 

� Freisetzung von Molekülen, die zur Aktivierung von Caspasen führen, 

� Freisetzung von Molekülen, die eine Caspasen-unabhängige Form des 

Zelltods bewirken, 

� Verlust von mitochondrialen Funktionen, die essentiell für das Überleben 

der Zelle sind. 

Der genaue Mechanismus wie die Permeabilität der äußeren 

Mitochondrienmembran reguliert wird konnte allerdings bisher noch nicht 

aufgeklärt werden. Es wurden jedoch zwei unterschiedliche Modelle 

beschrieben. Nach dem ersten Modell kommt es nach Öffnung einer Pore in der 

inneren Mitochondrienmembran (sog. PT-Pore5) zum osmotischen Einstrom 

von Wasser und Molekülen bis zu einer Größe von 1,5 kD (Petit et al., 1996). 

Dieses Ereignis, genannt „permeability shift transition“, resultiert in einem 

sofortigen Zusammenbruch des Potentials der inneren Mitochondrienmembran 

(∆Ψm) und einer Schwellung der mitochondrialen Matrix (Crompton et al., 

1999). Da die Oberfläche der inneren Membran durch ihre Fältelung viel größer 

ist als die der äußeren, führt die Ausdehnung der mitochondrialen Matrix 

schließlich zum Platzen der äußeren Mitochondrienmembran und die bereits 

beschriebenen Mechanismen können ablaufen.  

Das zweite Modell berücksichtigt die PT-Pore nicht, sondern geht von einem 

direkten Einfluß der Bcl-2 Familie auf die äußere Mitochondrienmembran aus 

(Green und Kroemer, 2004). Allgemein lässt sich jedoch sagen, dass während 
                                                 
4 Mitochondrial outer membrane permeabilization 
5 Permeability transition pore 
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der Apoptose die Permeabilität der inneren Mitochondrienmembran erhöht ist, 

wodurch konsekutiv verschiedene Proteine ins Zytosol freigesetzt werden 

(Goldstein et al., 2000).  

Cytochrom c aktiviert die Caspase-9 (Liu et al., 1996), wodurch kaskadenartig 

mehrere Effektorcaspasen aktiviert werden, die schließlich zum Zelltod führen. 

Des Weiteren wird durch Verlust von Cytochrom c die mitochondriale 

Elektronentransportkette zwischen Komplex III und IV gestört. Deshalb binden 

die Elektronen vermehrt an molekularen Sauerstoff, wodurch insbesondere 

Superoxidanionen entstehen, die durch Oxidation von Lipiden, Proteinen oder 

Nukleinsäuren weitere Schäden verursachen können (Cai und Jones, 1998; 

Cassarino und Bennett, 1999). 

Smac/Diablo hat hemmende Wirkung auf Inhibitoren der Apoptose (IAPs) und 

fördert somit die Apoptose (Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000).  

Apoptose-induzierender Faktor (AIF) transloziert nach Freisetzung aus den 

Mitochondrien in den Zellkern und bedingt Caspasen-unabhängig 

Chromatinkondensation, Fragmentierung der DNA und Exposition von 

Phosphatidylserin an der Zelloberfläche (Susin et al., 1999; Joza et al., 2001).  

Endonuklease G bindet nach Freisetzung an den Zellkern und induziert eine 

Caspasen-unabhängige DNA-Fragmentierung (Li et al., 2001). 

Außerdem werden Procaspasen-2, -3, -9 sowie Ca2+-Ionen freigesetzt, die die 

Aktivierung von Caspasen und Nukleasen begünstigen (Cassarino und Bennett, 

1999; Green und Reed, 1998 a; Loeffler und Kroemer, 2000; Petit et al., 1997). 

 

 

 

 
Abbildung 5: Mitochondriale Veränderungen im Verlau f der Apoptose 

Zusammenbruch des mitochondrialen  
Membranpotentials ( ∆Ψ) 

Freisetzung von:  
 
• Cytochrom c 
• Caspasen-2, -3, -9 
• Smac/DIABLO 
• AIF 
• Ca2+-Ionen 

Folgen:  
 
• ROI-Bildung 
• Aktivierung des Apoptosoms 
• Verstärkung der Apoptose 
• Inaktivierung antiapoptot. IAPs 
• Caspase-unabhängige Apoptose 
• Aktivierung bestimmter Enzyme 

Aktivierung der 
Mitochondrien 
 
• durch Bak/Bax 
• durch die PT-Pore 
• durch weitere Stimuli 
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In der Vergangenheit wurden zunächst Typ-I Zellen, bei denen die Apoptose 

über den Rezeptor-vermittelten Signalweg induziert wird, von Typ-II Zellen, 

deren Apoptoseinduktion über den mitochondrialen Weg abläuft, unterschieden 

(Schmitz et al., 1999). Doch inzwischen konnte eine Verbindung zwischen 

diesen beiden Signalwegen nachgewiesen werden. Über die Spaltung von Bid, 

einem Mitglied der Bcl-2 Familie, durch die aktive Caspase-8 entsteht ein 

carboxyterminales Fragment (tBid). Dieses Fragment bindet an Bax, welches 

durch anschließende Konformationsänderung aktiviert wird und die Freisetzung 

von Cytochrom c aus den Mitochondrien bewirkt (Desagher et al., 1999). 

 

 

1.3.3 Apoptoseinduktion durch das Endoplasmatische Retikulum  

 

Auf diesen Signalweg wurde man erst kürzlich durch die Entdeckung der im 

Endoplasmatischen Retikulum (ER) verankerten Caspase-12 aufmerksam 

(Nakagawa et al., 2000 a). Eine wesentliche Aufgabe des ER besteht in der 

Synthese und anschließenden Faltung verschiedener Proteine in ihre Tertiär- 

und Quartärstruktur. Verschiedene Faktoren wie Hypoxie, Störungen der Ca2+-

Homöostase, virale Infekte oder Proteinüberladung stören diese Funktion und 

führen somit zur Anhäufung ungefalteter Proteine. Dadurch wird die „ER 

Stressantwort“ oder die „Ungefaltete-Proteine-Antwort“ (UPR) aktiviert (Pahl 

und Baeuerle, 1995), wodurch die Translationsrate weiterer Proteine gedrosselt 

wird. Kann dieser Mechanismus aus irgendwelchen Gründen nicht ablaufen, 

kommt es zur Apoptose. Der genaue Signalweg der ER-induzierten Apoptose 

konnte bislang jedoch nicht vollständig aufgeklärt werden.  

 

 

1.4 Die Familie der Bcl-2 Proteine  

 

Die Proteine der Bcl-2 Familie spielen eine entscheidende Rolle bei der 

Aktivierung von Caspasen und somit bei der Regulation der Apoptose. Beim 
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Menschen wurden bisher 26 Mitglieder der ständig wachsenden Familie 

beschrieben (siehe Tab. 3).  

 

 

Tabelle 3: Humane Mitglieder der Bcl-2 Familie 

Anti-apoptotisch Pro-apoptotisch 

Bcl-2 ( Tsujimoto et al., 1985) 

Bcl-X L (Boise et al., 1993) 

Bcl-w ( Gibson et al., 1996) 

Mcl-1 (Kozopoas et al., 1993) 

A1/Bfl-1 ( Lin et al., 1996) 

Boo/Diva ( Song et al., 1999) 

Bcl-xES ( Schmitt et al., 2004) 

Bcl-2-L-10 ( Zhang et al., 2001) 

Bcl-B ( Ke et al., 2001) 

Bax (Oltvai et al., 1993) 

Bak (Chittenden et al., 1995; Kiefer et al.,1995) 

Bok/Mtd (Hsu et al., 1997) 

Bik/Nbk (Boyd et al., 1995; Han et al., 1996) 

Bid (Wang et al., 1996) 

Bad (Yang et al., 1995) 

Hrk/DP5 (Inohara et al., 1997) 

Bim/Bod (O’Connor et al., 1998) 

Noxa/APR (Oda et al., 2000) 

Bnip (Matsushima et al., 1998) 

Bcl-XS (Boise et al., 1993) 

Bcl-rambo (Kataoka et al., 2001) 

Bcl-G (Guo et al., 2001) 

Bmf (Puthalakath et al., 2001) 

Bcl-2L12 (Floros et al., 2003) 

EGFP-Bak-like (Kim et al., 2004) 

Bfk (Coultas et al., 2003) 

 

 

Erstmals entdeckt wurden Bcl-2 Gene in B-Zell Lymphomen6. Dort führt eine 

chromosomale Translokation zur Fehlregulation von Genen mit anschließender 

Überproduktion der kodierten Proteine (Tsujimoto et al., 1985). Auf dem Boden 

dieser Entdeckung wurde Bcl-2 als ein Protoonkogen bekannt, das durch 

Hemmung der Apoptose das Überleben von Zellen verlängert. In den darauf 

folgenden Jahren beobachteten mehrere Arbeitsgruppen, dass Bcl-2 

überexprimierende Zellen hämatopoetischen Ursprungs nach 

                                                 
6 B-cell lymphomas 
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Wachstumsfaktorentzug keine Apoptose einleiten, sondern in die G0-Phase 

eintreten (McDonnell et al., 1990; Vaux et al., 1988). Bcl-2 ist also in der Lage in 

vielen Zelltypen die Apoptose hinauszuzögern oder sogar ganz zu verhindern 

(Hockenbery et al., 1990). 

Inzwischen wurden zahlreiche Bcl-2 Homologe identifiziert, die eine 

Proteinfamilie bilden. Diese Familie beinhaltet sowohl pro-, als auch anti-

apoptotische Proteine (Chao und Korsmeyer, 1998). Einige Gene der Bcl-2 

Familie produzieren zwei oder mehr Proteine, wobei diese gegensätzliche 

Zelltodfunktionen ausüben können (z.B. Bcl-XL und Bcl-XS). Die Anfälligkeit 

einer Zelle für einen apoptotischen Stimulus hängt vom Verhältnis der beiden 

Subtypen zueinander ab. Unabhängig von ihrer Funktion werden alle Bcl-2 

Proteine durch α-helikale, sogenannte Bcl-2 homologe Domänen (BH1 bis BH4) 

charakterisiert. Die BH3-Domäne wird als elementarer Bestandteil für die 

Ausbildung proapoptotischer Eigenschaften angesehen (Puthalakath und 

Strasser, 2002) (s. Abb. 6).  

 

 

 
Abbildung 6: Schematische Darstellung anti- und pro apoptotischer Bcl-2 Proteine (nach 

Burlacu, 2003). BH1 bis BH4 bezeichnen homologe Domänen, TM steht für hydrophobe 

Transmembrandomäne. Die Proteinfamilie beinhaltet antiapoptotische Mitglieder wie Bcl-2, Bcl-

X L , Mcl-1, A1, Bcl-W mit allen vier BHs und einer TM, sowie proapoptotische Moleküle wie 

Bax, Bak, Bok ohne BH4-Segment. Weitere proapoptotische Moleküle beinhalten nur die BH3-

Domäne mit (Blk, BNIP) oder ohne (Bad, Bid, Bim) hydrophoben Rest. 
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Der Hauptangriffsort von Bcl-2 ist das Mitochondrium, wo es alle apoptotischen 

Veränderungen unterdrücken kann. So schützen antiapoptotische Proteine vor 

der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), verhindern Änderungen in der 

Ca2+-Homöostase und sorgen für die Aufrechterhaltung des mitochondrialen 

Membranpotentials. Von den proapoptotischen Proteinen wirken Bak und Bax 

als direkte Aktivatoren der Mitochondrien. Sie werden durch Mitglieder der BH3-

only Familie, die eine Konformationsänderung induzieren, aktiviert.  

 

 

1.5 Erythrozyten 

 

1.5.1 Erythrozyten: Allgemeine Grundlagen 

 

Form und Funktion 

Erythrozyten sind bikonkave scheibenförmige Zellen mit einem Durchmesser 

von etwa 7,5 µm (s. Abb. 7) und weisen normalerweise eine ausgesprochene 

Verformbarkeit auf. Ihre Hauptaufgabe besteht im Transport von Sauerstoff von 

den Respirationsorganen zu den sauerstoffverbrauchenden Zellen durch 

reversible Bindung an den roten Blutfarbstoff Hämoglobin. Jedes 

Hämoglobinmolekül besteht aus vier Untereinheiten mit jeweils einer 

Proteinkette (Globin) und einem eisenhaltigen Porphyrinring (Häm), der 

Bindungsstelle für O2. Außerdem transportieren die Erythrozyten CO2 von der 

Peripherie zurück zu den Atmungsorganen. Bei Schwellung nehmen sie 

kugelförmige Gestalt an und werden Sphärozyten genannt. Im Gegensatz dazu 

spricht man bei Zellschrumpfung von Echinozyten (stechapfelförmig). Sowohl 

die Sphärozyten, als auch die Echinozyten sind in ihrer Verformbarkeit 

wesentlich eingeschränkt und weisen eine verkürzte Lebensdauer auf.  
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Abbildung 7: Erythrozyten. Eine Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme (aus Spektrum 

der Wissenschaft, Akademischer Verlag). 
 

 

Bildung und Abbau 

Pro Sekunde werden etwa 2,4 Millionen Erythrozyten neu produziert. Ihre 

durchschnittliche Lebensdauer beträgt 110-130 Tage. 

Die Erythrozyten werden während der Fetalphase in der Leber, danach im 

Knochenmark aus pluripotenten Stammzellen, den sog. Hämozytoblasten, 

gebildet. Der Hämozytoblast entwickelt sich im Verlauf mehrerer Zellteilungen 

über den Proerythroblasten zum Erythroblasten. Mit dem Beginn der 

Biosynthese von Hämoglobin wird dieser zum Normoblasten, welcher den 

inzwischen pyknotischen Zellkern während der Weiterentwicklung zum 

Retikulozyten (juveniler Erythrozyt) ausstößt. Außerdem werden intrazelluläre 

Membranen und Kompartimente abgebaut. Die so entstandene Zelle enthält 

netzförmig angeordnete Reste ribosomaler RNA, welche innerhalb der ersten 

48 Stunden verschwinden. Der reife Erythrozyt (=Normozyt) schließlich enthält 

auch keine RNA mehr. Deshalb ist er zur Energiegewinnung hauptsächlich auf 

anaerobe Glykolyse und zur Generierung von Redoxäquivalenten (NADPH) auf 

den Pentosephosphatweg angewiesen. Das so entstandene ATP und NADPH 

dient vor allem der Erhaltung der Zellstruktur, dem aktiven Transport an der 

Zellmembran (Bsp.: Na+-K+-ATPase) und der Glutathionsynthese. Glutathion 

regeneriert in reduzierter Form Thiolgruppen von Proteinen und dient der 

Entgiftung von Peroxiden. Ein Mangel an Energie beeinträchtigt über die 

Verminderung von NADPH (Pentosephosphatweg) den Nachschub an GSH 



Einleitung 

 

 26 

(reduziertes Glutathion) und schwächt somit die antioxidative Abwehr der 

Erythrozyten (Bilmen et al., 2001). Das ebenfalls aus der Glykolyse gewonnene 

NADH benötigt der Erythrozyt zur Reduktion von Methämoglobin als 

Voraussetzung für den Sauerstofftransport. Der Abbau der Erythrozyten findet 

hauptsächlich im retikuloendothelialen System von Knochenmark, Leber und 

Milz statt. 

 

Regulation der Erythropoiese 

Die Bildung der Erythrozyten wird vorwiegend durch den Einfluss von 

Erythropoietin reguliert. Das Hormon wird sowohl in der fetalen Leber, als auch 

in den adulten Nieren gebildet. Seine Ausschüttung wird bei Sauerstoffmangel 

gesteigert. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass Erythropoietin auch den Ca2+-

Einstrom und die darauf folgende Aktivierung der Scramblase hemmt (s. 1.5.2) 

und somit die Lebensdauer der Erythrozyten verlängert (Myssina et al., 2003). 

Weitere Hormone, die die Erythropoiese fördern, sind Testosteron, 

Schilddrüsenhormone, Somatotropin und Kortisol. 

 

 

1.5.2 Programmierter Zelltod bei Erythrozyten: Ca 2+-abhängig. 

 

Noch vor wenigen Jahren glaubte man, dass Erythrozyten nicht in der Lage 

seien, programmierten Zelltod durchzuführen. Diese Ansicht wurde unterstützt 

durch die Tatsache, dass Erythrozyten nach Behandlung mit Staurosporin, 

Cycloheximid oder nach Serumdeprivation im Gegensatz zu kernhaltigen Zellen 

kein Zelltodprogramm durchlaufen (Weil et al., 1996). Weitere Untersuchungen 

zeigten jedoch, dass Erythrozyten, obwohl sie keine Mitochondrien und keinen 

Zellkern mehr enthalten, nach Erhöhung des intrazellulären Ca2+-Gehaltes 

durch Calcium-Ionophore wie Ionomycin Zellschrumpfung, „membrane 

blebbing“ (Bildung von Membranausstülpungen und -bläschen) und Exposition 

von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche zeigen. Dies sind alles auch 

typische Merkmale der Apoptose in kernhaltigen Zellen (Berg et al., 2001; 

Bratosin et al., 2001; Daugas et al., 2001). Folglich sind auch Erythrozyten in 
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der Lage, sich als Reaktion auf gewisse Stimuli wie hyperosmolaren Schock (z. 

B. in der Niere), oxidativen Stress oder Energiemangel durch eine Art 

programmierten Zelltod selbst zu zerstören. Auch die verminderte Lebensdauer 

von defekten Erythrozyten bei Sichelzellanämie, Thalassämie oder Glucose-6-

phosphat-Dehydrogenasemangel ist auf eine beschleunigte Exposition von 

Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche zurückzuführen. Dadurch lassen sich 

die verminderte Erythrozytenanzahl und der erniedrigte Hämatokrit bei diesen 

Krankheitsbildern erklären (Lang K.S. et al., 2002). 

Ein wichtiger Mechanismus hierfür liegt im Einstrom von Ca2+-Ionen durch 

nicht-selektive Kationenkanäle. Diese Kanäle können infolge oxidativen 

Stresses (Duranton et al., 2002), osmostischen Schocks (Huber et al., 2001; 

Lang K.S. et al., 2003 a), durch Acetylcholin (Bennekou, 1993), 

Membrandepolarisation (Christophersen und Bennekou, 1991), Energiemangel 

(Lang K.S. et al., 2004) und Verminderung der intra- oder extrazellulären Cl--

Konzentration (Duranton et al., 2002; Huber et al., 2001) geöffnet werden, was 

zum konsekutiven Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration führt (Lang 

K.S. et al., 2003 a). Dieser Ca2+-Einstrom hat mehrere Folgen:  

 

1.) Aktivierung des Gardos-Kanals 

Es wird ein Volumen-sensitiver, einwärts-gleichrichtender Ca2+-abhängiger K+-

Kanal (KCNN4, hSK4, Gardos-Kanal) in der Erythrozytenmembran geöffnet, der 

durch Hyperpolarisation der Zellmembran zum Verlust von intrazellulärem KCl 

führt. Der KCl-Ausstrom ist aufgrund des osmotischen Drucks mit Wasser 

assoziiert und resultiert somit in einer Zellschrumpfung (Hoffman et al., 2003; 

Lang P.A. et al., 2003). Eine wichtige Rolle spielt der Gardos-Kanal auch bei 

der Schrumpfung und Deformierung von desoxygenierten Sichelzellen, die zu 

einer drastischen Erhöhung der Blutviskosität führt (Joiner et al., 1993; Franco 

et al., 1996). Durch eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber apoptotischen 

Reizen wird die Lebensdauer der defekten Erythrozyten verkürzt (Lang K.S. et 

al., 2002). 
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2.) Aktivierung der erythrozytären Scramblase 

Außerdem wirkt die erhöhte intrazelluläre Ca2+-Konzentration aktivierend auf 

die Scramblase, die zum Zusammenbruch der Membranasymmetrie von 

Phosphatidylserin und zur Exposition desselben an der Zelloberfläche führt 

(Berg et al., 2001; Bratosin et al., 2001; Daugas et al., 2001). Da Makrophagen 

mit spezifischen Rezeptoren für Phosphatidylserin ausgestattet sind (Messmer 

und Pfeilschifter, 2000; Fadok et al., 2001) wird gewährleistet, dass geschädigte 

Erythrozyten rasch erkannt, phagozytiert und abgebaut werden, um sie 

schnellst möglich aus dem Blutkreislauf zu entfernen (Boas et al., 1998; Eda 

und Sherman, 2002). Die aktivierte Scramblase führt also zu einer verkürzten 

Lebenszeit der Erythrozyten. Analog dazu weisen gealterte Zellen erhöhte 

intrazelluläre Calcium-Konzentrationen auf (Romero und Romero, 1999; Kiefer 

und Snyder, 2000). 

 

3.) Aktivierung von Calpain 

Die Calpaine bilden eine Familie zytosolischer Cystein-Endopeptidasen. Sie 

sind Ca2+-abhängig und kommen im menschlichen Organismus ubiquitär vor. 

Die physiologische Aufgabe der Calpaine besteht in der Transduktion 

extrazellulärer Signale, die über eine Erhöhung des intrazellulären Ca2+-

Spiegels vermittelt werden (Sorimachi et al., 1997). Störungen der Calpaine 

sind aufgrund ihrer unverzichtbaren Funktionen bei Zellwachstum, 

Zelldifferenzierung, Apoptose und Nekrose assoziiert mit Erkrankungen wie M. 

Alzheimer, Katarakt und Muskeldystrophie (Sorimachi und Kawabate, 2003). 

Substrate, die von Calpain modifiziert werden, sind Strukturproteine wie Keratin, 

Aktin, Fodrin und Gelsolin (Chan und Mattson, 1999). Außerdem ist Calpain in 

der Lage Bid und Bax, analog zu den Caspasen (Gao und Dou, 2000), und 

sogar die Procaspasen-3 und -9 zu spalten, wobei diese jedoch weder aktiviert 

noch inaktiviert werden (Danial und Korsmeyer, 2004). 

Erythrozyten enthalten die Isoform µ-Calpain (Calpain I), welche in der Zelle 

gelöst als inaktives Heterodimer vorliegt. Das Dimer ist zusammengesetzt aus 

einer 80 kD großen, katalytischen L (Large)- Untereinheit, welcher die 

proteolytische Aktivität zugeschrieben wird, und einer kleinen 28 kD S (Small)- 
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Untereinheit, welche vermutlich über eine Ca2+-bindende Domäne die 

katalytische Einheit reguliert (Sorimachi et al., 1997). Die Aktivierung von 

Calpain erfolgt autokatalytisch in Anwesenheit von Ca2+-Ionen. Durch eine 

Konformationsänderung wird die aktive Stelle zugänglich gemacht und das 

Enzym transloziert vom Zytosol an die Plasmamembran. Dort baut es 

Bestandteile des Zytoskeletts wie Ankyrin R ab, wodurch Ausbuchtungen der 

Zellmembran entstehen (Melloni et al., 1996; Michetti et al., 1997).  

Der endogene Inhibitor Calpastatin reguliert spezifisch die Aktivität der Calpaine 

(Emori et al., 1987). Des Weiteren besitzen die Erythrozyten ein Calpain-

aktivierendes Protein, welches Plasmamembran-assoziiert vorliegt und die 

Aktivierung von Calpain bereits bei nahezu physiologischen Ca2+-

Konzentrationen ermöglicht (Salamino et al., 1993). 

 

4.) Einfluß von Ca2+-Ionen auf das Zytoskelett 

Um ihre Aufgabe des Sauerstofftransportes effektiv zu erfüllen, müssen die 

Erythrozyten beträchtliche Deformierungen aushalten ohne daran zugrunde zu 

gehen. Diese ausgeprägte Verformbarkeit wird durch eine unübliche 

Zusammensetzung der Plasmamembran erreicht. Als Grundlage dient ein auf 

Spektrin basierendes Membranskelett, welches durch verschiedene Proteine in 

der Lipiddoppelschicht verankert wird. Die wichtigsten Bestandteile der 

Zellmembran sind Spektrin, Actin, Protein 4.1, Adducin, Tropomyosin, 

Tropomodulin, Dematin und p55. Durch laterale Wechselwirkungen entsteht 

schließlich ein richtiges Netzwerk, das durch ß-Spektrin, Ankyrin und Band 3 

bzw. durch Protein 4.1 und Glycophorin C in der Lipiddoppelschicht verankert 

wird (Nunomura et al., 1997).  

Eine erhöhte zytosolische Ca2+-Konzentration hat Einfluss auf dieses komplexe 

Netzwerk. So wurde bereits vor Jahren gezeigt, dass Calmodulin im Komplex 

mit Protein 4.1 die Spektrin↔Aktin-Interaktion Ca2+-abhängig reguliert und 

damit die Membranstabilität steuert (Tanaka et al., 1991). Calmodulin kommt 

ubiquitär vor und dient als intrazellulärer Ca2+-Rezeptor mit hoher Affinität.  
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Außerdem kann Ca2+ über Aktivierung einer Transglutaminase eine 

Quervernetzung der Membranproteine induzieren, wodurch die Zellmembran 

ihre Flexibilität verliert und rigide wird (Anderson et al., 1977). 

 

5). Stimulation von Phospholipasen, Proteinkinasen und Phosphatasen 

Auch Modifikationen von Phospholipasen (Allan et al., 1976 a, b; Smith et al., 

2001), Proteinkinasen und Phosphatasen (Cohen und Gascard, 1992; Minetti et 

al., 1996) durch Ca2+-Ionen wurden beschrieben.  

 

 

1.5.3 Programmierter Zelltod bei Erythrozyten: Ca 2+-unabhängig  

 

Die Tatsache, dass die sogenannte Eryptose (abgewandelte Art der Apoptose 

bei Erythrozyten) verursacht durch osmotischen Schock, weder durch 

Wegnahme der extrazellulären Ca2+-Ionen, noch durch den Kationenkanal-

Blocker Amilorid vollständig unterbunden werden kann, weist auf einen 

zusätzlichen Signalweg hin.  

So konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit einem hypertonen 

extrazellulären Medium zu einer Anhäufung von Ceramid führt. Das gebildete 

Ceramid erhöht die Sensitivität der Scramblase für Ca2+ und begünstigt somit 

deren Aktivität. Dadurch kommt es zur vermehrten Exposition von 

Phosphatidylserin an der Membranoberfläche. (Lang K.S. et al., 2004).  

Ceramid ist als Sphingolipid ein essentieller Membranbaustein und spielt als 

„second messenger“ auch bei der Apoptoseinduktion in vielen anderen Zellen 

eine wichtige Rolle (Frago et al., 1998; Goldkorn et al., 1998; Kolesnick und 

Fuks, 2003; Ogretmen und Hannun, 2004; Raisova et al., 2000).  

Gebildet wird Ceramid durch die Sphingomyelinase durch Spaltung des 

Membranphospholipids Sphingomyelin. Die Zellschrumpfung durch Verlust von 

KCl nach Aktivierung des Gardos-Kanals induziert ebenfalls die Bildung von 

Ceramid. Einen Überblick über das Zelltodprogramm der Erythrozyten gibt 

Abbildung 8. 
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Abbildung 8: Programmierter Zelltod bei Erythrozyte n (nach Lang F. et al., 2004). Die 

Aktivierung von Ca2+-permeablen Kationenkanälen mit konsekutiver Öffnung des Gardos-

Kanals und Aktivierung der Scramblase führt zur Exposition von Phosphatidylserin an der 

Zelloberfläche und zur Zellschrumpfung, welche wiederum Ceramidbildung induziert (weitere 

Erläuterungen siehe Text). 

 

 

1.5.4 Rolle der Caspasen in Erythrozyten  

 

Faktoren wie Cytochrom c, Apaf-1 oder Caspase-9, die in kernhaltigen Zellen 

bedeutend für die Apoptose sind, können in Erythrozyten nicht nachgewiesen 

werden. Erstaunlicherweise enthalten sie jedoch beträchtliche Mengen an 

Procaspase-3 (Effektorcaspase) und -8 (Initiatorcaspase), welche allerdings 

durch eine Vielzahl von apoptotischen Stimuli nicht aktiviert werden können. 

Bislang konnte lediglich eine Aktivierung der Procaspase-3 infolge oxidativen 

Stresses gezeigt werden (Mandal et al., 2002). Das Zelltodprogramm der 

Erythrozyten läuft demnach weitgehend unabhängig von Caspasen ab. Die 

Funktion der vorhandenen inaktiven Caspasen konnte bislang nicht aufgeklärt 

werden (Berg et al., 2001). 
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1.6 Quecksilber 

 

Eigenschaften und Vorkommen 

Die im Periodensystem für Quecksilber verwendete Abkürzung Hg kommt aus 

dem Lateinischen und bedeutet soviel wie „flüssiges Silber“ (hydrargyrum). 

Quecksilber ist ein natürlich vorkommendes Schwermetall und gehört zu den 

giftigsten in der Umwelt anzutreffenden Stoffen (Clarkson, 1971; Passow et al., 

1961; Clarkson et al., 2003 ). Durch Zersetzung von Mineralien im Gestein oder 

im Erdboden durch Wind- und Wassererosion wird es freigesetzt. Der Mensch 

erhöht diesen geringen natürlich vorkommenden Quecksilberanteil durch die 

Verbrennung fossiler Brennstoffe, Bergbau, Müllverbrennung und die 

Verwendung von Hg-haltigen Pestiziden, welche allerdings seit 1982 verboten 

sind. Ein Hauptemittent heutzutage ist die Chloralkaliindustrie, wobei durch die 

Industrieabwässer quecksilberhaltige Schlämme ins Meer gelangen. Dadurch 

kommt es zur Akkumulation von organischen Quecksilberverbindungen in 

Meerestieren. Die Konzentrationen dabei sind teilweise so hoch, dass es beim 

Verzehr dieser Tiere durch den Menschen zu akuten Vergiftungserscheinungen 

kommen kann. In Minamata, Japan erkrankten in den 50er Jahren auf diese 

Weise unzählige Menschen. Außerdem wurden Quecksilber und seine 

Verbindungen jahrhundertelang in der Medizin als Desinfektionsmittel, 

Antiseptika, Wurmmittel und Diuretika verwendet.  

Bei Raumtemperatur liegt Quecksilber als silbern glänzende Flüssigkeit vor, die 

erst bei –39°C in den festen Aggregatzustand wechse lt. Allgemein können 

Quecksilberverbindungen je nach Bindungsart in drei Gruppen eingeteilt 

werden: 

� Metallisches Quecksilber:  gute Resorption bei Inhalation, reichert sich 

v.a. in Gehirn und Nieren an. Bsp.: Amalgam, Thermometerquecksilber. 

� Anorganisches Quecksilber:  Resorption nur bei oraler Aufnahme, v.a. 

renale und gastrointestinale Symptome. Bsp.: Quecksilber(I)chlorid 

(Kalomel), Quecksilber(II)chlorid (Sublimat). 
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� Organisches Quecksilber:  gute Resorption bei oraler Aufnahme, durch 

Anreicherung im Gehirn v.a. zentrale Symptomatik. Bsp.: Mersalyl 

(früheres Diuretikum), Methylquecksilber (Fungizid). 

 

Die biologische Halbwertszeit von Quecksilber beträgt für den 

Gesamtorganismus etwa 60 Tage, auf das Gehirn bezogen jedoch mehrere 

Jahre. Elementares Hg sowie anorganische Quecksilberverbindungen werden 

vor allem über den Urin ausgeschieden, organische Verbindungen 

hauptsächlich über den Stuhl (Deutsche Gesellschaft für Arbeits- und 

Umweltmedizin, DGAUM).  

 

Pathomechanismen 

Elementares Quecksilber wird im menschlichen Körper überwiegend über das 

Katalase-System der Erythrozyten rasch zu Hg2+-Ionen oxidiert. Diese wirken 

durch Bindung an Thiol(SH)-Gruppen primär als Eiweißgifte. Betroffen sind 

Glutathion, Cystein, Homocystein, N-Acetylcystein, Metallothionein und 

Albumin. Außerdem binden die Ionen an Carbonyl- und Aminogruppen, jedoch 

mit einer um zehn Zehnerpotenzen geringeren Affinität (Zalups, 2000).  

In Erythrozyten konnte nach Einwirkung von Quecksilberdämpfen eine 

Hemmung der Aktivität der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, der 

Glutathion-Reduktase und der Superoxid-Dismutase neben einer Zunahme der 

Aktivität der Acetylcholinesterase gezeigt werden (Zabinski et al., 2000).  

 

Krankheitsbilder 

Durch den hohen Dampfdruck verdampfen bereits bei Zimmertemperatur immer 

geringe Mengen an Quecksilber. Vor allem diese Dämpfe sind extrem giftig für 

den Menschen. Bei einer akuten Intoxikation mit metallischem oder 

anorganischem Quecksilber kommt es initial zu gastrointestinalen Beschwerden 

mit massivem Erbrechen aufgrund von Kolliquationsnekrosen der Schleimhaut 

und Gastroenteritis. Anschließend werden die Nieren durch Tubulusnekrosen 

massiv geschädigt, was sich in einer Oligurie bis Anurie, Albuminurie und 

Hämaturie äußert. Zuletzt entsteht die sogenannte Colitis mucomembranacea 
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mit starken Koliken und heftigen, blutigen Durchfällen (Karow und Lang-Roth, 

2003). Zu den Folgeerscheinungen bei chronischer Quecksilberexposition 

gehören Schädigungen der Niere (v.a. proximaler Tubulus), zentrale 

Manifestationen wie Erethismus mercurialis (Reizbarkeit, Unruhe), Tremor 

mercurialis, sensomotorische Polyneuropathie, Psellismus mercurialis 

(Konzentrationsstörungen, Sprachstörungen, Persönlichkeitsschwund) und 

Anämie (Olynyk und Sharpe, 1982; Ryrie et al., 1970; Zalups, 2000). Durch die 

Anämie (Verminderung der Erythrozytenzahl, der Hämoglobinkonzentration 

und/oder des Hämatokrits) wird die Transportfähigkeit des Blutes für Sauerstoff 

stark eingeschränkt.  

Aufgrund der hohen Toxizität wurde der Gebrauch von Quecksilber in den 

letzten Jahren stark eingeschränkt. Doch in manchen Bereichen sind immer 

noch gesundheitsrelevante Dosen vorzufinden. So ist metallisches Quecksilber 

enthalten in verschiedenen Messgeräten (Thermometer, Barometer, 

Manometer) und Leuchtstofflampen. Außerdem wird es freigesetzt bei der 

Wartung und Reparatur von Chloralkalielektrolysezellen im sog. 

Amalgamverfahren. Anorganische Quecksilberverbindungen werden bei der 

Herstellung von Knopfzellen verwendet. 

 

Grenzwerte 

Der Wert der maximal zulässigen Arbeitsplatzkonzentration (MAK-Wert) für 

Quecksilber liegt in Deutschland bei 100 µg Hg/m3 Luft. Daraus ergeben sich 

bei beruflich exponierten Personen Konzentrationen von etwa 100 µg Hg/l Urin 

bzw. 25 µg Hg/l Blut (DGAUM). 

 

Amalgam 

Amalgam ist eine Legierung von Quecksilber mit anderen Metallen. In der 

Zahnmedizin findet es unter Verwendung von Silber, Zinn und Kupfer als 

Legierungspartner Anwendung als Füllungsmaterial. Dabei tritt das Quecksilber 

vor allem dampfförmig aus, wird in der Lunge resorbiert und geht ins Blut über. 

Insgesamt erreicht die Freisetzung von Quecksilber aus Amalgam auch bei 

zahlreichen Füllungen nur einen Bruchteil der mittleren täglichen 
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Quecksilberbelastung aus Nahrung und Atemluft und ist daher nicht als 

Gesundheitsrisiko zu bewerten (Babisch et al., 1992; Zimmer et al., 2002). 

 

 

1.7 Fragestellung der Arbeit 

 

Erst vor kurzer Zeit zeigten mehrere Arbeitsgruppen, darunter Bratosin et al., 

2001; Berg et al., 2001; Daugas et al., 2001 und Brand et al., 2003, dass 

geschädigte Erythrozyten den Membranbaustein Phosphatidylserin an ihrer 

Oberfläche exponieren. Dadurch können sie mit Hilfe spezifischer Rezeptoren 

rasch von Makrophagen aufgenommen und somit aus dem zirkulierenden Blut 

beseitigt werden.  

Es wurde bereits beschrieben, dass im Verlaufe einer Quecksilberintoxikation 

die Lebensdauer der zirkulierenden Erythrozyten verkürzt ist, was zu einer 

Anämie führen kann. In der vorliegenden Arbeit wurde daher mit Hilfe der 

Durchflusszytometrie untersucht, ob durch den Einfluss von Quecksilberionen 

die Erythrozyten ebenfalls zur Exposition von Phosphatidylserin an der 

Zelloberfläche veranlasst werden. Dadurch sollte die Form des ablaufenden 

Zelltods aufgedeckt werden, um den Pathomechanismus der Anämie besser 

verstehen zu können.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Aufklärung des zugrunde liegenden 

Mechanismus, um das Wissen und Verständnis des programmierten Zelltods 

der Erythrozyten erweitern und vertiefen zu können. 
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2. Material und Methoden  

 

 

2.1 Gewinnung und Aufbereitung der Erythrozyten 

 

Es wurde Blut von gesunden Probanden verwendet, die sich freiwillig zur 

Verfügung gestellt haben. Die Untersuchungen wurden von der 

Ethikkommission der Universität Tübingen geprüft und genehmigt. Die 

Erythrozytenkonzentrate wurden von der Blutbank der Universität Tübingen 

bereitgestellt. Zur Herstellung wurde ein „OptiPure RC quadruple blood pack 

set“ mit einem Filter von Baxter (Unterschleißheim, Deutschland) eingesetzt. 

Dabei wurden 500 ml Blut automatisch mit 70 ml des CPD-Puffers gemischt (s. 

Tab. 4). Die Blutkomponenten wurden durch 10 minütiges Zentrifugieren bei 

4795 g und 22 °C getrennt. Plasma, buffy coat und E rythrozyten wurden dann 

in die entsprechenden Blutbeutel gepresst. 

 

 

Tabelle 4:  Zusammensetzung des CPD-Puffers 

Substanz Konzentration [mg/ml] 

Zitronensäure   3,27 

Natriumcitrat 26,30 

Natriumhydrogenphosphatdihydrat   2,50 

Dextrosemonohydrat 25,50 

 

 

Dabei wurden die Erythrozyten mit SAG-M stabilisierender Lösung (s. Tab. 5) 

versetzt und durch einen integrierten Leukozyten-Depletionsfilter bei 

Raumtemperatur gepresst. Die so entstandenen Erythrozytenkonzentrate 

wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.  Die Experimente wurden 

in isotoner Kochsalzlösung bei 37 °C durchgeführt, um möglichst 

physiologische Bedingungen zu gewährleisten. 
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Tabelle 5:  Zusammensetzung der SAG-M Lösung 

Substanz Konzentration [mg/ml] 

NaCl 8,77 

Dextrosemonohydrat 9,00 

Adenin 0,17 

Mannitol 5,25 

 

 

Analyse der Blutzellzahlen 

Die im Konzentrat enthaltene Anzahl an Thrombozyten wurde unter 

Verwendung eines automatischen Blutzellanalysegerätes (CellDyn3000; Abbott 

GmbH, Wiesbaden, Deutschland) bestimmt. Die Zellen wurden über die 

Kombination ihrer optischen und elektrischen Eigenschaften in einem 

geeigneten Zählermedium erkannt. Nach dieser Analyse enthielten die 

Erythrozytenkonzentrate 2,4 ± 0,2 % (n=22) der ursprünglichen 

Thrombozytenzahl im Gesamtblut. 

Die Zahl der Blutplättchen wurde ferner anhand einer Thiazolorange-Färbung 

durchflusszytometrisch nachgewiesen (Kienast und Schmitz, 1990). Dabei kam 

das Retic-COUNT (Thiazole orange) Reagenz von Becton Dickinson zum 

Einsatz. Die Messungen wurden nach den Hinweisen der Hersteller in einem 

FACS-Calibur (Becton Dickinson) durchgeführt. Dabei wurde die Zellzahl im 

Thrombozyten-Gate der entsprechenden Vorwärtsstreuung (forward scatter, 

FSC) gegen die Thiazolorange-Fluoreszenz-Intensität (FL-1H) aufgetragen und 

mit Hilfe des CellQuestTM Programms ausgewertet. 

Die Leukozytenzahlen in den Erythrozytenkonzentraten wurden anhand der 

Durchflusszytometrie mit Hilfe eines Coulter Epics XL (Beckman Coulter, 

Krefeld, Deutschland) bestimmt. Durch Einsatz eines TrueCount Kit der Firma 

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) wurde die interne Normalisierung 

erzielt. Die Messungen ergaben eine Leukozytenzahl von 0,012 ± 0,001 % 

(n=22) der ursprünglichen Leukozytenzahl im Gesamtblut. Die 

Erythrozytenkonzentrate waren also praktisch frei von Leukozyten. 
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Die Anzahl an Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten in den 

Erythrozytenkonzentraten wurde außerdem mit Hilfe eines elektronischen 

Hämatologie-Teilchenzählers (MDM 905, Medical Diagnostics Marx, Butzbach, 

Deutschland) erfasst. 

 

 

2.2 Verwendete Substanzen 

 

Quecksilber  

Als Quelle für Quecksilberionen (Hg2+) diente Quecksilber-(II)-chlorid (HgCl2), 

ein Produkt der Firma Sigma (Taufkirchen, Deutschland). Zunächst wurde eine 

Stammlösung der Konzentration 10 mM hergestellt. Um die eingesetzten 

Konzentrationen von 0,03 µM bis 3 µM zu erhalten, wurde die Stammlösung 

entsprechend verdünnt und die jeweils erforderlichen Volumina zu den 

Versuchsansätzen pipettiert. 

 

Ionomycin  

Der verwendete Calcium-Ionophor Ionomycin ist ebenfalls ein Produkt der 

Firma Sigma. Er wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst und in 

Konzentrationen von 0,01 µM bis 1 µM eingesetzt. 

 

Annexin-V-Fluos  

Der Verlust der asymmetrischen Anordnung der Membranphospholipide ist ein 

frühes Merkmal der Apoptose (Andree et al., 1990; Fadok et al., 1992; Creutz, 

1992). Dabei kommt es zur Exposition von Phosphatidylserin an der 

Zelloberfläche (Vermes et al., 1995). Diese Tatsache wird bei der 

durchflusszytometrischen Analyse apoptotischer Zellen ausgenutzt. Durch 

Anfärbung der Proben mit Annexin-V-Fluos können somit apoptotische Zellen 

nachgewiesen werden (Koopman et al., 1994; Homburg et al., 1995; Verhoven 

et al., 1995). Annexin-V ist ein antikoagulierendes Protein, welches Ca2+-

abhängig bevorzugt an anionische Phospholipide bindet. Deshalb besteht für 

Phosphatidylserin eine besonders hohe Affinität (Andree et al., 1990). 
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Um die Menge an gebundenem Annexin-V erfassen zu können, wird es mit 

dem Fluorochrom Fluoreszeinthiocyanat (FITC) konjugiert. Für die vorliegenden 

Versuche wurde ein Produkt der Firma Roche (Penzberg, Deutschland) 

verwendet. Vor Gebrauch wurde die Substanz 1:50 mit Waschpuffer (s. 2.3) 

verdünnt. 

 

Fluo 3/AM  

Das fluoreszierende Fluo 3/AM ist ein Produkt der Firma Calbiochem (Bad 

Soden, Deutschland). Es ist membranpermeabel und bindet an Ca2+-Ionen. Im 

Gegensatz zu anderen Ca2+-detektierenden Farbstoffen fluoresziert Fluo 3/AM 

erst nach Hydrolyse durch zelluläre Esterasen und anschließende Bindung an 

Ca2+-Ionen. Dadurch werden nur intrazelluläre Ca2+-Ionen erfasst. 

 

Fluo 3  

Fluo 3 bindet ebenfalls an Ca2+-Ionen. Eine intrazelluläre Aktivierung durch 

Hydrolyse ist jedoch nicht notwendig. Daher wurde diese Substanz der Firma 

Calbiochem für einen Kontrollversuch verwendet, in dem mögliche Interaktionen 

zwischen Fluo 3 und Quecksilberionen überprüft wurden. 

 

 

2.3 Verwendete Lösungen 

 

Ringerlösung  

Die Ringerlösung (s. Tab. 6) diente als Grundlage für alle Versuche. Mit N-2-

Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethan-sulfonsäure (HEPES) und Natronlauge 

(NaOH) wurde die Lösung auf pH 7,4 eingestellt. Die Osmolarität der Lösung 

betrug 300 mOsm und wurde mit Hilfe eines VAPRO 5520 Dampfdruck-

Osmometers (Wescor, Logan, Utah, USA) kontrolliert. 
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Tabelle 6:  Zusammensetzung der Ringerlösung 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 125 

KCl     5 

MgSO4     1 

HEPES   32 

Glucose     5 

CaCl2     1 

NaOH nach Bedarf 

 

 

Annexin-Waschpuffer  

Nach Inkubation der Erythrozyten mit oder ohne Hg2+-Ionen wurde ein Annexin-

bindender Puffer zum Waschen und Verdünnen der Proben verwendet (s. Tab. 

7). Der gleiche Puffer wurde auch benutzt, um den eingesetzten 

Fluoreszenzfarbstoff Annexin-V-Fluos zu verdünnen (1:50). Die Lösung wurde 

ebenfalls mit HEPES und NaOH auf pH 7,4 eingestellt. 

 

 

Tabelle 7:  Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 140 

CaCl2     5 

HEPES   10 

NaOH nach Bedarf 
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2.4 FACS-Analyse  

 

Der Begriff „FACS“ ist eigentlich ein registriertes Markenzeichen der Firma 

Beckton Dickinson und steht für „Fluorescence Activated Cell Sorting“. 

Inzwischen hat sich der Begriff aber als allgemeine Bezeichnung für die 

Durchflusszytometrie eingebürgert. 

Die Grundlagen für die Durchflusszytometrie wurden 1952 von Wallace Coulter 

gelegt. Er beschrieb als erster ein Instrument, mit dem man Zellzahl und 

Zellgröße elektronisch bestimmen konnte. Dazu mussten die in einer leitenden 

Flüssigkeit schwimmenden Zellen einzeln einen Messpunkt passieren. Durch 

die Entwicklung dieses Gerätes wurde das Zählen von gelösten Partikeln und 

somit z.B. die Leukozytenzählung für eine Blutanalyse wesentlich erleichtert 

(McCarthy et al., 2001). 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht also das Zählen bestimmter Partikel - im 

vorliegenden Fall Erythrozyten - und erlaubt darüber hinaus Aussagen über 

Eigenschaften der gemessenen Teilchen. 

Ein Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf Streulicht. Die zu 

untersuchenden Zellen wandern hintereinander, in einem Flüssigkeitsstrom 

hydrodynamisch fokussiert, durch eine dünne Messkammer und erzeugen je 

nach Zellgröße und -struktur Streulicht, wenn sie von einem Laserstrahl 

getroffen werden. Das Streulicht kann dann in verschiedenen Winkeln von dem 

FACS-Gerät gemessen werden und liefert somit mehrere Informationen über 

die Eigenschaften der verwendeten Zellen. 

Meist wird das Vorwärtsstreulicht (Forward-Scatter, FSC) in einem Winkel von 

0,7°-10° und das Seitwärtsstreulicht (Side-Scatter,  SSC) etwa im 90°-Winkel 

zum ursprünglichen Strahl gemessen. Die Größe des Forward-Scatters hängt 

vor allem von der Größe der Zellen ab, während der Side-Scatter auch von der 

Binnenstruktur der Zelle und der Membranfaltung bestimmt wird (Brunsting et 

al., 1974). 

Die Hauptanwendung der FACS-Analyse besteht jedoch in der Erfassung 

bestimmter Eigenschaften der zu untersuchenden Zellen wie Zelltyp, 

Präsentation von Rezeptoren oder Antigenen auf der Zelloberfläche, 
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Enzymaktivitäten oder DNA-Gehalt. Dies gelingt durch Konjugation mit 

spezifischen Fluorochromen. Die Zellen werden hierbei mit monoklonalen 

Antikörpern, die direkt oder über sekundäre Antikörper an Fluoreszenzfarbstoffe 

gekoppelt sind, markiert. Somit können quantitative Aussagen sowohl über 

Oberflächenmoleküle, als auch über intrazelluläre Proteine getroffen werden 

(McCarthy et al., 2001). 

 

Das typische Durchflusszytometer besteht aus drei funktionellen Einheiten: 

 

� Einer Lichtquelle (meist Laser) mit Messkammer und optischer Einheit, 

� einem hydraulischen System, welches die Passage der Partikel regelt, 

� einem Computer, der die elektrischen Signale sammelt und auswertet. 

 

Trifft der monochromatische Laserstrahl auf ein Molekül des 

Fluoreszenzfarbstoffes, werden Elektronen auf ein höheres Energieniveau 

angehoben. Anschließend fallen die Elektronen wieder auf ihr ursprüngliches 

Energieniveau zurück und emittieren überschüssige Energie in Form von 

Photonen. Diese Photonenstrahlung wird von einem Photodetektor (sog. 

Photomultiplier) erfasst, der einen elektrischen Impuls erzeugt. Dieses Signal 

verhält sich proportional zu der Menge an entstandener Strahlung und somit 

auch proportional zur Menge an gebundenem Antikörper (McCarthy et al., 

2001). Die Messergebnisse werden dann graphisch in einem sog. Dot Plot 

dargestellt, wobei jeder abgebildete Punkt einem Messwert entspricht (s. Abb. 

9). 
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Abbildung 9: Dot Plot  

 

 

Im Physiologischen Institut der Universität Tübingen wird ein FACS-Calibur der 

Firma Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) für die Durchflusszytometrie 

verwendet (s. Abb. 10). 

 

 

 

 
Abbildung 10: FACS-Calibur der Firma Beckton Dickin son  

 

 

Das Gerät enthält einen luftgekühlten Argonlaser der Wellenlänge 488 nm 

(blau). Ein zusätzlicher Diodenlaser ermöglicht auch die Erfassung von Farben 

im roten Spektralbereich (635 nm). So ist die gleichzeitige Analyse von bis zu 
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vier unterschiedlichen Farben möglich. Die Flussgeschwindigkeit durch die 

Messkammer beträgt 6 m/s. 

Um verschiedene Wellenlängen an emittiertem Licht zu unterscheiden werden 

Interferenzfilter verwendet. Dadurch werden die unterschiedlichen 

Fluoreszenzspektren jeweils verschiedenen Kanälen zugeordnet (s. Abb. 11). In 

der Regel sind das für 515 - 545 nm (grün) Fluoreszenzkanal „FL1“, für 564 - 

606 nm (gelb) „FL2“, für >670 nm (rot) „FL3“ und für Wellenlängen von 653 - 

669 nm (rot) „FL4“ (Shapiro et al., 2003). 

 

Die Datenerfassung und -weiterverarbeitung erfolgte an einem Macintosh-

Computer mit Hilfe der Cell Quest Research Software, ebenfalls ein Produkt der 

Firma Beckton Dickinson. 

Das Zellvolumen der Erythrozyten wurde in den durchgeführten Versuchen über 

Messung des Forward-Scatters (FSC) erfasst. Die Intensität des verwendeten 

Fluorochroms Annexin-V-Fluos wurde in FL1 (Exzitationswellenlänge 488 nm, 

Emissionswellenlänge 530 nm) gemessen. Die FSC-Signale wurden in linearer, 

die Fluoreszenz-Signale in logarithmischer Verstärkung aufgenommen. Dabei 

wurden die Daten von jeweils 20.000 Zellen pro Probe erfasst. 
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Abbildung 11: Prinzip des Durchflusszytometers.  FL1-FL4 bezeichnen unterschiedliche 

Fluoreszenzkanäle. FSC steht für Vorwärtsstreulicht, SSC für Seitwärtsstreulicht. 

 

 

2.4.1 Durchführung einer FACS-Analyse 

 

� Nach Inkubation der Proben bei 37 °C wurden jeweils  100 µl 

Zellsuspension in 1 ml Annexin-Waschpuffer (s. 2.3) gewaschen. Dazu 

wurden die Proben 5 Minuten lang bei 3600 rpm zentrifugiert (Sorvall RT 

6000B, Du Pont de Nemours GmbH, Bad Homburg, Deutschland). 

� Anschließend wurden die Erythrozyten in 100 µl einer Lösung bestehend 

aus Annexin-V-Fluos und Annexin-Waschpuffer (1:50) resuspendiert. 

� Dann folgte eine 10-minütige Inkubation in Dunkelheit bei 

Raumtemperatur. 

� Schließlich wurden die Proben mit Annexin Waschpuffer 1:5 verdünnt 

und mit dem FACS-Calibur (Beckton Dickinson) gemessen (FL1, FSC). 
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2.4.2 Ceramid-Bestimmung 

 

Außer den bereits erwähnten Messungen wurde auch die Menge an 

gebildetem Ceramid mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt. 

Diese Methode beruht auf der Verwendung eines monoklonalen Antikörpers 

gegen Ceramid (Bieberich et al., 2003; Grassme et al., 2002). 

Folgende Substanzen wurden für die Bestimmung verwendet: 

 

 

 

 

Ablauf der Messung  

� Nach Inkubation der Proben bei 37 °C wurden je 100 µl 

Zellsuspension in 1 ml Waschpuffer, bestehend aus PBS (phosphate 

buffered saline) und 1 % FCS (fetales Kälberserum) gewaschen. 

Dazu wurden die Proben 5 min bei 4000 rpm zentrifugiert (Sorvall RT 

6000B, Du Pont de Nemours GmbH). 

� Anschließend wurde der 1. Antikörper (Anti-Ceramid-Antikörper bzw. 

reiner Maus-Ig M-Antikörper im Falle der Negativkontrolle) 1:5 mit 

PBS/1 % FCS verdünnt und zu den Proben gegeben. 

� Inkubationszeit: 1 h bei 4 °C. 

� Dann wurden die Proben 3 mal in PBS/1 % FCS gewaschen. Dazu 

wurde jeweils 5 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifug iert. 

� Zugabe des 2. Antikörpers (FITC-Anti-Maus Ig M und Ig G) zu den 

Proben nach Verdünnung (1:50) in PBS/1 % FCS. 

Anti-Ceramid-Antikörper Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

Isotypischer gematchter reiner 

Maus-Ig M-Antikörper 

Ancell, Bayport, MN, USA 

Anti-Maus Ig G und Ig M (Ziege, 

FITC-konjugiert) 

Pharmingen, Hamburg, Deutschland 

 

Sphingomyelinase (aus 

Streptomyces sp.) 

Sigma, Taufkirchen, Deutschland 
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� Inkubationszeit: 30 min bei 4 °C 

� Anschließend wiederholtes Waschen mit PBS/1 % FCS, 5 min bei 

4000 rpm und 4 °C, um ungebundenen sekundären Antik örper zu 

entfernen. 

� Durchflusszytometrische Erfassung der Intensität der FITC-

Fluoreszenz mit FACS Calibur im Fluoreszenzkanal FL1. Die 

Fluoreszenzintensität wurde mit Hilfe der CellQuestTM Software 

ausgewertet. 

 

Als Positivkontrolle wurde 1 unit/ml Streptomyces sp. Sphingomyelinase 

verwendet. Der isotypische gematchte reine Mausantikörper diente als 

Negativkontrolle, um die spezifische Bindung des 2. Antikörpers an den Anti-

Ceramid-Antikörper nachzuweisen. Er zeigte keine gesteigerte 

Fluoreszenzintensität in FL1. 

 

 

2.5 Intrazelluläre Ca 2+-Messungen 

 

2.5.1 Fluo 3/AM 

 

Mit Hilfe der FACS-Analyse kann auch der intrazelluläre Ca2+-Gehalt ermittelt 

werden. Dazu wurde die Methode nach Andrews et al. (Andrews et al., 2002) 

verwendet. Die Erythrozyten werden dabei mit Fluo 3/AM (Calbiochem, Bad 

Soden, Deutschland) beladen. 

 

Vorgehensweise 

� Inkubation von 1 ml einer Erythrozytensuspension (0,16 % Hämatokrit in 

Ringer) mit 2 µl einer Fluo 3/AM Stammlösung (2,0 mM in 

Dimethylsulfoxid [DMSO]) bei 37 °C für 15 min unter Schütteln und 

Lichtausschluss. 

� Anschließend wurden noch einmal 2 µl der Fluo 3/AM-Stammlösung zu 

den Proben pipettiert und die Zellen erneut 25 min lang inkubiert. 
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� Die mit Fluo 3/AM-beladenen Erythrozyten wurden dann bei 22 °C 5 min 

zentrifugiert (1000 g) und danach zuerst zweimal mit einer Ringerlösung, 

die 0,5 % Rinderserumalbumin (BSA) enthielt (Sigma, Taufkirchen, 

Deutschland), dann einmal mit reiner Ringerlösung gewaschen. 

� Für die Durchflusszytometrie wurden Fluo 3/AM-beladene Erythrozyten 

in 1 ml Ringerlösung (0,16 % Hämatokrit) resuspendiert und alle Proben 

bis auf die Kontrollen mit HgCl2 (0,3 µM) bzw. mit dem Ca2+-Ionophor 

Ionomycin (1 µM; Sigma, Taufkirchen, Deutschland) versetzt und für 

unterschiedliche Zeitabschnitte bei 37 °C inkubiert . 

� Danach wurde die Ca2+-abhängige Fluoreszenzintensität im 

Fluoreszenzkanal FL-1 bei einer Exzitationswellenlänge von 488 nm und 

einer Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen. 

 

 

2.5.2 Radioaktive 45Ca2+-Messungen (Tracer-Flux)  

 

Um den Ca2+-Einstrom in die Erythrozyten zu bestimmen wurde außerdem 

radioaktives 45Ca2+ verwendet. Dazu wurde eine bereits beschriebene 

Methode verwendet (Tiffert et al., 1997; Lang et al., 2003). 

 

Vorgehensweise 

� Die Erythrozyten wurden 4 mal durch 5-minütiges Zentrifugieren bei 

2000 g gewaschen. Anschließend wurden sie im Verhältnis 1:5 in einer 

Calcium-bindenden Lösung mit pH 7,5 (Lösung A, s. Tab. 8) 

resuspendiert, um extrazelluläres Ca2+ zu entfernen. 

� Das Zellpellet wurde dann 2 mal in Lösung B, pH 7,5 gewaschen (2000 g 

für 5 min), um das in Lösung A verwendete EGTA wieder zu entfernen 

(s. Tab. 9). 

� Schließlich wurden die Erythrozyten auf einen Hämatokrit von 10 % mit 

Lösung C, pH 7,5 verdünnt und für 20 min bei 37 °C vorinkubiert (s. Tab. 

10). 
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� Dann wurde das radioaktive 45Ca2+ unter Verwendung einer CaCl2-

Stammlösung der Konzentration 100 mM hinzugefügt. Die spezifische 

Aktivität betrug 107 cpm/µmol, so dass eine Endkonzentration von 100 

µM erreicht wurde. 

 

 

Tabelle 8: Zusammensetzung der Lösung A, pH 7,5 

Substanz Konzentration [mM] 

KCl 80 

NaCl 70 

HEPES 10 

MgCl2 0,2 

EGTA 0,1 

 

 

Tabelle 9:  Zusammensetzung der Lösung B, pH 7,5 

Substanz Konzentration [mM] 

KCl 80 

NaCl 70 

HEPES 10 

MgCl2 0,2 

 

 

Tabelle 10: Zusammensetzung der Lösung C, pH 7,5 

Substanz Konzentration [mM] 

KCl 80 

NaCl 70 

HEPES 10 

MgCl2 0,2 

Inosin 10 

Na-ortho-Vanadat   1 
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� Nach verschiedenen Inkubationszeiten wurden jeweils 100 µl 

Zellsuspension zu 0,7 ml der eiskalten (4 °C) Lösun g C gegeben und 0,2 

mM CoCl2 hinzugefügt. 

� Anschließend wurden die Proben für 30 s bei 10.000 g und 4 °C in einer 

Tischzentrifuge der Firma Eppendorf zentrifugiert und das entstandene 

Pellet zweimal in jeweils 1 ml der Lösung C gewaschen. 

� Nach Abnahme des Überstandes wurden durch Zugabe von jeweils 0,7 

ml einer 6 %igen Trichloressigsäure die Erythrozyten lysiert und die 

Proteine denaturiert. 

� Dann wurden die Proben noch einmal 10 min bei 14.000 g zentrifugiert 

und schließlich die Radioaktivität des 45Ca2+ im Überstand mit einem β-

Szintillationszähler der Firma Wallac (Freiburg, Deutschland) gemessen. 

 

 

2.6 Patch-clamp Experimente 

 

Die Patch-clamp Experimente wurden nach einer Methode von Hamill et al. 

(Hamill et al., 1981) in Voltage-clamp durchgeführt. Die verwendeten 

Borosilikatglaskapillaren (8-12 MΩ Spitzenwiderstand; GC 150 TF-10, Clark 

Medical Instruments, Pangbourne, UK) wurden auf einem Mikroprozessor-

getriebenen DMZ Puller (Zeitz, Augsburg, Deutschland) hergestellt und in 

Kombination mit einem MS 314 elektrischen Mikromanipulator (MW, 

Märzhäuser, Wetzlar, Deutschland) eingesetzt. Die Kapillaren wurden durch 

einen chlorierten Silberdraht mit einem EPC-9 Verstärker (Heka, Lambrecht, 

Deutschland) verbunden und die Ströme unter Verwendung einer Pulse 

Software (Heka) und eines ITC-16 Interface (Instrutech, Port Washington, N.Y., 

USA) aufgenommen (Duranton et al., 2002). Der Widerstand der 

Mikroelektroden wurde stets überprüft. 

Für die vorliegenden Versuche wurden Erythrozyten bei Raumtemperatur auf 

ein Haltemembranpotenzial (Vh) von −30 mV eingestellt und 400 ms lange 

Pulse von −100 mV bis +100 mV in Schritten von 20 mV appliziert. Die 

Ganzzellströme wurden ohne Filterung aufgenommen (Aquisitionsrate 5 kHz). 
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Die Daten wurden durch Mittelwertbildung der gemessenen Ströme zwischen 

350 und 375 ms jedes Rechteckpulses analysiert. Die angewandten 

Spannungen beziehen sich auf die zytoplasmatische Seite der Zellmembran im 

Vergleich zum Extrazellulärraum. Offset-Potenziale zwischen beiden Elektroden 

wurden vor Durchführung der Messung ausgeglichen. „Liquid junction“-

Potenziale zwischen Bad- und Pipettenlösung und zwischen Badlösung und 

Salzbrücke (gefüllt mit NaCl) wurden nach Barry und Lynch (Barry und Lynch, 

1991) berechnet und die Daten entsprechend korrigiert. Einwärts gerichtete 

Ströme, definiert als Bewegung positiver Ladung von der extrazellulären zur 

zytoplasmatischen Seite der Zellmembran, werden als negative Ströme 

bezeichnet und in den Abbildungen als Abweichungen nach unten dargestellt. 

Die Zusammensetzung der Pipettenlösung (pH 7,4) zeigt Tabelle 11. 

 

 

Tabelle 11: Zusammensetzung der Pipettenlösung, pH 7,4 

Substanz Konzentration [mM] 

Kalium-d-glukonat 80 

KCl 60 

MgATP   1 

MgCl2   1 

EGTA   3 

CaCl2   2 

HEPES 10 

NaOH nach Bedarf 

 

 

Die zu Kontrollzwecken verwendete NaCl-haltige Badlösung enthielt folgende 

Substanzen (siehe Tab. 12): 
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Tabelle 12: Zusammensetzung der Badlösung, pH 7,4 

Substanz Konzentration [mM] 

NaCl 115 

MgCl2   10 

CaCl2     5 

HEPES   20 

NaOH nach Bedarf 

 

 

Nach Erreichen der Ganzzell-Konfiguration wurde die Standard-NaCl-

Badlösung angereichert mit HgCl2 (1 µM) durch schnelle Perfusion in die Patch-

clamp Kammer gegeben. Experimente zur Erfassung selektiver Ströme wurden 

nach Ersetzen der NaCl-haltigen Lösung durch eine KCl-Lösung (s. Tab. 13) 

durchgeführt. HgCl2 wurde in destilliertem Wasser gelöst und eine 

Stammlösung von 10 mM hergestellt. 

 

 

Tabelle 13: Zusammensetzung der KCl-haltigen Badlösung, pH 7,4 

Substanz Konzentration [mM] 

KCl 140 

MgCl2     1 

CaCl2     1 

HEPES   10 

NaOH nach Bedarf 
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2.7 Bestimmung des Hämoglobingehaltes  

 

Nach Inkubation der Erythrozyten mit Quecksilberionen wurde die Hämoglobin-

konzentration im Überstand bestimmt. Dazu wurden die Proben zuerst 5 min 

bei 450 g zentrifugiert, um ein Pellet zu erhalten. Anschließend wurde der 

Hämoglobingehalt im Überstand photometrisch mit Hilfe des elektronischen 

Teilchenzählers MDM 905 der Firma Medical Diagnostic (Butzbach, 

Deutschland) bestimmt. 

Die Hämoglobinkonzentration im Überstand wurde anhand der Absorption bei 

546 nm nach Oxidation zu Cyanomet-Hämoglobin quantifiziert. Die Absorption 

des Überstandes von in destilliertem Wasser vollständig hämolysierten 

Erythrozyten wurde als 100 % Hämolyse festgesetzt. 

 

 

2.8 Statistik 

 

Von den gemessenen Daten wurden das arithmetische Mittel und der 

Standardfehler des Mittelwertes (SEM) bestimmt. „n“ gibt dabei die Anzahl 

voneinander unabhängiger Messungen an. Die statistische Analyse wurde mit 

Hilfe des gepaarten oder ungepaarten t-Tests beim Vergleich von zwei 

Experimenten bzw. mit dem ANOVA7–Test beim Vergleich mehrerer 

Versuchsreihen durchgeführt. Dabei wurden nur p-Werte < 0,05 als statistisch 

signifikant gewertet. 

                                                 
7 Analysis of variance 



Ergebnisse 

 

 54 

3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Exposition von Phosphatidylserin 

 

Die verwendeten humanen Erythrozyten zeigten in Ringerlösung nach einer 

Inkubationszeit von 24 Stunden eine geringe, aber bereits messbare Exposition 

von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche. Die Anzahl der geschädigten 

Erythrozyten wurde durch die Bindung von Annexin-V-Fluos erfasst und betrug 

4,5 ± 1,4 %. Dieser Wert wurde aus n = 8 Messungen ermittelt und dient als 

Kontrollwert. 
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Abbildung 12:  Stimulation der Phosphatidylserinexposition an der Zelloberfläche durch 

Hg2+-Ionen. Die Histogramme zeigen den jeweiligen Anteil an Annexin-bindenden Zellen in 

einem repräsentativen Experiment. Links befindet sich das Messergebnis nach 24-stündiger 

Inkubationszeit der Erythrozyten in Ringerlösung. In der Mitte und rechts sind die Werte für 

ebenfalls 24-stündige Inkubation in Ringerlösung mit 0,1 µM bzw. 0,3 µM HgCl2 aufgetragen. 

Ermittelt wurden diese Daten mittels Durchflusszytometrie. 
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Nach Zugabe von HgCl2 in Konzentrationen von 0,01 µM - 1 µM zu den 

Versuchsansätzen konnte ein signifikant gesteigerter Anteil an Annexin-

bindenden Zellen beobachtet werden (s. Abb. 12).  

Das Ausmaß des jeweiligen Anstiegs war sowohl abhängig von den 

verwendeten Stoffkonzentrationen, als auch von der Inkubationszeit. Ein halb-

maximaler Effekt wurde im Bereich von 0,2 µM erreicht. Im Anschluss an eine 

Quecksilberexposition der Erythrozyten in Höhe von 1 µM Hg2+-Ionen über 24 

Stunden banden nahezu alle Zellen Annexin (s. Abb. 13). 

 

 

 

    

Abbildung 13: Prozentualer Anteil an Annexin-bindenden Erythrozyten aufgetragen gegen die 

jeweils eingesetzte Hg2+-Konzentration. Die Zellen wurden 24 h in Ringerlösung inkubiert. 

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte ± Standardabweichung bei n = 8-10. 

 

 

Auch nach wesentlich kürzeren Inkubationszeiten hatten die Quecksilberionen 

einen deutlichen Effekt auf die Zellen. So erreichte der Anteil an Annexin-

bindenden Erythrozyten bei einer HgCl2-Konzentration von 0,3 µM bereits nach 

45 Minuten 51 ± 3 % bei n = 6.  
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3.2 Bestimmung von Zellzahl und Hämoglobin 

 

Zum Ausschluss einer Verfälschung der Daten durch Hämolyse wurden 

Experimente zur Bestimmung von Zellzahl und Hämoglobinkonzentration im 

Überstand durchgeführt.  

Nach 2-stündiger Exposition mit 0,3 µM Hg2+ wurde weder eine nennenswerte 

Abnahme der Erythrozytenzahl (104,2 ± 4,2 %, n = 4), noch ein signifikanter 

Anstieg der Hämoglobinkonzentration im Überstand (0,8 ± 0,9 %, n = 4) 

beobachtet. Nach Inkubation der Erythrozyten über 24 Stunden mit 0,3 µM 

Hg2+-Ionen zeigte sich allerdings sowohl eine leichte Abnahme der Zellzahl (s. 

Abb. 14), als auch eine Zunahme des Hämoglobingehaltes im Überstand (8,3 ± 

3,1 % des Gesamthämoglobins, n = 4). 

 

 

 

 

Abbildung 14:  Darstellung der Anzahl der Erythrozyten nach Inkuba tion (24h) in reiner 

Ringerlösung bzw. in Ringerlösung versetzt mit 0,3 µM Hg2+-Ionen.  Die Daten wurden mit 

Hilfe der Durchflusszytometrie erfasst und über einen Zeitraum von 24 h aufgezeichnet. Die 

Daten sind als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt (n = 8-10). 

 

 

 

 

0

0.5

1.0

1.5

2.0

Ringer 0.3µM 
Hg2+ 

Z
el

lz
ah

l  
[1

0
7 /m

l]



Ergebnisse 

 

 57 

3.3 Bestimmung der Zellgröße 

 

Zusätzlich zur Erhöhung des Anteils an Annexin-bindenden Erythrozyten 

bestand die Vermutung, dass Quecksilberionen auch Einfluss auf die Zellgröße 

nehmen. Um diesem Verdacht nachzugehen wurden weitere 

durchflusszytometrische Messungen durchgeführt und vor allem der Forward-

Scatter analysiert. 

So konnte gezeigt werden, dass die Einwirkung von HgCl2 zu einer 

signifikanten Abnahme des Forward-Scatters (FSC) in der FACS-Analyse führt, 

was gleichbedeutend mit einer Schrumpfung der Erythrozyten ist. Dieser Effekt 

war jedoch reversibel und dauerte nur vorübergehend an.  

Wie in den Abbildungen 15 und 16 veranschaulicht, hatte die Einwirkung 

unterschiedlicher Konzentrationen an HgCl2 (0,1 µM - 1 µM) eine Verminderung 

des Forward-Scatters zur Folge. Die maximale Verringerung des Zellvolumens 

konnte nach etwa 20 Minuten beobachtet werden.  

Anschließend erfolgte im Verlauf von 2 h eine langsame, jedoch noch 

unvollständige Erholung der Zellen im Sinne einer erneuten Zunahme der 

Zellgröße.  
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Abbildung 15:  Zellschrumpfung der Erythrozyten nach Einwirkung vo n Hg2+-Ionen . Die 

Histogramme zeigen den Forward-Scatter in einem typischen Experiment. Dabei wurden die 

Erythrozyten unterschiedlichen Lösungen ausgesetzt. Die Diagramme zeigen Werte für die 

Inkubation in reiner Ringerlösung (linkes Bild) bzw. in Ringerlösung versetzt mit 0,3 µM Hg2+. 

Die Messung wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 min, 20 min, 2 h) durchgeführt. 

 

 

Abbildung 16: Forward-Scatter von Kontrollerythrozyten in Ringerlösung (offene Kreise) im 

Vergleich zu Erythrozyten, die in Anwesenheit von 0,3 µM Hg2+ inkubiert wurden (schwarze 

Dreiecke). Der Verlauf der Messwerte wurde über einen Zeitraum von 2 h aufgezeichnet. Die 

Daten sind dargestellt als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung bei jeweils n = 6. 
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Nach einer Erholungszeit von 24 h hatten sich in den meisten Fällen die 

Erythrozyten sogar vollständig regeneriert und zeigten wieder physiologische 

Werte der Zellgröße. Nur bei der höchsten eingesetzten Dosis von 1 µM Hg2+-

Ionen behielten die Zellen auch nach 24 Stunden Regenerationszeit noch eine 

moderate Verringerung des Forward-Scatters bei (s. Abb. 17). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Forward-Scatter von Erythrozyten in A bhängigkeit von der Hg 2+-

Konzentration . Die Zellen wurden 24 h in Ringerlösung inkubiert. Die Daten sind dargestellt als 

arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung bei n = 6. * kennzeichnet einen signifikanten 

Unterschied (p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle (Abwesenheit von Hg2+). 
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3.4 Patch-clamp Experimente 

 

Um den Mechanismus aufzudecken, über welchen Quecksilber 

Zellschrumpfung und Exposition von Phosphatidylserin induziert, wurden 

Ganzzell-Patch-clamp Experimente durchgeführt. 

Dabei konnte nach Superfusion mit Hg2+-Ionen (1 µM HgCl2) ein schneller 

(<2min) und sehr ausgeprägter Anstieg des Auswärtsstromes beobachtet 

werden (s. Abb. 18). Diese Tatsache weist auf eine Aktivierung selektiver K+-

Kanäle der Erythrozyten durch Einwirkung von Quecksilberionen hin. 

 

 

 
Abbildung 18: Aktivierung eines K +-selektiven Kanals in der Erythrozytenmembran 

durch Hg 2+-Ionen. Originale Aufzeichnung von Ganzzellströmen eines humanen Erythrozyten 

vor (links außen) und nach (Mitte) Verabreichung von 1 µM Hg2+-Ionen zu der NaCl bzw. KCl 

(rechts außen) Badlösung (K-Glukonat/KCl-Pipettenlösung). Das Membranpotenzial wurde auf  

-30 mV eingestellt und Pulse von -100 mV bis +100 mV in Schritten von je 20 mV appliziert. Die 

gestrichelten Linien veranschaulichen den Nullwert. Bemerkenswert ist der augenblickliche 

Anstieg des Auswärtsstroms, der auf eine Hg2+-abhängige Aktivierung eines selektiven K+-

Kanals hinweist. 
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Außerdem wurde gleichzeitig das Umkehrpotenzial (Vrev) in Richtung des 

Gleichgewichtspotenzials der K+-Ionen verschoben (Vrev = -80 ± 14 mV, n = 6). 

Dieser Umstand weist auf einen Anstieg der K+-selektiven Leitfähigkeit der 

Zellmembran hin und unterstützt die Vermutung, dass Hg2+-Ionen die 

Aktivierung eines selektiven K+-Kanals in den Erythrozyten veranlassen. 

Veranschaulicht werden diese Ergebnisse in Abbildung 19. 

 

 
Abbildung 19: Mittlere Strom-Spannungs-Beziehung hu maner Erythrozyten.  Die Daten 

wurden in 80 K-Glukonat/60 KCl-Pipettenlösung und NaCl-Badlösung aufgenommen. Dabei 

wurden Werte vor (Vierecke, n = 6) und nach Zugabe von Hg2+ (1 µM HgCl2, Kreise, n = 6) 

ermittelt. 

 

 

Um den Verdacht auf Selektivität des beobachteten Auswärtsstroms erhärten 

zu können wurde ein weiteres Experiment durchgeführt. Dazu wurde in der 

Badlösung NaCl durch KCl ersetzt. Anschließend konnte gezeigt werden, dass 

der Einwärtsstrom in Hg2+-stimulierten Erythrozyten anstieg. Außerdem wurde 

das Umkehrpotenzial Vrev  auf etwa 0 mV zurück verschoben. So konnte die 

Selektivität des durch Quecksilberionen induzierten Stromes für K+-Ionen 

bestätigt werden (s. Abb. 18, außen rechts). 
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Die erhöhte Leitfähigkeit der Zellmembran für Kaliumionen wurde jedoch nicht 

begleitet von einer klaren Aktivierung Ca2+-permeabler nicht-selektiver 

Kationenkanäle. Daher kann ein direkter Einfluss von Hg2+-Ionen auf selektive 

Kaliumkanäle der Erythrozyten angenommen werden. Der beobachtete Anstieg 

der K+-selektiven Leitfähigkeit nach Stimulation mit Quecksilberionen war 

zeitlich begrenzt und reversibel (n = 7). Ein maximaler Effekt wurde bereits nach 

~ 1-2 Minuten beobachtet. Nach 4-6 Minuten wurde schon wieder die initiale 

Kontrollleitfähigkeit erreicht (s. Abb. 20). 

 

 
Abbildung 20: K +-selektiver Ionenausstrom nach Stimulation der Eryt hrozyten mit Hg 2+-

Ionen (1 µM) dargestellt in Abhängigkeit von der Ze it.  Die verwendeten Bad- und 

Pipettenlösungen entsprechen denen in Abb. 18 und 19. 

 

 

Da der Gardos-Kanal eine wichtige Rolle im Zelltodprogramm der Erythrozyten 

spielt sollte geklärt werden, ob der Gardos-Kanal auch an dem erhöhten 

Kaliumausstrom nach Stimulation mit Hg2+-Ionen beteiligt ist. Dazu wurden 

erythrozytäre Ganzzellströme in Anwesenheit von Clotrimazol (5 µM) 

aufgenommen. Clotrimazol ist ein spezifischer Inhibitor des Ca2+-abhängigen 

K+-Kanals (Gardos-Kanal) der Erythrozyten. Im vorliegenden Versuch hemmte 

Clotrimazol den Auswärtsstrom Hg2+-stimulierter Erythrozyten (1 µM HgCl2) 

signifikant um 58 ± 7 % (n = 3). Dadurch wird der Verdacht erhärtet, dass 

Quecksilberionen unter Beteiligung des Gardos-Kanals erythrozytären Zelltod 

induzieren. 
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3.5 Bestimmung des Calcium-Einstroms  

 

3.5.1 Intrazelluläre Ca 2+-Konzentration (Fluo 3/AM)  

 

Da bekannt ist, dass der programmierte Zelltod bei den Erythrozyten vor allem 

über Ca2+-abhängige Mechanismen initiiert wird und auch der Gardos-Kanal 

Ca2+-abhängig ist, sollte untersucht werden, ob die intrazelluläre 

Calciumkonzentration der Erythrozyten nach Einwirkung von Quecksilberionen 

ansteigt. Deshalb wurden Versuche mit dem Ca2+-sensitiven 

Fluoreszenzfarbstoff Fluo 3/AM durchgeführt. Dazu wurden Erythrozyten mit 

Fluo 3/AM beladen und die Fluoreszenz anhand der FACS-Analyse ermittelt. 

Nach Inkubation mit Quecksilberionen (0,3 µM HgCl2) zeigten die beladenen 

Zellen eine deutlich gesteigerte Fluoreszenz im Vergleich zur Kontrollgruppe (s. 

Abb. 21). Als Positivkontrolle wurde der Ca2+-Ionophor Ionomycin in der 

Konzentration 1 µM verwendet. 

 

 

Abbildung 21:  Anstieg der Fluo 3-abhängigen Fluoreszenz in Erythr ozyten nach 

Einwirkung von Hg 2+-Ionen. Typische FACS Histogramme, die die Ca
2+

-sensitive Fluoreszenz 

Fluo 3/AM-beladener Erythrozyten zeigen. Die Zellen wurden 20 min lang in NaCl Ringerlösung 

(links), in NaCl Ringerlösung mit 0,3 µM Hg2+-Ionen (mittleres Diagramm) oder in NaCl 

Ringerlösung mit dem Ca2+-Ionophor Ionomycin (1 µM; rechts) inkubiert. 
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Die Ca2+-abhängige Fluoreszenz wurde im Fluoreszenzkanal FL-1 bei einer 

Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen. Dabei wurde eine nahezu lineare 

Zunahme der Intensität innerhalb der ersten drei Stunden im Vergleich zu den 

Kontrollerythrozyten beobachtet (s. Abb. 22). 

 

 

 

 

Abbildung 22:  Zeitlicher Verlauf der ermittelten Fluoreszenz Fluo  3/AM-beladener 

Erythrozyten.  Die Zellen wurden 20 min lang in reiner NaCl Ringerlösung (Quadrate) oder in 

NaCl Ringerlösung versetzt mit Hg2+-Ionen (0,3 µM; Dreiecke) inkubiert. Die Fluoreszenz 

wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durchflusszytometrisch erfasst. Die Daten sind dargestellt 

als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung bei n = 6. 

 
 

Um die Auswirkung der Quecksilberionen auf die Fluo 3/AM Fluoreszenz 

besser erfassen zu können, zeigt Abbildung 23 noch einmal den Anstieg der 

erythrozytären Fluoreszenz nach Einwirkung von Hg2+-Ionen im Vergleich zur 

ermittelten Intensität nach Einsatz des Ca2+-Ionophors Ionomycin (1 µM).  



Ergebnisse 

 

 65 

 

Abbildung 23:  Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenz ± Standard abweichung Fluo 3/AM-

beladener Erythrozyten.  Die Zellen wurden 20 min lang in Abwesenheit (Kontrolle) oder 

Anwesenheit von Hg2+-Ionen (0,3 µM; n = 6) bzw. mit Ionomycin (1 µM; n = 9) inkubiert. * 

kennzeichnet einen signifikanten Unterschied (p ≤ 0,05; ANOVA) im Vergleich zur Kontrolle. 

 

 

3.5.2 Radioaktive Ca 2+-Messungen  

 

Um die anhand von Fluo 3/AM ermittelten Daten zu bestätigen, wurden 

zusätzlich radioaktive Ca2+-Messungen durchgeführt. Dazu wurde das 

radioaktive Isotop 45Ca2+ verwendet. Die Experimente liefen bei 37 °C sowohl  

in Abwesenheit von Quecksilber (Kontrollen), als auch unter Einwirkung von 1 

µM Hg2+-Ionen ab. 

Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass die Exposition der Erythrozyten 

mit Hg2+-Ionen entgegen unserer Erwartungen nicht zur Anreicherung von 

45Ca2+ im Zytosol führt.  

Als Positivkontrolle wurde wiederum Ionomycin in der Konzentration 1 µM 

verwendet. Die Ionomycinbehandlung führte zu einer deutlichen Akkumulation 

von 45Ca2+ im intrazellulären Raum (s. Abb. 24). 
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Abbildung 24: Aufnahme von 45Ca2+. Weder in Abwesenheit von Quecksilber (Kontrolle), 

noch unter dem Einfluss von 1 µM Hg2+-Ionen wurde eine Aufnahme von 45Ca2+ in die 

Erythrozyten gemessen. Die Messung wurde nach 10 und 180 min durchgeführt. Als 

Positivkontrolle diente die Ca2+-Aufnahme nach 10-minütiger Stimulation mit Ionomycin (1 µM). 

Die Daten liegen als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung vor bei n = 8. 

 

 

3.5.3 Fluo 3 und Hg 2+-Ionen 

 

Da unter Verwendung von radioaktivem 45Ca2+ keine Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration beobachtet werden konnte (s. 3.5.2), muss 

die Zunahme der Fluo 3/AM-Fluoreszenz beladener Erythrozyten nach 

Einwirkung von Hg2+-Ionen andere Gründe haben. Deshalb wurde ein weiteres 

Experiment durchgeführt, um eine mögliche direkte Interaktion von Fluo 3/AM 

mit den Quecksilberionen zu überprüfen. Dazu wurde Fluo 3 (4 µM), welches 

nicht erst intrazellulär durch Esterasen aktiviert werden muss, mit Ca2+- und 

Hg2+-Ionen in Konzentrationen von 1 nM bis 1 M versetzt und die jeweilige 

Fluoreszenzintensität im Fluoreszenzkanal FL-1 bei einer 

Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen. So konnte gezeigt werden, dass 

 
Kontrolle 
Hg2+ 
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Fluo 3 in Konzentrationsbereichen um 1 µM mit höherer Affinität an Hg2+ 

bindet, als an Calciumionen (s. Abb. 25). Daraus lässt sich schließen, dass die 

beobachtete Zunahme der Fluo 3/AM-Fluoreszenz (s. 3.5.1) auf der Bindung 

des Fluorochroms an intrazelluläre Quecksilberionen beruht.  

 

 

 

 

Abbildung 25:  Fluo 3-Fluoreszenz nach Bindung von Ca 2+- (Quadrate) bzw. Hg 2+-Ionen 

(Kreise). Dargestellt ist jeweils die mittlere Fluo 3-Fluoreszenz in Abhängigkeit von den 

eingesetzten Ionenkonzentrationen. Die Daten wurden mittels Durchflusszytometrie bei einer 

Emissionswellenlänge von 530 nm erfasst. 
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3.6 Ceramid-Messung 

 

Da aufgrund der intrazellulären Calcium-Messungen angenommen werden 

muss, dass Quecksilberionen über einen Ca2+-unabhängigen Mechanismus 

Apoptose initiieren, wurden weitere Experimente durchgeführt. Diese sollten 

einen eventuellen Effekt der Quecksilberionen auf die Aktivität der 

Sphingomyelinase in Erythrozyten untersuchen, da bereits gezeigt wurde, dass 

Ceramid in der Lage ist, Apoptose unabhängig von Ca2+-Ionen zu stimulieren. 

Auch diese Versuche wurden mit Hilfe der FACS-Analyse durchgeführt.  

Dabei zeigte sich, dass unter Einfluss von Hg2+-Ionen (0,3 µM) die 

Sphingomyelinase der Erythrozyten stimuliert wird. Daraus resultiert schließlich 

die Bildung von Ceramid (s. Abb. 26). Die Messdaten wurden nach einer 

Inkubationszeit von 24 h ermittelt (n = 8-9).  

 

 

Abbildung 26: Ceramidbildung in Erythrozyten nach S timulation mit Hg 2+-Ionen.  Die 

Diagramme zeigen die Bindung eines FITC-konjugierten Antikörpers, der an Ceramid bindet. 

Dargestellt ist hier ein repräsentatives Experiment, bei dem die Erythrozyten 24 h in reiner 

Ringerlösung (schwarze Kurven) bzw. in Ringerlösung mit 0,3 µM Hg2+ (graue Kurve auf der 

linken Seite) inkubiert wurden. Zu Vergleichszwecken wurden die Erythrozyten außerdem in 

Ringerlösung mit SMase (1 U/ml) inkubiert (graue Kurve auf der rechten Seite). 
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Um eine Positivkontrolle zu Vergleichszwecken zu erhalten wurden 

Erythrozyten zusätzlich mit 1 U/ml aufgereinigter Sphingomyelinase 

(Streptomyces sp.) behandelt. Die Einwirkzeit betrug dabei 5 Minuten. Zu 

beobachten war schließlich eine ähnlich erhöhte Ceramidbildung wie nach 

Einwirkung von Quecksilberionen (s. Abb. 26). 

 

 

 

 

Abbildung 26: Die mittlere Fluoreszenz der FITC-kon jugierten Anti-Ceramid–Antikörper, 

ermittelt mit Hilfe der FACS-Analyse.  Dazu wurden die Erythrozyten nach 24 h Inkubation in 

Ringerlösung, nach Behandlung mit 0,3 µM Hg2+ (24 h) und nach Einwirkung von 1 U/ml 

SMase (5 min) untersucht. Die Daten sind dargestellt in einer relativen Einheit ± 

Standardabweichung bei n = 7. * kennzeichnet einen signifikanten Unterschied im Vergleich zur 

Kontrolle (p ≤ 0,05 unter Verwendung des ANOVA-Test in Kombination mit dem Dunnett´s 

Test). 
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4. Diskussion 

 

 

4.1 Wirkung von Quecksilberionen auf Erythrozyten 

 

Aktivierung der Scramblase 

Die vorliegenden Experimente enthüllen eine neuartige Wirkung von Hg2+-

Ionen auf Erythrozyten. So konnte gezeigt werden, dass Erythrozyten unter 

Einwirkung von Quecksilberionen eine Form von programmiertem Zelltod 

durchlaufen.  

Obwohl reife Erythrozyten weder Zellkerne noch Mitochondrien besitzen, sind 

diese entgegen langjähriger Lehrmeinung doch in der Lage ein der Apoptose 

ähnliches Zelltodprogramm zu durchlaufen. So konnten bestimmte 

morphologische und biochemische Veränderungen, die für die Apoptose in 

kernhaltigen Zellen kennzeichnend sind, auch bei Erythrozyten beobachtet 

werden. Dazu gehören die Umlagerung und externe Präsentation von 

Phosphatidylserin, Ausbuchtungen der Zellmembran („membrane blebbing“) 

und Zellschrumpfung (Daugas et al., 2001). Alle diese Ereignisse werden durch 

eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration ausgelöst (Berg et al., 

2001; Bratosin et al., 2001). Andererseits sind Erythrozyten resistent gegenüber 

Serumdeprivation und die apoptotische Wirkung von Staurosporin, beides 

bekannte Stimulatoren der Apoptose in kernhaltigen Zellen (Daugas et al., 

2001).  

Unsere Beobachtungen haben gezeigt, dass das Schwermetall Quecksilber die 

Scramblase der Erythrozyten aktiviert, woraus die Exposition von 

Phosphatidylserin an der Zelloberfläche resultiert (s. Abb. 28). Da Makrophagen 

mit spezifischen Rezeptoren für Phosphatidylserin ausgestattet sind (Messmer 

und Pfeilschifter, 2000; Fadok et al., 2001) wird auf diese Weise gewährleistet, 

dass beschädigte und potentiell gefährliche Erythrozyten rasch erkannt, 

phagozytiert und abgebaut werden, um sie schnellst möglich aus dem 

Blutkreislauf zu entfernen (Boas et al., 1998; Eda und Sherman, 2002). Die 

aktivierte Scramblase führt also zu einer verkürzten Lebensdauer der 
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Erythrozyten. Hg2+-Ionen begünstigen somit die Entwicklung einer Anämie, die 

im Rahmen einer Quecksilberintoxikation auftreten kann. 

Analog dazu weisen gealterte Erythrozyten eine erhöhte zytosolische Ca2+-

Konzentration und damit ebenfalls eine gesteigerte Aktivität der Scramblase auf 

(Kiefer und Snyder, 2000; Romero und Romero, 1999). Auch oxidativer Stress 

oder eine Schwächung antioxidativer Schutzmechanismen (Damonte et al., 

1992) steigern den zellulären Ca2+-Einstrom über Kationenkanäle und somit die 

Exposition von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche. Somit wird die 

Beseitigung der betroffenen Erythrozyten aus dem Blut und letztendlich aus 

dem Organismus beschleunigt. 

Außerdem ermöglicht die Präsentation von Phosphatidylserin Interaktionen 

zwischen Zellen und die Bildung von Zellaggregaten (Eda und Sherman, 2002). 

So wird auch die Adhärenz der Erythrozyten an Endothelzellen gefördert, 

wodurch die Entfernung geschädigter Zellen aus dem Blutkreislauf ebenfalls 

beschleunigt wird. 

Die Konzentrationen an Hg2+-Ionen, die benötigt wurden um die Scramblase zu 

aktivieren, liegen im Bereich von 0,1 bis 3 µM. Es handelt sich also um 

Konzentrationen, die auch bei mit Quecksilber intoxikierten Patienten zu 

beobachten sind (Taslev, 1984; Baron und Schweinsberg, 1989; Barregard et 

al., 1995). 

 

Intrazelluläre Ca2+-Konzentration  

Entgegen den Erfahrungen, dass eine Erhöhung der intrazellulären Ca2+-

Konzentration eine wichtige Rolle im Zelltodprogramm der Erythrozyten spielt, 

scheint Quecksilber keinen Einfluss auf den Ca2+-Gehalt der Zellen zu nehmen. 

Im Gegensatz zu der signifikant gesteigerten Fluoreszenz Fluo 3/AM-beladener 

Erythrozyten nach Einwirkung von Hg2+-Ionen, konnte anhand von radioaktiven 

45Ca2+-Messungen ein Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration nicht 

bestätigt werden. Daher muss von einer Interaktion der Hg2+-Ionen mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Fluo 3/AM ausgegangen werden. Dies wurde durch direkte 

Messung auch bewiesen. Die erhöhte Intensität der gemessenen Fluoreszenz 

spiegelt also die Aufnahme der Quecksilberionen in die Erythrozyten wider und 
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bestätigt, dass Hg2+-Ionen in der Lage sind, die Zellmembran zu durchdringen. 

Dabei scheinen unter anderem Na+- und H+-abhängige Mechanismen eine 

Rolle zu spielen (Endo et al., 1995). In roten Blutzellen wurde darüber hinaus 

eine Interaktion von Hg2+-Ionen mit Membranphospholipiden beobachtet 

(Delnomdedieu und Allis, 1993). Daher können die Ionen vermutlich nicht nur 

von außen auf die Erythrozyten einwirken, sondern gewisse Effekte auch von 

der intrazellulären Seite der Zellmembran ausüben (Gorman und Hermann, 

1979; Girault et al., 1996). 

 

Kaliumverlust und Zellschrumpfung 

Der Anstieg der Annexin-Bindung der Erythrozyten nach Einwirkung von Hg2+-

Ionen wurde begleitet von einer vorübergehenden Verminderung des 

Zellvolumens. Außerdem wurde durch zusätzliche Patch-clamp Experimente 

eine zeitweise gesteigerte K+-Leitfähigkeit der Zellen gezeigt. Daher lässt sich 

die beobachtete Zellschrumpfung zumindest teilweise auf eine Aktivierung des 

Gardos-Kanals der Erythrozyten zurückführen (Bookchin et al., 1987; Brugnara 

et al., 1993). Dabei handelt es sich um einen Volumen-sensitiven, einwärts-

gleichrichtenden Ca2+-abhängigen K+-Kanal (KCNN4, hSK4, Gardos-Kanal).  

Die Erythrozyten weisen ein Membranpotential von etwa −10 mV auf. Dieses 

kann unter Berücksichtigung der Permeabilitäten der verschiedenen Ionen nach 

der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung berechnet werden (s. Abb. 27). Die 

Zellmembran der Erythrozyten ist überwiegend leitfähig für Cl-Ionen, die 

Leitfähigkeit für K+-Ionen ist gering, die für Na+ geht sogar gegen Null. Daher 

verteilen sich die Chloridionen weitgehend passiv über die Zellmembran und 

erreichen schließlich eine intrazelluläre Konzentration von etwa 70 mmol/l.  
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Abbildung 27: Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung.  Anhand dieser Formel lässt sich das 

Membranpotential (E) berechnen. R: allgemeine Gaskonstante, T: Temperatur in Kelvin, F: 

Faraday-Konstante, P: Permeabilität der Zellmembran für die jeweiligen Ionen. 
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Werden nun K+-Kanäle aktiviert, verlässt Kalium die Zelle. Dabei folgt es dem 

chemischen Gradienten, welcher zwischen intra- und extrazellulärem Raum 

besteht. Durch diesen Vorgang kommt es zur Hyperpolarisation der 

Zellmembran und damit konsekutiv zum Ausstrom von Cl-Ionen aus der Zelle. 

Der KCl-Ausstrom ist aufgrund der abnehmenden Osmolarität in der Zelle mit 

Wasser assoziiert und bedingt somit eine Schrumpfung der Erythrozyten 

(Hoffman et al., 2003; Lang P.A. et al., 2003). Durch Verminderung des 

treibenden Konzentrationsgradienten für den K+-Ausstrom nach Erhöhung des 

extrazellulären Kaliumgehalts kann dementsprechend eine Zellschrumpfung mit 

anschließender Apoptose als Reaktion auf apoptotische Stimuli, wie z.B. 

Ionomycin, vermindert werden (Lang P.A. et al., 2003). 

Auch in den vorliegenden Versuchen lässt sich die moderate Schrumpfung der 

Zellen unter Einfluss von Quecksilberionen, welche durch die Abnahme des 

„Forward scatters“ in der FACS-Analyse gezeigt wurde, mit hoher 

Wahrscheinlichkeit auf einen Verlust von intrazellulärem KCl zurückführen.  

Die Zellschrumpfung ist ein typisches Merkmal des apoptotischen 

Zelltodprogramms (Lang F. et al., 1998 b). Zudem begünstigt die Öffnung von 

K+-Kanälen mit anschließendem Verlust von intrazellulärem Kalium und 

Zellschrumpfung die Aktivierung der erythrozytären Scramblase (Lang K.S. et 

al., 2003 a) und somit den Zelltod.  

Die Empfindlichkeit der Erythrozyten auf den zellulären Kaliumverlust ist 

vergleichbar mit den Beobachtungen in anderen Zelltypen. So wurde gezeigt, 

dass der Verlust von K+-Ionen die Apoptose in einer Vielzahl von kernhaltigen 

Zellen unterstützt. Als Beispiele zu nennen wären unter anderem Lymphozyten, 

Oozyten und Granulosazellen (Bortner und Cidlowski, 1999; Bortner et al., 

1997; Gomez-Angelats et al., 2000; Perez et al., 2000; Hughes et al., 1997). 

 

In kernhaltigen Zellen wurde bislang sowohl eine Stimulation (Busch et al., 

1995; Gorman und Hermann, 1979; Jungwirth, 1992; Moschen et al., 2001), als 

auch eine Hemmung (Busch et al., 1995; Moschen et al., 2001; Benndorf und 

Nilius, 1988; Cai und Sauve, 1997; Gilly und Armstrong, 1982; Liu und Lin-

Shiau, 1992) von K+-Kanälen durch den Einfluss von Hg2+-Ionen gezeigt. Die 
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Aktivierung des langsam aktivierenden K+-Kanals IsK durch Hg2+ konnte durch 

Zerstörung eines Teils der extrazellulären Schleife in eine Hemmung des 

Kanals umgekehrt werden (Busch et al., 1995).  

Als maßgeblich für die Beeinflussung der Aktivität von Kanälen durch Hg2+-

Ionen wird die Interaktion mit SH-Gruppen der Kanalproteine betrachtet (Busch 

et al., 1995; Moschen et al., 2001; Jungwirth et al., 1991). 

 

 

 

Abbildung 28:  Darstellung der wichtigsten Wirkungen von Hg 2+-Ionen auf Erythrozyten. 

Quecksilberionen wirken aktivierend auf die Scramblase. Durch die Öffnung von K+-Kanälen 

(z.B. Gardos-Kanal, genauer Mechanismus noch ungeklärt) bewirken sie zusätzlich eine 

Zellschrumpfung, die ihrerseits die Sphingomyelinase zur Bildung von Ceramid anregt. 

Außerdem scheinen Hg2+-Ionen die Sphingomyelinase auch direkt zu aktivieren. 

 

 

Aktivierung der Sphingomyelinase 

Ein weiterer Effekt, der in den vorliegenden Untersuchungen gezeigt wurde, ist 

die Aktivierung der erythrozytären Sphingomyelinase durch den Einfluss von 

Hg2+-Ionen. Dadurch wird in den Erythrozyten vermehrt Ceramid gebildet (s. 

Abb. 28). Das so entstandene Ceramid sensibilisiert die Scramblase für die 

stimulierende Wirkung von Ca2+-Ionen und unterstützt damit die Exposition von 
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Phosphatidylserin an der Zelloberfläche. Erst kürzlich wurde eine ähnliche, 

wenn auch schwächere Aktivierung der Sphingomyelinase nach Behandlung 

der Erythrozyten mit hyperosmolarer Lösung beobachtet (Lang K.S. et al., 

2004).  

 

Überraschenderweise können die genannten Effekte nicht in Zusammenhang 

mit dem Einfluss von Ca2+-Ionen gebracht werden. Die radioaktive Messung 

des Ca2+-Einstroms in Erythrozyten nach Exposition mit Quecksilberionen 

zeigte entgegen den Erwartungen keine signifikante Zunahme des 

intrazellulären 45Ca2+-Gehaltes. Der genaue Mechanismus wie Hg2+-Ionen K+-

Kanäle wie den Gardos-Kanal aktivieren bleibt daher fraglich. Für die deutlich 

gesteigerte Annexin-Bindung exponierter Erythrozyten und damit die erhöhte 

Zelltodrate scheint daher hauptsächlich die Aktivierung der Sphingomyelinase 

mit konsekutiver Ceramidbildung verantwortlich zu sein. 

 

Abschließend lässt sich sagen, dass eine Exposition menschlicher Erythrozyten 

mit Quecksilberionen in Konzentrationen, die auch bei einer Intoxikation 

relevant sind, über mehrere Schritte die Bindung von Annexin-V-Fluos und 

damit einen apoptose-ähnlichen Zelltod hervorruft. Dies geschieht über eine 

vorübergehende Aktivierung von K+-Kanälen mit konsekutivem Kaliumverlust, 

zeitweiser Zellschrumpfung und nachfolgender Aktivierung der erythrozytären 

Scramblase. Die Wirkung der Hg2+-Ionen auf die Scramblase wird durch die 

gleichzeitige Bildung von Ceramid verstärkt. Da die geschädigten Erythrozyten 

das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS) auf der Zelloberfläche 

exponieren sind sie Angriffsziel der Makrophagen, die PS-spezifische 

Rezeptoren besitzen. Dadurch wird die Entfernung der Zellen aus dem 

zirkulierenden Blut gewährleistet. 

Dementsprechend verkürzen Hg2+-Ionen die Lebensdauer der Erythrozyten 

und begünstigen somit die Entwicklung einer Anämie, wie sie im Rahmen einer 

Quecksilberintoxikation auftreten kann.  
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4.2 Fehlerdiskussion  

 

 

4.2.1. Detektion der Apoptose durch Annexinbindung 

 

Üblicherweise wird bei der Verwendung von FITC-Annexin-V zur Erfassung der 

Apoptoserate auch ein Färbeversuch mit Propidiumiodid durchgeführt. 

Propidiumiodid ist ein fluoreszierendes Molekül und ein hochspezifischer 

Farbstoff für DNA. Es interkaliert in doppelsträngige DNA und verändert 

anschließend sowohl die Anregungs-, als auch die Emissionswellenlänge. Da 

Propidiumiodid die Zellmembran lebender Zellen nicht durchdringen kann, dient 

es zur Erfassung von totem Zellmaterial. Dadurch soll die fälschliche Detektion 

von nekrotischen Zellen im Rahmen der Apoptoseerfassung vermieden werden.  

Da die Erythrozyten jedoch keine DNA enthalten, kann diese Färbemethode in 

ihrem Fall nicht angewandt werden. Um eine falsch hohe Anzahl apoptotischer 

Zellen zu vermeiden wurden deshalb zusätzlich Zellzahl und 

Hämoglobinkonzentration im Überstand bestimmt. Dadurch konnte eine die 

Ergebnisse beeinflussende Hämolyserate der Erythrozyten ausgeschlossen 

werden.  

Desweiteren scheint Annexin-V-Fluos auch nicht an Zelltrümmer zu binden, da 

in Versuchsansätzen mit überwiegend nekrotischem Zellmaterial unter 

Anwendung der Durchflusszytometrie die erfasste Zellzahl gegen Null geht. 

 

 

4.2.2 Begriffsdefinition: Apoptose  

 

Inzwischen ist bekannt, dass Erythrozyten im Gegensatz zur früheren 

Lehrmeinung durchaus in der Lage sind, eine Form des programmierten 

Zelltods zu durchlaufen. Aufgrund ihres morphologischen Aufbaus können sie 

jedoch bestimmte Kriterien der Apoptose, wie sie in kernhaltigen Zellen abläuft, 

nicht erfüllen. Dazu gehört unter anderem die Kondensation und anschließende 

Fragmentierung der DNA des Zellkerns. Deshalb ist gegenwärtig die Diskussion 
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um eine passende Begriffsfindung im Gange. Im Raum steht derzeit die 

Bezeichnung „Eryptose“, welche die durchaus vorhandenen Ähnlichkeiten des 

in Erythrozyten ablaufenden programmierten Zelltods zur Apoptose 

verdeutlichen soll. 
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5. Zusammenfassung 

 

 

Zu den Folgeerscheinungen einer Quecksilberintoxikation gehört unter anderem 

das Symptom der Anämie. Diese ist vermutlich auf eine verkürzte Lebensdauer 

der im Blut zirkulierenden Erythrozyten zurückzuführen.  

Erst kürzlich wurde ein neuartiger Mechanismus des erythrozytären Zelltods 

enthüllt. Danach führt die Aktivierung einer Ca2+-sensitiven Scramblase zur 

Exposition von Phosphatidylserin an der Zelloberfläche der Erythrozyten. Da 

Makrophagen mit spezifischen Rezeptoren für Phosphatidylserin ausgestattet 

sind, binden sie an die entsprechenden Zellen, verschlingen und zerstören sie. 

Die Scramblase wird durch den Einfluss verschiedener Faktoren aktiviert. Dazu 

gehören osmotischer Schock, oxidativer Stress und/oder Energiemangel, 

welche die intrazelluläre Ca2+-Konzentration erhöhen und/oder eine 

Sphingomyelinase zur Bildung von Ceramid veranlassen. Das gebildete 

Ceramid wiederum erhöht die Sensibilität der Scramblase für Calcium-Ionen.  

Die vorliegenden Experimente wurden durchgeführt um aufzuklären, ob 

Quecksilberionen (Hg2+) die Erythrozyten ebenfalls zur Exposition von 

Phosphatidylserin stimulieren.  

Zur Beurteilung der Exposition von Phosphatidylserin wurde die 

Annexinbindung der Erythrozyten mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfasst. So 

wurde festgestellt, dass Quecksilberionen bei Verwendung von Konzentrationen 

≥ 0,03 µM in der Tat die Annexinbindung der Erythrozyten signifikant erhöhen. 

Außer diesem Effekt wurde sowohl eine vorübergehende Zellschrumpfung, als 

auch die Bildung von Ceramid beobachtet. Überraschenderweise ließen sich 

diese Vorgänge nicht in Verbindung mit einem signifikanten Anstieg des 

intrazellulären Ca2+-Gehaltes bringen. 

 

Abschließend kann man sagen, dass Quecksilberionen über eine Aktivierung 

der Sphingomyelinase die Bildung von Ceramid induzieren. Außerdem 

stimulieren sie die Scramblase und somit die Exposition von Phosphatidylserin 

an der Zelloberfläche, wodurch die rasche Entfernung geschädigter 
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Erythrozyten aus der Blutbahn gefördert wird. Die beobachteten Mechanismen 

könnten daher an der verkürzten Lebensdauer der zirkulierenden Erythrozyten 

im Rahmen einer Quecksilberintoxikation beteiligt sein. 
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Staatsangehörigkeit:  deutsch 

Familie:    Vater:  Josef Eisele; geb.: 27.04.1948 

      Dipl. Ing. (FH), selbständig 

 

    Mutter: Ingrid Eisele; geb.: 20.12.1950 

      Industriekauffrau 

 

    Schwester: Karen Eisele; geb.: 30.01.1975 

      Dipl. Ing. bei Diehl-Avionik, Überlingen 

 

Schulbildung 

1987 - 1991   Längenfeld-Grundschule, Ehingen 

1991 -  2000   Gymnasium, Ehingen 

Juni 2000    Allgemeine Hochschulreife (Note: 1,0) 

Fremdsprachen:  Englisch, Französisch, Latein 

 

Hochschulausbildung 

Oktober 2000   Studienbeginn im Fach Humanmedizin an der  

    Eberhard Karls Universität Tübingen 

06.09.2002   Ärztliche Vorprüfung (Note: 2,0) 

28.08.2003   Erster Abschnitt der Ärztlichen Prüfung (Note: 2,0) 

14.09.2005   Zweiter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung (Note: 1,66) 

21.11.2006   Dritter Abschnitt der Ärztlichen Prüfung (Note: 2,0) 

    (Gesamtnote der Ärztlichen Prüfung: 1,83) 


