Aus dem Institut far Physiologie der Universitat Tubingen

Abteilung Physiologie |

Einfluss der lonophor-Antiinfektiva
Salinomycin, Nystatin und Nigericin
auf die Apoptose der Erythrozyten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von
Malik, Abaid

2017



Dekan:

1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Tag der Disputation:

Professor Dr. |. B. Autenrieth

Professor Dr. F. Lang
Professor Dr. C. Wolz

21.06.2017



Meinen Eltern



INHALTSVERZEICHNIS

INHALTSVERZEICHNIS v
ABKURZUNGSVERZEICHNIS VI
ABBILDUNGSVERZEICHNIS VIl
TABELLENVERZEICHNIS Xl
1 EINLEITUNG 1
L1 EFYENEOZYEEN....cviiiece ettt 1
111 ENYEREOPOBSE ..ottt bbb bbbt 2
1.1.2  Aufbau der Erythrozytenmembran ...t 3
O o Y/ o] (0L TR RPR PRI 4
1.2.1  Mechanismen Und SIgNaAIWEGE........ccuiiiiiieeieeie ettt re e ste b e sb e e sraesreens 4
1211 Der Gardos-Kanal............c.coiiiiii e 6

122 KIinische Relevanz der EFYPLOSE ..o 7
IR T AN o T U T PSSP 8
1.4 Antibiotika und ANIMYKOTIKA. ..........cciiiiiiiiiiiie e 9
1.5 10N0PhOr-AntiiNFEKEIVA.......cviiiecice e st b e e e sraesreens 9
1.6 Salinomycin, Nystatin und NIgeriCiN.........ccccoviiiiii i e 11
1.6.1  SAIINOMYCIN .ottt bbbttt b bbb e 11
1.8.2  INYSTALIN 1.ttt bbb bbb bbbt 12
LG0T V1T T o o 1 o USSR 13
O A =1 W 1T =T g A o= | PSSR 14
2 MATERIAL UND METHODEN 16
N R = 1 ] (0744 -1 o TSP TSTTRPESPO PP UOTPRURPRIPN 16
2.2 RINGEI-LOSUNG ..ottt b et b bbbt eb e sb st eb e b st et s b e e ekt sb et et e sbe e ebeare e 16
2.3 ANNEXIN-WaSCRPUTTEE ..o ettt sre e 17
2.4 DUrchfluSSZYTOMELriE (FACS).....oii ittt sttt bbbt b ebesre e 18
2.5 Annexin-V-Bindung und Forward Scatter (FSC) ..o 19
2.6 FIUO-3-FIUOIESZENZ.......oeiiiieieeee e e bbbttt b e bbbt et see b e 20
2.7 Calciumfreie RINGEI-LOSUNG.......cc.oiiiiiiiiieiee sttt st see e e 22
2.8 Reaktive SAuerstoffSPezies (ROS) ..o 23
2.9 HEMOIYSE ..ttt bbb bbbttt bbbttt ae b e 24
b I O] - o o E STV 24
2.11 INtrazellUlEGrer PH (PHI) oottt eb b 26
N O Y g o o] T PSSP PP TRPRTRPRTN 27
T - 1] | 27
3 ERGEBNISSE 28
3.1 Einfluss von Salinomycin auf die EryptoSe........ccccvviviviieieiieie e 28



3.1.1  Erythrozytare Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindung).........cc.cccecevvererennnnn. 28
3.1.2  Erythrozytére Zellgrofie (Forward Scatter (FSC)) .....ooviieriiineiiineee e 29
3.1.3  Intrazellulare Calciumkonzentration (FIUu0-3-FIUOreSZeNz).........ccccovevivienineneneciee, 29
3.1.4  Calciumfreie RINGEI-LEOSUNG ......coiiiiiiiriiieisiesiesie et 30
3.1.5  Reaktive SauerstoffSPezies (ROS) ...t 31
B8 HEIMOIYSE ... bbb 33
BT CRIAMIM. .ttt bbb bbbt b 33
3.2 Einfluss von Nystatin auf die EFypLoSe ... 34
3.2.1  Erythrozytare Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindung).........cc.ccceceverereninne. 34
3.2.2  Erythrozytére Zellgrofie (Forward Scatter (FSC)) ...ocoovveieiiineiiieniese e 35
3.2.3  Intrazellulare Calciumkonzentration (FIU0-3-FIUOreSZeNnz).........ccccoevivvieneeneniccsiee, 35
3.2.4  Calciumfreie RINGEI-LEOSUNG ......coiiiiiiiiiieisiesiese et 36
3.25  Reaktive SAuerstoffSPezies (ROS) ... 37
B.2.8  HEMOIYSE ...ttt b 38
327 CRIAMIM. ..ttt bbb bbb 38
3.3 Einfluss von Nigericin auf die EFYPLOSE ........coeviiiiiiiiniiii et 40
3.3.1  Erythrozytére Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindung).........c.cccceccveneiiniennn. 40
3.3.2  Erythrozytére ZellgrofRe (Forward Scatter (FSC)) ...ovovviireiieniiieneec e 40
3.3.3  Intrazellulare Calciumkonzentration (FIUu0-3-FIUOreSZeNnz)..........ccccovvveieneienencciiee, 41
3.3.4  Calciumfreie RINGEI-LEOSUNG ......coiiiiiiiriiiecsiesiesie et 42
3.3.5  Reaktive SAuerstoffSPezies (ROS) ...t 43
338 HEIMOIYSE ... bbb 44
337 CRIAMIM. .. 44
3.3.8  Intrazellulare pH-MesSUNG (PHi) «.eooveueiiiiiiiieiee e 45
3.3.9  Cariporid (Na*/H*-Austauscher-1nhibitor) .............cccooiviiiii e 46
4  DISKUSSION 49
4.1 SalinomyCin-iNAUZIENtE ENYPLOSE.......cciiiii ettt sbe e nae e s e sraenreeas 49
4.2 NysStatin-iNAUZIEItE EFYPLOSE ......ccveivieiieic ettt te e te e s a e sae e steesaeenaeaneesreenreens 52
4.3 NiIgeriCin-INAUZIEITE EFYPLOSE .....ccveiieiieie ettt ettt te e s e e sre e sreesbeeaeaneesreesreens 53
5 ZUSAMMENFASSUNG 56
6 LITERATURVERZEICHNIS 58
7 ERKLARUNG ZUM EIGENANTEIL DER DISSERTATIONSSCHRIFT 75
8 DANKSAGUNG 78



v

Abb.
ACD
AM
AMPK
ANOVA
Arb.
ATPase
p
BCECF
BD

BSA
Ca2+
CaCl;
cGMP
CKla
CI
CXCL16/SR-PSOX

DCFDA
Dest.
DMSO
EGTA
FACS
FITC
FL

FSC

g
G6PDH
Glut 1
h

H+

H20

Hb
HEPES
HIV

g

IL
JAK3

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Alpha
Abbildung
Anemia of Chronic Disease
Acetoxymethyl-Ester
5' adenosine monophosphate-activated protein kinase
Analysis of Variance
Arbitrary
Adenosintriphosphatase
Beta
2"-7"-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein
Becton Dickinson
Bovine Serum Albumin
Calcium
Calciumchlorid
Cyclisches Guanosinmonophosphat
Casein-Kinase la
Chlorid
Chemokine (C-X-C motif) ligand 16/Scavenger Receptor that
binds phosphatidylserine and oxidized lipoprotein
2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
Destilliert
Dimethylsulfoxid
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fluorescein-isothiocyanat
Fluorescence channel
Forward Scatter
Gramm
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
Glucose transporter 1
Stunde
Proton
Wasser
Hamoglobin
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)
Human Immunodeficiency Virus
Immunglobulin
Interleukin
Janus aktivierte Kinase 3
VI



K+

KCI
KH2PO4
|

M1
MgSO4
mi
mOsm
mM

n

Na*
Na2HPO4
NAC
NaCl
NaOH
NCX1
NHE1
NO
p-Wert
p38 MAP Kinase
PAF
PAK 2
PBS
PGE2
pH

pHi
pKa
PKC
RCF
ROS
rpm
SEM
SSC
TRPC6

Hg
pm
pl
MM

Kalium

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Liter

Marker

Magnesiumsulfat

Milliliter

Milliosmol

Millimolar

Number (Anzahl der Blutspender)
Natrium
Dinatriumhydrogenphosphat
N-Acetylcystein

Natriumchlorid

Natriumhydroxid
Na*/Ca?*-Austauscher
Na*/H*-Austauscher

Nitric oxide (Stickstoffmonoxid)
Probability

p38 mitogen-activated protein kinase
Plattchenaktivierender Faktor
p21-aktivierte Kinase

Phosphate Buffered Saline
Prostaglandin E2

Lat. potentia hydrogenii
Intrazellularer pH

Sdurekonstante

Proteinkinase C

Relative centrifugal force
Reactive oxygen species (reaktive Sauerstoffspezies)
Revolutions per minute

Standard error of mean

Side scatter

Transient receptor potential channel
Mikrogramm

Mikrometer

Mikroliter

Mikromolar

VIl



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1: Zusammenfassung der Hauptmechanismen zur Auslésung einer

Eryptose, Modifiziert NACH [B3]. .....ccoiieiiie e 6
Abbildung 2: lonophor-Transport (selbst erstellt)...........cccooveiiiiiiiiiiiee 10
Abbildung 3: Strukturformel von Salinomycin [127] ........cccooveviviieiieeiieic e 11
Abbildung 4: Strukturformel von Nystatin [137].......cccccciiiiiieiiiieieece e 12
Abbildung 5: Strukturformel von Nigericin [158]........cccocvviiiiiiiniii s 13
Abbildung 6: Strukturformel von FIUO-3-AM [173] ..cccooviieiieieieceee e 22

Abbildung 7: Effekt von Salinomycin auf die Phosphatidylserinexposition der
ENYERErOZYLIEN ... 28

Abbildung 8: Effekt von Salinomycin auf das erythrozytare Forward Scatter (FSC)

Abbildung 9 Effekt von Salinomycin auf den intrazellularen Calciumgehalt der

ENYTNEOZYTEN Lottt 30

Abbildung 10: Effekt des Calciumentzugs auf die Salinomycin-induzierte Annexin-

V-Bindung in Erythrozyten ..o 31

Abbildung 11: Salinomycin-induzierter oxidativer Stress in Erythrozyten .......... 32

Abbildung 12: Effekt von Salinomycin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten 33

Abbildung 13: Effekt von Nystatin auf die Phosphatidylserinexposition der
N Y/ 1] 0744 (-] o EP SRR 34

Abbildung 14: Effekt von Nystatin auf das erythrozytare Forward Scatter (FSC) 35

VI



Abbildung 15: Effekt von Nystatin auf den intrazellularen Calciumgehalt der
EFYENEOZYTEN Lo e 36

Abbildung 16: Effekt des Calciumentzugs auf die Nystatin-induzierte Annexin-V-
Bindung in Erythrozyten ... 37

Abbildung 17: Effekt von Nystatin auf die erythrozytare Bildung von reaktiven

SAUBTSTOTTSPEZIES ... 38
Abbildung 18: Effekt von Nystatin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten....... 39

Abbildung 19: Effekt von Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition der
EFYENEOZYTEN Lot 40

Abbildung 20: Effekt von Nigericin auf das erythrozytare Forward Scatter (FSC)

Abbildung 21: Effekt von Nigericin auf den intrazellularen Calciumgehalt der

EYTNEOZYTEN Lot 42

Abbildung 22: Effekt des Calciumentzugs auf die Nigericin-induzierte Annexin-V-
BiNndung in EFYtNFOZYTEN ........ooiiiicecee et 43

Abbildung 23: Effekt von Nigericin auf die erythrozytare Bildung von reaktiven

R F: L [=] 5] (0] 1 15 014 (-SSRSO 44
Abbildung 24: Effekt von Nigericin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten...... 45

Abbildung 25: Effekt von Nigericin auf den intrazellularen pH-Wert der
ENYTNFOZYTEN Lottt 46

Abbildung 26: Effekt von Nigericin auf den intrazellularen Calciumgehalt der

Erythrozyten in Anwesenheit und Abwesenheit von Cariporid ............cccceeeveinnnnn. 47



Abbildung 27: Effekt von Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition der
Erythrozyten in Anwesenheit und Abwesenheit von Cariporid ............c.ccccocvnnnnnne 48



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1: Zusammensetzung der RiNger-LOSUNG........cccccoveveiieiievi e 17
Tabelle 2: Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers............cccccovnnininnnn 17
Tabelle 3: Zusammensetzung der calciumfreien Ringer-LosuNng ..........cccccceeveevenee. 23
Tabelle 4: Zusammensetzung der PBS-LOSUNG .......cccooiiirininiiieieese e 25

Xl



EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Erythrozyten

Erythrozyten sind zweifelsohne eine der wichtigsten Zellen des menschlichen Korpers
und erfiillen viele lebensnotwendige Aufgaben. Mikroskopisch betrachtet weisen sie von
oben eine zirkuldare Form auf und haben einen Durchmesser von etwa 6-8 um [1].
Betrachtet man sie hingegen im Mikroskop von der Seite, erscheinen sie bikonkav und
haben eine Dicke von etwa 2 um [1]. Durch diese Form vergroern Erythrozyten ihr
Oberflache-zu-Volumen-Verhéltnis und kdnnen auf diese Weise vermehrt Sauerstoff und

Kohlendioxid aufnehmen bzw. abgeben [2].

Die Hauptaufgabe der Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff im Blut zu allen im
Kdorper gelegenen Geweben [3]. Aufgrund ihrer besonderen Form sind sie geradezu ideal
fur die Erfullung dieser Aufgabe aufgebaut, denn sie besitzen eine flexible
Plasmamembran, dank derer sie selbst 2-3 um kleine Kapillaren passieren kénnen [4].
Verantwortlich fir den Sauerstofftransport ist das in den Erythrozyten enthaltene
H&moglobin. Das adulte Hamoglobin besteht aus vier Untereinheiten (2 Hb a und 2 Hb
B), die jeweils aus einer Polypeptidkette (Globin) und einem eisenhaltigen Porphyrinring
(Ham) aufgebaut sind [5].

Damit Erythrozyten Sauerstoff und Kohlendioxid aufnehmen bzw. abgeben (Affinitat)
kdnnen, mussen bestimmte biochemische Bedingungen vorherrschen. Die Affinitat von
Hamoglobin zu Sauerstoff wird von vielen Faktoren beeinflusst und l&sst sich anhand
einer Sauerstoffbindungskurve sehr anschaulich beschreiben [6]. Die wichtigsten
Faktoren hierbei sind Temperatur, pH-Wert, die 2,3-Bisphosphoglycerat-Konzentration
in Erythrozyten und der Kohlendioxidgehalt im Blut. So kommt es beispielsweise in den
alveoléren Kapillaren der Lunge zu einem rapiden Abfall des Kohlendioxidgehaltes, was
zu einem erhohten pH-Wert (Alkalose) fuhrt [6]. Unter diesen Bedingungen steigt die
Affinitdt des Hamoglobins zum Sauerstoff, d.h. H&moglobin bindet den Sauerstoff
leichter und kann viel hiervon aufnehmen. In den peripheren Kapillaren sind die

1



EINLEITUNG

biochemischen Bedingungen genau umgekehrt. Hier herrscht ein  hoher
Kohlendioxidgehalt vor, was zu einer Erniedrigung des pH-Wertes (Azidose) fuhrt. In
der Folge entsteht eine geringe Affinitat des Hamoglobins zum Sauerstoff, welcher somit
leichter an das Gewebe abgegeben werden kann. Neben der Versorgung von Geweben
mit Sauerstoff transportieren Erythrozyten auch das Kohlendioxid von den Geweben zu
der Lunge, wo es abgeatmet werden kann und regulieren auf diese Weise den pH-Wert
des Blutes [6].

Um einen optimalen Sauerstofftransport zu gewahrleisten, verwerfen Erythrozyten
bereits wahrend ihrer Reifung im Knochenmark ihren Zellkern [7] und sind daher nicht
mehr in der Lage, Nukleinséuren, Proteine oder Lipide zu synthetisieren [3]. Deshalb sind
sie auch nicht zur Proliferation befahigt [7]. Aufgrund dieser Tatsache haben
Erythrozyten eine begrenzte Lebensdauer von etwa 120 Tagen und werden bei Alterung
oder Funktionsunttichtigkeit von Makrophagen in Milz und Leber abgebaut [8]. Damit es
durch den Abbau nicht zu einem Abfall der Zellpopulation kommt, werden Erythrozyten

kontinuierlich im Knochenmark neu gebildet [9].

1.1.1 Erythropoese

Der Begriff Erythropoese bezeichnet die Regulation und Neubildung von Erythrozyten
und findet physiologisch im Erwachsenenalter im roten Knochenmark statt [10]. In der
Embryonalzeit erfolgt jedoch die Bildung der Erythrozyten im Mesenchym des
Dottersacks [11]. Im weiteren Verlauf der fetalen Entwicklung (bernehmen
hauptsachlich Leber, Milz und Thymus diese Aufgabe [11, 12], sodass am Ende der
fetalen Entwicklung das rote Knochenmark der Hauptort fur die Bildung der Erythrozyten
ist [13]. Die Erythropoese wird durch das Hormon Erythropoetin stimuliert, welches bei
einem Sauerstoffmangel durch die Nieren ins Blut freigesetzt wird [11]. Nach dessen
Freisetzung bindet Erythropoetin an Rezeptoren der pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen des Knochenmarkes [14], aus denen sich dann (ber mehrere

Zwischenstufen reife Erythrozyten bilden [11].
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1.1.2 Aufbau der Erythrozytenmembran

Um sich von dem Extrazellularraum abzugrenzen, verfugen Erythrozyten, wie auch
andere Zellen, Uber eine Zellmembran [15]. Die Erythrozytenmembran ist dreischichtig
aufgebaut und setzt sich aus Kohlenhydraten (8 %), Proteinen (52 %) und Lipiden (40 %)
zusammen [16]. Die Membran besteht im Wesentlichen aus einer bipolaren
Lipiddoppelschicht, die auf ihrer extrazellular zugewandten Seite eine Glykokalix und

der dem Zytosol zugewandten Seite ein Membranskelett enthalt [17].

In der bipolaren Lipiddoppelschicht sind Transmembranproteine eingebettet. Die
Lipiddoppelschicht besteht hauptsachlich aus Phospholipiden, zwischen denen
Cholesterinmolekiile eingelagert sind [18]. Wahrend Cholesterinmolekile zwischen der
inneren und der &uleren Lipiddoppelschicht symmetrisch verteilt sind [19], sind die
verschiedenen Phospholipide asymmetrisch verteilt [20, 21]. So enthalt die duRere
Schicht der Lipiddoppelmembran Phosphatidylcholin und Sphingomyelin. Die innere
Schicht  enthdlt  hingegen  Phosphatidylethanolamin,  Phosphoinositol  und
Phosphatidylserin [18, 20, 21]. Diese Asymmetrie der Phospholipide wird durch die
energieabhangigen Phospholipidtranslokatoren Flippasen und Floppasen
(monodirektional) und  der  energieunabhdngigen  Phospholipid-Scramblase
(bidirektional) aufrechterhalten [18]. Eine unterschiedliche Zusammensetzung der Lipide
bestimmt somit die Fluiditat und die Permeabilitat der Membran [22].

Die Glykokalix besteht aus Kohlenhydraten und ist an Lipide oder Proteine der auf3eren
Membranschicht gebunden. Die Glykolipide der Glykokalix von Erythrozyten beinhalten
die Blutgruppenzugehérigkeit [17, 23] und spielen immunologisch eine wichtige Rolle
[24].

Das auf der Innenseite der Lipiddoppelmembran lokalisierte Membranskelett besteht aus
einem dichten strukturgebenden Netzwerk, welches hauptsachlich filamentartige
Proteine und andere Proteine, wie a, B-Spektrin [25], Ankyrin, Aktin und Glycophorin
[26] enthdlt. Das Membranskelett verleint den Erythrozyten eine gute
Widerstandsféhigkeit und Verformbarkeit [27].
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Die Transmembranproteine der Erythrozytenmembran erfiillen mannigfaltige Aufgaben
und dienen beispielsweise als Transportproteine, Adhé&sionsproteine  und
Signalrezeptoren. Folgende Membranproteine fungieren als Transportproteine: Band 3
(Anionentransporter) [28], Aquaporin 1 (H2O-Transporter) [29], Glut 1 (Glukose und L-
Dehydroascorbinsdure-Transporter) [30], Kidd-Antigen-Protein (Harnstofftransporter)
[31], Na*-K*-ATPase [32], Ca?*-ATPase [33], Na*-K*-2CI-Cotransporter [34], Na*-K*-
Cotransporter [35], K*-Cl-Cotransporter [34], Gardos-Kanal [18] und Na/H*-
Austauscher (NHEL) [36].

1.2 Eryptose

Eryptose ist ein Portmanteauwort, welches sich aus den beiden Begriffen Erythrozyten
und Apoptose zusammensetzt und den suizidalen Zelltod von Erythrozyten bezeichnet.
Die Eryptose ist ein Prozess, der im Gegensatz zu kernhaltigen Zellen weder einen
Zellkern noch Mitochondrien bendtigt [37]. Aus diesem Grund fehlen der Eryptose auch
wichtige Signaltransduktionswege [38], wie beispielsweise die mitochondriale
Depolarisation und die Zellkernkondensierung [37]. Diese sind klassischerweise ein
Merkmal der Apoptose kernhaltiger Zellen und finden wahrend der Eryptose nicht statt
[39].

Neben den genannten Unterschieden weisen Erythrozyten auch Gemeinsamkeiten zur
Apoptose kernhaltiger Zellen auf, wie z.B. Zellschrumpfung, Blaschenbildung und
»Zellmembran-Scrambling™ (Phosphatidylserinexposition auf die Membranoberflache)
[39, 40]. Erythrozyten werden wahrend der Eryptose von Makrophagen erkannt,
aufgenommen und anschlieend abgebaut [41]. Dieser Vorgang dient der Eliminierung

von potenziell schadlichen Zellen, &hnlich wie bei der Apoptose kernhaltiger Zellen [42].

1.2.1 Mechanismen und Signalwege

Einer der Hauptmechanismen zur Einleitung der Eryptose ist der Anstieg von
intrazellularem Ca?*, welcher durch den Einstrom von Ca?* iiber die Zellmembran der
Erythrozyten ausgeldst wird. Erythrozyten exprimieren calciumpermeable nicht-selektive

Kationenkanale, deren molekulare Identitat noch nicht ndher definiert wurde. Allerdings

4
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wird angenommen, dass TRPC6-Kandle (transient receptor potential channel) daran
beteiligt sind [43]. Die nicht-selektiven Kationenkandle werden durch hyperosmolaren
Stress [44], Prostaglandin E> (PGE>) [45], oxidativen Stress [46], extrazelluldres CI" [47]
und Glukoseentzug [48] stimuliert. Die Zellschrumpfung, ein weiteres Merkmal der
Eryptose, ist die Folge des Einstroms von Ca?* durch die nicht-selektiven Kationenkanéle.
Der Einstrom von Ca?* fiihrt zu einer Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration.
Durch diese Zunahme werden calciumsensitive Kaliumkanédle (Gardos-Kandle)
stimuliert, deren Aktivierung zu einem Kaliumausstrom und zu einer Hyperpolarisation
der Zelle fihren. Durch den hierdurch erzeugten elektrischen Gradienten kommt es zu
einem Ausstrom von CI°, das zusammen mit einem Kaliumausstrom das Wasser aus der

Zelle treibt und zur Schrumpfung dieser fihrt [49].

Eine erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration aktiviert des Weiteren Calpain, eine
Cysteinendopeptidase, welche Proteine des Zytoskeletts abbaut, wodurch die
Ausknospung der Zellmembran begunstigt wird [50]. Ferner stimuliert eine erhéhte
intrazellulare Calciumkonzentration das Zellmembran-Scrambling, was zu einem
Zusammenbruch der Phospholipidasymmetrie und zur Exposition von Phosphatidylserin
an die Zelloberfl&che fihrt [51].

Eine Eryptose kann aufRerdem durch die Bildung von Ceramid ausgeldst werden. Ceramid
wird aus Sphingomyelin durch das Enzym Sphingomyelinase synthetisiert [52]. Ceramid
erhoht die Sensitivitit der Erythrozyten fir eine erhohte intrazellulére
Calciumkonzentration [53], kann aber auch ohne einen Anstieg des intrazelluliren Ca?*
eine Eryptose ausldsen [52]. Ein weiterer Mechanismus zur Bildung von Ceramid ist der
plattchenaktivierende Faktor (PAF). Dieser wird durch eine osmotisch bedingte
Zellschrumpfung der Erythrozyten freigesetzt. In Erythrozyten, die PAF-Rezeptoren
exprimieren, fuhrt die Bindung von PAF zum Zusammenbruch von Sphingomyelin.
Dieser Zusammenbruch fuhrt sogar unter isotonischen Bedingungen zur Bildung von
Ceramid [54].

Die Aktivierung von Kinasen kann bei der Induktion der Eryptose eine Rolle spielen, wie
zum Beispiel die Aktivierung der p38 MAP-Kinase [55], der Proteinkinase C (PKC) [48],

5



EINLEITUNG

der p21 aktivierten Kinase (PAK2) [56], der Casein-Kinase 1a (CKla) [57], der Janus
aktivierten Kinase 3 (JAK3) [58], der AMP aktivierten Kinase (AMPK) [59] und der
cGMP abhéangigen Proteinkinase [60].

Des Weiteren kann eine Eryptose auch durch Caspasen ausgeltst werden, wie zum
Beispiel durch die Aktivierung der Caspase 3, die durch oxidativen Stress aktiviert wird
und die  Exposition  von  Phosphatidylserin  stimuliert  [61].  Eine
Phosphatidylserintranslokation, die durch eine Zunahme der intrazellularen

Calciumkonzentration bedingt ist, ben6tigt hingegen keine Caspase 3 Aktivierung [62].

. . ‘apoptosis' .
phosphatidylserine . D
AT e, \ _ anoaiRdee, O
Ak Uy, 9% ceramidé 3 «*rk\:m?‘nf?%% Nl R
n:{-"f\ scramblase g~ N\w .
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Abbildung 1: Zusammenfassung der Hauptmechanismen zur Auslésung einer Eryptose, modifiziert
nach [63].

1.2.1.1 Der Gardos-Kanal

Um ein Gleichgewicht des elektrochemischen Gradienten zu wahren, verfiigen
Erythrozyten u.a. Uber Gardos-Kanale. Man geht davon aus, dass jeder Erythrozyt in etwa
100-200 Gardos-Kanadle besitzt [64, 65]. Es wird angenommen, dass der Gardos-Kanal
aus einem Homo-Tetramer, das aus sechs Transmembrandoménen aufgebaut ist, besteht
[66]. Der Kanal hat eine hohe Selektivitat fir K* gegenliber Na*, jedoch kann der
Kaliumausstrom aus dem Kanal durch hohere intrazelluldare Natriumkonzentrationen
inhibiert werden [66]. Die Aktivitat des Gardos-Kanals ist abhéngig von der Temperatur
[67] und dem pH [68]. Durch die Aktivierung des Kanals kommt es zu einem Ausstrom
von KCI und Wasser aus der Zelle und somit zu einer Zellschrumpfung [49, 69].
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1.2.2 Klinische Relevanz der Eryptose

Physiologisch ist die Eryptose ein wichtiger Mechanismus, um defekte Erythrozyten
rechtzeitig aus dem Blutkreislauf zu entfernen, bevor diese intravasal hamolysieren. Bei
einer H&molyse wiirde es zu einem Austritt von Ha&moglobin kommen, welches als freies
H&moglobin durch die glomerulédre Filtration intraluminal ausfallen und somit zur
Okklusion der Nierentubuli fuhren kénnte [70]. Pathophysiologisch spielt die Eryptose
eine wichtige Rolle, da Phosphatidylserin-exponierende Erythrozyten zlgiger aus dem
Blutkreislauf entfernt werden [53]. Dies geschieht dadurch, indem Phosphatidylserin-
exponierende Erythrozyten von phagozytierenden Zellen erkannt und anschlieRend
abgebaut werden [53]. Die abgebauten Erythrozyten kénnen nicht in dem Mal3e durch die
Erythropoese substituiert werden, wie sie wéhrend der Eryptose aus dem Blutkreislauf
entfernt werden, wodurch eine Anémie resultiert [53].

Des Weiteren haften Phosphatidylserin-exponierende Erythrozyten an die GefalRwand,
indem sie an den endothelialen Rezeptor CXCL16/SR-PSO binden [71]. Diese Haftung
an die Gefalwaénde schrankt die Mikrozirkulation des Blutes ein [71-74]. Ferner
stimulieren Phosphatidylserin-exponierende Erythrozyten die Blutgerinnung und fordern
auf diese Weise die Bildung von Thrombosen [72, 75, 76].

Die Eryptose kdnnte auch ein wichtiges Hilfsmittel in der Bekampfung der Malaria sein,
da Eryptose auslosende Pharmaka dazu beitragen kénnten eine Parasitamie zu limitieren,
indem Phosphatidylserin-exponierende Erythrozyten zigiger aus dem Blutkreislauf
entfernt werden [77]. Der Malaria-Erreger Plasmodium fiihrt in infizierten Erythrozyten
zu einem oxidativen Stress. Hierflir aktiviert das Plasmodium in den Erythrozyten
verschiedene lonenkanale, einschliefl3lich calciumpermeable Kationenkanéle [53, 78]. Ein
Calciumeinstrom durch diese Kationenkandle 16st eine Eryptose aus, sodass die
infizierten Erythrozyten rapide aus dem Blutkreislauf beseitigt werden [77]. Viele
genetische Stérungen der Erythrozyten wie zum Beispiel die Sichelzellandmie, die Beta-
Thalassamie, das Hamoglobin C und der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Mangel
(G6PD(H)) schitzen vor einer schweren Malariaerkrankung. Dieser Schutz beruht
teilweise auf genetischen Stérungen, die Erythrozyten fir die Eryptose anfalliger machen

[53, 79-81]. Eine erhdhte Eryptose kénnte neben Malaria auch gegen Intoxikationen mit
7
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verschiedenen Xenobiotika, wie zum Beispiel Blei, Chlorpromazin oder NO-Synthase-
Inhibitioren protektiv wirken [82, 83].

1.3 Anamie

Eine Blutarmut wird als Andmie bezeichnet und ist definiert als eine Abnahme der
Erythrozytenzahl, der Hamoglobinkonzentration und des Hamatokrits [84]. Je nach
Schweregrad prasentiert sich eine Anamie klinisch u.a. durch Abgeschlagenheit [85],
Blasse [86], Kopfschmerzen [87], verminderte geistige Aktivitat [88] und Dyspnoe [89].
Diese Symptome sind auf eine Mangelversorgung des Korpers mit Sauerstoff
zuriuckzufiihren [90]. Eine schwere und vor allem langanhaltende Anamie kann Organe,
wie beispielsweise das Herz, schadigen [91].

Die Ursachen einer Anadmie sind sehr vielfaltig und kénnen in erworbene [92, 93] oder
angeborene Andmien [94] unterteilt werden. Der wohl haufigste Grund fiir eine Anédmie
ist ein Eisenmangel [95], welcher durch Blutverluste [95], durch Malabsorption [95] oder
Malnutrition [96] hervorgerufen wird. Ein weiterer Grund fir Anamien sind chronische
Erkrankungen (Anemia of Chronic Disease, ACD), wie zum Beispiel Tumore,
Infektionen und Autoimmunerkrankungen [97]. Ferner existieren auch hamolytische
Andmien, die mit einer Zerstorung von Erythrozyten einhergehen [98]. Die
hamolytischen Andmien konnen grob in korpuskulare und extrakorpuskuldre unterteilt
werden [99].

Auch eine chronische Niereninsuffizienz kann durch eine verminderte Bildung von
Erythropoetin  zur Anamie fuhren [100]. Schadliche Auswirkungen auf das
Knochenmark, zum Beispiel durch Toxizitat [101], Malignitat [102] und ionisierende
Strahlung [103] kdnnen eine Stérung der Erythropoese bedingen und somit eine Anédmie

verursachen.
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1.4 Antibiotika und Antimykotika

Antibiotika werden hauptsachlich gegen bakterielle Infektionen eingesetzt, wohingegen
Antimykotika ihre Verwendung in der Bekampfung von Pilzinfektionen finden. Beide
Substanzklassen gehdren zur Gruppe der Antiinfektiva. Antibiotika und Antimykotika
werden in der Natur von Pilzen und Bakterien gebildet und werden heutzutage synthetisch
modifiziert. Die Herstellung von neuen Antiinfektiva kann entweder halb- oder
vollsynthetisch erfolgen [104].

Antibiotika kénnen u.a. nach ihrem Wirkmechanismus eingeteilt werden. Sie hemmen
entweder die Nukleinsduresynthese [105], die Proteinbiosynthese [106] oder schadigen
die Zellwand bzw. die Zellmembran [107]. Die in dieser Arbeit verwendeten
Antiinfektiva Salinomycin, Nystatin und Nigericin konnen in die Gruppe der
Zellmembran schadigenden Substanzen eingeteilt werden, da sie Zellmembranen fir

lonen durchldssiger machen [108-110].

1.5 lonophor-Antiinfektiva

Lipophile Membranen sind grundsatzlich fur geladene Partikel nicht durchlassig, weshalb
lonen nicht passiv durch eine Lipiddoppelschicht diffundieren kdnnen [15].
Transmembranproteine, wie zum Beispiel lonenkandle, lonenaustauscher, lonen-
Cotransporter und ATP-abhdngige lonenpumpen sind daher besonders fur den Transport
von lonen Uber die Zellmembran geeignet [15]. AuBerdem existiert eine Reihe natlrlich
vorkommender Molekiile, die diesen lonentransport Uber die Lipiddoppelschicht
ermoglicht. Diese sind als lonophore bekannt [15]. lonophore sind Molekiile, die u.a.
selektiv anorganische Kationen, wie beispielsweise Na*, K*, Ca?* und H* durch lipophile
Barrieren (biologische Membranen) hindurch transportieren kénnen [111]. lonophore
konnen auch selektiv Anionen transportieren. Diese kommen allerdings weitaus weniger
haufig vor als Kationophore [15]. Kationophore lassen sich in Carrier-lonophore und
kanalbildende lonophore unterteilen (Abb. 2) [112]. Carrier-lonophore binden lonen,
diffundieren mit diesen durch die Membran hindurch und setzen diese auf der anderen

Seite der Membran frei (Abb. 2). Ein kanalbildendes lonophor besteht aus Peptiden und
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bildet einen Transmembrankanal (Pore), wodurch lonen hindurch diffundieren kénnen
(Abb. 2) [112].

Extrazellulir

i@ r

Carrier-
Tonophor Ionophor

o+ lese

Intrazellulir

Abbildung 2: lonophor-Transport (selbst erstellt)

lonophore kdnnen biologischen Ursprungs sein, von Bakterien stammen oder synthetisch
hergestellt werden [15]. Die Mehrzahl der lonophore stammt von Bakterien ab und hat
eine antibiotische Wirkung. lonophore entfalten ihre Wirkung indem sie den
lonenkonzentrationsgradienten der Zelle abbauen und im Falle der lonophor-Antibiotika

zur ZerstOrung der jeweiligen Bakterien fuhren [113, 114].
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1.6 Salinomycin, Nystatin und Nigericin

1.6.1 Salinomycin

Salinomycin ist ein Polyether-lonophor-Antibiotikum und stammt aus der Gattung der
Streptomyceten [115]. Es weist eine starke Wirkung gegen verschiedene Erreger auf, wie
beispielsweise Kokzidien [116] und Trypanosomen [117]. AulRerdem zeigt Salinomycin
in Experimenten nicht nur eine apoptotische Wirkung gegen Tumorzellen und
Tumorstammzellen, sondern auch gegen Tumorzellen, die eine ausgepragte Zytostatika-
Resistenz aufweisen [108, 118, 119].

Salinomycin bewirkt Gber verschiedene Mechanismen eine apoptotische Wirkung [120].
Salinomycin ist ein lonophor fur Alkalimetalle und weist hierbei eine relative Selektivitat
fur K* auf. Ferner sorgt Salinomycin fiir einen Kaliumausstrom aus den Mitochondrien
und der Zelle [121]. Der Kaliumausstrom aus der Zelle fihrt u.a. zu einer
Funktionsstérung der Mitochondrien [122], zu einer Aktivierung der Caspase Uber den
mitochondrialen Signalweg [123], zu einer Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) [124], zur Autophagie [125] und zu einer Aktivierung der p38 Kinase [123, 126].
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Abbildung 3: Strukturformel von Salinomycin [127]
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1.6.2 Nystatin

Bei Nystatin handelt es sich um ein Polyen-Makrolacton, ein lonophor-Antibiotikum aus
der Gattung der Streptomyceten [128]. Aufgrund seiner Eigenschaft als lonophor erlaubt
es lonen, wie Na*, K*, H" und CI, die Zellmembran zu passieren [109]. Eine Behandlung
der Erythrozyten mit Nystatin fuhrt zu einer Zerstérung des lonengradienten entlang der
Zellmembran [109]. Das Pharmakon wird als lokales Antimykotikum fir die Behandlung
von Pilzinfektionen und als Prophylaxe bei HIV-Infektionen verwendet [129-131]. Bei
oraler Anwendung wird Nystatin kaum uber die Darmschleimhaut aufgenommen und
wirkt auf diese Weise hauptséachlich lokal im Intestinaltrakt [130]. Bei einer systemischen
Applikation zeigt Nystatin toxische Nebenwirkungen, die sich klinisch in einer
Thrombophlebitis, einem Rigor und Fieber prasentieren kdnnen [132]. In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass Nystatin in seiner liposomalen Form [132] bei
systemischer Applikation eine gute antifungale Wirkung und weniger Toxizitat aufweist
[133, 134]. Ferner konnte in in vitro Versuchen sogar eine Wirkung gegen Amphotericin
B resistente Pilze gezeigt werden [135]. Daher wird Nystatin auch oft bei einer Resistenz
gegentiber Amphotericin B angewandt [136]. Somit besteht durch den Einsatz von
Nystatin Hoffnung auf eine bessere systemische Therapie gegen schwer zu behandelnde

invasive Pilzinfektionen, wie beispielsweise der Aspergillose [135].

Abbildung 4: Strukturformel von Nystatin [137]
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1.6.3 Nigericin

Nigericin ist ein lonophor-Antibiotikum, welches aus der Gattung der Streptomyceten
stammt [138] und Zellmembranen fiir H" und K* durchldssig macht [110, 139]. Neben
einer antibakteriellen [140] und antiviralen [141] Potenz, zeigt Nigericin auch eine
Wirkung gegen die Erreger der Malaria [142] und der Toxoplasmose [143]. Des Weiteren
wird Nigericin fur die Behandlung von Tumoren des Nasopharynx [144, 145], des
Kolorektums [146] und der Prostata [147] in Betracht gezogen. Nigericin induziert eine
Apoptose [148] durch die Zerstorung des Protonengradienten entlang der
mitochondrialen Membran [149], durch eine Aktivierung von Caspasen [150] und durch
eine Inhibierung der Autophagie [151]. Ferner induziert Nigericin einen nekrotischen
Zelltod [150]. Die beteiligten Mechanismen von Nigericin auf zellularer Ebene
beinhalten eine Zunahme von oxidativem Stress [152], eine Freisetzung von Ca®* [153]
und eine Erhéhung der intrazellularen Natriumkonzentration [154]. Weiterhin bewirkt
Nigericin eine Freisetzung von Interleukin-1p (IL-1B) [155], einen Energieentzug der
Zelle [154], eine Aktivierung der Phospholipase A> [156] und eine Acylierung von
Sphingomyelin [157].

Abbildung 5: Strukturformel von Nigericin [158]
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1.7 Ziel dieser Arbeit

Im Zeitalter von global wachsenden Antibiotikaresistenzen und multiresistenten Keimen
[159] muss die Forschung und Entwicklung neuer Wirkstoffe mit Hochdruck geférdert
werden. Um in Zukunft gegen multiresistente Keime eine Chance zu haben, ist neben der
Entwicklung neuer Antiinfektiva auch die Forschung an altbekannten Antiinfektiva
unerlasslich [160]. Trotz ihres schlechten Nebenwirkungsprofils sind diese bei
lebensbedrohlichen Infektionen mit multiresistenten Keimen immer noch lebensrettend
[161]. Um in solchen lebensbedrohlichen Situationen ein Nutzen-Risiko besser abwégen
zu konnen, ist eine Erforschung der Nebenwirkungen dieser alten Antiinfektiva von
grolRer Bedeutung [160].

Ziel der vorliegenden Arbeit ist zu Uberprufen, ob die verschiedenen lonophor-
Antiinfektiva Salinomycin, Nystatin und Nigericin einen Einfluss auf den suizidalen
Erythrozytentod (Eryptose) austiben. Des Weiteren sollen die Mechanismen der Eryptose

unter der Einwirkung dieser lonophor-Antiinfektiva aufgeklart werden.

Zu diesem Zweck wurden Erythrozyten verschiedener Spender fur 48 h mit den
jeweiligen Antiinfektiva unter verschiedenen Konzentrationen inkubiert und
anschlieBend durchflusszytometrisch analysiert. Ein charakteristisches Merkmal der
Eryptose ist die Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache der
Erythrozyten [162]. Auch die Zellschrumpfung und der Einstrom von Ca?* sind
kennzeichnend flr den suizidalen Erythrozytentod [162]. So kann auch durch den Entzug
von Ca® aus dem extrazellularen Medium (berpriift werden, ob der durch die
Antiinfektiva induzierte suizidale Erythrozytentod calciumabhéngig ist. Die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [163] und die Ceramidbildung [39] kdnnen ebenfalls
eine Eryptose einleiten. N-Acetylcystein (NAC) hemmt die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies [164] und beeinflusst daher auch den suizidalen Erythrozytentod.

Um die Mechanismen der Eryptose, die moglicherweise durch die lonophor-
Antiinfektiva ausgelost werden, zu untersuchen, wurden alle bisher genannten Parameter,

namlich Phosphatidylserinexposition, Zellschrumpfung, intrazellularer Calciumgehalt,
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oxidativer Stress und Ceramidbildung bei allen drei verwendeten lonophor-Antiinfektiva
untersucht. Der Einfluss von N-Acetylcystein (NAC) auf den oxidativen Stress wurde nur
mit dem Antiinfektivum Salinomycin tberprift. Die Hamolyse ist eine andere Form des
Zelltodes, die sich von der Eryptose unterscheidet, da es bei dieser zur Freisetzung von
intrazellularem Hamoglobin kommt [165]. Zuséatzlich zur Eryptose wurde daher auch die
hamolytische Wirkung der lonophor-Antiinfektiva Salinomycin, Nystatin und Nigericin

auf Erythrozyten untersucht.

Da das lonophor-Antibiotikum Nigericin die Permeabilitat der Zellmembran fir H*-
lonen erhoht [152], wurde zusatzlich der intrazelluldre pH in den Erythrozyten unter dem
Einfluss von Nigericin gemessen. Da Cariporid ein selektiver Hemmer des Na*/H*-
Austauschers (NHEL) in Zellmembranen ist [166] und somit auch den intrazellularen pH-
Wert beeinflusst [167], wurde untersucht, ob die Eryptose unter Nigericin bei

Anwesenheit von Cariporid beeinflusst wird.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Erythrozyten

Die fur die Experimente verwendeten Erythrozyten stammten von gesunden Probanden
und wurden dankenswerterweise von der Blutspendezentrale der Universitat Tibingen
als Vollblut zur Verfigung gestellt. Die experimentelle Studie und die Blutentnahmen
aus gesunden Spendern wurden von der Ethikkommission der Universitat Tlbingen unter
der Projektnummer 184/2003V (berprift und genehmigt. Um aus dem gespendeten
Vollblut Erythrozyten zu isolieren, wurde 1 ml Vollblut zusammen mit 3 ml Ringer-
Losung in einem Zentrifugenréhrchen bei einer Temperatur von 21 °C mit 120 RCF
(relative centrifugal force) fir 20 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der
Uberstand, der Plasma und mononukledre Zellen enthielt, verworfen. Die auf diese Weise
isolierten Erythrozyten wurden in Eppendorf-Reaktionsgefalie tberfiihrt und bei 4 °C flr
maximal zwei Tage gelagert. Der Hamatokrit betrug fir alle Losungen mit den jeweiligen
Reagenzien 0,4 %. Sofern explizit keine anderen Werte angegeben sind, gelten fiir alle

Experimente die oben genannten Werte und Einstellungen.

2.2 Ringer-Losung

Kernhaltige Zellen sind wegen ihrer diversen Stoffwechselwege und hohen
Stoffwechselleistung, wie zum Beispiel der Proteinsynthese, auf besondere Bedingungen
und N&hrmedien angewiesen. Im Gegensatz zu kernhaltigen Zellen stellen Erythrozyten
aufgrund des fehlenden Zellkerns und der fehlenden Organellen keine hohen Anspriiche
an ihr Nahrmedium, wie etwa Aminoséauren oder Wachstumsfaktoren. Erythrozyten sind
auf ein Milieu angewiesen, welches ihnen einen Elektrolytenaustausch erlaubt [168] und
zur Energiegewinnung Glucose enthédlt [168]. Da die Ringer-Losung die gleichen
Elektrolytkonzentrationen enthélt, die auch im gesunden menschlichen Blutplasma zu

finden sind (300 mOsmol), ist diese das ideale Ndhrmedium fir die Erythrozyten.
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Daruber hinaus weisen Erythrozyten in Ringer-Losung eine erniedrigte Rate an spontaner
Eryptose auf. Deshalb wurde die Ringer-Losung bei allen durchgefiihrten Experimenten
als Losungsmittel und als Kontrolllésung verwendet. Zur Pufferung der Ringer-Losung
diente 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-l (HEPES). Fiir alle Experimente lag ein
physiologischer pH-Wert von 7,4 vor [169]. Tabelle 1 enthdlt eine genaue

Zusammensetzung der fiir alle Experimente verwendeten Ringer-Ldsung.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Ringer-Ldsung

Substanz Konzentration [mMM] Menge fur ca. 11 [g]
NaCl 125 7,305

KCI 5 0,373

MgSO4 1 0,296

CaCl 1 0,111

Glucose 5 0,901

HEPES 32,2 7,674

NaOH 13,7 0,541

H20 982,798 ml

2.3 Annexin-Waschpuffer

Um die Phosphatidylserinexposition nach stattgefundener Eryptose zu untersuchen,
wurden die Erythrozyten mit einem Annexin-Waschpuffer, der Annexin-V-FITC oder
Fluo-3-AM in einer Verdunnung von 1:200 enthielt, inkubiert. Die genaue

Zusammensetzung des Puffers ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Annexin-Waschpuffers

Substanz Konzentration [mM] Menge fur ca. 1 | [g]
NaCl 140 7,305

CaClq 5 0,555

HEPES 10 2,383

NaOH 4 0,168

H20 990 ml
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2.4 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist ein Analyseverfahren zur quantitativen Bestimmung von
Zellen und Partikeln. Das Verfahren liefert Informationen tber die ZellgroRe, die
Zellstruktur und tber das Zellinnere. Es ist ublicherweise auch unter dem Begriff FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorting) bekannt. Der Begiff FACS ist ein eingetragenes
Warenzeichen des Unternehmens Becton Dickinson (BD). Bei diesem Verfahren werden
Zellen und Partikel beim Durchtritt durch eine sehr Kkleine Durchflusszelle
hydrodynamisch so fokussiert, dass die Zellen oder Partikel einzeln von einem
Halbleiterlaser bestrahlt werden. Durch die Streuung des Lichts in unterschiedliche
Richtungen werden Signale detektiert, wodurch die Zellen auf verschiedene

Eigenschaften hin separiert werden.

Der Photodetektor des Vorwartsstreulichts (Forward-Scatter = FSC) steht anndhernd
(10°) zu der Achse des einfallenden Lichtstrahls und gibt im Wesentlichen Auskunft Giber
die GroRe einer Zelle. Das bedeutet, dass groRere Zellen ein groReres Streulichtsignal als
Kleinere Zellen erzeugen. Der Photodetektor des Seitwdrtsstreulichts (Side-Scatter =
SSC) steht im rechten Winkel (90°) zum einfallenden Lichtstrahl, dessen Streulichtsignal
neben der GroRe einer Zelle auch von dessen Innenstruktur bzw. der ,,Granularitat

abhangig ist.

Des Weiteren ist es mit Hilfe der Durchflusszytometrie moglich, mit fluoreszierenden
Substanzen Zellbestandteile zu markieren und zu bestimmen. Dazu wird das von den
fluoreszierenden Substanzen nach Anregung durch den Laser emittierte Licht von
Interferenzfiltern und entsprechenden Photodetektoren, die fiir unterschiedlich emittierte
Wellenldngen empfindlich sind, analysiert. Diese unterschiedlichen Wellenldngen
koénnen von den entsprechenden Fluoreszenzkanalen (FL-1, 2, 3 und 4) aufgenommen
und dargestellt werden. Der Fluoreszenzkanal FL-1 kann, wie im Falle von Annexin V-
FITC, eine Emission von 530 nm aufnehmen und das Signal darstellen. Die Zahl der
analysierbaren Parameter der zu untersuchenden Zelle steigt mit der Zahl der eingesetzten
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Laser und fluoreszierenden Substanzen. In dieser Arbeit wurden alle Messungen mit
einem FACS Calibur der Firma Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA, welches
mit vier verschiedenen Fluoreszenzkanélen (FL-1 bis FL-4) ausgestattet ist, durchgefiihrt.
Zur Auswertung der Messdaten wurde ein Rechner der Firma Macintosh und das

Programm Cell Quest Software verwendet.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden unter einer sterilen Werkbank
durchgefuhrt. Fir die zu untersuchenden Wirkstoffe Salinomycin, Nystatin und Nigericin
wurden entsprechende Konzentrations-Stocks herstellt. Zunachst wurden 1000 pl einer
Ringer-Losung in alle Eppendorf-Reaktionsgefélie pipettiert. Anschlielend wurde die
jeweilige Substanz in verschiedenen Konzentrationen hinzugesetzt. Zuletzt wurden in alle
Reaktionsgefale 4 ul der hergestellten Erythrozytenkonzentrate hinzugegeben, wodurch
sich fir alle Proben ein Hamatokrit von 0,4 % ergab. Alle Versuchsansatze wurden fur
48 h bei 37 °C inkubiert. Jede Versuchsreihe enthielt Erythrozytenkonzentrate von einer
unterschiedlichen Anzahl an Probanden. Um auszuschlieRen, dass die Ringer-Losung
oder das Losungsmittel DMSO selbst einen Einfluss auf das Messergebnis hatte, wurden
jeweils Negativkontrollen, in denen nur Ringer-L6sung oder nur Ringer-Losung mit
DMSO enthalten war, erstellt. Wenn explizit kein anderes Losungsmittel angegeben ist,
war DMSO fir alle Versuche das verwendete Ldsungsmittel. Zudem wurde in alle
DMSO-Negativkontrollen die hochste Konzentration der zu untersuchenden Substanz
hinzugefigt. Die weitere Behandlung und Messung der Proben nach der Inkubation ist
im jeweiligen Abschnitt beschrieben.

2.5 Annexin-V-Bindung und Forward Scatter (FSC)

Die Translokation von Phosphatidylserin (Phosphatidylserinexposition) vom inneren
Blatt hin zum &uReren Blatt der erythrozytdren Membran ist ein Kennzeichen der
Eryptose [162]. Aufgrund seiner hohen Affinitat zu anionischen Phospholipiden weist
Annexin-V eine starke Bindung zu Phosphatidylserin auf [170] und eignet sich sehr gut
zu dessen Bestimmung. Annexin-V weist selbst keine Fluoreszenzeigenschaft auf,
weshalb die Substanz mit FITC (Fluorescein-isothiocyanat) konjugiert ist. Erst durch

diese Konjugation ist eine durchflusszytometrische Detektion des Phosphatidylserins
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moglich. Fur die Versuche wurde das Annexin-V-FITC (ImmunoTools, Friesoythe,
Deutschland) in einer Verdinnung von 1:200 in Annexin-Waschpuffer eingesetzt.

Um zu uberprifen, ob die lonophor-Antiinfektiva in der Lage sind eine Eryptose
auszuldsen, wurde ihr Effekt auf die Phosphatidylserinexposition hin untersucht. Zu
diesem Zweck wurden die Erythrozyten fir 48 h bei 37 °C mit den jeweiligen
Antiinfektiva in Eppendorf-Reaktionsgefalien inkubiert. Nach der Inkubation wurden aus
jeder Probe 150 ul Zellsuspension in eine 96-well Mikrotiterplatte tUberfuhrt. Danach
wurde die 96-well Mikrotiterplatte bei 1600 rpm (revolutions per minute) und bei
Raumtemperatur (21 °C) fur 3 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen und das Zellpellet unter Lichtausschluss mit dem vorbereiteten
Annexin-Waschpuffer resuspendiert. Zur Markierung des Phosphatidylserins wurde ein
Annexin-Waschpuffer, welcher 1:200 verdiinntes Annexin-V-FITC enthielt, verwendet.
Die auf diese Weise vorbereiteten Proben wurden im Anschluss in FACS-Rohrchen
Ubertragen und fur 20 Minuten bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Nach dieser
Inkubation wurde die Intensitét der Annexin-V-Fluoreszenz im Fluoreszenzkanal FL-1
mittels einer Erregungswellenl&nge von 488 nm sowie einer Emissionswellenldnge von

530 nm am FACS Calibur gemessen.

Parallel dazu wurde die ZellgréRe anhand des Forward Scatters (FSC) mitbestimmt. Das
FSC kann im Gegensatz zum Phosphatidylserin ohne Farbung bzw. fluoreszierenden
Antikorper gemessen werden. Fir die Bestimmung des FSC wurde ein Dotplot FSC
versus Side Scatter (SSC) erstellt. Die Messungen fur beide Parameter wurden auf einer
linearen Skala durchgefuihrt. AnschlieRend wurde fiir jede Probe das geometrische Mittel
analysiert. Die Bestimmung des FSC gibt Auskunft Giber die GroRRe einer Zelle. Hierdurch
kann festgestellt werden, ob eine Schrumpfung der Zelle stattgefunden hat, was ein

weiteres Merkmal der Eryptose darstellt [49].

2.6 Fluo-3-Fluoreszenz

Eine Zellschrumpfung der Erythrozyten, was ein Merkmal der Eryptose darstellt, ist eine
Folge des Einstroms von Ca?* durch nicht-selektive Kationenkanéle [43]. Der Einstrom
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von Ca?* fiihrt zu einer Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration. Durch diese
Zunahme werden calciumsensitive Kaliumkanéle aktiviert, die zu einem Kaliumausstrom
und zu einer Hyperpolarisation der Zelle fihren. Aufgrund des hierdurch erzeugten
elektrischen Gradienten kommt es zu einem Ausstrom von CI, das zusammen mit einem

Kaliumausstrom das Wasser aus der Zelle treibt und zur Schrumpfung dieser fuhrt [49].

Um die intrazelluldre Calciumkonzentration nach Inkubation der Erythrozyten flr 48 h
bei 37 °C mit den jeweiligen Antiinfektiva zu bestimmen, wurden 150 pl der
Zellsuspension in eine 96-well Mikrotiterplatte tberfihrt und fir 3 min bei 1600 rpm
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Proben mit dem
vorbereiteten  Annexin-Waschpuffer resuspendiert. Der vorbereitete Annexin-
Waschpuffer enthielt zur Markierung des intrazellularen Ca?* Fluo-3-AM in einer
Verdunnung von 1:200. Fluo-3-AM (Biotium, Hayward, USA) ist eine calciumbindende
und fluoreszierende Substanz. Aufgrund seiner Ester-Eigenschaft kann Fluo-3-AM
problemlos die Zellmembran passieren. Mit Hilfe von unspezifischen intrazellularen
Esterasen wird Fluo-3-AM in seine freie Form Fluo-3 gespalten [171]. Nur in der
gespaltenen Form kann Fluo-3-AM an intrazellulares Ca?* binden, verliert aber zugleich
auch seine Membranpermeabilitat und kann somit die Zelle nicht mehr verlassen [171].
Deshalb eignet sich Fluo-3-AM hervorragend zur intrazellularen Calciumbestimmung
[172].
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Abbildung 6: Strukturformel von Fluo-3-AM [173]

Um den intrazelluldren Calciumgehalt zu bestimmen, wurden die Proben in FACS-
Raéhrchen Gberflhrt, die anschlieBend unter Lichtausschluss fir 30 Minuten inkubiert
wurden. Daraufhin wurde die Intensitdt der calciumabhédngigen Fluoreszenz im
Fluoreszenzkanal FL-1 mittels einer Erregungswellenldnge von 488 nm, sowie einer
Emissionswellenl&dnge von 530 nm am FACS Calibur gemessen. AnschlieBend wurde das
geometrische Mittel der calciumabhé&ngigen Fluo-3-Fluoreszenz fur jede Probe

analysiert.

2.7 Calciumfreie Ringer-Losung

Um zu Uberprifen, ob die durch die Antiinfektiva ausgeldste Eryptose vom Einstrom
extrazellularen Calciums abhangig ist, wurde der Effekt der Antiinfektiva Salinomycin,
Nystatin und Nigericin auf die Eryptose in einer calciumfreien Ringer-Losung (Tabelle

3) untersucht.
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Tabelle 3: Zusammensetzung der calciumfreien Ringer-Loésung

Substanz Konzentration [mMM] Menge fur ca. 1 1[g]
NaCl 125 7,305

KCI 5 0,373

MgSO4 1 0,296

EGTA 1 0,190

Glucose 5 0,901

HEPES 32,2 7,674

NaOH 13,7 0,541

H20 982,798

Bei dieser Messung wurden die Proben mit jeweils der hochsten Konzentration des zu
untersuchenden Antiinfektivums sowohl in Ringer-Losung als auch in calciumfreier
Ringer-Losung fur 48 h inkubiert. Danach wurde die Phosphatidylserinexposition mit
Hilfe der Annexin-V-Bindung und das FSC bestimmt.

2.8 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Um der Frage nachzugehen, ob oxidativer Stress bei der durch die Antiinfektiva
ausgelosten Eryptose eine Rolle spielt, wurden die reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) in
den Erythrozyten bestimmt, da bekannt ist, dass oxidativer Stress eine Eryptose auslost
[163]. Dafur wurden die ROS mit Hilfe des fluoreszierenden Farbstoffes 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetat (DCFDA) quantitativ bestimmt. DCFDA (Sigma,
Schnelldorf, Deutschland) kann wegen seiner Acetylierung problemlos durch die
Zellmembran hindurch diffundieren. In der Zelle wird DCFDA von intrazelluldaren
Esterasen zu einer nicht-fluoreszierenden Verbindung deacetyliert. Durch die Oxidation
der deacetylierten Verbindung durch ROS entsteht das 2',7'-dichlorodihydrofluorescein
(DCF). DCF ist seinerseits eine sehr stark fluoreszierende Verbindung und kann anhand

der Durchflusszytometrie analysiert werden [174].
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Fir die Bestimmung der ROS wurden die Proben zundchst flr 48 h bei 37 °C mit den
jeweiligen Antiinfektiva inkubiert. Nach der Inkubation wurden 150 pl der
Zellsuspension in eine 96-well Mikrotiterplatte tberfihrt und fiir 3 min bei 1600 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben mit einer Endkonzentration von 10 uM
DCFDA bei 37 °C fir 30 Minuten geférbt. Die Erythrozyten wurden anschlieend drei
Mal mit 150 ul Ringer-Lésung gewaschen und in 200 pl Ringer-Loésung resuspendiert.
Die ROS-abhéngige Fluoreszenzintensitat wurde anschliefend im Fluoreszenzkanal FL-
1 mittels einer Erregungswellenldnge von 488 nm, sowie einer Emissionswellenlange von
530 nm am FACS Calibur gemessen. AnschlieBend wurde fir jede Probe das

geometrische Mittel der DCFDA-abhé&ngigen Fluoreszenz analysiert.

2.9 Hamolyse

Bei der Hdmolyse wurde Uberprift, inwiefern die lonophor-Antiinfektiva Salinomycin,
Nystatin und Nigericin neben einer Eryptose auch zu einer Hdmolyse der Erythrozyten
fihren. Fur die Bestimmung der H&molyse wurden die Proben fur 48 h bei 37 °C in
Ringer-Losung inkubiert. Gleichzeitig erfolgte fur denselben Zeitraum eine Inkubation
der Erythrozyten in H>O dest. (100 % H&molyse). Nach 48 stiindiger Inkubation wurden
die Proben fur 3 Minuten bei 1600 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend
wurden 100 pl Uberstand der jeweiligen Probe in eine 96-well Mikrotiterplatte tiberfiihrt.
Um die Hamolyse in den Proben mit den Referenzwerten zu vergleichen, wurde eine
Standardkurve mit 0 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80 % und 100 % Hamolyse erstellt. Auch
hierfir wurden wiederum 100 pl Uberstand der jeweiligen Probe in eine 96-well
Mikrotiterplatte Gberfuhrt. Um die H&molyse in den Proben zu bestimmen, wurde die
Hamoglobinkonzentration im Uberstand photometrisch bei einer Wellenldnge von 405

nm gemessen.
2.10 Ceramid

Neben einer erhthten intrazelluldren Calciumkonzentration ist die Anreicherung von
Ceramid auf der Zelloberflache der Erythrozyten ein weiterer Mechanismus zur

Auslosung einer Eryptose [39]. Ceramid ist eine Untergruppe der Lipide und gehort zu
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den Sphingolipiden [175]. Es besteht aus einem Sphingosinmolekil, welches durch eine
Amidbindung an eine Fettsdure gebunden ist [176]. Die Ceramid-Anreicherung wurde

mittels eines monoklonalen Antikdrper-Assays bestimmt.

Der Anti-Ceramid-Antikorper (Enzo Life Scienes, Lorrach, Deutschland), ein von der
Maus stammender monoklonaler Antikorper, der im Verhéltnis 1:10 in PBS (Phosphate
Buffered Saline) + 0,1% Rinderalbumin (Bovine Serum Albumin = BSA) verdunnt
wurde, bindet an die Oberflache des Ceramids. Um den monoklonalen Anti-Ceramid-
Antikorper in der Durchflusszytometrie nachzuweisen, wurde ein spezifischer
polyklonaler FITC (flurorescein-isothiocyanate)-konjugierter, von der Ziege
stammender, Anti-Maus-1gG/IgM-Antikérper (Pharmingen, Hamburg, Deutschland)
verwendet. PBS ist eine nicht zytotoxische und isotonische Lésung und eignete sich

aufgrund dieser Eigenschaften fur die Versuche (Tabelle 4).

Tabelle 4: Zusammensetzung der PBS-L3sung

Substanz Konzentration [mMM] Menge fur ca. 11 [g]
NaCl 137 8

KCI 2,7 0,2

NazHPO4 ¢ 2 H20 8,1 1,44

KH2POq4 1,76 0,24

Um zu dberprufen, ob die Bildung von Ceramid eine Rolle bei der lonophor-
Antiinfektiva-induzierten Eryptose spielt, wurde der Einfluss von Salinomycin, Nystatin
und Nigericin auf die Anreicherung von Ceramid auf der Oberflache der Erythrozyten
hin untersucht. Hierfiir wurden die Proben fir 48 h bei 37 °C inkubiert. Nach der
Inkubation wurden 100 pl Zellsuspension aus den Eppendorf-Reaktionsgefalien in eine
96-well Mikrotiterplatte uberfihrt und fur 3 Minuten bei 1600 rpm zentrifugiert.
Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurden die Proben in einer vorbereiteten PBS-
Losung resuspendiert. Die vorbereitete PBS-LOsung enthielt 0,05 % Rinderalbumin
(BSA) und den 1:10 verdunnten Anti-Ceramid-Antikorper. Die auf diese Weise

angeférbten Zellen wurden fir 1 h inkubiert. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen
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einmal mit 100 pl PBS-BSA-L6sung gewaschen. Nach dem Waschvorgang wurden die
Zellen in PBS-BSA-Lo6sung mit einem spezifischen polyklonalen Flurorescein-
isothiocyanat (FITC)-konjugierten, von der Ziege stammenden, Anti-Maus-1gG/IgM-
Antikorper (1:50) angefarbt. Die angefarbten Zellen wurden fir weitere 30 Minuten
inkubiert und wie oben beschrieben mit der PBS-BSA-LGsung gewaschen. Die Zellen
wurden in 200 pl PBS-BSA-LGsung resuspendiert. AnschlieBend wurde die FITC-
abhangige Fluoreszenz im Fluoreszenzkanal FL-1 mittels einer Erregungswellenlange
von 488 nm, sowie einer Emissionswellenldnge von 530 nm am FACS Calibur gemessen.
AnschlieBend wurde fur jede Probe das geometrische Mittel der Ceramid-abhéngigen

Fluoreszenz analysiert.

2.11 Intrazellularer pH (pH;)

Um zu untersuchen, inwiefern Nigericin den intrazellularen pH der Erythrozyten
beeinflusst, wurde dieser mit BCECF-AM (2°-7"-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-
carboxyfluorescein)-(acetoxymethyl ester) (Life Technologies, Carlsbad, USA)
gemessen. Aufgrund seiner Ester-Eigenschaft kann BCECF-AM leicht Zellmembranen
Uberwinden [177]. Die Esterverbindung des BCECF-AM wird intrazelluldar durch
unspezifische Esterasen abgebaut, wodurch BCECF entsteht [177]. BCECF selbst weist
fluoreszierende Eigenschaften auf und kann die Zellmembran aufgrund einer
Ladungsanderung nicht mehr verlassen. Hierdurch reichert sich BCECF intrazellulér an
[178-180]. Ferner weist BCECF einen pKa-Wert von etwa 7,0 auf [181, 182]. Dies
entspricht etwa dem physiologischen pH-Bereich des Intrazellularraumes (6,8 -7,4) [177].
Aufgrund dieser Vorteile eignet sich BCECF hervorragend fir die Bestimmung des pHi
[178]. BCECF ist bei einer Exzitationswellenldnge von 490 nm sensibel fiir Anderungen
des pHi [177].

Fur die Bestimmung des pHi wurden unbehandelte und mit Nigericin behandelte
Erythrozyten in Ringer-LAsung gewaschen und nach Hinzufliigen von 5 uM BCECF-AM
far 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Um den intrazelluldren pH-Wert zu kalibrieren wurde
eine Standardkurve angelegt. Hierflir wurden die unbehandelten, geférbten Erythrozyten
in eine stark kaliumhaltige Lésung, bestehend aus 105 mM KCI, 1 mM CaClz, 1,2 mM
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MgSQg4, 32,2 mM HEPES und 10 mM Mannitol, in einem pH-Bereich von 6,8 — 8,0 in
0,2 pH-Schritteinheiten resuspendiert. Funf Minuten vor den durchflusszytometrischen
Messungen wurden 10 mM Nigericin hinzugeflgt. Mittels FACS wurde die Fluoreszenz
in FL-1 (530/30) und in FL-2 (585/42) bei 488 nm detektiert. Das Verhaltnis von FL-1
und FL-2 wurde aus dem geometrischem Mittelwert jedes einzelnen Kanals, mit 50,000
Erythrozyten in jeder Behandlungsgruppe, berechnet [178].

2.12 Cariporid

Cariporid (Tocris Bioscience, Bristol, UK) ist ein selektiver Hemmer des Na*/H*-
Austauschers (NHEZL) in der Zellmembran. Die Hauptwirkung des Na*/H"-Austauschers

ist die Regulierung des intrazellularen pH-Wertes [183].
2.13 Statistik

Fur die Darstellung der gemessenen Daten wurde das arithmetische Mittel +
Standardfehler (SEM) gewéhlt. Sowohl der ANOVA-Test (Analysis of variance) als auch
der Tukey’s-Test wurden je nach Indikation als Test im Anschluss an die Experimente
verwendet. Die  Anzahl der Patienten entspricht den  verwendeten
Erythrozytenkonzentraten und wird mit n angegeben. Da jede Erythrozytenprobe
unterschiedlich auf die Experimente reagiert, wurden fiir jeden Versuch die gleichen
Erythrozyten, sowohl fur die Kontrollen als auch fur das eigentliche Experiment,

verwendet. Hierbei wurden nur p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss von Salinomycin auf die Eryptose

3.1.1 Erythrozytare Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindung)

Um zu Uberprifen, ob das lonophor-Antibiotikum Salinomycin eine Eryptose auslost,
wurde der Einfluss dieser Substanz auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten
in unterschiedlichen Konzentrationen (5 - 100 nM) getestet. Nach 48 stiindiger Inkubation
der Proben zeigte sich prozentuell bereits bei 5 nM Salinomycin ein statistisch
signifikanter (p<0,05) Anstieg der Annexin-V-bindenden Zellen. Dieser Anstieg nahm
bis zu einer Konzentration von 50 nM stetig zu, erfuhr allerdings bei einer héheren
Dosierung (100 nM) keinen weiteren Anstieg mehr (Abb. 7 A & B).
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Abbildung 7: Effekt von Salinomycin auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der Erythrozyten fur 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linien) Effekt von 5, 10, 50 und 100 nM
Salinomycin. M1 zeigt den Bereich der Annexin-V-positiven Zellen (%) an.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=12) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-Lésung ohne (weil3er Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10,
50 und 100 nM Salinomycin. * (p<0,05) und *** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-
Kontrolle ohne Salinomycin (weiRer Balken) (ANOVA) [184].
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3.1.2 Erythrozytare ZellgrofRe (Forward Scatter (FSC))

Da die Zellschrumpfung ein weiteres Merkmal der Eryptose darstellt, wurde untersucht,
ob der Einfluss von Salinomycin in unterschiedlichen Konzentrationen (5 - 100 nM) zu
einer Veranderung der ZellgroRe fiihrt. Nach 48 stundiger Inkubation mit Salinomycin
zeigte sich eine statistisch signifikante (p<0,001) Abnahme der ZellgroRe bei 5 und 10
nM. Bei 5 nM war die starkste Zellvolumenabnahme (Schrumpfung) der Erythrozyten zu
beobachten. Bei den Salinomycin-Konzentrationen 50 und 100 nM konnte allerdings
keine Veranderung der ZellgroRRe im Vergleich zur Ringer-Kontrolle beobachtet werden
(Abb. 8 A & B).
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Abbildung 8: Effekt von Salinomycin auf das erythrozytare Forward Scatter (FSC)

A: Original-Histogramm des Forward Scatters der Erythrozyten nach Inkubation flir 48 h in Ringer-Ldsung
ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linien) Effekt von 5, 10, 50 und 100 nM Salinomycin.
B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=12) des erythrozytdren Forward Scatters nach Inkubation der
Erythrozyten fur 48 h in Ringer-Losung ohne (weiRer Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10,
50 und 100 nM Salinomycin. *** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne
Salinomycin (weiBer Balken) (ANOVA) [184].

3.1.3 Intrazelluldre Calciumkonzentration (Fluo-3-Fluoreszenz)

Um festzustellen, ob die Schrumpfung der Erythrozyten durch Salinomycin auf eine
erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration zurtickzufuhren ist, wurden die Erythrozyten
fur 48 h inkubiert und anschlieBend mit Fluo-3-AM markiert. Fluo-3 (siehe Kapitel 3.3.2)
bindet nur an intrazellulares Ca?* und kann dank seiner Fluoreszenzeigenschaft mittels

Durchflusszytometrie bestimmt werden.
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Die Messergebnisse zeigten bereits bei 10 nM Salinomycin eine statistisch signifikante
(p<0,05) Erhéhung der Fluo-3-Fluoreszenz. Diese erreichte bei 50 nM Salinomycin ihren
hdchsten Wert. Ab héheren Salinomycin-Konzentrationen (100 nM) war jedoch kein

weiterer Anstieg mehr zu verzeichnen (Abb. 9 A & B).
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Abbildung 9 Effekt von Salinomycin auf den intrazellularen Calciumgehalt der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linien) Effekt von 5, 10, 50 und 100 nM
Salinomycin.

B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=12) der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fir 48
h in Ringer-Lésung ohne (weiller Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10, 50 und 100 nM
Salinomycin. * (p<0,05), *** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne
Salinomycin (weiBer Balken) (ANOVA) [184].

3.1.4 Calciumfreie Ringer-Ldsung

Um zu uberprifen, ob eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration an der
Salinomycin-induzierten Eryptose beteiligt ist, wurden die Proben mit der hochsten
Salinomycin-Konzentration (100 nM) sowohl in Ringer-L6sung als auch in calciumfreier
Ringer-Losung fir 48 h inkubiert. Danach wurde die Phosphatidylserinexposition
bestimmt. Die Salinomycin-induzierte Annexin-V-Bindung nahm in calciumfreier
Ringer-Losung im Vergleich zur calciumhaltigen Ringer-Ldsung signifikant ab (Abb.
10). Dennoch konnte eine signifikante Zunahme der Annexin-V-bindenden Erythrozyten
durch Salinomycin auch ohne Calciumeinfluss beobachtet werden. Dies deutet daraufhin,
dass noch andere Mechanismen auBer einer erhohten intrazelluldaren

Calciumkonzentration an der Salinomycin-induzierten Eryptose beteiligt sind.
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Abbildung 10: Effekt des Calciumentzugs auf die Salinomycin-induzierte Annexin-V-Bindung in
Erythrozyten

Arithmetisches Mittel + SEM (n=5) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fir 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weile Balken) und mit (schwarze Balken) 100 nM
Salinomycin. Linke Balken: Effekt von Salinomycin auf die Phosphatidylserinexposition mit Ca%*; Rechte
Balken: Einfluss von Salinomycin auf die Phosphatidylserinexposition ohne Ca?*. *** (p<0,001) zeigt den
signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Werten ohne Salinomycin (ANOVA); # (p<0,05) zeigt den
signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Werten in der Anwesenheit von Ca?* (ANOVA) [184].

3.1.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Da oxidativer Stress auch eine Eryptose auslésen kann, wurde getestet, ob es nach 48
stindiger Inkubation der Erythrozyten mit Salinomycin zu einem Anstieg der reaktiven
Sauerstoffspezies bzw. der DCFDA-abhéngigen Fluoreszenz kommt. Nach Inkubation
der Erythrozyten mit 100 nM Salinomycin konnte ein signifikanter Anstieg der DCFDA-
positiven Zellen verzeichnet werden (Abb. 11 A &B). Um zu tberprifen, ob der oxidative
Stress bzw. die Annexin-V-Bindung unter dem Antioxidans N-Acetylcystein (NAC)
abgeschwacht wird, wurden die Proben mit und ohne Anwesenheit von NAC untersucht.
Hierbei zeigte sich, dass eine NAC Konzentration von 1 mM die Wirkung von 100 nM
Salinomycin auf die Phosphatidylserinexposition signifikant herabsetzte (Abb. 11 C).
Folglich beruht eine Teilwirkung von Salinomycin auf dessen Fahigkeit den oxidativen
Stress in Erythrozyten zu erhohen.
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Abbildung 11: Salinomycin-induzierter oxidativer Stress in Erythrozyten

A: Original-Histogramm der DCFDA-positiven Erythrozyten nach Inkubation fir 48 h in Ringer-L&sung
ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) 100 nM Salinomycin. M1 zeigt den Bereich der
DCFDA-positiven Zellen (%) an.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=8) aus dem Prozentsatz der DCFDA-positiven Erythrozyten nach
Inkubation flr 48 h in Ringer-Losung ohne (weiller Balken) und mit (schwarzer Balken) Effekt von 100
nM Salinomycin. ** (p<0,01) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Salinomycin
(unpaired t-test) [184].

C: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=6) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-bindenden Erythrozyten nach
Behandlung fiir 48 h in Ringer-Losung ohne (weille Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 100
nM Salinomycin. Linke Balken: Behandlung der Proben mit Salinomycin ohne N-Acetylcystein (NAC);
Rechte Balken: Behandlung der Proben mit Salinomycin und 1 mM NAC. *** (p<0,001) zeigt den
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Ringer-Kontrolle ohne Salinomycin (ANOVA); # (p<0,05)
zeigt den signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Werten bei Abwesenheit von 1 mM NAC (ANOVA).
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3.1.6 Hamolyse

Neben der Eryptose wurde ebenfalls untersucht, ob durch die Exposition der Erythrozyten
mit Salinomycin (5-100 nM) fiir 48 h auch eine Hamolyse ausgelost wird. Fur die
jeweiligen Salinomycin-Konzentrationen wurden jeweils verschiedene Spender (n = 5)
verwendet. Der Mittelwert der Prozentsdtze fur die jeweiligen Salinomycin-
Konzentrationen (5-100 nM) betrugen: 0,01 £ 0,01 % (Ringer-Kontrolle); 0,02 + 0,01 %
(5 nM); 0,02 = 0,01 % (10 nM); 0,06 = 0,01 % (50 nM) und 0,02 + 0,01 % (100 nM)
[184]. Insgesamt war die Hamolyse unter den verschiedenen Salinomycin-

Konzentrationen also prozentuell sehr niedrig.

3.1.7 Ceramid

Da Ceramid ein weiterer Mechanismus ist, um eine Eryptose auszulGsen, wurde die
Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten nach 48 stiindiger Inkubation
untersucht. Nach einer Behandlung der Erythrozyten mit 100 nM Salinomycin zeigte sich
ein statistisch signifikanter (p<0,05) Anstieg der Ceramid-Anreichung (Abb. 12 A & B).
Somit ist eine Ceramidbildung am Entstehen der durch Salinomycin-induzierten Eryptose
beteiligt.
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Abbildung 12: Effekt von Salinomycin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten nach Inkubation
fur 48 h in Ringer-Ldsung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) 100 nM Salinomycin.
B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=5) der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten
nach Inkubation fur 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weiller Balken) und mit (schwarzer Balken) Effekt von
100 nM Salinomycin * (p<0,05) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne
Salinomycin (unpaired t-test) [184].
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3.2 Einfluss von Nystatin auf die Eryptose

3.2.1 Erythrozytare Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindunq)

Um zu Gberprufen, ob Erythrozyten nach Behandlung mit dem lonophor-Antimykotikum
Nystatin in einen suizidalen Erythrozytentod Ubergehen, wurde diese Substanz in
unterschiedlichen Konzentrationen (5 - 15 pg/ml) mit Erythrozyten fiir 48 h inkubiert.
AnschlieRend wurde die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten untersucht. Nach
48 stlindiger Inkubation der Proben mit Nystatin zeigte sich ein prozentualer Anstieg der
Annexin-V-bindenden Erythrozyten, der bereits bei einer Konzentration von 10 pg/ml
eine statistische Signifikanz erreichte (p<0,01). Bei einer Konzentration von 15 pg/mi
Nystatin stieg die Annexin-V-Bindung weiter an und erreichte die hochste statistische
Signifikanz (p<0,001) (Abb. 13 B).
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Abbildung 13: Effekt von Nystatin auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-
Loésung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) Effekt von 15 pg/ml Nystatin. M1 zeigt den
Bereich der Annexin-V-positiven Zellen (%) an.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=12) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-L6sung ohne (weiller Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10,
15 pg/ml Nystatin. Als Vergleich ist der Effekt des Lsungsmittels DMSO auf die Erythrozyten gezeigt
(grauer Balken). ** (p<0,01) und *** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle
ohne Nystatin (weiBer Balken) (ANOVA) [185].
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3.2.2 Erythrozytare Zellgrofle (Forward Scatter (FSC))

Da der suizidale Erythrozytentod oft mit einer Zellschrumpfung einhergeht, wurde der
Effekt von Nystatin in unterschiedlichen Konzentrationen (5 - 15 pg/ml) auf eine
Veranderung der ZellgroBe der Erythrozyten hin untersucht. Nach 48 stundiger
Inkubation der Proben mit Nystatin zeigte sich bereits bei einer Nystatin-Konzentration
von 5 pg/ml (p<0,001) eine statistisch signifikante Abnahme der Zellgrofie der
Erythrozyten, welche mit steigender Nystatin-Konzentration weiterhin abnahm (Abb. 14
B).
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Abbildung 14: Effekt von Nystatin auf das erythrozytére Forward Scatter (FSC)

A: Original-Histogramm des erythrozytaren Forward Scatters (FSC) nach Inkubation firr 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Fl&che) und mit (schwarze Linie) Effekt von 15 pg/ml Nystatin.

B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=12) des erythrozytéren Forward Scatters nach Inkubation fiir 48 h in
Ringer-Losung ohne (weiller Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10, und 15 pg/ml Nystatin.
Als Vergleich ist der Effekt des Losungsmittels DMSO auf die Erythrozyten gezeigt (grauer Balken). ***
(p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Nystatin (weiller Balken)
(ANOVA) [185].

3.2.3 Intrazelluldre Calciumkonzentration (Fluo-3-Fluoreszenz)

Um zu testen, ob der Nystatin-induzierte suizidale Erythrozytentod mit einer erhéhten
intrazellularen Calciumkonzentration einhergeht, wurde tberpriift, ob die Behandlung der
Erythrozyten mit unterschiedlichen Nystatin-Konzentrationen (5 - 15 pg/ml) zu einer
Erhéhung der Fluo-3-Fluoreszenz fiihrt. Um dies zu untersuchen, wurden die
Erythrozyten fiir 48 h inkubiert und mit Fluo-3-AM markiert. Anschliefend wurde die

Fluo-3-Fluoreszenz durchflusszytometrisch analysiert.
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Nach 48 stindiger Inkubation der Proben mit Nystatin zeigte sich eine statistisch
signifikante Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz erst bei einer Nystatin-Konzentration von
15 pg/ml (p<0,001) (Abb. 15 A & B).
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Abbildung 15: Effekt von Nystatin auf den intrazelluldren Calciumgehalt der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fur 48 h in Ringer-
Lésung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) Effekt von 15 pg/ml Nystatin.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=12) der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation fiir 48 h in Ringer-Ldsung
ohne (weiller Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 5, 10, und 15 pg/ml Nystatin. Als Vergleich
ist der Effekt des Losungsmittels DMSO auf die Erythrozyten gezeigt (grauer Balken). *** (p<0,001) zeigt
den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Nystatin (weiRer Balken) (ANOVA) [185].

3.2.4 Calciumfreie Ringer-Ldsung

In einer weiteren Sequenz von Experimenten wurde untersucht, ob der Nystatin-
induzierte suizidale Erythrozytentod von einem extrazellularen Calciumeinstrom
abhangig ist. Aus diesem Grund wurden die Erythrozyten fiir 48 Stunden in einer
calciumhaltigen und einer calciumfreien Ringer-Losung mit einer Nystatin-
Konzentration von 15 pg/ml inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Phosphatidylserinexposition mittels Annexin-V-Bindung bestimmt. Wie in der
Abbildung 16 zu erkennen ist, ging der Nystatin-induzierte Effekt auf die
Phosphatidylserinexposition in der Abwesenheit von extrazellularem Ca?* signifikant
zurlck. Folglich ist ein Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration teilweise fur

die durch Nystatin ausgeldste Eryptose verantwortlich.
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Abbildung 16: Effekt des Calciumentzugs auf die Nystatin-induzierte Annexin-V-Bindung in
Erythrozyten

Arithmetisches Mittel £+ SEM (n=9) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weille Balken) und mit (schwarze Balken) 15 pg/ml Nystatin.
Linke Balken: Effekt von Nystatin auf die Annexin-V-Bindung mit Ca?*; Rechte Balken: Effekt von
Nystatin auf die Phosphatidylserinexposition ohne Ca?*. *** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied
zu den jeweiligen Werten ohne Nystatin (ANOVA); ## (p<0,01) zeigt den signifikanten Unterschied zu
den jeweiligen Werten in der Anwesenheit von Ca?* (ANOVA) [185].

3.2.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Um eine mogliche Beteiligung von oxidativem Stress am Nystatin-induzierten Zelltod zu
uberprifen, wurden die Erythrozyten fir 48 h mit 15 pg/ml Nystatin inkubiert.
AnschlieRend wurde ROS mit Hilfe der DCFDA-Fluoreszenz gemessen. Eine Inkubation
der Erythrozyten fir 48 h mit 15 pug/ml Nystatin (22,47 + 3,49 arb. units, n=5) zeigte im
Vergleich zur Ringer-Kontrolle ohne Nystatin (19,61 + 2,72 arb. units, n=5) eine
geringere, jedoch nicht signifikant niedrigere DCFDA-abhangige Fluoreszenz (Abb. 17
A & B). Dies legt die Vermutung nahe, dass Nystatin moglicherweise selbst antioxidative
Eigenschaften aufweist [186].
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Abbildung 17: Effekt von Nystatin auf die erythrozytére Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

A: Original-Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz in Erythrozyten nach Exposition fir 48 h in Ringer-
Ldsung ohne (grauschattierte Fl&che) und mit (schwarze Linie) 15 pg/ml Nystatin.

B: Arithmetisches Mittel £+ SEM (n=5) der DCFDA-Fluoreszenz in Erythrozyten nach 48 h in Ringer-
Ldsung ohne (weiller Balken) und mit (schwarzer Balken) 15 pg/ml Nystatin.

3.2.6 Hamolyse

Um den Einfluss von Nystatin auf die Hamolyse der Erythrozyten zu bestimmen, wurden
weitere Versuchsreihen durchgefiihrt. Es wurden fiir die Nystatin-Konzentrationen 5 - 15
pg/ml jeweils verschiedene Spender (n = 5) verwendet. Flr die jeweiligen Nystatin-
Konzentrationen wurden folgende prozentuale Mittelwerte fir die Hamolyse ermittelt:
1,2 £ 0,3 % (Ringer-Kontrolle); 2,8 + 0,5 % (5 pug/ml); 8,5 + 4,7 % (10 pg/ml) und 9,3 +
3,1 % (15 pg/ml). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant.

3.2.7 Ceramid

Ceramid ist ein weiterer Mechanismus, der die Erythrozyten zum einen fiir die Effekte
einer erhohten intrazellularen Calciumkonzentration sensibilisiert und zum anderen auch
unabhingig von Ca?* eine Eryptose auslosen kann. Um zu testen, ob Ceramid an der
durch Nystatin-induzierten Eryptose beteiligt ist, wurde die Ceramidbildung mit Hilfe
von Ceramid bindenden Antikdrpern nach 48 h gemessen. Nach 48 stiindiger Behandlung
der Erythrozyten mit 15 pg/ml Nystatin (12,0 £ 0,8 arb. units, n=5) zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der Ceramid-Anreichung im Vergleich zur Ringer-Kontrolle
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(12,2 £ 0,5 arb. units, n =5) (Abb. 18 A & B). Somit ist eine Beteiligung von Ceramid
am Nystatin-induzierten Zellmembran-Scrambling sehr unwahrscheinlich.
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Abbildung 18: Effekt von Nystatin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten nach Inkubation
flir 48 h in Ringer-L6sung ohne (grauschattierte Fl&che) und mit (schwarze Linie) 15 pg/ml Nystatin.

B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=5) der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten
nach Inkubation fir 48 h in Ringer-Losung ohne (weiBer Balken) und mit (schwarzer Balken) Effekt von
15 pg/ml Nystatin.
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3.3 Einfluss von Nigericin auf die Eryptose

3.3.1 Erythrozytare Phosphatidylserinexposition (Annexin-V-Bindunq)

Da die Phosphatidylserinexposition ein bedeutendes Merkmal der Eryptose darstellt,
wurde im folgenden Experiment der Einfluss von Nigericin in verschiedenen
Konzentrationen (0,1 — 10 nM) auf die Annexin-V-Bindung der Erythrozyten hin
untersucht. Eine 48 stindige Inkubation mit 0,1 — 10 nM Nigericin zeigte einen
prozentualen Anstieg der Annexin-V-bindenden Zellen. Dieser Effekt erreichte bei 0,1
nM Nigericin eine statistische Signifikanz (p<0,001) und stieg bis zu einer Konzentration
von 1 nM kontinuierlich an. Bei den Nigericin-Konzentrationen 2,5; 5 und 10 nM konnte,
im Vergleich zu 1 nM Nigericin, eine signifikante Erniedrigung der Annexin-V-
bindenden Zellen festgestellt werden (Abb. 19 B).
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Abbildung 19: Effekt von Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der Erythrozyten fir 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte FI&che) und mit (schwarze Linie) Effekt von 1 nM Nigericin. M1 zeigt den
Bereich der Annexin-V-positiven Zellen (%) an.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=10) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fur 48 h in Ringer-Losung ohne (weilRer Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 0,1 —
10 nM Nigericin. Als Vergleich ist der Effekt von 1 ul DMSO/ml Ringer-L&sung gezeigt (grauer Balken).
*** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Nigericin (weifer Balken)
(ANOVA); ### (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zu 1 nM Nigericin (paired t-test) [187].

3.3.2 Erythrozytare ZellgrélRe (Forward Scatter (FSC))

Um zu dberprifen, ob eine Exposition der Erythrozyten mit Nigericin eine
Zellschrumpfung zur Folge hat, wurde der Effekt von Nigericin in unterschiedlichen
Konzentrationen (0,1 — 10 nM) auf die ZellgroRe der Erythrozyten getestet. Nach 48
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stiindiger Inkubation der Proben mit 0,1; 0,25 und 1 nM Nigericin konnte eine
signifikante Abnahme des FSC festgestellt werden. Bei den mit den Nigericin-
Konzentrationen 2,5-10 nM behandelten Proben war das FSC &hnlich wie bei der Ringer-
Kontrolle (Abb. 20 B).
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Abbildung 20: Effekt von Nigericin auf das erythrozytare Forward Scatter (FSC)

A: Original-Histogramm des erythrozytéren Forward Scatters nach Inkubation fur 48 h in Ringer-Ldsung
ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) Effekt von 1 nM Nigericin.

B: Arithmetisches Mittel + SEM (n=10) aus dem erythrozytéren Forward Scatter nach Inkubation der
Erythrozyten fur 48 h in Ringer-Losung ohne (weilRer Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 0,1 —
10 nM Nigericin. Als Vergleich ist der Effekt von 1 ul DMSO/ml Ringer-L&sung gezeigt (grauer Balken).
*** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle (weiler Balken) (ANOVA); ###
(p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zu 1 nM Nigericin (paired t-test) [187].

3.3.3 Intrazelluladre Calciumkonzentration (Fluo-3-Fluoreszenz)

Bei diesem Experiment wurde der Effekt von Nigericin in unterschiedlichen
Konzentrationen (0,1 - 10 nM) auf eine Verdnderung der intrazellularen
Calciumkonzentration hin in Erythrozyten untersucht. Hierfir wurden die Erythrozyten
fur 48 h inkubiert und mit Fluo-3-AM markiert. AnschlieBend wurde die Fluo-3-
Fluoreszenz mit Hilfe des FACS gemessen. Nach 48 stiindiger Inkubation der Proben mit
Nigericin zeigte sich eine statistisch signifikante Zunahme der Fluo-3-Fluoreszenz bis zu
einer Nigericin-Konzentration von 1 nM, die bereits bei 0,1 nM eine statistische
Signifikanz erreichte (p<0,01). Im Vergleich zu 1 nM Nigericin zeigte sich bei 2,5 nM
Nigericin eine signifikante Abnahme der Fluo-3-Fluoreszenz (p<0,05). Bei den

Nigericin-Konzentrationen 5 und 10 nM war die Fluo-3-Fluoreszenz im Gegensatz zu 1
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nM Nigericin leicht erniedrigt, der Unterschied erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz (Abb. 21 B).
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Abbildung 21: Effekt von Nigericin auf den intrazellularen Calciumgehalt der Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Fluo3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Fl&che) und mit (schwarze Linie) Effekt von 1 nM Nigericin.

B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=10) der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fir 48
h in Ringer-L6sung ohne (weilRer Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 0,1 — 10 nM Nigericin.
Als Vergleich ist der Effekt von 1 ul DMSO/ml Ringer-Losung gezeigt (grauer Balken). ** (p<0,01) und
*** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Nigericin (weil3er Balken)
(ANOVA); # (p<0,05) und ### (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zu 1 nM Nigericin (paired t-
test) [187].

3.3.4 Calciumfreie Ringer-Ldsung

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Nigericin-induzierte
Zellschrumpfung von einem extrazelluldren Calciumeinstrom abhéngig ist. Aus diesem
Grund wurden die Erythrozyten fur 48 h in einer calciumfreien Ringer-Ldsung und in
normaler Ringer-Ldsung mit einer Nigericin-Konzentration von 1 nM inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Phosphatidylserinexposition mittels Annexin-V-Bindung
bestimmt. In der Abwesenheit von extrazelluldrem Ca?* ging der Nigericin-induzierte
Effekt auf die Phosphatidylserinexposition signifikant zuriick (p<0,01). Jedoch konnte
auch festgestellt werden, dass selbst unter einer calciumfreien Ringer-Losung die
Phosphatidylserinexposition in Gegensatz zur Kontrolle signifikant hoher war (p<0,01)
(Abb.  22). Daher ist anzunehmen, dass die  Nigericin-induzierte
Phosphatidylserinexposition nicht nur auf einen extrazelluldren Calciumeinstrom

zuruckzufihren ist.
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Abbildung 22: Effekt des Calciumentzugs auf die Nigericin-induzierte Annexin-V-Bindung in
Erythrozyten

Arithmetisches Mittel + SEM (n=6) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten flr 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weiRe Balken) und mit (schwarze Balken) 1 nM Nigericin.
Linke Balken: Effekt von Nigericin auf die Annexin-V-Bindung mit Ca?*; Rechte Balken: Effekt von
Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition ohne Ca?*. ** (p<0,01) und *** (p<0,001) zeigt den
signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Werten ohne Nigericin; ## (p<0,01) zeigt den signifikanten
Unterschied zu den jeweiligen Werten in der Anwesenheit von Ca** (ANOVA) [187].

3.3.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Um eine mogliche Beteiligung von oxidativem Stress an der Nigericin-induzierten
Eryptose zu untersuchen, wurde die DCFDA-abhangige Fluoreszenz unter dem Einfluss
der Substanz ermittelt. Nach einer 48 stundigen Inkubation der Erythrozyten mit 1 nM
Nigericin (19,2 + 0,8 arb. units, n=9) wurde im Vergleich zur Ringer-Kontrolle (16,7
0,3 arb. units, n=9) ein signifikanter Anstieg der DCFDA-abhéngige Fluoreszenz
beobachtet (p<0,05) (Abb. 23 A & B). Dies deutet daraufhin, dass Nigericin einen
oxidativen Stress in Erythrozyten induziert.
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Abbildung 23: Effekt von Nigericin auf die erythrozytéare Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

A Original-Histogramm der DCFDA-Fluoreszenz in Erythrozyten nach Exposition flr 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) 1 nM Nigericin.
B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=5) der DCFDA-Fluoreszenz in Erythrozyten nach 48 h in Ringer-
Losung ohne (weiBer Balken) und mit (schwarzer Balken) 1 nM Nigericin. * (p<0,05) zeigt den
signifikanten Unterschied zur Ringer-Kontrolle ohne Nigericin (unpaired t-test).

3.3.6 Hamolyse

Fur die Bestimmung der Nigericin-induzierten Hamolyse wurden die Nigericin-
Konzentrationen 0,1-10 nM bei jeweils (n=4) verschiedenen Spendern getestet. Fir die
jeweiligen Nigericin-Konzentrationen wurden folgende Mittelwerte der Prozentsétze
ermittelt: 2,52 £ 0,23 % (Ringer-Kontrolle); 3,14 + 0,34 % (0.1 nM); 2,87 + 0,45 % (0.25
nM); 6,10 £ 2,32 % (1 nM); 3,71 + 0,38 (2.5 nM); 4,49 £ 0,74 (5 nM); 4,33 £ 0,32 (10
nM) und 2,93 = 1,02 % (DMSO-Kontrolle). Der Unterschied war im Vergleich zur

Ringer-Kontrolle statistisch nicht signifikant.

3.3.7 Ceramid

Um die Beteiligung von Ceramid als mdglichen Mechanismus an der durch Nigericin
ausgeldsten Eryptose zu erforschen, wurde die Ceramidbildung unter Nigericineinfluss
gemessen. Nach 48 stundiger Behandlung der Erythrozyten mit 1 nM Nigericin (16,3
1,5 arb. units, n=10) zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Ceramid-
Anreichung im Vergleich zur Ringer-Kontrolle (16,6 + 1,4 arb. units, n=10) (Abb. 24 A
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& B). Somit ist eine mdgliche Beteiligung von Ceramid am Zellmembran-Scrambling

unter der Wirkung von Nigericin unwahrscheinlich.
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Abbildung 24: Effekt von Nigericin auf die Ceramidbildung in Erythrozyten

A: Original-Histogramm der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten nach Inkubation
flir 48 h in Ringer-Losung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linie) 1 nM Nigericin.

B: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=5) der Ceramid-Anreicherung auf der Oberflache der Erythrozyten
nach Inkubation flir 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weifl3er Balken) und mit (schwarzer Balken) Effekt von 1
nM Nigericin [187].

3.3.8 Intrazellulare pH-Messung (pHi)

Das lonophor Nigericin erhéht die Permeabilitat der Zellmembranen fiir H-lonen und
fuhrt auf diese Weise zu einem Anstieg der intrazellularen Aziditat der Zellen. Um unter
Nigericin eine Veranderung der intrazellularen Aziditat der Erythrozyten zu tberpriifen,
wurden die Proben zunéchst ohne und mit Nigericin (0,1 — 10 nM) fur 24 Stunden
inkubiert. Vor der Messung wurden die Proben mit BCECF-AM gefarbt und die BCECF-
Fluoreszenz mit Hilfe des FACS gemessen. Hierbei zeigte sich unter 0,1; 0,25 und 1 nM
Nigericin eine signifikante Abnahme des intrazellularen pH-Wertes. Unter den Nigericin-
Konzentrationen 5 und 10 nM konnte jedoch im Vergleich zur Ringer-Kontrolle eine

leichte Zunahme des intrazellularen pH-Wertes beobachtet werden (Abb. 25).
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Abbildung 25: Effekt von Nigericin auf den intrazellularen pH-Wert der Erythrozyten

Arithmetisches Mittel £ SEM (n=12) des intrazelluldren pH (pH;i) nach Inkubation der Erythrozyten fiir 24
h in Ringer-Losung ohne (weilRer Balken) und mit (schwarze Balken) Nigericin. * (p<0,05); *** (p<0,001)
zeigt den signifikanten Unterschied zu den jeweiligen Werten der Ringer-Kontrolle ohne Nigericin
(ANOVA) [187].

3.3.9 Cariporid (Na*/H*-Austauscher-Inhibitor)

Nachdem die Messungen einen Nigericin-induzierten Anstieg der intrazellularen Aziditat
und eine Zunahme der intrazelluldren Calciumkonzentration zeigten, stellte sich die
Frage, ob hier ein kausaler Zusammenhang bestand. Um einem Anstieg der
intrazellularen Aziditat entgegenzuwirken, wird ein in der Zellmembran lokalisierter
Na*/H*-Austauscher (NHE1) stimuliert. Dieser bewirkt einen Ausstrom von H*-lonen,
sowie einen gleichzeitigen Einstrom von Na*-lonen. Der Einstrom von Na*-lonen
stimuliert wiederum den Na*/Ca2*-Austauscher (NCX1), der letztendlich eine Zunahme
der intrazelluldaren Calciumkonzentration bewirkt. Um den besagten kausalen
Zusammenhang zu kléaren, wurde der selektive Na*/H*-Austauscher-Inhibitor Cariporid
verwendet. Hierflr wurden Versuche in der Anwesenheit von 10 uM Cariporid und ohne
Cariporid (Ringer-Kontrolle) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich unter Cariporid eine
signifikante Abnahme des Nigericin-induzierten Anstiegs der intrazelluldren
Calciumkonzentration (Abb. 26 A, B & C).
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Abbildung 26: Effekt von Nigericin auf den intrazelluldren Calciumgehalt der Erythrozyten in
Anwesenheit und Abwesenheit von Cariporid

A+B: Original-Histogramme der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-
Losung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linien) Effekt von 1 nM Nigericin in Abwesenheit
(A) und Anwesenheit (B) von 10 uM Cariporid.

C: Arithmetisches Mittel + SEM (n=10) der Fluo-3-Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48
h in Ringer-Ldsung ohne (weile Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 1 nM Nigericin. Linke
Balken: Effekt von Nigericin auf die Fluo-3-Fluoreszenz ohne Cariporid; Rechte Balken: Effekt von
Nigericin auf die Fluo-3-Fluoreszenz mit Cariporid (10 pM). *** (p<0,001) zeigt den signifikanten
Unterschied zur Abwesenheit von 1 nM Nigericin (weille Balken) (ANOVA). ### (p<0,001) zeigt den
signifikanten Unterschied zur Abwesenheit von 10 uM Cariporid (ANOVA) [187].

Um zu uUberprufen, ob der durch den Einfluss von Cariporid verminderte
Calciumeinstrom auch eine Auswirkung auf die Phosphatidylserinexposition unter dem
Einfluss von Nigericin hat, wurde die Phosphatidylserinexposition ebenfalls nach 48
stundiger Inkubation mit Cariporid gemessen. Die Messung ergab, analog zum
erniedrigten Calciumeinstrom unter dem Einfluss von Cariporid, auch eine verminderte
Annexin-V-Bindung, die in Abb. 27 A, B & C dargestellt ist.

47



ERGEBNISSE

>

- Cariporide B + Cariporide (10 puM)

400

320
240 240

160

Number of cells
Number of cells

0 T L}
10° 10! 102 103 10 10° 10! 10? 10° 10*
Annexin-V-fluorescence (rel. units) Annexin-V-fluorescence (rel. units)
2549 Hhk

F [J0nM
z 201 |[HEE1nM
E
=1
£ 15
3
£
=
> 10
2 P
%
£ 5
<

0

- Cariporide | + Cariporide (10 pM)

Nigericin (nM)

Abbildung 27: Effekt von Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition der Erythrozyten in
Anwesenheit und Abwesenheit von Cariporid

A+B: Original-Histogramme der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-
Lésung ohne (grauschattierte Flache) und mit (schwarze Linien) Effekt von 1 nM Nigericin in Abwesenheit
(A) und Anwesenheit (B) von 10 uM Cariporid.

C: Arithmetisches Mittel £ SEM (n=10) aus dem Prozentsatz der Annexin-V-Bindung nach Inkubation der
Erythrozyten fiir 48 h in Ringer-Ldsung ohne (weiRe Balken) und mit (schwarze Balken) Effekt von 1 nM
Nigericin. Linke Balken: Effekt von Nigericin auf die Annexin-V-Bindung unter Abwesenheit von
Cariporid; Rechte Balken: Effekt von Nigericin auf die Phosphatidylserinexposition mit Cariporid (10 uM).
*** (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Abwesenheit von Nigericin (weille Balken)
(ANOVA); ### (p<0,001) zeigt den signifikanten Unterschied zur Abwesenheit von 10 uM Cariporid
(ANOVA) [187].
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4 DISKUSSION

Im Zeitalter zunehmender Antibiotikaresistenzen muss nicht nur die Forschung an neuen
Antibiotika vorangetrieben werden, sondern auch die Effektivitat bereits existierender
Antibiotika verbessert werden. Hierflir ist es unerléasslich, das Nebenwirkungsprofil
dieser Antibiotika zu erforschen [159, 160]. Daher wurde der Effekt der lonophor-
Antiinfektiva Salinomycin, Nystatin und Nigericin auf die Erythrozyten in dieser Arbeit

untersucht.

4.1 Salinomycin-induzierte Eryptose

Die vorliegenden Messergebnisse an humanen Erythrozyten zeigen, dass Salinomycin ein
einflussreicher Stimulator des Zellmembran-Scramblings ist und in der Folge zu einer
vermehrten Phosphatidylserinexposition flihrt. Des Weiteren zeigen die Messergebnisse
eine Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration, was in der Konsequenz zu einer
Zellschrumpfung fuhrt. Es ist anzunehmen, dass die signifikante Schrumpfung der
Erythrozyten zum Teil auf den erhéhten Einstrom von Ca?* zuriickzufiihren ist, denn
durch eine erhohte intrazellulare Calciumkonzentration werden calciumsensitive
Kaliumkandle aktiviert, die zu einem Kaliumausstrom aus der Zelle und zu einer
Hyperpolarisation der Zellmembran fiihren. Bei dem hierdurch erzeugten elektrischen
Gradienten kommt es ferner zu einem Ausstrom von CI, das zusammen mit dem
Kaliumausstrom das Wasser aus der Zelle treibt und zur Schrumpfung dieser fiihrt [49].
Die fiir die Auslosung der Eryptose und den Einstrom von Ca?* bendtigten Salinomycin-
Konzentrationen sind mit den in vivo verwendeten Konzentrationen vergleichbar. In einer
Studie beim Menschen wurde Salinomycin in intravenésen Konzentrationen von 200 —
250 pg/kg angewandt [108]. In einer weiteren Studie konnte beim Menschen eine
Salinomycin Plasmakonzentration von 46,5 pg/ml nachgewiesen werden [188], was einer
Konzentration von etwa 61,25 nM entspricht. In Mdusen konnten Plasmakonzentrationen
bis zu 1392 ng/ml nachgewiesen werden [189], was in etwa einer Konzentration von 1,85

MM entspricht. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits 5 nM Salinomycin
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einen Effekt auf humane Erythrozyten haben, eine Konzentration, die weit unterhalb der
angegebenen humanen Plasmakonzentration von 46,5 pg/ml liegt.

Aus anderen Arbeiten ist bereits bekannt, dass Salinomycin direkt den Kaliumausstrom
erhoht [108, 121]. Salinomycin soll ebenfalls den Natriumeinfluss verstarken, was eine
Depolarisation der Zellmembran bewirkt und eine Schwellung der Zelle zur Folge hat
[117]. In Trypanosomen konnte dieser Effekt der Zellschwellung bereits nachgewiesen
werden [117]. Das legt die Vermutung nahe, dass héhere Salinomycin-Konzentrationen
bendtigt werden um einen Natriumeinstrom zu bewirken, da unter htheren Salinomycin-
Konzentrationen in den vorliegenden Ergebnissen eine Zellschwellung der Erythrozyten
zu beobachten ist. Bei niedrigeren Salinomycin-Konzentrationen kommt es jedoch
uberwiegend zu einem Kaliumausstrom, was eine Schrumpfung der Erythrozyten zur

Folge hat, was auch die Beobachtungen in dieser Arbeit nahelegen.

Die calciumpermeablen Kationenkanéle in Erythrozyten erlauben nicht nur den Einstrom
von Ca?*, sondern sind auch fiir Na* durchlissig [46]. Zumindest theoretisch kdnnte eine
moderate Offnung der calciumpermeablen Kationenkanéle ausreichend Ca2* einstromen
lassen, sodass Kaliumkanéle aktiviert werden, die ihrerseits den Austritt von K™ bewirken
und gleichzeitig den Einstrom von Na* vorantreiben. Bei einer vollstdndigen Aktivierung
der Kanale Ubersteigt der Einstrom von Na* den Ausstrom von K*. Ein exzessiver
Natriumeinstrom konnte zur Schwellung der Erythrozyten fiihren und demzufolge zur
Schédigung der Erythrozytenmembran beitragen. In der Folge kénnte es zum Austritt von
Hamoglobin kommen, welches als freies Hamoglobin durch die glomerulére Filtration
intraluminal ausfallen und zur Okklusion der Nierentubuli fihren kénnte [190]. In den
vorliegenden Experimenten konnte allerdings keine signifikante Hamolyse der
Erythrozyten unter der Einwirkung von Salinomycin festgestellt werden. Dies deutet
daraufhin, dass die Zellmembran der Erythrozyten trotz des Salinomycin- bedingten
Zellmembran-Scramblings intakt geblieben ist. Deshalb kann a priori nicht davon
ausgegangen werden, dass eine Salinomycin-induzierte Eryptose auch zu einer

Schédigung der Zellmembran fiihrt.
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Die vorliegenden Experimente zeigen auch eine Erhthung des oxidativen Stresses (ROS)
unter dem Einfluss von Salinomycin. Es ist bekannt, dass eine Erh6hung des oxidativen
Stresses die calciumpermeablen Kationenkandle in Erythrozyten aktiviert [46]. Eine
Anreicherung von Ceramid an der Zelloberflache der Erythrozyten konnte ebenfalls unter
dem Effekt von Salinomycin festgestellt werden. Neben einer calciumabhangigen
Auslosung  des  Zellmembran-Scramblings und  der  daraus  folgenden
Phosphatidylserinexposition gibt es einen zweiten Weg tber das Ceramid, welcher auch
calciumunabhéngig sein kann [52]. Eine signifikante Anreicherung von Ceramid an der
Zelloberflache der Erythrozyten deutet daraufhin, dass das Salinomycin-induzierte

Zellmembran-Scrambling u.a. auch auf die Bildung von Ceramid zuruickzufuhren ist.

Zudem ist bekannt, dass Salinomycin eine Apoptose in Tumorzellen auslésen kann [108,
120, 123, 191]. AuBerdem konnte bereits in anderen Arbeiten gezeigt werden, dass
Salinomycin eine Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) bewirkt [123, 124,
192] und darliber hinaus zu einem Ausstrom von K* filhrt [121]. In kernhaltigen Zellen
zeigt Salinomycin einen Effekt auf die Funktion von Mitochondrien [121, 122]. Da reife
Erythrozyten weder Zellkerne noch Mitochondrien besitzen, ist der beschriebene Effekt
von Salinomycin in Erythrozyten unerheblich. Neben den Effekten auf Erythrozyten sind
bei Salinomycin andere toxische Wirkungen bekannt. Zu diesen zihlen Ubelkeit [108,
193], Photophobie [108, 193], Verlust von Myelin [194], axonale Degeneration [194],
Kreatinkinase-Erhohung [195], Myoglobinurie [196], Abschwéchung der GliedmaRen
[194], Myalgie [108, 193], milde Rhabdomyolyse [195], Hypertonus [108, 193] und
Infertilitat [197]. Es sind auch Effekte von Salinomycin auf das Herz bekannt. So weist
Salinomycin auf das Herz positiv inotrope und chronotrope Effekte auf [198]. Ferner
bewirkt Salinomycin eine verbesserte Auswurfleistung des Herzens sowie eine Erhdhung
des linksventikuldren Drucks, der Herzfrequenz, des mittleren arteriellen Drucks, des
Blutflusses in den Koronararterien und eine Erhéhung des Katecholaminspiegels im Blut
[198]. Einige der genannten Effekte konnten auf eine Salinomycin-induzierte Erhéhung

der intrazellularen Calciumkonzentration zurlickzufiihren sein.
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4.2 Nystatin-induzierte Eryptose

Bei der Behandlung der humanen Erythrozyten mit dem lonophor Nystatin kommt es
neben einer Durchl&ssigkeit der erythrozytdren Membran fiir monovalente lonen, auch zu
einer Stimulation des Zellmembran-Scramblings. Das Zellmembran-Scrambling flhrt
seinerseits zu einer Translokation von Phosphatidylserin an die Oberflache der
erythrozytaren Membran. AuBerdem fiihrte die Behandlung der Erythrozyten mit 15
pg/ml Nystatin zu einer Erhdhung der intrazelluldaren Calciumaktivitat, was auf eine
Aktivierung der calciumsensitiven Kaliumkanale zurtickzufihren ist [49]. Diese
Aktivierung bewirkt u.a. einen Kaliumausstrom, eine Hyperpolarisation der
Zellmembran, einen Ausstrom von CI™ und eine Zellschrumpfung [49]. Eine Abnahme
des erythrozytdren Zellvolumens unter dem Einfluss von Nystatin konnte anhand der

Abnahme des Forward Scatters bestatigt werden.

Obwohl Nystatin vorwiegend lokal angewandt wird [129-131], findet es auch seinen
Einsatz bei schweren Infektionen, die gegenuber anderen Antimykotika wie
beispielsweise Amphotericin B, resistent sind [136]. In einigen Experimenten konnte
gezeigt werden, dass Nystatin in seiner liposomalen Form weniger toxisch ist als in seiner
freien Form [133, 134]. Daher beziehen sich die Plasmakonzentrationen von Nystatin in
den meisten Studien auf liposomales Nystatin [136, 199].

Die in dieser Arbeit verwendeten Nystatin-Konzentrationen waren leicht hoher als die in
einer Studie erreichten Konzentrationen von 9,0 + 0,6 pg/ml bei einer Applikation von
1,0 mg/kg Nystatin [199]. Die in Tierversuchen erreichten Plasmakonzentrationen von
Nystatin sind hoher als humane Plasmakonzentrationen und erreichen Werte von 33,6
pg/ml in Mdusen [200] und 56 pg/ml in Kaninchen [201]. Wird Nystatin systemisch
angewandt, konnen Nebenwirkungen wie beispielsweise Fieber, Ubelkeit, Erbrechen,
arterielle Hypertonie, Tachykardie, Stérungen im Elektrolythaushalt, Schattelfrost und

schwere Dyspnoe auftreten [136].
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4.3 Nigericin-induzierte Eryptose

Die Experimente mit dem K*, H*-lonophor Nigericin zeigen einen neuartigen Effekt von
Nigericin auf Erythrozyten. Die Nigericin-induzierte Eryptose war gekennzeichnet durch
eine Zellschrumpfung unter niedrigeren Nigericin-Konzentrationen (0,1 - 1 nM) und
einem  Zellmembran-Scrambling  (Translokation von  Phosphatidylserin)  der
Erythrozyten. Allerdings konnte beobachtet werden, dass Nigericin in einer héheren
Konzentration (2,5 - 10 nM) die Zellschrumpfung umkehrte. Der Effekt von Nigericin
auf das Zellmembran-Scrambling war unter héheren Nigericin-Konzentrationen (2,5 - 10
nM) abgeschwécht. Diese Beobachtungen weisen auf einen dualen Effekt von Nigericin
hin. Des Weiteren bewirkte Nigericin eine Zunahme der intrazellularen
Calciumkonzentration bis zu einer Konzentration von 1 nM. Durch diese Zunahme
werden calciumsensitive Kaliumkanale aktiviert, die zu einem Kaliumausstrom und zu
einer Hyperpolarisation der Zelle fuhren. Aufgrund des hierdurch erzeugten elektrischen
Gradienten kommt es zu einem Ausstrom von CI, das zusammen mit einem

Kaliumausstrom das Wasser aus der Zelle treibt und zur Schrumpfung dieser fuhrt [49].

Trotz einer Zunahme der intrazelluldren Calciumkonzentration unter dem Einfluss von
Nigericin nahm das Zellvolumen zwischen 2,5 und 10 nM Nigericin zu. Diese Zunahme
ist wahrscheinlich auf die Eigenschaft des Nigericins als K* und H*-lonophor
zurtickzufiihren, was zu einer erhdhten Permeabilitat der Erythrozytenmembran fir H*
und K*-lonen fiihrt und zur Folge hat, dass H*-lonen in die Erythrozyten hinein und K*-
lonen aus diesen hinaus wandern. Des Weiteren flihrt die hohe Nigericin-induzierte
Leitfahigkeit fir K'-lonen zu einer Hyperpolarisation der Erythrozyten. Diese
Hyperpolarisation ist wiederum der Antrieb fiir einen weiteren Einstrom von H*-lonen in
die Zelle. Dieser Einstrom von H*-lonen bedingt eine Erhdhung der intrazellularen
Aziditat und stimuliert dadurch den in der Erythrozytenmembran lokalisierten Na*/H™-
Austauscher (NHE1) [36, 202]. Die Aktivierung des Na*/H*-Austauschers fiihrt zu einem
Einstrom von Na*-lonen und bedingt deshalb eine Zunahme des Zellvolumens [203]. Es
wird angenommen, dass eine Erhéhung der intrazellularen Na*-lonen die Wirkung des
Na*/Ca®*-Austauschers (NCX1) umkehrt, was zu einer Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration fiihrt. Dementsprechend konnte durch den Na*/H*-Austauscher-
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Inhibitor Cariporid [204, 205] der Anstieg von intrazellulirem Ca?* und die Annexin-V-
Bindung abgeschwécht werden. Ferner soll Cariporid durch eine intrazellulare Aziditat

eine Apoptose in Tumorzellen begiinstigen [206].

Der Effekt von Nigericin auf das Zellmembran-Scrambling konnte teilweise auf einer
Zunahme der intrazelluldren Calciumkonzentration beruhen und in der Folge zur
Aktivierung einer noch nicht naher definierten Scramblase fuhren. Demzufolge konnte
der Nigericin-induzierte Effekt auf das Zellmembran-Scrambling in einer calciumfreien
Losung signifikant abgeschwacht werden. Der Einstrom von Ca?* konnte auf einer
Umkehrung des Na*/Ca?*-Ausstauschers und / oder auf der Aktivitit von
calciumpermeablen Kandlen beruhen. Diese Kandle werden durch oxidativen Stress
aktiviert [44, 49]. Die DCFDA-Fluoreszenz zeigte einen geringen, aber dennoch
statistisch  signifikanten Effekt von Nigericin auf die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies. Obwohl dieser Effekt signifikant war, wird er dennoch kaum fur die

Nigericin-induzierte Eryptose verantwortlich sein.

Die Experimente in einer calciumfreien Ringer-Losung schwdachten den Nigericin-
induzierten Effekt auf das Zellmembran-Scrambling ab. Allerdings gab es auch in einer
calciumfreien Ringer-L&sung noch einen gewissen signifikanten Prozentsatz an Annexin-
V-bindenden Zellen. Dieser Umstand deutet daraufhin, dass es noch zusétzliche
Mechanismen gibt, die nach einer Exposition von Nigericin zum Zellmembran-
Scrambling fiihren. Theoretisch konnte das Nigericin-induzierte Zellmembran-
Scrambling teilweise auch auf einen intrazellularen Verlust von K*-lonen und auf eine
Zellschrumpfung, die allgemein als Ausléser einer Eryptose bekannt sind,

zuriickzufihren sein [37].

In einer Studie bei Mdusen wurde Nigericin in vivo mit einer Dosis von 0,005 mg/g
Korpergewicht angewandt [207]. In anderen Zellen, wie beispielsweise in
Nasopharynxkarzinomzellen liegt die 1Cso (mittlere inhibitorische Konzentration) von
Nigericin bei 2,03 £ 0,55 uM [145], die 1Cso von Nigericin gegen das Vacciniavirus in
HelLa-Zellen liegt bei 7,9 nM [208]. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, sind weitaus

geringere Nigericin-Konzentrationen (0,1 nM) notwendig, um eine Eryptose auszultsen.
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Uberdies konnte die Toxizitat der in dieser Arbeit verwendeten Antiinfektiva
Salinomycin, Nystatin und Nigericin verstarkt in Patienten auftreten, die an Krankheiten
leiden, in denen eine verstarkte Eryptose vorkommt [53], wie beispielsweise Diabetes
[209, 210], Niereninsuffizienz [211], Hdmolytisch-urdmisches Syndrom [212], Sepsis
[213], Malaria [77], Sichelzellandmie [214], Morbus Wilson [215], Eisenmangelandmie
[216], Tumorerkrankungen [217], Hyperphosphatdmie [218] und metabolisches Syndrom
[219].
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In Analogie zu kernhaltigen Zellen sind auch Erythrozyten zur Apoptose (Eryptose)
befdhigt. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der lonophor-Antiinfektiva Salinomycin,
Nystatin und Nigericin auf die Eryptose untersucht. Die Phosphatidylserinexposition
wurde anhand der Annexin-V-Bindung, die ZellgroRe mittels des Forward Scatters, die
intrazellulare Calciumkonzentration anhand der Fluo-3-Fluoreszenz, die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies anhand der DCFDA-Fluoreszenz und die Ceramidbildung
mit Hilfe von Antikorpern durchflusszytometrisch analysiert. Weiterhin wurde die
Eryptose auch unter dem Einfluss von NAC sowie ohne extrazelluldres Calcium
gemessen. Ferner wurde Uberprift, ob die Antiinfektiva eine Hamolyse der Erythrozyten
bewirken. Eine Exposition der Erythrozyten mit Salinomycin zeigte eine signifikante
Erh6hung der PS-Exposition und der intrazellularen Calciumkonzentration. Der Effekt
der Zellschrumpfung konnte nur bei niedrigeren Konzentrationen von Salinomycin
beobachtet werden. Der oxidative Stress und die Bildung von Ceramid waren nach
Exposition der Zellen mit Salinomycin signifikant erhoht. Nach Zugabe von N-
Acetylcystein  war die Phosphatidylserinexposition signifikant erniedrigt. Nach
Exposition der Erythrozyten mit verschiedenen Salinomycin-Konzentrationen war keine
signifikante H&molyse zu beobachten. Die Ergebnisse einer Exposition der Erythrozyten
mit Nystatin zeigten eine signifikante Erhéhung der Phosphatidylserinexposition, eine
Zellschrumpfung der Erythrozyten und eine Zunahme der intrazellularen
Calciumkonzentration. Eine Exposition der Erythrozyten in einer calciumfreien Ringer-
Losung zeigte eine verminderte Eryptose. Oxidativer Stress und Ceramid spielen bei der
Nystatin-induzierten Eryptose keine Rolle, da diese Parameter nicht erhoht waren. Die
Nystatin-Konzentrationen 10 und 15 pg/ml fihrten zu einer leichten, jedoch nicht
statistisch relevanten Hdmolyse. Die Exposition der Erythrozyten mit Nigericin zeigte
eine  Erh6hung der Phosphatidylserinexposition und der intrazelluldaren
Calciumkonzentration. Eine Zellschrumpfung der Erythrozyten fand im niedrigen
Konzentrationsbereich statt. Eine Inkubation der Erythrozyten in einer calciumfreien
Ringer-Losung zeigte eine Abnahme der Phosphatidylserinexposition. Ceramid und
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) scheinen am Ausldsen der Nigericin-induzierten
Eryptose beteiligt zu sein. Nigericin fuhrte im niedrigen Konzentrationsbereich zu einer
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signifikanten Erh6éhung der Aziditat der Erythrozyten. Sowohl die Annexin-Bindung als
auch die Fluo-3-Fluoreszenz unter Nigericin waren in der Anwesenheit von Cariporid
signifikant erniedrigt. Bei 1 nM Nigericin war die hdchste, jedoch statistisch nicht

relevante Hd&molyse zu beobachten.
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