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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Taxol

1.1.1 Die Entdeckung von Taxol

Taxol wurde im Rahmen eines grol3 angelegten Suchprogrammes des
National Cancer Institute (USA) in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts
entdeckt [1]. Im Rahmen dieses Programms, bei dem ungefahr 30.000
Substanzen jahrlich auf ihre zytostatische Wirkung untersucht wurden, sollte es
die wichtigste Substanz werden.

1963 wurden erste Proben aus Taxus brevifolia gewonnen, der pazifischen
Eibe, einem im Nordwesten der USA beheimateten Nadelbaum [2], und die
wachstumshemmende Wirkung auf Leukamiezellen entdeckt [3]. In den
folgenden Jahren gelang es der Gruppe um Wall, das wirksame Agens weiter
aufzureinigen. Im Jahre 1967 entschied sich Wall fir den Nahmen Taxol. Zu
diesem Zeitpunkt war die genaue Struktur des Moleklls nicht bekannt,
allerdings wusste Wall, dass es eine Hydroxylgruppe enthielt [4]. Erst 1971

gelang es, die komplexe Struktur von Taxol aufzuklaren [3]. Siehe Abbildung 1.

Abbildung 1: Die chemische Struktur von Taxol bzw. dem Derivat Docetaxel (nach
Mastropaolo et al. 1995,[5])
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Aufgrund schlechter Erfahrungen mit Mitoseinhibitoren, der schlechten
Ldslichkeit und der geringen Verfligbarkeit von Taxol wurde es in den 1970er
Jahren still um diesen neuen Stoff [6]. 1979 erwachte das Interesse erneut, als
Schiff den einzigartigen Mechanismus der mitosehemmenden Wirkung von
Taxol entdeckte [7]. Die bis dahin bekannten Mitoseinhibitoren wie Colchizin
oder die Vincaalkaloide entfalten ihre Wirkung Uber eine Hemmung der
Polymerisation von Mikrotubulimonomeren zu den eigentlichen Mikrotubuli.
Schiff hingegen konnte zeigen, dass Taxol im Gegensatz zum bisher bekannten
Mechanismus eine mikrotubulistabilisierende Wirkung besitzt [8].

1983 begannen erste Phase | Studien [9-19]. Aufsehen erregte 1987 eine
Studie, in der bei einer Patientin mit fortgeschrittenem, cisplatinresistenten
Ovarialkarzinom mit Taxol eine lang anhaltende Remission erreicht werden
konnte [10]. Nachdem das in den Phase | Studien aufgetretene Problem der
allergischen Reaktionen [12] durch Pramedikation mit Kortikosteroiden und
Antihistaminika gel6st war, begannen erste Phase Il Studien. Ab 1989 wurden
Studien zur Wirksamkeit beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom publiziert [20,
21], gefolgt von Untersuchungen bei Brustkrebs [22, 23], Nicht-Kleinzelligem-
Bronchialkarzinom [24, 25], Nierenzellkarzinom [26], Melanom [27],
Prostatakarzinom [28], Kolon- und Zervixkarzinom [29].

Im Jahr 1990 begann eine Phase Ill Studie (GOG-111-Studie), welche die
Uberlegenheit von Taxol in Kombination mit Cisplatin gegeniiber der bisherigen
Kombinationstherapie mit  Cisplatin und Cyclophosphamid beim
Ovarialkarzinom belegte [30]. Weitere Studien zu Paclitaxel oder seinem
Derivat Docetaxel zeigten ahnlich gute Ergebnisse auch bei Patienten mit
weniger fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen [31, 32]. Heute ist Taxol in
Kombination mit Carboplatin Therapie der Wahl beim Ovarialkarzinom in allen
Stadien [33].

Seit Ende der 90er Jahre sind eine Vielzahl von Studien zur Therapie
weiterer Malignome mit Taxol erschienen [34]: Insbesondere zur Behandlung
des Mammakarzinoms mit dem Taxolderivat Docetaxel [35, 36] und zur
Behandlung des Kleinzelligen Bronchialkarzinoms [37, 38]. In der Folge gab es

weitere Studien zur Verwendung bei Pleuramesotheliom, Kopf-Hals-Tumoren,
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Urothelkarzinom, Osophaguskarzinom, Keimzell-, Endometriumtumoren [39],
bei Melanomen und malignen Lymphomen. Mittelweile hat sich Taxol so nicht
nur zu einem der meistverwendeten, sondern auch zum gewinnbringendsten

Zytostatikum der Geschichte entwickelt [40].

1.1.2 Der Wirkmechanismus von Taxol

Taxol wirkt, wie oben erwahnt, indem es Mikrotubuli stabilisiert und ihren
Aufbau fordert [7, 41]. Mikrotubuli sind Hohlzylinder von etwa 25 nm
AuBendurchmesser, die in allen Zellen vorkommen und sich aus helikal
angeordneten Protofilamenten zusammensetzen. Letztere wiederum sind
Heterodimere, die aus a- bzw. B-Tubulin bestehen. Zusatzlich sind den
Mikrotubuli so genannte Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) angelagert.
Mikrotubuli sind auferst labile Gebilde und spielen eine entscheidende Rolle
bei einer Vielzahl von Zellfunktionen, wie z.B. der Erhaltung der Zellform, der
Migration von eukaryotischen Zellen und dem intrazellularen Stofftransport,
insbesondere dem axonalen Transport der Neurone. Aulierdem bilden sie den
Spindelapparat, der in der Metaphase der Mitose fur die Verteilung der
replizierten Chromosomen auf zwei Tochterzellen verantwortlich ist. Die a- und
B-Tubuline besitzen verschiedene Bindungsstellen, unter anderem fur GTP, das
die Energie fur den Prozess des Auf- bzw. Abbaus der Mikrotubuli bereitstellt,
sowie flr das bekannte Mitosegift Colchizin und die Vincaalkaloide Vincristin
und Vinblastin. Diese lagern sich an freies Tubulin und kénnen so die Bildung
des Spindelapparates verhindern [42]. Im Gegensatz zu diesen bindet Taxol an
B-Tubulin in Mikotubuli [43-45] und hemmt deren Depolymerisation Die Zelle
verarmt an freiem Tubulin, das dynamische Gleichgewicht zwischen Auf- und
Abbau der Mikotubuli und somit ihre Funktion wird gestort [7, 41, 46]. Die in
Anwesenheit von Taxol gebildeten Mikrotubuli besitzen aul’erdem veranderte
Eigenschaften. Sie sind kirzer, biegsamer [47] und bilden stern- bzw.
bandelférmige Strukturen [48]. Interessanterweise korrelierte die Bildung von

Mikrotubuliblindeln mit dem Ansprechen auf Taxol. In Leukoblasten von
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Patienten, die klinisch auf Taxol nicht mehr ansprachen, lie3 sich in vitro keine
Bildung von Tubulinbindeln mehr nachweisen [49].

Die unter Taxol gebildeten Bundel sind sehr stabil: Selbst in Anwesenheit
von Calcium, bei niedrigen Temperaturen oder unter Einfluss von
Mitoseinhibitoren, alles Faktoren die gewdhnlich zu einer Depolymerisation von
Mikrotubuli fihren, bleiben sie stabil [41]. Auch wenn der Mechanismus der
zytostatischen Wirkung von Taxol letztlich noch nicht im Detail bekannt ist,
konnte doch gezeigt werden, dass Taxol Einfluss auf die Mitose hat und eine
fehlerlose Teilung der Zellen verhindern kann. Die Zellen bleiben am Ubergang
von der G2- zur Mitosephase stehen. Es entstehen Chromosomenbriche und
Zellen mit polyploidem Chromosomensatz [50, 51]. Schlie3lich beruht die
Wirkung von Taxol auf maligne Zellen nicht zuletzt auf der Apoptose-

induzierenden Wirkung dieser Substanz [52-54].

1.1.3 Die Nebenwirkungen von Taxol

Neben den typischen Nebenwirkungen vieler Zytostatika, wie Myelotoxizitat,
einer schleimhautschadigenden Wirkung und Nausea, kann es unter Therapie
mit Taxol zu einer allergischen Reaktionen kommen, an der im Rahmen einer
Phase | Studie ein Patient starb [12]. Durch Pramedikation mit Glukokortikoiden
und Antihistaminika liel3en sich diese allerdings in den Griff bekommen [55].
Weitere wichtige Nebenwirkungen sind die Myelosuppression mit Neutropenie
und Thrombozytopenie, eine Kardio- und eine gewisse Nephrotoxizitat, sowie
eine periphere Uberwiegend sensible Neuropathie mit guter Prognose [56]
(mdglicherweise durch Hemmung des axonalen Transports). Auflerdem wurden
Arthralgien und Myalgien, sowie eine ausgepragte Alopezie [55] beschrieben.
Als dosislimitierend erwies sich vor allem die myeolosuppressive Wirkung und
hier in erster Linie die Neutropenie [55], die sich jedoch durch eine supportive
Therapie mit G-CSF mildern lasst [17].

Eine Anamie (Hb < 11 g/dl) entwickelte sich in den Phase Il Studien bei

insgesamt 90% aller Patienten. Eine schwere Anamie mit Hamoglobinwerten
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unter 8 g/dl fand sich bei immerhin 24%. Die Anamie erwies sich im Gegensatz

zur Neutropenie und Thrombozytopenie als dosisabhangig [55, 57-59].

1.1.4 Die Pharmakokinetik von Taxol

Die Plasmaspiegel von Taxol zeigen nach intravendser Injektion hohe
interindividuelle Unterschiede. Mit steigender Dosis steigen die Plasmaspiegel
uberproportional an, zeigen also eine nichtlineare Abhangigkeit, die auf
saturierbare Verteilungs- oder Eliminationsvorgange hinweist [60]. Bei der heute
ublichen Infusion Uber 3 Stunden werden deutlich hdhere Plasmaspiegel
erreicht als bei Infusion Uber 24 Stunden [61]. Diese erreichten bei einer Dosis
von 250 mg/m2 uber 3 Stunden knapp 10 pmol/l [62]. Die intraperitoneale
Applikation ist moglich, wobei hohe Wirkspiegel erreicht werden [15]. Taxol wird

uberwiegend Uber das Cytochrom-P450 System abgebaut und biliar eliminiert.
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1.2 Aluminium

Aluminiumsalze werden als Antazida, v. a. aber als enterale Phosphatbinder
bei chronischer Niereninsuffizienz mit Hyperphosphatamie aufgrund
mangelnder Phosphatclearance eingesetzt [63]. Sie vermindern durch Bildung
schwer |8slicher Aluminium-Phosphatkomplexe die intestinale Resorption von
Phosphat aus der Nahrung.

Die Verwendung von Aluminium als Phosphatbinder kann zu deutlich
erhohten Aluminium-Serumspiegeln bis hin zur fruher haufiger beobachteten
Aluminiumintoxikation fuhren [64]. Die klassische Trias der Nebenwirkungen
besteht hierbei in der Entwicklung einer Enzephalopathie, einer Osteopathie
und einer Anamie [64].

Letztere kann dabei theoretisch aufgrund einer verminderten Bildung von
Erythrozyten sowie durch eine verkurzte Lebensdauer der Erythrozyten bedingt
sein. Da in Tierversuchen ein erhdhter Anteil von Retikulozyten bei
Aluminiumintoxikation gefunden wurde [65] konnte die verkirzte Lebensdauer
der Erythrozyten eine ursachliche Rolle bei der Aluminium-induzierten Anamie
spielen [66].

Um mdgliche Hinweise auf eine Beteiligung des Zelltodes reifer Erythrozyten,
der so genannten ,Eryptose® [67], an der Anamie bei Aluminiumintoxikation zu
erhalten, wurde der Einfluss von Aluminium-lonen auf eine Reihe von

Eigenschaften roter Blutkorperchen in vitro untersucht.
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1.3 Apoptose

1.3.1 Die Entdeckung des programmierten Zelltods

Der Begriff Apoptose stammt aus dem Griechischen und bezeichnet das
Abfallen der Blatter im Herbst.

Entdeckt wurde die Apoptose bereits vor mehr als 150 Jahren von C. Vogt
bei Amphibien [68]. Bis zu Beginn der 50er Jahre des vergangenen
Jahrhunderts wurde der programmierte Zelltod fir ein spezielles Phanomen im
Verlauf der Metamorphose gehalten. Dies anderte sich, als Glucksmann 1951
den Zelltod im Rahmen der Embryogenese beschrieb. Hierbei erkannte er, dass
es sich nicht einfach um eine Lyse der Zellen handelte, sondern um einen in
Phasen ablaufenden Prozess. Er beschrieb die Kondensation des Chromatins,
die Auflésung des Kerns und das Schrumpfen der Zelle [69]. 1972 folgte eine
detaillierte Beschreibung dieses Prozesses durch den australischen Pathologen
John Kerr [70]. Zeitgleich unternahmen Ellis, Horvitz, Shaham und Hengartner
eine Reihe von Experimenten in Caenorhabditis elegans, einem Wurm und
konnten schlieRlich zeigen, dass der Zelltod in Embryonen dieser Spezies von
einigen wenigen Genen kontrolliert wird, es sich also tatsachlich um ein

~programmierten” Zell-Mechanismus handelt [71, 72].

1.3.2 Die Bedeutung der Apoptose fiir den Organismus

FUr einen mehrzelligen Organismus ist es unabdingbar, den Tod einzelner
Zellen kontrolliert ablaufen zu lassen, um zu verhindern, dass potentiell
schadliche intrazellulare Bestandteile wie Proteasen, Zytokine aber auch
beispielsweise Viren aus infizierten Zellen freigesetzt werden, was in jedem Fall
eine entzundliche Umgebungs-Reaktion auslosen und damit zu ausgedehntem
Zellenschaden fuhren wurde. Nach Schatzungen machen in einem
erwachsenen Menschen taglich 40-70 Milliarden Zellen den Prozess des
programmierten Zelltodes durch [73]. Ebenso ist Apoptose fur die embryonale

Entwicklung mehrzelliger Organismen von entscheidender Bedeutung [69, 74-
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76], indem sie es ermoglicht, nur zu einem bestimmten Zeitpunkt oder einer
definierten Zeitspanne bendtigte Zellen spater wieder zu entfernen. Auch Zellen
des Immunsystems werden, z. B. bei der Reifung von T-Lymphozyten im
Thymus, mittels Apoptose aussortiert, wenn sie sich als autoreaktiv erweisen
[77, 78]. Ebenso werden Leukozyten nach einer Uberstandenen Infektion
entfernt, wenn sie nicht mehr bendtigt werden [79]. SchlieRlich kommt dem
programmierten Zelltod noch eine entscheidende Bedeutung zu, sowohl bei der
Verhinderung, als auch bei der Entstehung von malignen Neoplasien [73, 80-
84]. Auch bei der anti-proliferativen Therapie spielt die Apoptose eine wichtige
Rolle, v.a. im Rahmen der Zytoreduktion bei der Therapie von Neoplasien [80,
82]. Daruber hinaus ist Apopotose ein wichtiger pathophysiologischer Faktor in
einer Vielzahl weiterer entzindlicher und degenerativer Erkrankungen. So tragt
bei der HIV-Infektion die vermehrte Apoptose von CD4-positiven T-Zellen
bedeutend zur Pathogenese bei [85-88]. Und auch bei neurodegenerativen
Erkrankungen wie Parkinson [89, 90] und Alzheimer [91, 92] findet sich eine

erhohte Apoptoserate.

1.3.3 Apoptose im Gegensatz zur Nekrose

Gelingt es nicht, den Zelltod kontrolliert ablaufen zu lassen, weil sich
beispielsweise die extrazellularen Bedingungen zu rasch andern oder weil Viren
die Apoptose einer infizierten Zelle hemmen [93], kommt es zur Nekrose. Diese
kann ausgeldst werden durch abrupte Veranderungen der Osmolaritat, des pH-
Wertes, der Temperatur oder der Sauerstoffversorgung mit nachfolgendem
Energiemangel. Bei der Nekrose kommt es typischerweise durch den Ausfall
der lonenpumpen in der Zellmembran zum Schwellen der Zelle, wodurch
schluRendlich die Zelle ihre Integritat verliert. Es kommt zur Lyse, der Zellinhalt
wird in die Umgebung freigesetzt und I0st dort eine entzundliche Reaktion mit
Einwanderung von Immunzellen aus.

Im Gegensatz dazu handelt es sich wie weiter oben beschrieben bei der
Apoptose um einen aktiven, streng geregelt ablaufenden Vorgang. Beim

apoptotischen Zelltod kommt es daher nicht zur Freisetzung intrazellularer
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Bestandteile und konsequenterweise zu keiner weiteren inflammatorischen
Umgebungsreaktion [94]. Die Zelle schrumpft, das Chromatin kondensiert, die
DNA wird hydrolysiert, schliel3lich zerfallt der Zellkern (Karyorhexis) und es
bilden sich membranumschlossene Vesikel, die von Makrophagen oder
Nachbarzellen phagozytiert werden [95].

Ein weiteres neben dem Schrumpfen der Zelle charakteristisches Merkmal
der Apoptose, das in allen bisher untersuchten Zellen gefunden wurde, ist das
Erscheinen des Phospholipids Phosphatidylserin (PS) auf der Aul3enseite der
Zellmembran [96-100]. Normalerweise befindet sich der Uberwiegende Teil des
Phosphatidylserins im inneren Blatt der Membran. Diese Asymmetrie wird von
mindestens zwei entgegengesetzt arbeitenden Enzymen unter Energieaufwand
aufrecht erhalten [101]. Das Erscheinen von Phosphatidylserin in der dul3eren
Membran wird von Makrophagen erkannt und flhrt zur Phagozytose der PS-
positiven Zelle [99, 102-104]. Interessanterweise scheinen sowohl die
Exposition von Phosphatidylserin im Rahmen der Apoptose als auch der
Phosphatidylserin-Rezeptor von Markophagen phylogenetisch hochgradig
konserviert zu sein [100, 105], was auf eine wichtige Bedeutung dieses

Mechanismus hinweist.

1.3.4 Der Ablauf der Apoptose

Wichtigste Effektoren der Apoptose in den meisten Zellen sind Cystein-
Aspartat spezifische Proteasen, sog. Caspasen. Diese kénnen Uber einen
extrinsischen Weg durch so genannte Todesrezeptoren aus der TNF-
Superfamilie [106] oder Uber einen intrinsischen Weg durch Freisetzung von
Procaspase-9 aktivierenden Faktoren aus Mitochondrien aktiviert werden. Ein
weiterer noch weitgehend unverstandener Weg der Caspasenaktivierung fihrt
uber das endoplasmatische Retikulum [107].

Daneben koénnen noch weitere, von Caspasen unabhangige Wege,

unterschieden werden [108, 109].
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Reguliert wird die Apoptose unter anderem durch die in B-Zell-Lymphomen
entdeckten Proteine der Bcl-2-Familie [110], der sowohl pro-, als auch

antiapoptotische Mitglieder angehoren.

1.3.5 Die Caspasen

Entdeckt wurde die Bedeutung der Caspasen flr die Apoptose in
Caenorhabditis elegans [111, 112]. Caspasen liegen in Zellen als inaktive
Vorstufen vor, die durch proteolytische Spaltung aktiviert werden [95, 113]. Bis
heute wurden im Menschen 12 bis 13 verschiedene Caspasen nachgewiesen
[109]. Einige scheinen allerdings bei der Apoptose keine Funktion zu
ubernehmen, sondern sind an der Zytokinproduktion im Rahmen von
Entzindungen beteiligt (beim Menschen Caspasen 1, 4 und 5) [114]. Caspase
12 beispielsweise scheint anti-inflammatorisch zu wirken. Menschen bei denen
eine bestimmte Form von Caspase 12 exprimiert wird, haben ein hdheres
Risiko, eine schwere Sepsis zu entwickeln [115]. AuRerdem sind Caspasen
auch fur Prozesse der Zellreifung notig. Beispielsweise bei der Aktivierung von
T-Lymphozyten Uber Caspase 8 [116]. Interessanterweise ist auch fur die
Erythrozytenreifung die Aktivierung von Caspasen nétig [117]. Ferner scheinen
Caspasen auch bei der Reifung und Plastizitat des Nervensystems eine
wichtige Rolle zu spielen [118].

Die Caspasen 2, 3, 6, 7, 8, 9 und 10 sind am programmierten Zelltod
beteiligt. Hier lassen sich Initiatorcaspasen (2, 8, 9 wund 10) und
Effektorcaspasen (3, 6 und 7) unterscheiden [119, 120]. Initiatorcaspasen
spalten dabei Effektorcaspasen. Im Verlauf dieser proteolytischen Kaskade
konnen sich verschiedene Caspasen sowohl gegenseitig als auch
autokatalytisch innerhalb derselben Klasse aktivieren (z. B. kann Caspase 3
Procaspase 3 spalten) und so das Apoptosesignal verstarken [121-123]. Uber
diese Kaskade kommt es schlieBlich zur Aktivierung aller fir die Apoptose
bendtigten Caspasen, unabhangig vom urspringlichen Signal [124].

Initiatorcaspasen konnen durch verschiedene Polyproteinkomplexe aktiviert

werden, darunter das Apoptosom des intrinsischen Weges, welches Caspase 9
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aktiviert [125], das Piddosom, welches Caspase 2 aktiviert [126] und durch den
sog. Death-inducing-signaling-complex (DISC) [127] Uber den die
Todesrezeptoren des extrinsischen Weges hauptsachlich Caspase 8 aktivieren

(siehe unten).

1.3.6 Apoptoseinduktion tiber Todesrezeptoren

Der extrinsische Weg aktiviert die Caspasen uber Membranrezeptoren. Das
Signal wird Uber Rezeptoren aus der TNF-Superfamilie (TNFR1, Fas/CD95 und
DR3-6) ins Innere der Zelle vermittelt. Die Bindung von Zytokinen aus der TNF-
Familie (TNF-a, FasL, Apo3L und TRAIL) [128, 129] induziert die Bildung von
Todesrezeptor-Trimeren und intrazellular das Anlagern von Adapterproteinen
wie FADD sowie die Bindung von Initiatorcaspasen (Caspase 8 und 10). Dieser
Komplex aus Ligand, Todesrezeptoren und Adapterproteinen wird Death-
inducing-signaling-complex (DISC) [127] genannt. Er fuhrt zur Aktivierung der
Initiatorcaspasen. Diese wiederum aktivieren die Effektorcaspasen direkt.

Aulerdem ist die indirekte Aktivierung der Effektorcaspasen Uber den
intrinsischen Weg moglich: Im ersten Schritt werden hierbei von
Initiatorcaspasen des extrinsischen Weges Proteine aus der Bcl-2-Familie wie
das proapoptotisch wirkende Bid gespalten. T-Bid (trunctated Bid) wiederum
aktiviert die Bcl-Proteine Bax und Bak, welche die aulere
Mitochondrienmembran fur Cytochrom C permeabel machen [130, 131]. Die
Freisetzung von Cytochrom C schluRendlich, dem wichtigsten Vermittler des
intrinsischen Weges, fluhrt zur Aktivierung der Effektorcaspasen [132].

Reguliert wird der extrinsische Weg uber FLIP-Proteine. Diese besitzen die
gleichen Bindungsstellen fur die Adapterproteine des Todesrezeptorkomplexes
wie die Initiatorcaspasen 8 und 10 und sind somit in der Lage, Uber kompetitive
Hemmung die Bindung und somit die Aktivierung der Initiatorcaspasen [133-
135] zu verhindern. Eine weitere Regulationsmoglichkeit stellen die Rezeptoren
DcR1 und DcR2 (Decoy-Death-Receptors) dar. Diese konkurrieren mit den
Todesrezeptoren DR3 und DR4 um die Bindung von TRAIL, sind aber nicht in

der Lage, das Todessignal nach intrazellular weiterzugeben [136-138].
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1.3.7 Apoptoseinduktion durch intrazellulare Signale

Durch verschiedene Stressfaktoren wie Schaden an der DNA durch UV-
Strahlung, den Entzug von Wachstumsfaktoren oder Chemotherapeutika lasst
sich Uber den intrinsischen Weg [139, 140] Apoptose auslésen. Eine zentrale
Rolle nehmen hierbei die Mitochondrien ein. Vermittelt werden die Prozesse
des intrinsischen Weges uber BH3-only Proteine, die durch diverse Stressoren
aktiviert werden koénnen. Diese proapoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie
fuhren zur Bildung von Poren in der aufleren Mitochondrienmembran und zur
Freisetzung u. a. von Cytochrom C [132]. Cytochrom C bindet dann an Apaf-1
(Apoptotic protease-activating factor-1). Es bilden sich Apaf-1-Oligomere, die
Procaspase 9 binden und dadurch aktivieren. Der Komplex aus Cytochom C,
Apaf-1, (d)ATP und Caspase 9 wird als Apoptosom bezeichnet und katalysiert
die proteolytische Spaltung der Effektorcaspasen [141-144].

1.3.8 Caspasenunabhdngige apoptotische Vorgange

Viele Vorgange der Apoptose sind morphologisch definiert, so z.B. die Zell-
und Kernschrumpfung, die Kondensation des Chromatins, die Fragmentation
des Kerns und die Bildung apoptotischer Korperchen, die dann phagozytiert
werden konnen. Auch die DNA-Fragmentierung, die sich in der
Gelelektrophorese darstellen lasst und durch caspasenaktivierte DNAsen
katalysiert wird, ist ein wichtiges Merkmal der Apoptose [109]. Werden nun die
Caspasen in Anwesenheit proapoptotischer Stimuli gehemmt, so lassen sich
beispielsweise die Chromatinkondensation, die Fragmentierung der DNA und
die Bildung apoptotischer Kdrperchen nicht mehr beobachten, was zu dem
Schluss verleiten koénnte, Caspasen seien flr die Apoptose von Zellen
unabdingbar. Dagegen spricht, dass die Inhibition der Caspasen allein oft nicht
ausreicht, Zellen vor Apoptose zu schiutzen und dass sich dennoch andere flr

die Apoptose typischen Vorgange wie z. B. die mitochondriale Dysfunktion oder
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der Zusammenbruch der Phosphatidylserinasymmetrie beobachten lassen
[145-150].

Auch bei reifen Erythrozyten, die ja keinen Kern und keine Mitochondrien
mehr besitzen und somit die entsprechenden morphologischen Phanomene
nicht mehr zeigen koénnen, finden sich einige Merkmale der Apoptose
kernhaltiger Zellen, ohne dass in der Regel die Aktivierung von Caspasen nétig
ist[117, 151, 152].

1.3.9 Die Requlation der Apoptose

Es liegt nahe zu vermuten, die Apoptose sei aufgrund ihrer enormen
Bedeutung fir den Organismus ein fein regulierter Vorgang. Tatsachlich konnte
neben den oben beschriebenen proapoptotischen Signalwegen auch eine
entsprechende negative Regulation der Apoptose gefunden werden. Wichtigste
Effektoren dieser antiapoptotischen Regulation sind die so genannten IAPs
(Inhibitors of apoptosis). Diese Proteine sind in der Lage, sowohl Initiator- als
auch Effektorcaspasen direkt zu hemmen [153-156]. Das erste Mitglied aus der
Familie der IAPs wurde in Baculoviren entdeckt [157]. Der erste in Saugern
entdeckte Vertreter war NAIP (Neuronal Inhibitory Apoptosis Protein). Sein
Ausfall ist verantwortlich fur den Verlust an motorischen Vorderhornzellen bei
den spinalen Muskelatrophien [158]. Inzwischen sind eine Reihe weiterer
Proteine aus dieser Familie gefunden worden [159-164]. Auch bei der
Entstehung maligner Tumoren scheinen IAPs eine Rolle zu spielen [165, 166].

Eine weitere fir die Regulation der Apoptose wichtige Gruppe sind die
Proteine der Bcl-2-Familie. Wie oben kurz beschrieben, sind diese
hauptsachlich an der Apoptoseregulation Uber die Mitochondrien beteiligt. Sie
bestehen sowohl aus anti- als auch proapoptotischen Mitgliedern. Der erste
Vertreter dieser Familie wurde in einem B-Zell-Lymphom entdeckt [110, 167]
und schlie3lich als ein antiapoptotisch wirkendes Protein erkannt [168, 169]. Die
verschiedenen Bcl-2-Proteine konnen miteinander interagieren, wobei die
antiapoptotischen Mitglieder wie Bcl-2 und Bcl-x. in der Lage sind,

proapoptotisch wirkende Bcl-2-Proteine wie Bad und Bax zu inhibieren [170-
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172]. So verhindern sie beispielsweise die Oligomerisation von Bak oder Bax
zum mitochondrialen Kanal und somit die Freisetzung von Cytochrom C [173,
174].

1.4 Der Zelltod bei Erythrozyten

1.4.1 Einfuhrung

Der Begriff ,Erythrozytenapoptose® wird kontrovers diskutiert. Da
Erythrozyten weder Mitochondrien noch einen Zellkern besitzen, sind die
markantesten morphologischen Phanomene der Apoptose in Erythrozyten nicht
sichtbar. Aulderdem wurde gezeigt, dass reife Erythrozyten unempfindlich sind
gegenuber klassischen proapoptotischen Stimuli wie Serumdeprivation oder
Behandlung mit dem Protein-Kinase-C-Inhibitor Staurosporin [117, 175].

Unreife, organellenhaltige Erythrozytenvorlauferzellen hingegen zeigen
klassische Apoptose beispielsweise nach Infektion mit dem Parvavirus B19
[176] oder spontan in Abwesenheit von Erythropoietin [177], was die vermehrte
Bildung von Erythrozyten durch dieses fur die Erythrozytenbildung wichtigsten
Hormons erklart. Interessanterweise ist der Prozess der Erythrozytenreifung
caspasenabhangig [178].

Erst 2001 berichteten die beiden Gruppen um Montreuil und Ameisen sowie
um Schulze-Osthoff und Wesselborg, dass Erythrozyten in der Lage sind, einen
Prozess durchzumachen, der einige wesentliche Phanomene der Apoptose
kernhaltiger Zellen zeigt [151, 152]. Calciumeinstrom in den Erythrozyten flhrte
zur  Zellschrumpfung, zur Bildung von Membranvesikeln und zum
Zusammenbruch der Phosphatidylserinasymmetrie sowie in Anwesenheit von
Makrophagen zur Phagozytose. Aullerdem konnten sie zeigen, dass
Erythrozyten zwar Caspase-8 und 3 enthalten, diese aber nicht aktiviert
werden.

Mittlerweile konnten verschiedene Faktoren identifiziert werden, die in der

Lage sind, apoptotische Vorgange in roten Blutzellen auszuldsen, so z.B. die
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Hyperosmolaritat des Extrazellularraumes [179, 180], oxidativer Stress [181,
182], Energiemangel und der Entzug von extrazellularem Chlorid [181, 183,
184]. Auch konnte gezeigt werden, dass verschiedene mit einer Anamie
einhergehende Krankheiten eine erhdhte Empfindlichkeit der Erythrozyten auf
proapoptotische  Stimuli zeigen. So zeigen die Erythrozyten bei
Sichelzellanamie, Thalassamie und Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
mangel eine erhohte Apoptoserate [185]. Auch bei Vergiftungen mit
Schwermetallen wie Blei oder Quecksilber und auch Aluminium, auf das in
dieser Arbeit besonders eingegangen werden soll [186-188], sowie bei durch
bestimmte Medikamente wie Chlorpromazin [189] und Cyclosporin [190]
ausgeloste Anamien scheinen apoptotische Vorgange in reifen Erythrozyten
eine Rolle zu spielen.

Ebenso sind mittelweile eine Reihe von Substanzen bekannt, die in der Lage
sind, eryptotische Vorgdnge zu hemmen, darunter Harnstoff [184],
Katecholamine, Adenosin und Stickstoffmonoxid (NO) [191, 192].

Mittlerweile sind zwei Hauptmechanismen der Erythrozytenapoptose
bekannt: der oben erwahnte Einstrom von Calciumionen und die Bildung von

Ceramid.

1.4.2 Erythrozytenapoptose durch erhohtes intrazellulares Calcium

Der Entzug von extrazellularem  Chlorid, ein  hyperosmolarer
Extrazellularraum, oxidativer Stress und Energiemangel fihren zur Offnung von
nicht-selektiven Kationenkanalen und zum Einstrom von Calcium. Die Erhéhung
des intrazellularen Calciums fuhrt einerseits zum Zusammenbruch der
Phosphatidylserinasymmetrie und andererseits zur Zellschrumpfung. Letztere
ist bedingt durch den Verlust vom Kaliumionen durch einen Calcium-
abhangigen Kaliumkanal (KCNN4, hSK4, Gardos-Kanal). Die Aktivierung
dieses Kanals durch intrazellulares Calcium flhrt Uber die gesteigerte

Kaliumleitfahigkeit der Membran zu einer Hyperpolarisation der Zelle und somit
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zum Verlust von Chloridionen. Der mit dem Kaliumchloridverlust einhergehende
Verlust an Wasser zeigt sich dann im verminderten Zellvolumen [193-201].

Das zweite durch Calcium mitverursachte Phanomen ist das Erscheinen von
Phosphatidylserin im auferen Blatt der Membran. Wie bereits oben kurz
erwahnt, befindet sich Phosphatidylserin unter normalen Bedingungen fast
ausschlieBlich im inneren Blatt der Membran [202]. Diese Asymmetrie wird von
zwei entgegengesetzt arbeitenden Enzymen aufrechterhalten. Wahrend die
ATP-abhangige Translokase die Phosphatidylserinasymmetrie aufrecht erhalt
indem sie Phosphatidylserin von der AuRenseite nach Innen transportiert [101,
202, 203], besteht die Funktion der Scramblase darin, die
Phosphatidylserinasymmetrie aufzuheben [204-207]. Da die Aktivitat der
Scramblase durch Calcium erhoht und gleichzeitig die Translokase gehemmt
wird [96, 97, 182], fuhrt Calciumeinstrom in die Zelle zum Zusammenbruch der

Phosphatidylserinasymmetrie [207, 208].

1.4.3 Erythrozytenapoptose durch Bildung von Ceramid

Die Beobachtung, dass unter hyperosmolaren Bedingungen auch nach
Hemmung des Kationenkanals sowie in Abwesenheit von extrazellularem
Calcium weiterhin PS-Exposition stattfindet [184], fuhrte zur Suche nach einem
weiteren  nicht-kalziumabhangigen  Signalweg. @ Als  Mediator  der
kalziumunabhangigen Apoptose erwies sich schliellich Ceramid [180]. Dieses
kommt als Bestandteil des Membranlipids Sphingomyelin in Zellen vor und
spielt eine wichtige Rolle als ,second messenger® bei der Apoptose vieler
Zelltypen [209-212]. Ceramid wird durch das Enzym Sphingomyelinase aus
Sphingomyelin abgespalten und erhdht die Empfindlichkeit der Scramblase fur
Calcium [180].
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1.4.4 Erythrozytenapoptose durch Caspasen

Nachdem die ersten Arbeiten zeigten, dass Caspasen in Erythrozyten zwar
vorhanden, bei der durch Calciumeinstrom induzierten Apoptose jedoch nicht
aktiviert werden [117, 151, 152], gelang es der Arbeitsgruppe um Basu, die
Beteiligung von Caspasen bei der durch oxidativen Stress ausgeldsten

Erythrozytenapoptose zu zeigen [182].

1.4.5 Erythrozytenapoptose und Calpaine

Calpaine sind calcium-abhangige Proteasen, deren Bedeutung sowohl fur die
Erythrozytenalterung [213] als auch fur die Erythrozytenapoptose [151, 214]
gezeigt werden konnte. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivierung
von Calpainen beobachtet.

Calpaine sind in der Lage, eine Vielzahl intrazellularer Proteine zu spalten,
darunter zytoskelettale Proteine wie Aktin [215] und die Bcl-Proteine Bax und
Bad, sowie die Caspasen 3 und 9 [132, 216].

In Erythrozyten findet sich p-Calpain. Diese inaktive Vorstufe besteht aus
einer schweren (80 kDa) katalytischen und einer leichten (30 kDa)
regulatorischen Untereinheit [217, 218].

Unter dem Einfluss von Calcium kommt es zur Dissoziation der
Untereinheiten, zur autokatalytischen Spaltung und somit zur Aktivierung der
schweren Untereinheit [219]. Ob die Spaltung von Calpainen nur ein Calcium-
assoziierter Nebeneffekt ist, oder ob sie ursachlich an der

Erythrozytenapoptose beteiligt ist, bleibt unklar.

-17 -



Materialien und Methoden

2 Materialien und Methoden

2.1 Einfuhrung

Viele der in dieser Arbeit verwendeten Methoden wurden an anderer Stelle
ausfuhrlich beschrieben [220].

2.2 Erythrozyten

Die Erythrozyten von Patienten unter Chemotherapie wurden nach
Aufklarung und Einwilligung entnommen. Die entsprechende Genehmigung der
Ethikkommission der Universitat Tubingen lag vor. Das gewonnene Heparin-
Vollblut wurde durch 10 minutiges Zentrifugieren bei 2.000 g und 22°C in
Plasma und Erythrozyten getrennt. Das Plasma wurde ohne weitere
Behandlung verwendet. Erythrozyten wurden nach zweimaligem Waschen in
plasmaisotoner Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (PBS 0,9%), verwendet.
Wenn nicht anders vermerkt, wurden fir alle weiteren Experimente
leukozytendepletierte Erythrozytenkonzntrate der Blutbank der Universitat
Tubingen verwendet.

Hergestellt wurden diese mit dem ,OptiPure RC quadruple blood pack set”
mit einem Filter von Baxter (Unterschleil3heim, Deutschland). Dabei wurden 500
ml Blut automatisch mit 70 ml des CPD — Puffers (siehe Tabelle 1) gemischt.
Die Blutkomponenten wurden durch 10 minutiges Zentrifugieren bei 4795 g und
22°C getrennt. AnschlieRend wurden die Erythrozytenkonzentrate mittels eines
Leukozytenfilters von wei3en Blutzellen befreit und mit SAG-Manitol Lésung
(siehe Tabelle 2) versetzt. Gelagert wurden die Erythrozytenkonzentrate bei
4°C fur maximal 2 Wochen. Alle Experimente wurden, soweit nicht anders
angegeben, bei 37°C und einem Hamatokrit von 0,03% durchgefuhrt.
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Tabelle 1: CPD - Puffer

Substanz Konzentration (mg/ml)
Zitronensaure 3,27
Natriumcitrat 26,30
Natriumhydrogenphosphatdihydrat 2,50
Dextrosemonohydrat 25,50

Tabelle 2: SAG — Mannitol Losung

Substanz Konzentration (mg/ml)
NaCl 8,77
Dextrosemonohydrat 9,00
Adenin 0,17
Mannitol 5,25

2.3 Patienten

Es wurde Blut von acht Patienten untersucht, die eine Chemotherapie mit
Paclitaxel (Taxol®) erhielten. In sechs Fallen wurde Paclitaxel in  Kombination
mit Carboplatin, in zwei Fallen in Kombination mit Carboplatin und Gemcitabine
verabreicht.

Funf Patienten mit fortgeschrittenem Ovarialkarzinom wurden mit Paclitaxel
entweder in Kombination mit Carboplatin (n=3) oder in
Kombinationschemotherapie mit Carboplatin und Gemcitabine.

Zwei Patienten mit rezidiviertem Ovarialkarzinom und ein Patient mit primar
fortgeschrittenem Endometriumkarzinom erhielten eine
Kombinationschemotherapie mit Paclitaxel und Carboplatin.

Die Kombination von Paclitaxel mit Carboplatin wurde einmalig alle drei
Wochen verabreicht. In der Dreierkombination wurde Gemcitabine an Tag 1

und 8 gegeben. Die Dosierungen waren 175 mg/m? Kérperoberflache fiir
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Paclitaxel, 800 mg/m? Korperoberfliche fiir Gemcitabine und AUC 5 fiir
Carboplatin.
Das Blut wurde unmittelbar vor bzw. nach einer dreistindigen Infusion von

Paclitaxel (175 mg/m?) entnommen und sofort analysiert.

2.4 Blutbildanalyse der Patienten

Im Patientenblut wurden unter Verwendung eines automatischen
Blutzellanalysegerates (CellDyn 3000; Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
die Anteile der verschiedenen weil3en Blutzellen, die Thrombozyten sowie bei
den Erythrozyten alle gangigen Parameter einschlieBlich der Retikulozyten
bestimmt.

Far die weiteren in vitro Experimente wurden leukozytenarme
Erythrozytenkonzentrate verwendet [221].

Zur Analyse der verbliebenen Leukozyten in den Erythrozytenkonzentraten
erfolgte eine FACS-Analyse an einem Coulter Epics XL (Beckman Coulter,
Krefeld, Germany) unter Benutzung eines international standardisierten Kits
(TrueCount) der Firma Becton Dickinson (Heidelberg, Germany). Der
Leukozytenanteil der verwendeten Konzentrate betrug 0.012% £0.001% (n=22)
der sonst im Vollblut vorhanden Menge. Die Erythrozytenkonzentrate konnen

somit praktisch als leukozytenfrei angesehen werden.

2.5 Tierexperimente

Die Tierexperimente waren von der Ethik-Kommission genehmigt (Nummer
PY 6/04) und wurden in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz
durchgefuhrt. Es wurden 4-6 Monate alte weibliche C57BL/6 Mause verwendet.

Die Erythrozyten wurden durch retrobulbare Venenpunktion gewonnen.
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2.5.1 Aktivierung der sauren Sphingomyelinase in vivo

Um die Aktivierung der sauren Sphingomyelinase in vivo zu untersuchen,
wurden 4,5 pg/g KG Paclitaxel (Sigma, Taufkirchen) intravends verabreicht.
Blutproben wurden unmittelbar vor bzw. 10 Minuten nach Injektion von
Paclitaxel entnommen.

Zur Bestimmung der Aktivitat der sauren Sphingomyelinase im Serum
wurden Serumproben in einer Losung mit 250 mM Natriumacetat (pH 5,0), 1,3
mM EDTA und 0,1% NP40 1:50 verdinnt. Dann wurden 0,05 pCi
['“Clshingomyelin (52 mCi/mmol, MP-Biomedicals, Eschwege, Deutschland) zu
jeder Probe hinzugefigt und fir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Lipide
wurden im 4fachen Volumen Chloroform:Methanol (2:1, v/v) extrahiert. Ein
Aliquot des wassrigen Uberstands wurde entnommen und die enzymatische
Freisetzung von ["“C]cholinchlorid aus  ["C]sphingomyelin  mittels
Szintillationsmessung bestimmt.

Zur Messung der Sphingomyelinase im Vollblut wurden die Proben fur 10
Minuten im 4fachen Volumen eines Puffers lysiert, der 250 mM Natriumacetat
(pH 5,0), 1,3 mM EDTA und 1% NP40 enthielt. Das weitere Vorgehen

entsprach dem oben beschriebenen Procedere.

2.5.2 Messung der mittleren Lebenszeit von Mauseerythrozyten

Zur Messung der mittleren Lebenszeit Phosphatidylserin-positiver
Erythrozyten wurden Mauseerythrozyten in Ringer mit lonomycin (1 uM) bzw.
entsprechenden Mengen DMSO fur eine Stunde inkubiert, zwei Mal in Ringer
gewaschen (2.000 g, 5 Minuten, 25°C) wund anschlieBend mit
Carboxyfluoreszein-diacetat-succinimidylester (CFSE) der Firma Molecular
Probes (Leiden, Niederlande) flr 10 Minuten bei 37°C gefarbt. Die verwendete
CFSE-Konzentration betrug 50 pM, in PBS. Dann wurden die Zellen
abzentrifugiert (2.000 g, 5 Minuten), in frischem, 37°C warmen PBS
resuspendiert und in die Schwanzvene gesunder C57BL/6 Mause injiziert. Nach

zwei Stunden wurde durch retrobulbare Venenpunktion Blut entnommen und
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die Mause anschlieRend getdtet. Die Milz wurde enthommen und vorsichtig
durch ein Netz filtriert. Die Fluoreszenzintensitat im Vollblut bzw. in den aus der
Milz gewonnenen Zellen wurde durchflusszytometrisch im FL1-Kanal
gemessen. Der Anteil CFSE-positiver Zellen wurde in Prozent der gesamten

Population berechnet.

2.6 Verwendete Substanzen

2.6.1 Paclitaxel, Docetaxel, Carboplatin, Doxorubicin

Paclitaxel und Carboplatin wurden von der Firma Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) bezogen. Paclitaxel wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost und
in den jeweils angegebenen Endkonzentrationen verwendet. Carboplatin ((1,1-
cyclobutanedicarboxylato)platinum) wurde in einer wassrigen Stammlodsung (10
mM) verwendet.

Docetaxel und Doxorubicin wurden von der Firma Fluka (Buchs SG,
Schweiz) bezogen. Docetaxel wurde in DMSO geldst, Doxorubicinhydrochlorid
in wassriger Losung. Die entsprechenden Mengen an DMSO bzw. Wasser
wurden den jeweiligen Kontrollen hinzugefugt. Diese wurden immer parallel und

entsprechend den mit Substanzen behandelten Erythrozyten inkubiert.

2.6.2 Aluminium

Aluminium wurde in Form von Aluminiumchlorid in wassriger Losung
verwendet. Aluminiumchlorid wurde von der Firma Sigma (Taufkirchen,

Deutschland) bezogen.

2.6.3 z-VAD-fmk

Dieser Pancaspaseninhibitor wurde von Calbiochem (Bad Soden,

Deutschland) bezogen, in DMSO gelést und in einer Endkonzentration von 20
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MM verwendet. Hierbei wurden die Zellen fir eine Stunde mit z-VAD-fmk

prainkubiert.

2.6.4 lonomycin

lonomycin ist ein Calcium-lonophor. lonomycin wurde in DMSO geldst und in

einer Konzentration von 1 yM eingesetzt.

2.6.5 Annexin —V - Fluos

Zur Bestimmung des Phospholipids Phosphatidylserin im aul3eren Blatt der
Membran als Merkmal des Zelltodes diente Annexin-V-Fluos. Da Annexin-V
Phosphatidylserin mit hoher Affinitat bindet, eignet es sich als fluorochrom-
gekoppltes Molekull zur Analyse dieses Merkmals des Zelltodes mittels FACS-
Analyse [222-225]. Es wurde das Annexin-V-Fluos der Firma Roche
Diagnostics (Mannheim, Deutschland) verwendet. Eingesetzt wurde es in einer
Verdinnung von 1:50 in einem calciumhaltigen Puffer (Annexin-Waschpuffer),
(siehe Tabelle 7).

2.6.6 Fluo-3/AM

Fluo-3/AM, ein zellpermeabler Ca2+-lndikator, wurde zur Bestimmung des
intrazellularen Calciumgehaltes verwendet. Bezogen wurde er von der Firma
Calbiochem (Bad Soden, Deutschland). Als Losungsmittel diente DMSO.

CHyOCOCH,00C COOCH,0C0CH,

CHyOCOCH,00C N N7 COOCH,000CH;

Abbildung 2: Fluo-3/AM (Calbiochem, Deutschland)
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2.6.7 Anti-Ceramid-Antikorper

Der monoklonale Anti-Ceramid-Antikérper der Firma Sigma (Taufkirchen,
Deutschland) wurde im Verhaltnis 1:5 in PBS + 1% fetales Kélberserum (FCS)

verdinnt verwendet.

2.6.8 a-Antikorper

Zum durchflusszytometrischen Nachweis des monoklonalen Anti-Ceramid-
Antikorpers wurden der Anti-Maus-IgG- und -lgM-Antikorper (Ziege, FITC-
konjugiert) der Firma Pharmingen (Hamburg, Deutschland) verwendet. Er
wurde 50-fach verdinnt mit PBS + 1% FCS eingesetzt.

2.6.9 Isotypischer Maus-lgM-AntikGrper

Zur Negativkontrolle bei der Ceramid-Bestimmung diente der isotypische

gematchte reine Maus-IgM-Antikorper der Firma Ancell (Bayport, USA).

2.6.10 Sphingomyelinase

Zur Positivkontrolle bei der Ceramid-Bestimmung wurde Sphingomyelinase

(aus Streptomyces sp.) der Firma Sigma (Taufkirchen, Deutschland) verwendet.

2.7 Verwendete Losungen

2.7.1 Ringerlosung

Plasmaisotone Ringerlosung diente mit ihrer weitgehend physiologischen
lonenzusammensetzung als Referenzlosung. Als Puffer diente HEPES (-2-
Hydroxyethylpiperazin-N-2-ethan-sulfonsaure). Die Gesamtosmolaritat betrug
300 mOsmol, der pH-Wert 7,4 (siehe Tabelle 3).
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Tabelle 3: Ringerlésung

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 125
KCI 5
MgSOg4 11
HEPES 32,2
Glukose 5
CaCl, 1
NaOH Titration bis pH 7,4

2.7.2 Calciumfreie Ringerlosung

Um einen kausalen Zusammenhang zwischen der beobachteten PS-

Exposition durch Aluminium und dem Einstrom von Calcium nachzuweisen,

wurde mit einer abgewandelten Ringerlosung gearbeitet, die kein Calcium

enthielt (siehe Tabelle 4).

Tabelle 4: Calciumfreie Ringerlésung

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 125
KCI 5
MgSO4 11
HEPES 32,2
Glukose 5
EGTA 2
NaOH Titration bis pH 7,4
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2.7.3 Glukose-freie LOsung

Um Zellstress durch Energiemangel oder Verlust an Reduktionsaquivalenten

hervorzurufen, wurde eine Glukose-freie Losung hergestellt (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Glukose-freie Losung

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 125
KCI 5
MgSO4 1
HEPES 32,2
CaCl, 1
NaOH Titration bis pH 7,4

2.7.4 Hypertone Losung 850 mOsmol

Durch Zugabe von 550 mmol Saccharose zu Ringerlésung wurde eine

Osmolaritat von 850 mOsmol erreicht. Diese Losung diente der Simulation von

hyperosmolaren Bedingungen.

Tabelle 6: Hypertone L6sung (850 mOsmol)

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 125
KCI 5
MgSO4 1
HEPES 32,2
Glukose 5
CaCl, 1
Saccharose 550
NaOH Titration bis pH 7,4
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Nach dem Herstellen der Losungen wurden zur Kontrolle der pH-Wert und
die Osmolaritat bestimmt. Bei der Osmolaritat wurde eine Abweichung von
maximal 10% von den geforderten 300 mOsmol, beim pH-Wert eine
Abweichung von 0,02 pH-Einheiten toleriert.

Kontrolliert wurden die Osmolaritdten mit Hilfe eines VAPRO 5520
Dampfdruck Osmometers (Wescor, Logan, Utah, USA).

2.7.5 Annexin- Waschpuffer

Annexin-Waschpuffer wurde zum Waschen der Erythrozyten nach der
Inkubation sowie zum Verdinnen (1:50) des Annexin-V-Fluos (Firma Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland) verwendet.

Tabelle 7: Annexin-Waschpuffer

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 140
CaCly 5
HEPES 10
NaOH Titration bis pH 7,4

2.7.6 PBS-Losunqg

Zum Waschen der Erythrozyten wurde, wenn nicht anders vermerkt,
plasmaisotone PBS-LOsung verwendet. Diese wurde mit handelsublichen
Fertigtabletten unter Zugabe einer entsprechenden Menge destilliertem Wasser

hergestellt.
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2.7.7 Jurkat-Medium

Jurkat-T-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium kultiviert, dem 10% FCS, 0,56
g/l L-Glutamin, 100.000 Einheiten/l Penicilin und 0,1 g/l Streptomycin
hinzugefigt wurden. Um die Spaltung und Aktivierung von Caspase 3 zu
messen [140], wurde Paclitaxel in einer Endkonzentration von 10 pmol/l

hinzugegeben.

2.8 FACS-Analyse

Der Begriff ,FACS® ist die Abkurzung fur ,Fluorescence Activated Cell
Sorting“. Inzwischen hat sich der Begriff als allgemeine Bezeichnung flr die
Durchflusszytometrie eingeburgert.

Mit der Durchflusszytologie ist es moglich, eine Vielzahl von Eigenschaften
einzelner Zellen mit Hilfe eines optischen Verfahrens zu messen. Sie ermoglicht
somit je nach angewandter Methode die Beobachtung verschiedener Prozesse.
Im Falle der vorliegenden Arbeit wurden die Akkumulation von
Phosphatidylserin an der Zelloberflache sowie die Bildung von Ceramid und der
Calciumgehalt der Zellen durchflusszytometrisch gemessen sowie indirekt
durch eine parallele Auswertung des Forward-Scatters (siehe auch Kapitel
2.8.1) die ZellgroRe bestimmt.

2.8.1 Das Prinzip der Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie wandern die zu untersuchenden Zellen in
einem Flussigkeitsstrom hintereinander durch eine dunne Messkammer. Hierbei
werden sie vom Licht eines Lasers getroffen. Das entstehende Streulicht wird
dabei von der GroRe sowie der Binnenstruktur der Zelle bestimmt. Streulicht in
einem Winkel von 0,7° - 10° zum Laserstrahl (sog. Vorwartsstreulicht, Forward-
Scatter, FSC) gibt dabei Auskunft Uber die Grole der Zellen. Das Streulicht
senkrecht zum ursprunglichen Strahl (Seitwartsstreulicht, Side-Scatter, SSC)

hingegen erlaubt eine Aussage Uber die Binnenstruktur der Zelle [226]. Durch
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Anfarben verschiedener Zellbestandteile mit spezifischen fluoreszierenden
Farbstoffen ist es auRerdem mdglich, eine Vielzahl unterschiedlicher
Eigenschaften von Zellen zu bestimmen. Hierbei wird das von den
Fluoreszenzfarbstoffen nach Anregung durch den Laser abgestrahlte Licht mit
Hilfe von Interferenzfiltern und entsprechenden Sensoren analysiert. Die
verschiedenen Wellenlangen des emittierten Lichts werden dabei
verschiedenen Fluoreszenzkanalen zugeordnet. Der Fluoreszenzkanal 1 (FL1)
entspricht dabei einem Bereich von 515 — 545 nm, FL2 reicht von 564 — 606
nm, FL4 von 653 — 669 nm und FL3 entspricht Wellenlangen tber 670 nm
[227].

Mittlerweile stehen viele verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfigung
(z.B. Fluorochrom-gekoppelte spezifische Antikorper oder Rezeptoren,
Farbstoffe flir bestimmte lonen usw.). Je nach Farbstoff kdnnen somit ganz
verschiedene Eigenschaften bestimmt werden (z.B. intrazellulares Calcium mit
Fluo-3/AM, Ceramid in der Membran mit Anti-Ceramid Antikorpern in
Verbindung mit fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpern, DNA mit
Ethidiumbromid usw.). Auch die simultane Messung verschiedener
Eigenschaften (z. B. Retikulozyten und Phosphatidylserin)  mit
verschiedenfarbigen Markern ist moglich. Anhand der Intensitat des emittierten
Lichtes lassen sich auch quantitative Aussagen Uber die gemessenen
Eigenschaften treffen [228, 229].

Nach Auswertung der Signale mittels der entsprechenden Software lassen
sich die Messergebnisse dann graphisch in einem sog. Dot Plot darstellen.
Hierbei entspricht jeder abgebildete Punkt einem Messwert (s. Abbildung 3).
Die Achsen kdénnen je nach zu analysierendem Zusammenhang natdrlich mit

den gewunschten Fluoreszenzkanalen belegt werden.
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Side Scatter

v

Forward scatter

Abbildung 3: Dot Plot. Die Abbildung zeigt auf der x-Achse die Forward Scatter- und auf der y-
Achse die Side Scatter Werte der analysierten Zellen.

Fir die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden FACS-Gerate der Firma
Becton — Dickinson, Heidelberg (FACS Calibur) verwendet. Diese Gerate sind
mit zwei, bzw. drei Lasern ausgestattet. Es kdnnen drei bzw. vier Farben
simultan analysiert werden.

Wenn nicht anders angegeben, wurden 20.000 Zellen je Probe erfasst. Alle
Fluoreszenzsignale wurden unter logarithmischer Verstarkung im Kanal ,FL1“
aufgenommen. Als Mal} fur die Zellgroe diente das linear verstarke Signal des
Forward-Scatters (FSC).
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2.8.2 Auswertung der Messdaten

Die Daten wurden an einem Rechner der Firma Macintosh mit Hilfe der Cell

Quest Software von Becton-Dickinson erfasst und ausgewertet.

2.9 Bestimmung von Phosphatidylserin im duBeren Membranblatt

Nach Inkubation unter den Bedingungen des entsprechenden Experiments
wurden 50 ul Zellsuspension (wenn nicht anders angegeben mit einem
Hamatokrit von 0,3%) in 500 ml Annexin — Waschpuffer aufgenommen und
anschlieRend bei 1500 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Dem gewaschenen Pellet wurden 50 pl verdinntes Annexin-V-Fluos
(1:50 in Annexin-Waschpuffer) zugefiigt. Das Pellet wurde resuspendiert und
fur 10 Minuten unter Lichtabschluss inkubiert.

Die so gefarbten Zellen wurden 1:5 mit Annexin-Waschpuffer verdinnt und
anschlielfend mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurden sowohl
Forward Scatter (FSC) und Side Scatter (SSC) als auch die Fluoreszenz des

gebundenen Annexin-V-Fluos im Fluoreszenzkanal ,FL1“ bestimmt.

Bei Messung des Phosphatidylserins nach Inkubation der Zellen unter
calciumfreien Bedingungen (siehe Kapitel ,Ergebnisse) wurden sowohl die
Kontrollzellen (Ringerldsung) als auch die Testzellen (calciumfreie
Ringerlosung) statt in Annexin-Waschpuffer, in calciumfreiem Ringer
gewaschen. Erst unmittelbar vor der Messung wurde das calciumhaltige
Annexin-V-Fluos zugegeben. Bei der folgenden Messung wurden jeweils zuerst
die in calciumhaltigem Ringer inkubierten Zellen und dann die
korrespondierenden in calciumfreiem Ringer inkubierten Zellen gemessen, um
einen systematischen Fehler durch Einstrom des fir die Bindung des Annexins

notwendige Calciums auszuschlieRen.
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2.10 Intrazellulire Ca%* Messungen mittels Fluo-3/AM

Der Gehalt an intrazellularem Calcium wurde mittels Fluo-3/AM-Farbstoff
(Calbiochem; Bad Soden, Deutschland) und FACS-Analyse bestimmt. Dazu
wurde die Methode nach Andree et al. [222] verwendet.

Erythrozyten wurde in Ringerlésung mit Fluo-3/AM-Farbstoff beladen. Hierzu
wurden die roten Blutzellen bei einem Hamatokrit von 0,3% fur 20 Minuten bei
37°C und einer Endkonzentration des Fluo-Farbstoffs von 4 yM im Dunkeln
inkubiert. Nach 20 Minuten wurde erneut die gleiche Menge an Fluo-3/AM
zugegeben und fur 40 Minuten bei 37°C im Dunkeln inkubiert.

Die so gefarbten Zellen wurden zweimal in Ringer gewaschen (5 Minuten,
1.500 g) und anschlieBend entsprechend der Anordnung des Experiments
verwendet.

Fir die FACS-Analyse wurden zu verschiedenen Zeitpunkten 100 pl der
Zellsuspension entnommen. Diese wurde 1:3 mit Ringer verdinnt. Die
Fluoreszenz wurde im FL1-Kanal bestimmt. Alle Schritte wurden unter
Lichtabschluss durchgefuhrt. Als Positivkontrolle fur die erfolgreiche Beladung
der Zellen mit Farbstoff dienten Erythrozyten, die mit dem Calcium-lonophor

lonomycin (1uM) behandelt worden waren.

2.11 Ceramid-Bestimmungq

Das in der Membran gebildete Ceramid wurde mit Hilfe eines monoklonalen,
ceramid-spezifischen Antikorpers [230, 231] und eines fluoreszenzmarkierten,
gegen den ersten Antikorper gerichteten Sekundarantikérpers (a-Antikorper)
gemessen. Die Fluoreszenz des a-Antikdrpers wurde mittels FACS-Analyse
bestimmt. Die Erythrozyten wurden vor der Messung des gebildeten Ceramids
unter den jeweils angegebenen Bedingungen bei einem Hamatokrit von 0,03%
und 37°C inkubiert.

Nach der Inkubation wurden 100 ul Erythrozytensuspension enthommen und
zweimal in plasmaisotoner PBS-Losung mit 1% FCS gewaschen (5 Minuten,
1.500 g).
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Das so gewonnene Pellet wurde mit 50 ul des monoklonalen Anti-Ceramid-
Antikorpers (1:5 in PBS + 1% FCS verdunnt) resuspendiert und fur eine Stunde
auf Eis inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen in PBS + 1% FCS bei 4°C (5 Minuten, 1.500 g),
wurde 100 pl FITC-Anti-Maus IgM und 1gG-Antikoérper (1:50 in PBS + 1% FCS
verdunnt) zugegeben und fur 30 Minuten auf Eis unter Lichtabschluss inkubiert.

Nicht gebundener fluoreszenzmarkierter Antikorper wurde durch erneutes
dreimaliges Waschen in PBS + 1% FCS bei 4°C (5 Minuten, 1.500 g), entfernt.

AnschlieRend wurde das Pellet in 150 yl PBS + 1% FCS aufgenommen und
die FITC-abhangige Fluoreszenz mittels FACS-Analyse im Fluoreszenzkanal
,FL1“ gemessen.

Als Positivkontrolle dienten Erythrozyten, die mit Sphingomyelinase von
Streptomyces sp. (0,1 unit/ml) fur 5 Minuten bei 37°C behandelt wurden. Als
Negativkontrolle wurde ein unspezifischer Mausantikorper vom gleichen Isotyp

an Stelle des monoklonalen Anti-Ceramid-Antikorpers verwendet.

2.12 ATP- Messung

In der Zelle kommt ATP als dem wichtigsten Energielieferant fur
verschiedene zellulare Stoffwechsel- und Transportprozesse eine zentrale
Bedeutung im System Zelle zu. Der ATP-Gehalt der Erythrozyten wurde mit
Hilfe eines Iluminometrischen Verfahrens unter Verwendung des Enzyms
Luciferase bestimmt. Das Enzym Luciferase stammt aus Photinus pyralis (dem
Glihwirmchen) und erzeugt unter ATP-Verbrauch Licht, welches in einem
Luminometer gemessen werden kann. Uber eine Standardkurve l3sst sich der
ATP-Gehalt der Probe aus der Lumineszenz berechnen.

Eyrthrozyten wurden bei einem Hamatokrit von 0,3% unter den jeweiligen
Bedingungen (z.B. in Anwesenheit von Aluminium-lonen flr 24 h) inkubiert.

Nach der Inkubation wurden die Zellen zweimal in PBS gewaschen (5
Minuten, 1.500 g). 50 ul des gewonnenen Pellets wurden in 700 pl destilliertem
Wasser bei 4°C lysiert. Nach 5 Minuten wurden die Proteine durch Zugabe von
500 pl Perchlorsaure (5%, 4°C) ausgefallt und bei 1.500 g und 4°C
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abzentrifugiert. Dann wurden 400 pl des Uberstandes mit geséattigter
Kaliumhydrogenkarbonat-Lésung langsam auf einen pH-Wert von 7,7 titriert.
Zur Erstellung der Standardkurve diente lyophilisiertes ATP aus dem
Luciferin-Luciferase Assay Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).
Nach Herstellung einer Verdiunnungsreihe (finale ATP-Konzentrationen: 1000,
500, 250, 125, 0 nM) wurde die Lumineszenz mit Hilfe eines Luminometers
(Berthold Biolumat LB9500, Bad Wildbad, Deutschland) gemessen. Uber eine
Regressionsgerade wurde die ATP-Konzentration der Proben aus der
Lumineszenz berechnet.
Alle Schritte vom Augenblick der Lyse der Zellen an wurden bei 4°C

durchgefuhrt, um einen Abbau des ATP zu verhindern.

2.13 Glutathion-Messung

Frisch enthommene Erythrozyten gesunder Spender wurden zweimal in PBS
gewaschen (1.500 g, 5 Minuten, 20°C) und bei einem Hamatokrit von 6% mit
Aluminium (Konzentrationen von 10-100 pM) oder Paclitaxel (20 pM) in
Ringerlosung bzw. nur in Ringerlésung oder  Glukose-freier  Ringerldsung
(Positivkontrolle) inkubiert. Die Inkubationszeiten waren 24 Stunden
(Aluminium) bzw. 48 Stunden (Paclitaxel).

Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut zweimal in PBS gewaschen
(1.500 g, 5 Minuten, 20°C). AnschlieBend wurden 50 ul Erythrozytenpellet in
200 pl destilliertem Wasser fur 10 Minuten auf Eis lysiert. Die entstandenen
Ghostmembranen wurden bei 20.000 g fur 15 Minuten abzentrifugiert. 150 pl
des Uberstands wurden mit 150 ul eisgekihlter, 10%-iger (w/v)
Metaphosphorsaure versetzt und 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die
denaturierten Proteine wurden bei 8.000 g fir 10 Minuten abzentrifugiert und
200 pl des Uberstandes entnommen. Glutathion (GSH und GSSG) wurde dann
mittels des Glutathione Assay Kits der Firma Cayman Chemicals (bezogen Uber
IBL-Hamburg, Hamburg, Deutschland) nach den Vorgaben des Herstellers
bestimmt. Die Konzentration an GSH wurde in mmol/l Erythrozytenpellet

angegeben.
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2.14 Western-Blotting

Das Western-Blotting wurde entsprechend der im Labor etablierten
Standardmethode durchgefuhrt [214]. Nach Inkubation der Erythrozyten
(Hamatokrit 0,3%) in Ringer bzw. Glukose-freiem Ringer in Anwesenheit von
Paclitaxel (10 uM) oder der korrespondierenden Menge DMSO bei 37°C fur 24
Stunden, wurden die Erythrozyten abzentrifugiert und 100 ul des Zellpellets in
50 ml Lysepuffer folgender Zusammensetzung lysiert:

Tabelle 8: Lysepuffer

Substanz Konzentration

HEPES 50 mM

NaOH Titration bis pH 7,4
EDTA 2,5mM
Pepstatin A 10 pg/ml
Leupeptin 5 ug/ml
Aprotinin 5 pg/ml
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 0,1 mM

Die entstandenen Ghostmembranen wurden bei 20.000 g fir 20 Minuten bei
4°C abzentrifugiert, in 10 mM HEPES-Puffer (mit Proteaseinhibitorcoctail)
resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Der Protease-Inhibitor-Cocktail
wurde von der Firma Roche (Mannheim, Deutschland) bezogen.

Die so gewonnenen weillen Ghostmembranen wurden in einem Puffer

folgender Zusammensetzung aufgeldst:
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Tabelle 9: Blotting-Puffer

Substanz Konzentration
HEPES 10 mM
NaOH Titration bis pH 7,3

NaCl 125 mM
EDTA 10 mM
Natrium-Pyrophosphat 10 mM
Natrium-Fluorid 10 mM
Natriumdodecyl-Sulfat (SDS) 0,1%
Deoxycholsaure 0,5%

Triton-X-100 1%
B-Mercaptoethanol 10 pl/2 ml

Die Proteinkonzentration der Proben wurde nach Bradford (Biorad, Minchen,
Deutschland) bestimmt. Fur die Standardkurve wurde Bovines Serumalbumin
(BSA) verwendet.

Jeweils 50 pg Protein pro Bahn wurden mittels Gelelektrophorese (6%-iger
SDS-PAGE) aufgetrennt und auf eine Protan BA83 Nitrozellulosemembran
(Schleicher und Schull, Dassel, Deutschland) uberfuhrt. Der Proteintransfer
wurde mittels Ponceaurotfarbung kontrolliert. Nach Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit 5%-iger fettarmer Milch Uber Nacht bei 4°C wurden die
Blots fur eine Stunde bei Raumtemperatur mit einem polyklonalen Anti-u-
Calpain-Antikoérper (Domane V) vom Kaninchen (Sigma,
affinitatschromatograpisch isolierter Antikorper C5611) bzw. mit einem
polyklonalen Anti-Caspase 3 Antikérper vom Kaninchen (Biomol, Hamburg,
Deutschland) jeweils in einer Verdiunnung von 1:1000 inkubiert. Nach dem
Waschen wurden die Blots fur eine Stunde mit einem Horseradish Peroxidase
konjugierten Anti- Kaninchen Antikorper (Amersham, Freiburg, Deutschland) in
einer Verdunnung von 1:1000 gefarbt. Die Bindung des zweiten Peroxidase-
gekoppelten Antikorpers wurde mit dem Chemolumineszenz-Kit (ECL) der

Firma Amersham detektiert.
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2.15 Hamolysemessunq

Fir die Messung der Hamolyse wurden Erythrozyten bei einem Hamatokrit
von 0,3% inkubiert. Von den unter Kontrollbedingungen inkubierten Zellen
wurden 400 pl der Erythrozytensuspension entnommen, die Zellen wurden bei
1.500 g fur 5 Minuten abzentrifugiert und das gewonnene Pellet in 400 pl
destilliertem Wasser lysiert. Die entstandenen Membranbestandteile wurden
durch Zentrifugation bei 20.000 g fir 15 Minuten entfernt. Vom Uberstand
wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt, wobei der unverdiinnte Uberstand
mit 100%iger Hamolyse gleichgesetzt wurde. Die Absorption bei 405 nm wurde
mit Hilfe eines ELISA-Readers gemessen. Die prozentuale Hamolyse wurde
gegen die Absorption aufgetragen. Aus der so gewonnenen Regressionsgerade
wurde die Hamolyse im Uberstand der verschiedenen Proben in Prozent

berechnet.

2.16 Statistik

Es wurden das arithmetische Mittel sowie der Standardfehler berechnet und
dargestellt.

Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des gepaarten oder ungepaarten t —
Tests beim Vergleich von zwei experimentellen Reihen bzw. mit dem ANOVA-
Test beim Vergleich mehrerer Versuchsreihen durchgefuhrt. Dabei wurden p-

Werte < 0,05 als statistisch signifikant gewertet.
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3 Fragestellung der Arbeit

Fiar eine Vielzahl von Substanzen wurde das Potential beschrieben, eine
Anamie auszulésen. Darunter finden sich so unterschiedliche Agenzien wie
Taxane und das Aluminiumion. Eine Anamie kann dabei aus einer verminderten
Bildung und aus einem erhohten Verbrauch von Erythrozyten resultieren. Ein
maoglicher Mechanismus fur eine verkurzte Lebenszeit roter Blutkdrperchen ist
die in dieser Arbeit untersuchte erythrozytare ,Apoptose®.

Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel durchgeflihrt herauszufinden, ob
Taxane bzw. Aluminium in der Lage sind, diese Form des erythrozytaren
Zelltods in vitro auszulosen. Auf3erdem sollten die jeweils zu Grunde liegenden
Mechanismen dieser sogenannten ,Eryptose” aufgeklart werden. Hierbei sollten
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in der Wirkung von Taxane und Aluminium
auf Erythrozyten aufgedeckt werden.

Im Hinblick auf die Taxane sollte zusatzlich sowohl in der klinischen
Anwendung als auch im Tiermodell eine mogliche Beteiligung des Erythrozyten-

Zelltodes an der taxanbedingten Anamie untersucht werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Taxane und Erythrozytenzelltod

4.1.1 Blutbildverianderungen unter Behandlung mit Paclitaxel

Es wurden Blutproben von Patienten mit malignen Ovarial- (n=7) und
Endometriumtumoren (n=1) untersucht, die eine Behandlung mit einem
paclitaxelhaltigen Regime erhielten. Die in Tabelle 10 dargestellten Parameter
wurden unmittelbar vor bzw. nach einer Infusion von Paclitaxel (175 mg/m?, 3
Stunden) bestimmt. Es zeigte sich, dass die Patienten mit einem
Hamoglobingehalt von 10,63 g/dl bereits vor der Infusion anamisch waren. Die
Zahl der Retikulozyten war mit 1,9% leicht erhoht. Die Behandlung mit
Paclitaxel fuhrte zu einer weiteren, signifikanten Abnahme des
Hamoglobingehaltes um 6,3%, des Hamatokrits um 7,5% und der Zahl an roten
Blutzellen um 7,5%. Dieser Abfall an Erythrozyten wurde nicht von einem
entsprechenden Abfall der Retikulozyten begleitet. Diese zeigten im Gegenteil
eine ansteigende Tendenz, was einen Abfall der roten Blutzellen aufgrund einer
verminderten Hamatopoese unwahrscheinlich erscheinen lasst und eher auf

einen gesteigerten Erythrozytenv erlust hindeutet (siehe Tabelle 10).
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Tabelle 10: Differentialblutbilder vor und nach Paclitaxelinfusion.

Ergebnisse

Angegeben sind die Mittelwerte mit Standardfehlern (n=8). In Spalte 4 sind die p-Werte
angegeben, die einen signifikanten Unterschied (gepaarter t-Test) zwischen den
Ergebnissen vor und nach Infusion von Paclitaxel (175mg/m?®) anzeigen. n.s. = nicht
signifikant im gepaarten t-Test.

Mittelwerte * Standardfehler

vorher nachher Gepaarter t-test

Leukozyten (ul™) 6120 + 682 6536 + 1092 n.s.
Neutrophile (%) 853 89 + 1 n.s.
Eosinophile (%) 0.5+£0.2 0.5+0.3 n.s.
Basophile (%) 0.20 £ 0.05 0.13+£0.03 n.s.
Lymphozyten (%) 10 £1 9+1 n.s.
Monozyten (%) 3.8+1.7 1.3£0.3 n.s.
Unklassifizierte (%) 0.9+0.3 0.7+0.2 n.s.
Erythrozyten (10%/pl) 3.51+£0.16 3.29+0.10 0.033
Hamatokrit (%) 33.2+0.8 30.7+0.6 0.008
Hamoglobin (g/dl) 10.63 £ 0.37 9.83+0.27 0.0009
MCH (pg) 299+0.8 29.3+0.6 n.s.
MCHC (g/dl) 31.5+0.8 31.5+1.0 n.s.
Hypochrom. Ery (%) 17.9+9.7 11.8+5.6 n.s.
MCV (fl) 95+4 93+4 n.s.
Reticulozyten (%) 1.9+0.3 24105 n.s.
HB/Reti (g/dl) 33.9+0.8 33.8+0.7 n.s.
Thrombozyten 326 + 34 317 £ 37 n.s.
(1000/pl)
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4.1.2 _Eryptose“ in der klinischen Anwendung von Paclitaxel

Um zu klaren, ob der beobachtete Verlust an Erythrozyten von den in der
Einleitung beschriebenen apoptoseahnlichen Vorgangen herrihrt, wurden zwei
wesentliche Parameter der Eryptose durchflusszytometrisch bestimmt. Zum
einen ist dies das Erscheinen von Phosphatidylserin (PS) an der
Membranoberflache zum anderen die Zellschrumpfung. Beide MelgrélRen
wurden vor und nach der Infusion von Paclitaxel durchflusszytometrisch
bestimmt. Wie in Abbildung 4 gezeigt, fand sich tatsachlich ein signifikanter
Anstieg Annexin-V-Fluos positiver Eyrthrozyten als Mal} fir Phosphatidylserin
auf der Zelloberflache, von 1,11% vor der Behandlung, auf 1,51% nach der
Behandlung (n=8). Die Zunahme Annexin bindender Zellen ging bei dieser
Subpopulation einher mit einer signifikanten Abnahme des Signals im Forward
Scatter, was einer Abnahme des Zellvolumens entspricht. Dies ist ein weiteres
typisches Zeichen des apoptotischen Zelltodes im Unterschied zur Nekrose, die
mit Zellschwellung und schlieRlich dem Verlust der Integritat der Zelle einher
geht. Abbildung 4 zeigt eine reprasentative Verteilung der Zellen als Funktion
von Fluoreszenz im FL1-Kanal und Vorwartsstreuung des Lichts sowie den
verwendeten Schwellenwert zur Trennung der annexin-positiven Population von

den Ubrigen Erythrozyten.
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Abbildung 4: Stimulation der PS-Exposition von Patienten-Erythrozyten vor und nach
Infusion von Paclitaxel.

Zweidimensionale Durchflusszytometer-Histogramme des Forward-Scatters (x-Achse,
linearer Malstab) und der Fluoreszenz (y-Achse, logarithmischer Malstab). Links ein

Histogramm vor, rechts nach Infusion von Paclitaxel (175 mg/m?). Zellen innerhalb der
Fenster wurden in der quantitativen Auswertung als annexin-positiv gewertet.

Die Abbildungen 5 und 6 zeigen die Annexin-positven Zellen vor und nach
Paclitaxelinfusion bzw. den Forward Scatter der annexin-positiven und annexin-
negativen Zellen vor sowie nach Behandlung mit Paclitaxel. Diese Ergebnisse
zeigen, dass in vivo eine Subpopulation der Erythrozyten tatsachlich die
typischen apoptotischen Merkmale der Zellschrumpfung und der

Phosphatidylserin-Exposition zeigt.
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Abbildung 5: Stimulation der PS-Exposition von Patienten-Erythrozyten vor und nach
Infusion von Paclitaxel.

Quantitative Darstellung (Mittelwert + Standardfehler, n=8) des Anteils Annexin-
positiver Zellen an der Gesamtpopulation, vor (offener Balken) und nach
(geschlossener Balken) Infusion von Paclitaxel (175 mg/m?).

* bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, Einproben t-Test und gepaarter t-
Test) gegeniber der Kontrolle (vor Infusion).

-43 -



Ergebnisse

450 - O Vorher

400 1 —1 B Nachher
350 -
300 - * *
250 -
200 -
150 -
100 -
50 A

Forward Scatter

Abbildung 6: Schrumpfung von PS-positiven Patienten-Erythrozyten nach Infusion von
Paclitaxel.

Quantitative Darstellung (Mittelwert + Standardfehler, n=8) des geometrischen Mittels
der Haufigkeitsverteilung der Zellen im Forward-Scatter vor (offene Balken) und nach
(geschlossene Balken) Infusion von Paclitaxel (175 mg/m?) jeweils fiir die annexin-
positive (+) und annexin-negative (-) Population. Die Einteilung in Annexin-positive
bzw. Annexin-negative Zellen erfolgte entsprechend der in Abbildung 4 dargestellten
Fensterung. * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, gepaarter t-Test)
gegenuber der Kontrolle (Annexin-negative Zellen).

4.1.3 . Erythrozytenapoptose‘in vitro

Um die Mechanismen dieser in vivo Beobachtung aufzuklaren, wurden

weitere Experimente in vitro durchgefuhrt.

4.1.3.1 Phosphatidylserin-Exposition

In Ubereinstimmung mit den oben dargestellten Ergebnissen fand sich ein
signifikanter Anstieg der annexin-bindenden Erythrozyten gesunder Spender
nach einer 24- bzw. 48-stindigen Inkubation mit Paclitaxel in einer
Konzentration von 10 pM auf ungefahr das Doppelte, verglichen mit
Kontrollerythrozyten, die nur mit der entsprechenden Tragerlosung behandelt

wurden (Abbildung 7). AulBerdem zeigte sich eine positive Dosis-
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Wirkungsbeziehung im Bereich einer Paclitaxelkonzentration von 10 yM -100
MM nach 48 Stunden (Abbildung 8).

O - paclitaxel #
o 10.0 1 MW+paclitaxel
gg 7.5 T i}
Z5 s0-
X 0
ON
= 2.5 -
<
0 -
24 43
Zeit (h)

Abbildung 7: PS-Exposition durch Paclitaxel in vitro.

Effekt von Paclitaxel (10 uM) (geschlossene Balken) auf den Anteil Annexin-positiver
Zellen (Mittelwert + Standardfehler, n=8 — 16) nach 24 Stunden (Balken links) und 48
Stunden (Balken rechts). * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA)
gegeniiber der entsprechenden Kontrolle (offene Balken). # zeigt einen signifikanten
Unterschied (p< 0,05, ANOVA) Annexin-positiver Zellen nach 48 Stunden Inkubation
mit Paclitaxel verglichen mit dem entsprechenden Wert nach 24 Stunden.
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Abbildung 8: Dosiswirkungskurve der PS-Exposition von Paclitaxel in vitro.

Konzentrationsabhangiger Effekt von Paclitaxel auf den Anteil Annexin-positiver Zellen
(Mittelwert + Standardfehler, n=10 — 26). * bedeutet einen signifikanten Unterschied
(p< 0,05, ANOVA) gegenlber der Kontrolle (Inkubation in Ringer ohne Paclitaxel)

Interessanterweise zeigte die Inkubation von Erythrozyten mit Zytostatika, die
nicht Uber Hemmung der Mikrotubuli wirken, keinen signifikanten Anstieg der
PS-Exposition. Exemplarisch wurden die Zytostatika Carboplatin und
Doxorubicin im Hinblick auf die PS-Exposition untersucht. Das Taxol-Derivat
Docetaxel hingegen zeigte ebenso wie Paclitaxel einen signifikanten Anstieg
PS-exponierender Zellen in der Durchflusszytometrie (Tabelle 11).

Ein weiterer interessanter Befund ist die Tatsache, dass Colchizin als
Mikrotubuli destabilisierende Substanz einen protektiven Effekt auf die
Erythrozyten hat. Nach 72-stundiger Inkubation von Erythrozyten mit 50 yM
Colchizin fanden sich dreimal weniger PS-exponierende Zellen als in der
entsprechenden Kontrolle (Daten nicht dargestellt). Dies ist ein weiterer Hinweis
darauf, dass es sich bei der Wirkung der Taxane moglicherweise um einen

Effekt handelt, der Uber das Zytoskelett vermittelt wird.
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Tabelle 11: Effekte verschiedener Zytostatika auf die PS-Exposition nach 48 Stunden in
vitro.

Es sind die Mittelwerte + Standardfehler in Prozent der entsprechenden Kontrolle
(unbehandelte Erythrozyten) angegeben. P-Werte, die einen signifikanten Unterschied
gegeniber der Kontrolle anzeigen, sind in Spalte 4 angegeben. n. s. = nicht signifikant.
Die absoluten Anteile Annexin-positiver Zellen an der Gesamtpopulation unter

Kontrollbedingungen sind 24,0+1,0%, 2,1 0,4%, ©2,120,4%, 96,621,3%.

Zytostatikum Annexin-V-positive n Gepaarter t-test
(Konzentration) Zellen (% der

Kontrolle)
Paclitaxel (10 pM) 229 +30° 15 0.01
Docetaxel (10 uM) 345 + 45° 14 0.0001
Carboplatin (10 uM) 138+ 15° 12 n.s.
Doxorubicin (10 pM) 93 +8°¢ 8 n.s.

4.1.3.2 Zellschrumpfung

Ebenso wie die PS-Exposition der Zellen lief3 sich auch die Zellschrumpfung
in vitro nachvollziehen. Abbildung 9 zeigt die Haufigkeitsverteilung einer
reprasentativen Zellpopulation im Forward Scatter. Verglichen mit der
entsprechenden Kontrolle findet sich ein Verlust an Zellen mittlerer Grofze und
zugleich die Zunahme einer Population besonders kleiner Zellen nach der
Inkubation mit Paclitaxel (10 uM) fir 48 h.
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Abbildung 9: Forward-Scatter unter Einwirkung von Paclitaxel.
Reprasentative Haufigkeitsverteilung der Erythrozyten im Forward Scatter nach 48-
stiindiger Inkubation mit Paclitaxel (10 uM) und nach 48-stiindiger Inkubation in Ringer

(Kontrolle).
Auch die mittlere Grofle behandelter Zellen zeigt eine signifikante,

konzentrationsabhangige Abnahme im Bereich von Paclitaxelkonzentrationen
zwischen 10 und 100 uM nach 48 Stunden (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Dosis-Wirkungskurve des Forward-Scatter unter Paclitaxel in vitro.

Konzentrations-abhangiger Effekt von Paclitaxel (48 Stunden) auf den Forward Scatter
(geometrisches Mittel). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler. * bedeutet
einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenliber der Kontrolle
(Inkubation in Ringer ohne Paclitaxel).

4.1.3.3 Paclitaxel in Kombination mit Stressoren

Um den Einfluss von Paclitaxel auf den bekannten stressinduzierten
Erythrozytenzelltod [67, 180] zu untersuchen, wurden weitere Experimente
durchgefuhrt. Hierzu wurden bei den Zellen einerseits durch Wegnahme von
Glukose, andererseits durch Inkubation in hyperosmolarer Losung, ,Apoptose”

induziert.

4.1.3.4 Paclitaxel in Kombination mit Glukosemangel

Es =zeigte sich, dass Paclitaxel zu einer Verstarkung des durch
Glukosemangel induzierten Zelltodes fuhrt. Abbildung 11 zeigt die
Haufigkeitsverteilung der Erythrozyten im Fluoreszenzkanal FL1 als Mal} fur die
Exposition von Phosphatidylserin auf der auleren Membran. Es zeigte sich,

dass die Wegnahme von Glukose zur PS-Exposition nach 48 Stunden fluhrte -
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ein Effekt, der sich durch die gleichzeitige Anwesenheit von Paclitaxel
signifikant verstarken liel3 (Abbildung 12).
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Annexin V-Fluos-abhangige Fluoreszenz

Abbildung 11: Verstarkung der durch Glucosemangel induzierten PS-Exposition durch
Paclitaxel (Histogramme).

Reprasentative Haufigkeitsverteilungen der PS-abhangigen Fluoreszenz nach
Inkubation der Erythrozyten flir 48 Stunden in glucosefreier Ringerlésung
(Histogramme links) und in Ringerlésung (Histogramme rechts) jeweils in Abwesenheit
von Paclitaxel (Histogramme oben) und in Anwesenheit von 10 uM Paclitaxel
(Histogramme unten).
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Abbildung 12: Verstarkung der durch Glucosemangel induzierten PS-Exposition durch
Paclitaxel (Quantitative Auswertung).

Annexin-positive Zellen (% der gesamten Population) nach 48-stindiger Inkubation in
Ringer (Balken links) und glucosefreiem Ringer (Balken rechts), in Abwesenheit von
Paclitaxel (offene Balken) und in Anwesenheit von 10 uM Paclitaxel (geschlossene
Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=10-18). * bedeutet einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenuber den Werten der Kontroll-
Lésung in Abwesenheit von Paclitaxel. # bedeutet einen signifikanten Unterschied (p<
0,05, ANOVA) gegenuber den Werten der jeweiligen glukosehaltigen Ringerlésung.
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4.1.3.5 ATP-Gehalt unter Paclitaxel

Nach 48-stundiger Inkubation von Erythrozyten mit Paclitaxel (20 uM) fand
sich kein Hinweis auf einen Einfluss auf den ATP-Gehalt der Zellen (Abbildung
13). Der erwartete Abfall des ATP-Gehalts in Glukose-freier Losung

(Positivkontrolle) war hingegen statistisch signifikant.
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Abbildung 13: Intrazelluldres ATP unter Paclitaxel.

Intrazellulare Konzentration an ATP (mM) nach 48-stiindiger Inkubation in Ringer
(Balken links) und Glukose-freiem Ringer (Balken rechts) in Abwesenheit von
Paclitaxel (offene Balken, Kontrolle) und Anwesenheit von 20 uM Paclitaxel
(geschlossene Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=4). *
bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegeniber den Werten in
Anwesenheit von Glukose.

4.1.3.6 Redoxstatus unter Paclitaxel

Nach 48-stundiger Inkubation von frischen Erythrozyten in Anwesenheit von
20 uM Paclitaxel fand sich kein Anhalt flr einen Abfall des intrazellularen
Glutathions der Erythrozyten. Auch in Kombination mit Glukosemangel, der
alleine zu einem deutlich niedrigeren Glutathion-Gehalt fuhrte, zeigte sich kein
zusatzlicher Effekt von Paclitaxel (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Glutathion-Gehalt unter Paclitaxel und Glukose-Mangel.

Intrazellulare Konzentration an reduziertem Glutathion (mM) nach 48-stlindiger
Inkubation in Ringer (Balken links) und Glukose-freiem Ringer (Balken rechts), in
Abwesenheit von Paclitaxel (offne Balken, Kontrolle) und Anwesenheit von 20 uM
Paclitaxel (geschlossene Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler
(n=2).

4.1.3.7 Paclitaxel in Kombination mit Hyperosmolaritat

Ahnlich wie beim durch Glukosemangel verursachten Zelltod fand sich auch
unter Inkubation der Zellen in einer Ldosung mit einer Osmolaritat von 850
mOsmol eine Paclitaxel-induzierte Verstarkung der PS-Exposition. Abbildung
15 zeigt die Haufigkeitsverteilung annexin-positiver Zellen unter den einzelnen
Bedingungen. In Abbildung 16 ist der signifikante Anstieg ,apoptotischer” Zellen
unter hyperosmolarem Stress und nach Behandlung mit Paclitaxel (10 uM),

sowie nach der Kombination beider Faktoren nach 6 Stunden zu erkennen.
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Abbildung 15: Verstarkung der durch Hyperosmolaritat induzierten PS-Exposition durch
Paclitaxel (Histogramme).

Reprasentative Haufigkeitsverteilungen der PS-abhangigen Fluoreszenz nach
Inkubation der Erythrozyten fur 6 Stunden in Ringerlésung einer Osmolaritat von 850
mOsmol (Histogramme rechts) und in isotoner Ringerlésung (Histogramme links), in
Abwesenheit von Paclitaxel (Histogramme oben) oder in Anwesenheit von 10 uM
Paclitaxel (Histogramme unten).
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Abbildung 16: Verstarkung der durch Hyperosmolaritat induzierten PS-Exposition durch
Paclitaxel (Quantitative Auswertung).

Annexin-positive Zellen (% der gesamten Population) nach 6-stindiger Inkubation in
isotonem Ringer (Balken links) und hypertonem (850mOsmol) Ringer (Balken rechts),
in Abwesenheit von Paclitaxel (offne Balken) und Anwesenheit von 10 uM Paclitaxel
(geschlossene Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (n=8-18). *
bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegeniiber den
entsprechenden Kontroll-Werten in Abwesenheit von Paclitaxel. # bedeutet einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenuber den jeweiligen Werten in
isotoner Ringerldsung.

4.1.4 Mechanismen der Erythrozytenapoptose durch Paclitaxel

Der programmierte Erythrozytenzelltod wird im wesentlichen Uber zwei Wege
vermittelt: 1. den Einstrom von Calcium, und 2. durch die Bildung von Ceramid
durch die erythrozytare Sphingomyelinase. Beides fuhrt letztlich zur
Verlagerung von Phosphatidylserin ins aufere Blatt der Membran. Calcium
fuhrt dartber hinaus Uber die Aktivierung von Kaliumkanalen zur
Zellschrumpfung [179, 232, 233].
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4.1.4.1 Calcium-Gehalt unter Paclitaxelbehandlung

Da Calciumeinstrom in die Erythrozyten, wie oben beschrieben, einen
wesentlichen Mechanismus des Erythrozyten-Zelltodes darstellt, wurde der
Einfluss von Paclitaxel auf den Calciumgehalt der Zellen untersucht. Dieser
wurde durchflusszytometrisch mit Hilfe des calciumspezifischen Farbstoffs Fluo-
3/AM bestimmt.

Bereits nach 20 Minuten fand sich ein signifikanter Anstieg von Zellen mit
erhohter Fluo-3/AM Fluoreszenz. Abbildung 17 zeigt eine reprasentative
Haufigkeitsverteilung im FL1-Kanal sowie das fur die quantitative Auswertung
verwendete Fenster. Abbildung 18 gibt den prozentualen Anteil Fluo-3-AM
positiver Zellen in Anwesenheit von Paclitaxel (10 puM) verglichen mit der
entsprechenden Kontrolle wieder. Das Calcium-lonophor lonomycin zeigt einen

massiven Kaziumanstieg und diente als Positivkontrolle.
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Abbildung 17: Erh6hte zytosolische Calciumkonzentration durch Paclitaxel
(Histogramme).

Zweidimensionale Darstellung einer reprasentativen Zellverteilung als Funktion der
Ca?*-abhéngigen Fluoreszenz (y-Achse) und des Forward Scatters (x-Achse). Links
nach 20-minGtiger Inkubation der Fluo-3/AM beladenen Erythrozyten in Ringer-Lésung.
In der Mitte nach 20-mindtiger Inkubation mit Paclitaxel (10 uM). Rechts nach 20-
minutiger Inkubation mit lonomycin (1 uM). Dargestellt ist auRerdem das verwendete
Fenster fur die quantitative Auswertung.
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Abbildung 18: Erh6hte zytosolische Calciumkonzentration durch Paclitaxel (Quantitative
Auswertung).

Mittlerer Prozentsatz + Standardfehler (n=8) der Erythrozyten mit vermehrter Fluo-
3/AM-Fluoreszenz nach 20-mindtiger Inkubation in Ringer (Links), mit Paclitaxel 10 uM
(Mitte) und mit lonomycin 1 yM (Rechts). * bedeutet einen signifikanten Unterschied
(p< 0,05, ANOVA) gegenuber den Werten der Kontrolle (Ringer-Losung).

4.1.4.2 Ceramid-Bildung unter Paclitaxelbehandlung

Der neben Calcium wichtigste Mediator des erythrozytaren Zelltodes, das
enzymatisch gebildete Ceramid [180], wurde mit Hilfe der oben beschriebenen,
antikorperbasierten Methode im Durchflusszytometer bestimmt. Es fand sich ein
erhdhter Ceramidgehalt der Zellen nach 24-stindiger Inkubation mit Paclitaxel
in einer Konzentration von 10 pM. Abbildung 19 zeigt reprasentative
Haufigkeitsverteilungen der Zellen als Funktion des Signals des FL1-Kanals
und des Forward-Scatters, sowie das fur die quantitative Auswertung
verwendete Fenster. Abbildung 20 zeigt den signifikanten Anstieg der Ceramid-
abhangigen Fluoreszenz nach Inkubation mit Paclitaxel, verglichen mit den
entsprechenden Kontrollen. Als Positivkontrolle dienten Zellen, die fur 5

Minuten mit bakterieller Sphingomyelinase prainkubiert worden waren.
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Abbildung 19: Vermehrte Ceramid-Bildung durch Paclitaxel (Histogramme).

Zweidimensionale Darstellung einer reprasentativen Zellverteilung als Funktion der
ceramid-abhangigen Fluoreszenz (y-Achse) und des Forward Scatters (x-Achse). Links
nach 24-stlindiger Inkubation der Erythrozyten in Ringer-Lésung. In der Mitte nach 24-
stiindiger Inkubation mit Paclitaxel (10 uM). Rechts nach 5-min(tiger Inkubation mit
1U/ml bakterieller Sphingomyelinase (SMase). Dargestellt ist auRerdem das
verwendete Fenster fir die quantitative Auswertung.
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Abbildung 20: Vermehrte Ceramidbildung durch Paclitaxel (Quantitative Auswertung).

Mittlerer Prozentsatz + Standardfehler (n=6) der Erythrozyten mit vermehrter
Fluoreszenz des Anti-Ceramid FITC-gekoppelten Antikdrpers nach 24-stindiger
Inkubation in Ringer (Links), mit Paclitaxel 10 uM (Mitte) und nach 5-minatiger
Inkubation mit 1 U/ml bakterieller Sphingomyelinase (Rechts). * bedeutet einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenuber den Kontroll-Werten (Ringer-
Lésung).

4.1.4.3 Ceramidbildung unter Paclitaxelbehandlung im Tiermodell

Um die Bildung von Ceramid auch in vivo nachzuvollziehen, wurde C57BL6
Mausen Paclitaxel injiziert und die Aktivitdt der sauren Sphingomyelinase
sowohl in Vollblut als auch aufgrund der Sekretion aktivierter Sphingomyelinase
im Serum bestimmt. Dabei wurden Blutproben unmittelbar vor und 10 Minuten
nach Injektion von 4,5 ug/g Korpergewicht Paclitaxel untersucht. Abbildung 21
zeigt einen signifikanten Anstieg der sauren Sphingomyelinaseaktivitat relativ

zur Kontrolle sowohl im Vollblut als auch im Serum.
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Abbildung 21: Aktivierung der sauren Sphingomyelinase nach Paclitaxelinjektion in vivo.

Aktivitat der sauren Sphingomyelinase 10 Minuten nach Injektion von 4,5 ug/g
Korpergewicht Paclitaxel in C57BL/6 Mause. Darstellung der Mittelwerte
+Standardfehler als % der Kontrolle, links im Serum und rechts im Vollblut, nach
Injektion von Tragerldsung (offene Balken) bzw. von Paclitaxel (geschlossene Balken).
* bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenuber den
entsprechenden mit Tragerldsung behandelten Kontrollen.

4.1.4.4 Die Rolle der Caspasen

Da Caspasen bei der paclitaxel-induzierten Apoptose kernhaltiger Zellen eine
wesentliche Rolle spielen [54, 234, 235], wurde die Beteiligung der Caspasen

an der Erythrozytenapoptose durch Paclitaxel genauer untersucht.
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4.1.4.4.1 Caspasenaktivierung im Western-Blot

Um eine mdgliche Beteiligung von Caspasen beim Paclitaxel-induzierten
Erythrozytenzelltod aufzudecken, wurden Erythrozyten fur 24 Stunden mit
Paclitaxel (10 uM) inkubiert und mittels Western-Blotting auf die Spaltung der
Effektorcaspase 3 untersucht.

Wie in Abbildung 22 zu sehen, fand sich zwar wie erwartet Procaspase 3 in
den Erythrozyten [151], die bei einer proteolytischen Aktivierung zu
erwartenden Spaltprodukte lielien sich jedoch nicht nachweisen. Selbst nach
Inkubation der Zellen in Glukose-freier Losung und simultaner Behandlung mit
Paclitaxel fand sich keine Aktivierung von Pro-Caspase 3. Bei den als
Positivkontrolle  dienenden  Jurkat-Zellen hingegen fanden sich die
entsprechenden Spaltprodukte (p21, p20 und p17) nach Inkubation mit

Paclitaxel.
Jurkat Erythrozyten
kDa ry y
30
26 —
20.5—
Paclitaxel (10uM) - + - + - +
Glukosemangel - - + +

Abbildung 22: Fehlende Caspase-3-Aktivierung unter Paclitaxel in Erythrozyten.

Western-Blot von Zellextrakten von Jurkat-T-Zellen (25 ug/Bahn) nach 24-stiindiger
Inkubation in Medium (linke Bahn) und Paclitaxel-enthaltendem Medium (2. Bahn von
links). Rechts Darstellung des Blots (300 ug/Bahn) nach 24-stiindiger Inkubation von
Erythrozyten in Ringer (Bahnen 3 und 4 von links) und in glucosefreiem Ringer
(Bahnen 5 und 6 von links), in Anwesenheit von 10 uM Paclitaxel (Bahnen 4 und 6 von
links) und in Abwesenheit von Paclitaxel (Bahnen 3 und 5). Links sind die Positionen
des Markerproteine angegeben. Der Pfeil rechts zeigt die Position von Pro-Caspase 3
an, die Sterne geben die erwarteten Positionen der aktiven Spaltprodukte von Pro-
Caspase 3 an.
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4.1.4.4.2 Caspasenhemmung mittels Pancaspaseninhibitor

Neben der direkten Untersuchung der Caspasenaktivierung durch Western-
Blotting wurde die Rolle von Caspasen funktionell mit Hilfe des Pan-Caspasen-
Inhibitors z-VAD-fmk untersucht.

Wie Abbildung 23 zu entnehmen ist, liel® sich die Paclitaxel-induzierte PS-
Exposition durch den Pancaspaseninhibitor z-VAD-fmk nicht hemmen. Bei
Paclitaxel-behandelten Jurkat-Zellen lie3 sich die Annexinbindung nach
Inkubation mit 10 pM Paclitaxel fur 24 Stunden dagegen signifikant
abschwachen.

Wie bereits fur andere Ausléser der Erythrozytenapoptose beschrieben [151,
152, 180], scheint also auch der durch Paclitaxel hervorgerufene,
programmierte Erythrozytentod nicht von der Caspasenaktivierung abhangig zu

sein.
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Abbildung 23: Hemmung der Paclitaxel induzierten PS-Exposition in Jurkat T-Zellen, aber
nicht in Erythrozyten.

Anteil Annexin-positiver Jurkat-Zellen (oberes Diagramm) und Annexin-positiver
Erythrozyten (unteres Diagramm) an der gesamten Population nach 24 Stunden als
Mittelwerte +Standardfehler (n= 4-10). Rechts sind jeweils die Ergebnisse nach
einstiindiger Prainkubation mit z-VAD-fmk (25 uM), links ohne z-VAD-fmk dargestellt.
Offene Balken zeigen die Inkubation unter Kontrollbedingungen (Jurkat-Zellen in
entsprechendem Medium, Erythrozyten in Ringer), geschlossene Balken die Inkubation
mit Paclitaxel (10 uM) an. * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05,
ANOVA) gegeniber den mit Tragerlésung behandelten Kontrollen. # zeigt einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenlber Paclitaxel-behandelten Zellen
in Abwesenheit von z-VAD-fmk.
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4.1.4.5 Die Rolle der Calpaine

Calpaine sind Calcium-abhangige Proteasen die, wie oben beschrieben, eine
Rolle bei der Erythrozytenalterung [213] und bei der Erythrozytenapoptose [151,
214] spielen. Um ihre Bedeutung beim programmierten Erythrozytentod nach
Behandlung mit Paclitaxel aufzuklaren, wurde die Aktivierung von p-Calpain
mittels Western-Blotting untersucht. Tatsachlich liel3 sich nach einer Inkubation
der roten Blutzellen mit 10 yM Paclitaxel fur 24 Stunden eine Spaltung des p-
Calpains (p80) in die aktive Form (p76) nachweisen (Abbildung 24). Auch unter

Glukosemangel konnte die Spaltung von p-Calpain beobachtet werden.

kD M Calpain
105
N g wm=s | . —P8O/T8
50 — ** Mp76
35 - — ) — 42
Paclitaxel (10 pM) - + - +
Glucosemangel - - + +

Abbildung 24: Spaltung von p-Calpain in Erythrozyten durch Paclitaxel.

Western-Blot von erythrozytaren Zellextrakten nach Inkubation fiir 24 Stunden in
Ringer (Bahn 1 und 2 von links) und Glucose-freiem Ringer (Bahn 3 und 4 von links), in
Abwesenheit von Paclitaxel (Bahn 1 und 3 von links) und Anwesenheit von 10 uM
Paclitaxel (Bahn 2 und 4 von links). Zur Darstellung kommen die p-Calpain-
spezifischen Banden. Links sind die Positionen der Markerproteine angegeben. *
markiert die p80/78 inaktive, latente Form des u-Calpains, ** markiert die p76 aktive
Form des u-Calpains, *** markiert eine spezifische p42 Form des p-Calpains.

4.1.5 Die physiologische Bedeutung der erythrozytaren PS-Exposition

Wie oben bereits beschrieben, stellt die Exposition von PS auf der
Zelloberflache ein wichtiges Signal fur Makrophagen mit den entsprechenden
Rezeptoren fur PS dar. Apoptotische Zellen kdnnen auf diesem Weg aus der
Blutzirkulation beseitigt werden [102, 103, 105, 236, 237].
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Um die Bedeutung der PS-Exposition von roten Blutzellen im Hinblick auf die
Entwicklung von Anamien zu bestimmen, wurde die Clearance PS-
exponierender Erythrozyten aus der Blutbahn im Mausmodell genauer
untersucht.

Hierzu wurde in Mauseerythrozyten mit Hilfe des Calcium-lonophors
lonomycin PS-Exposition ausgelost (60%+- 4% PS-positive Zellen) und die
Zellen mittels CFSE (siehe Materialien und Methoden) markiert (annahernd
100% CFSE-positive Zellen). Die so behandelten Erythrozyten wurden
gesunden Mausen intravends injiziert. Als Kontrolle dienten CFSE markierte,
nicht mit lonomycin behandelte Zellen.

Abbildung 25 zeigt ein reprasentatives Ergebnis der durchflusszytometrisch
bestimmten Haufigkeitsverteilung CFSE-positiver Zellen im Blut bzw. in der Milz
2 Stunden nach Injektion. Wie aus Abbildung 26 hervorgeht, fand sich ein
signifikanter Verlust an lonomycin-behandelten Erythrozyten verglichen mit
unbehandelten Zellen. In der Milz fand sich ein entsprechender signifikanter
Anstieg CFSE-positiver Zellen bei der lonomycin-behandelten Population.

Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass PS-exponierende Zellen
innerhalb relativ kurzer Zeit aus der Blutbahn entfernt werden, um sich in der

Milz wieder zu finden.
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Abbildung 25: Verstarkte Clearance PS-positiver Erythrozyten in vivo (Histogramme).

Histogramme der Haufigkeitsverteilung CFSE-positiver Erythrozyten im peripheren Blut
(obere Histogramme) und in der Milz (untere Histogramme). Links die Verteilung 2
Stunden nach Injektion CFSE-markierter (50 uM, 10 Minuten), lonomycin-nativer
Erythrozyten in gesunde C57BL/6 Mause. Rechts die Verteilung nach Injektion CFSE-
markierter, lonomycin-behandelter (1 uM, 1 Stunde) Erythrozyten. Der Anteil Annexin-
positiver Zellen vor Injektion betrug bei den Kontrollerythrozyten 6 £1% (n=8), bei den
lonomycin-behandelten Erythrozyten 60+4% (n=8).
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Abbildung 26: Verstarkte Clearance PS-positiver Erythrozyten in vivo (Quantitative
Auswertung).

Anteil CFSE-positiver Erythrozyten an der Gesamtpopulation als Mittelwert
+Standardfehler (n=8), im Blut (Balken links) und in der Milz (Balken rechts), 2 Stunden
nach Injektion von CFSE-markierten (50 uM, 10 Minuten) Ringer-behandelten
Erythrozyten (offene Balken) und 2 Stunden nach Injektion von CFSE-markierten
lonomycin-behandelten (1 uM, 1 Stunde) Erythrozyten (geschlossene Balken) in
gesunde C57BL/6 Mause. * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05,
ANOVA) gegeniber den Werten flr Ringer-behandelte Kontrollzellen.
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4.2 Aluminium und Erythrozytenzelltod

4.2.1 Phosphatidylserin-Exposition

Nach 24-stundiger Inkubation von Erythrozyten in aluminiumhaltiger Ringer-
Losung fand sich eine signifikante Zunahme der PS-Exposition als
charakteristisches Zeichen des suizidalen Erythrozytenzelltodes. Abbildung 27
zeigt eine reprasentative Haufigkeitsverteilung der Fluoreszenzintensitat
Annexin-gefarbter Zellen im FL1-Kanal. Nach Inkubation mit 30 uM Aluminium
findet sich eine Zunahme von Zellen mit verstarkter Fluoreszenz als Mal} fur
das vermehrte Erscheinen von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache. Dabei
zeigt sich eine deutliche Abhangigkeit von der Aluminiumkonzentration. Ab
einer Aluminium-Konzentration von 10 uM ist dieser Zusammenhang signifikant
(Abbildung 28). Bei 30 yM Aluminiumionen zeigt sich hierbei eine Verdoppelung

der basalen Eryptose.

4 - AP* + AP
= | 200 200
%10° 107 10 %10° 107 10*

Annexin-V-abhangige Fluoreszenz

Abbildung 27: PS-Exposition auf der Erythrozytenoberflache durch Aluminiumionen
(Histogramme).

Typische Haufigkeitsverteilung der PS-abhangigen Fluoreszenz nach 24-stiindiger
Inkubation von Erythrozyten in Anwesenheit von 30 uM AI**-lonen (rechts) und in
Ringer (links). Zellen unter den Markern wurden in der quantitativen Auswertung als
Annexin-positiv gewertet. Die Zahlen auf den Markern sind der prozentuale Anteil der
Annexin-positiven Zellen an der Gesamtpopulation.
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Abbildung 28: Dosis-Wirkungsbeziehung der PS-Exposition durch Aluminium
(Quantitative Auswertung).

Mittelwerte +Standardfehler (n=8-28) des Anteils Annexin-positiver Zellen an der
Gesamtpopulation in Prozent nach 24-stindiger Inkubation in Ringer (offener Balken)
oder in Anwesenheit von Aluminium (geschlossene Balken). * bedeutet einen
signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegenuber der Kontrolle (Ringer).

4.2.2 Zellschrumpfung

Die Exposition von Phosphatidylserin auf der Zelloberflache wurde begleitet
von einer Abnahme des Zellvolumens. Abbildung 29 zeigt die Zellverteilung als
Funktion von Forward- und Side-Scatter. Bei einer Aluminiumkonzentration von
30 puM findet sich eine Zunahme der Zellpopulation mit geringerem Signal im
Forward-Scatter (FSC) als Mal} flr das Zellvolumen. Diese Aluminium-bedingte
Schrumpfung der Erythrozyten wird bei Auswertung des geometrischen Mittels
des FSC-Signals ab einer Aluminium Konzentration von 30 pM statistisch
signifikant (Abbildung 30).

Aluminium ist also offensichtlich in Lage, den suizidalen Erythrozytentod
auszulésen. Nach Inkubation von Erythrozyten in Anwesenheit von
Aluminiumionen  zeigen diese die beiden Hauptmerkmale  der

,Erythrozytenapoptose” — Zellschrumpfung und PS-Exposition.
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Abbildung 29: Zellschrumpfung durch Aluminium (Histogramme).

Zweidimensionale Darstellung der Zellverteilung als Funktion von Forward-Scatter (x-
Achse) und Side-Scatter (y-Achse) in einem reprasentativen Experiment. Oben die
Verteilung nach 24-stiindiger Inkubation in Ringer, darunter nach Inkubation in
Anwesenheit von 30 yM Aluminium-lonen.
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Abbildung 30: Zellschrumpfung durch Aluminium (Quantitative Auswertung).

Mittelwerte +Standardfehler (n=8-28) des Forward-Scatters (geometrisches Mittel der
Haufigkeitsverteilung) in Abwesenheit von Aluminium (Ringer, offener Balken) und in

Anwesenheit verschiedener Aluminium-Konzentrationen (geschlossene Balken) nach
24 Stunden. * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegentber
der Kontrolle (Ringer).

4.2.3 Morphologische Zellveranderungen durch Aluminium

Abbildung 31 zeigt die morphologischen Veranderungen Aluminium-
behandelter und mit Annexin-gefarbter Erythrozyten. Links oben die
physiologische Diskusform eines nativen Erythrozyten, darunter ein
geschrumpfter Erythrozyt nach Einwirkung von Aluminium. Schoén zu sehen ist
auch die Mikrovesikulation der Membran — ein typisches Zeichen des
apoptotischen Zelltodes. Rechts dieselben Zellen im Fluoreszenzlicht. Der
»-apoptotische“ Erythrozyt fluoresziert aufgrund des gebundenen Annexin-V-

Fluos auf der Oberflache.
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Abbildung 31: Morphologische Veranderungen durch Aluminium.

Darstellung eines Annexin-gefarbten Erythrozyten nach 24-stiindiger Inkubation in
Ringer (obere Bilder) und in Anwesenheit von 30 uM Aluminium (untere Bilder). Links
ist die jeweilige Zelle im Durchlicht, rechts im Fluoreszenzlicht zu sehen.

4.2.4 Mechanismen des Erythrozytentodes durch Aluminium

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Aluminium ,Erythrozytenapoptose*
triggern kann, wurden weitere Experimente durchgefiuhrt, um die zugrunde
liegenden Mechanismen aufzuklaren. Aluminium-behandelte Erythrozyten
wurden auf die beiden bekannten Zelltodsignale Calcium und Ceramid
untersucht. Da sich in der Literatur Hinweise fur einen vermehrten oxidativen
Stress von Zellen unter Einwirkung von Aluminium fanden [238-240] und
oxidativer Stress als ein Ausloser des Erythrozytentodes bekannt ist [181],
wurde der Redoxstatus der Erythrozyten durch die Messung des erythrozytaren
Glutathions bestimmt. Weiterhin wurde zur Bestimmung des Energiestatus die
Menge an intrazellularem ATP gemessen. SchlieBlich wurde Aluminium auf

eine mogliche hamolytische Wirkung hin untersucht.
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4.2.4.1 Calciumgehalt der Erythrozyten durch Aluminium

Da die PS-Exposition und insbesondere die Schrumpfung der Zellen durch
Calcium verursacht werden konnen, wurde die zytosolische Calciumaktivitat
mittels F3AM-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt.

Bereits nach 3-stindiger Inkubation der Zellen mit Aluminium zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Calcium-abhangigen Fluoreszenz verglichen mit
unbehandelten Kontrollzellen. Abbildung 32 zeigt die Haufigkeitsverteilung des
Calcium-abhangigen Signals. Bei einer Aluminiumkonzentration von 30 uM
findet sich eine Subpopulation von Erythrozyten mit deutlich héherem
Calciumgehalt. Abbildung 33 zeigt die quantitative Auswertung der
geometrischen Haufigkeitsverteilung.

Das als Positivkontrolle dienende lonomycin zeigt erwartungsgemaf ein
starkes Calciumsignal und bestatigt die erfolgreiche Beladung der Zellen mit
dem Farbstoff Fluo-3AM.

Die Erhohung des zytosolischen Calciums stellt zumindest fur
Aluminiumkonzentrationen ab 30 yM eine Ursache der beobachteten PS-

Exposition dar.

t - AP + AP
200 200

Zellzahl

0,0° 102 10 %0° 10° 10

v

Fluo3-abhangige Fluoreszenz

Abbildung 32: Erh6hung des zytosolischen Calciums durch Aluminium (Histogramme).

Typische Haufigkeitsverteilung der Ca®*-abhangigen Fluoreszenz Fluo-3-AM beladener
Erythrozyten nach 6-stiindiger Inkubation in Anwesenheit von 30 pM Al**-lonen
(rechts) und in Ringer (links).
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Abbildung 33: Erh6hung des zytosolischen Calciums durch Aluminium (Quantitative
Auswertung).

Mittelwert £ Standardfehler (n=10-12) der Erythrozyten mit vermehrter Fluo-3AM-
Fluoreszenz Gezeigt wird das geometrische Mittel der Haufigkeitsverteilung im FL1-
Kanal nach 3-stiindiger (links) und 6-stlindiger (rechts) Inkubation in Ringer (offene
Balken), mit Aluminium 30 uM (geschlossene Balken) und mit lonomycin 1 uM (graue
Balken). * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA) gegentiber den
Werten in den Kontrollzellen (Ringer).

4.2.4.2 Abhangigkeit der PS-Exposition von Calcium

Um einen ursachlichen Zusammenhang zwischen PS-Exposition und
Calciumaufnahme der Zellen nachzuweisen, wurden Erythrozyten
verschiedenen Konzentrationen von Aluminium in An- oder Abwesenheit von
Calcium ausgesetzt und die PS-Exposition gemessen. Abbildung 34 zeigt die
deutliche Abhangigkeit der PS-Exposition vom extrazellularen Calcium, die
jedoch erst bei Aluminiumkonzentrationen von 100 uM statistische Signifikanz

erreicht.
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Abbildung 34: Abhangigkeit der PS-Exposition von Calcium.

Mittelwert £ Standardfehler (n=6) des Anteils Annexin-positiver Zellen an der
Gesamtpopulation nach 24-stiindiger Inkubation in Ringer mit 1 mM Calcium-lonen
(geschlossene Balken) und ohne Calcium-lonen (offene Balken), in Abwesenheit von
Aluminium (A), und mit 10 uM (B), 30uM (C) oder 100 pyM (D) Aluminium. # bedeutet
einen signifikanten Unterschied (p<0,05, Student’s t-Test) von der entsprechenden
Ca** -haltigen Kontrolle.

4.2.4.3 Keine Ceramidbildunqg der Erythrozyten durch Aluminium

Der zweite wichtige Signalstoff der Erythrozytenapoptose, das Ceramid,
wurde mittels der oben beschriebenen Antikorper-basierten Methode
untersucht. Wie die Abbildung 35 und 36 zeigen, konnte keine Bildung von
Ceramid selbst fur Aluminium-Konzentrationen von 100 pyM nachgewiesen
werden. Spingomyelinase-behandelte Erythrozyten (Positivkontrolle) hingegen
zeigten eine deutliche Zunahme des Ceramid-abhangigen Signals und

bestatigten die erfolgreiche Farbung.
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Abbildung 35: Keine Bildung von Ceramid durch Aluminium (Histogramme).

Typische Haufigkeitsverteilung der Erythrozyten nach Markierung mit FITC-Antikérper
gekoppeltem Anti-Ceramid Antikdrper im FL1-Kanal. Links nach 24-stiindiger
Inkubation in Abwesenheit von Al**-lonen, rechts nach Behandlung der Erythrozyten
mit 30 yM Aluminium-lonen.
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Abbildung 36: : Effekt von Aluminium auf den Ceramidlevel.

Mittlerer Prozentsatz + Standardfehler (n=4) der Erythrozyten mit vermehrter
Fluoreszenz des Anti-Ceramid FITC-gekoppelten Antikdrpers nach 24-stindiger
Inkubation in Ringer (offener Balken) und nach 24-stiindiger Inkubation mit
verschiedenen Aluminium-Konzentrationen (geschlossene Balken) sowie nach 5-
minudtiger Inkubation mit 1U/ml bakterieller Sphingomyelinase (grauer Balken). *
bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA mit Dunnett’s Test als post
hoc-Test) gegentiber dem Wert der Ringer-Kontrolle (offener Balken).

4.2.4.4 ATP-Abfall durch Aluminium

Ein weiteres Experiment wurde durchgefihrt, um herauszufinden, ob
Aluminium-lonen den Energie-Status von Erythrozyten beeinflussen.
Tatsachlich fand sich bereits nach 24 Stunden ein signifikanter Verlust an
intrazellularem ATP far Aluminium-Konzentrationen ab 10 yM. Der ATP-Abfall
scheint hierbei Konzentrations-abhangig zu sein (Abbildung 37). Verglichen mit
den in Glukose-freier Losung inkubierten Erythrozyten ist die Energiedepletion

allerdings moderat.
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Abbildung 37: ATP-Depletion durch Aluminium.

Mittelwerte + Standardfehler (n=6) der intrazellularen ATP-Konzentration in
Abwesenheit von Aluminium (Ringer, offener Balken) und in Anwesenheit von 10 uM,
30 uM, 100 pM Aluminium®* (geschlossene Balken) sowie in Glukose-freiem Ringer
(OGluc). * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA mit Dunnett’s
Test als post hoc-Test) gegenuiber dem Wert der Ringer-Kontrolle (offener Balken).

4.2.4.5 Aluminium in Kombination mit Glukosemangel

Bei der Kombination aus Glukose-Mangel und Aluminium zeigte sich zwar
ein signifikanter Einfluss des Glukose-Mangels auf die PS-Exposition,
Aluminium (10 pM) zeigte jedoch keinen weiteren signifikanten Anstieg
Annexin-positiver Zellen (Abbildung 38).
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Abbildung 38: PS-Exposition unter Bedingungen des Glukose-Mangels.

Annexin-positive Zellen (%) nach 24-stindiger Inkubation in Ringer (Balken links) und
Glukose-freiem Ringer (Balken rechts), in Abwesenheit von Aluminium (offene Balken)
und Anwesenheit von 10 yM Aluminium (geschlossene Balken). Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler (n=7). * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p<
0,05, ANOVA mit Turkey's Test als post hoc-Test) gegenliber den entsprechenden
Werten in glucosehaltigem Ringer.

4.2.4.6 Erythrozytiarer Redoxstatus unter Aluminium

Es fand sich selbst fur Aluminium-Konzentrationen bis 100 pM nach 24
Stunden kein Einfluss auf den Redoxstatus. Die als Positiv-Kontrolle
verwendeten Glukose-depletierten Zellen zeigten dagegen eine deutliche

Abnahme der intrazellularen Glutathion-Konzentration (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Intraerythrozytares Glutathion unter Aluminium.

Mittelwerte £ Standardfehler (n=6) der intrazellularen Glutathion-Konzentration in
Abwesenheit von Aluminium (Ringer, offener Balken) und in Anwesenheit von 10 uM,
30 uM, 100 pM Aluminium*®* (geschlossene Balken), sowie in Glukose-freiem Ringer
(grauer Balken, OGluc). * bedeutet einen signifikanten Unterschied (p< 0,05, ANOVA
mit Dunnett’s Test als post hoc-Test) vom Wert der Ringer-Kontrolle (offener Balken).

4.2.5 Hamolyse durch Aluminium

Neben den flir den programmierten Erythrozytenzelltod typischen
Phanomenen fand sich fir Aluminium ein weiterer Mechanismus der
Erythrozytenschadigung. Die photometrische Messung des extrazellularen
Hamoglobins zeigt eine hamolytische Wirkung des Aluminiums, die far
Aluminium-Konzentrationen von 100 uM statistisch signifikant wird (Abbildung
40). Insbesondere hohere Aluminiumkonzentrationen scheinen also die

Integritat der Zellmembran zu storen.
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Abbildung 40: Hamolyse durch Aluminium.

Mittelwerte + Standardfehler (n=6) der Freisetzung von Hamoglobin in % des gesamten
Hamoglobins (offene Balken) und der Annexin-positiven Zellen in % der
Gesamtpopulation (schwarze Balken) in Abwesenheit von Aluminium (Ringer) und in
Anwesenheit von 10 uM, 30 uM, 100 uM AI** . * bedeutet einen signifikanten
Unterschied (p< 0,05, ANOVA mit Dunnett’s Test als post hoc-Test) gegenuber dem
korrespondierenden Wert der Ringer-Kontrolle (Ringer).
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5 Diskussion

5.1 Eryptose

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Form des Erythrozytenzelltodes
(Eryptose) findet sich bei einer Reihe von Erythrozytopathien [185] sowie unter
Einwirkung diverser Medikamente [189, 190], bei Bleiintoxikation [187] und bei
der Eisenmangelanamie [241]. Ein wesentliches Charakteristikum dieser so
genannten Eryptose ist das Erscheinen des Phospholids Phosphatidylserin
(PS) auf der Oberflache der aufReren Membran [117, 151, 152, 179, 242].
Erythrozyten, die PS prasentieren, werden von Makrophagen, die mit den
entsprechenden Rezeptoren ausgestattet sind [105, 237, 243], erkannt,
phagozytiert und somit aus dem Blutstrom eliminiert [236, 241].

Die Eryptose weist Unterschiede zur bekannten Erythrozytenalterung [67,
244-247] auf und scheint einen eigenstandigen pathophysiologischen
Mechanismus bei der Entwicklung bestimmter Formen der Anamie darzustellen.
Daruber hinaus konnte es sich bei diesem Phanomen um einen
physiologischen Schutzmechanismus ahnlich der Apoptose kernhaltiger Zellen
handeln.

5.2 . Erythrozytenapoptose* durch Taxane

Die oben dargestellten Ergebnisse beschreiben eine bisher unbekannte
Wirkung der Taxane auf reife Erythrozyten und untersuchen die Mechanismen
dieser Wirkung. Taxane sind in der Lage, eine spezielle Form des Erythrozyten-
Zelltodes auszuldsen, der einige wesentliche Gemeinsamkeiten und einige

Unterschiede zur Apoptose kernhaltiger Zellen aufweist [152].

Nach Taxan-Exposition zeigen Erythrozyten vermehrt Phosphatidylserin auf

der Zelloberflache. AuRerdem schrumpfen die Zellen. Beides sind typische
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Merkmale des programmierten Eyrthrozytenzelltodes, sie sind aber zugleich
typisch  fur apoptotische Vorgange in vielen anderen Zelltypen.
Interessanterweise scheinen diese Effekte in roten Blutzellen spezifisch fur
Chemotherapeutika zu sein, die mit den Mikrotubuli wechselwirken. Fur die
Zytostatika Carboplatin und Doxorubicin konnten diese Wirkungen nicht
nachgewiesen werden. Aulierdem zeigte Colchizin, das bekanntlich Mikrotubuli
destabilisiert, einen protektiven Effekt auf die basale Apoptoserate der
Erythrozyten nach 72-stundiger Inkubation in Ringer. Dies kann als ein weiterer
Hinweis darauf gewertet werden, dass es sich bei der Wirkung der Taxane um
eine Mikrotubuli vermittelte Wirkung handeln konnte.

Bei der ,Erythrozytenapoptose® spielen Caspasen nur in ganz bestimmten
Fallen eine Rolle und zwar beim oxidativen Stress und beim Todesrezeptor-
induzierten Erythrozytentod [182, 248]. Im Unterschied zur Apoptose
kernhaltiger Zellen durch Taxol, bei der Caspasen einen wesentlichen Faktor
darstellen [52-54], waren diese bei der Eryptose durch Taxane nicht beteiligt.

Die entscheidenden Mediatoren der Taxanwirkung in Erythrozyten sind eine
Erhéhung der zytosolischen Calciumkonzentration und die Bildung von Ceramid
durch die erythrozyteneigene Sphingomyelinase [180, 221].

Ersteres fuhrt dabei Uber Aktivierung von calcium-sensitiven Kalium-Kanalen
[249, 250] zum Verlust von Kalium und Uber die daraus folgende
Hyperpolarisation der Zellmembran zum Ausstrom von Chloridionen [233, 251].
Dieser Verlust an Kaliumchlorid flhrt zum osmotisch bedingten
Wasserausstrom und damit zum Schrumpfen der Erythrozyten. In fruheren
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass sich die calciumbedingte
Zellschrumpfung durch Erhéhung der extrazellularen Kalium-Konzentration in
den Bereich intrazellularer Werte sowie durch den Einsatz der Kaliumkanal-
Blocker Charybdotoxin und Clotrimazol hemmen lassen [251-253]. Ahnlich wie
in Erythrozyten sind Zellschrumpfung und Kaliumverlust auch in anderen
Zelltypen bekannte Ausldser des apoptotischen Zelltodes [185, 232, 254-259].

Auch der zweite gezeigte Mechanismus des Erythrozytentodes durch

Paclitaxel, die Bildung von Ceramid, ist ein bekannter Ausloser der Apoptose in

-83-



Diskussion

kernhaltigen Zellen [211]. FUr Tumorzellen konnte die Bildung von Ceramid
auch durch Paclitaxel gezeigt werden [260, 261].

Die in dieser Arbeit gezeigten Wirkungen der Taxane auf Erythrozyten
korrespondieren also in einigen Aspekten mit den bereits bekannten Effekten
dieser Substanzklasse auf kernhaltige Zellen.

Wahrend die Aktivierung von Caspasen durch Taxane in kernhaltigen Zellen
einen wesentlichen Wirkmechanismus darstellt [54, 234, 235], wurde sie in
Eyrthrozyten trotz der reichlich enthaltenen Procaspase 3 [151] nur fur den
Erythrozytentod durch oxidativen Stress [182] und fur die FAS-Ligand induzierte
~Erythrozytenapoptose” [248] gezeigt.

5.2.1 Taxane und Anamie

Unter Behandlung mit Taxol entwickelte sich eine Anamie (Hb < 11 g/dl) in
Phase Il Studien bei insgesamt 90% aller Patienten. Eine schwere Anamie mit
Hamoglobinwerten unter 8 g/dl fand sich bei 24%. Die Anamie erwies sich als
dosisabhangig [55, 57, 59].

Im Prinzip kann eine Anamie durch eine verminderte Bildung von
Erythrozyten oder durch einen vermehrten Verlust bedingt sein. Ersteres kann
fur die Wirkung der exemplarisch untersuchten Zytostatika Doxorubicin und
Carboplatin angenommen werden. Diese zeigen keinen
erythrozytenschadigenden Effekt in vitro, und erzeugen vermutlich Uber ihre
myelosuppressive Wirkung eine Anamie. Im Unterschied dazu ist es
wahrscheinlich, dass die beschriebenen Wirkungen der Taxane auf
Erythrozyten zur Entstehung dieser Anamie beitragen. Darauf deutet hin, dass
auch in vivo bei Patienten nach Taxolgabe eine vermehrte PS-Exposition der
Eyrthrozyten gefunden wurde. Die tendenziell ansteigenden Retikulozyten nach
Infusion von Taxol deuten ebenfalls auf eine erhohte Clearance der
Erythrozyten und nicht auf eine verminderte Hamatopoese hin. Der
Zusammenhang zwischen Clearance und PS-Exposition in vivo konnte
exemplarisch im Mausmodell durch die vermehrte Clearance lonomycin-

behandelter, CFSE-markierter Erythrozyten gezeigt werden.
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Die Mechanismen dieser Entfernung ,apoptotischer® Erythrozyten aus der
Zirkulation liegen dabei nahe. Makrophagen besitzen Rezeptoren flr
Phosphatidylserin [105, 237] und sind in der Lage, PS-exponierende Zellen zu
erkennen und abzubauen [236]. Das gezeigte Erscheinen PS-positiver
Erythrozyten in der Milz unterstitzt dieses Szenario.

Dass neben der PS-Exposition auch andere Mechanismen der Clearance
eine Rolle spielen konnten, z.B. das Bande-3- und Komplement-vermittelte
Entfernen von Erythrozyten aus der Zirkulation [262, 263], kann kann anhand
der beschriebenen Ergebnisse natlrlich nicht ausgeschlossen werden.

Zur Frage, ob der in vivo beobachtete Anstieg PS-exponierender
Erythrozyten um ca. 50 % fur den ausgepragten Abfall des Hamoglobins nach
Gabe von Taxanen verantwortlich sein kann, ist zu bedenken, dass der im Blut
beobachtete  Unterschied PS-positiver Erythrozyten vor und nach
Paclitaxelinfusion eine unbekannte Menge bereits aus der Zirkulation entfernter
roter Blutzellen nicht abbildet. Dies gilt insbesondere deshalb, weil es sich bei
der Clearance PS-positiver Eyrthrozyten, wie im Mausemodell gezeigt, um
einen Prozess zu handeln scheint, der maximal im zeitlichen Rahmen von
Minuten bis maximal 2 Stunden ablauft. Eine vor kurzem publizierte Arbeit
unserer Gruppe konnte auRerdem zeigen, dass bereits ein Anstieg der basalen
PS-Exposition von Eisenmangel-Erythrozyten um 35% auf insgesamt 3,7% zu
einer signifikant geringeren Uberlebenszeit dieser Zellen in gesunden Mausen
fihrte [241].

Ein Zusammenhang der Eryptose mit bestimmten Formen der Anamie
erscheint also wahrscheinlich.

Die verwendeten Paclitaxelkonzentrationen lagen bei den durchgeflhrten
Experimenten im Bereich therapeutisch erreichter Konzentrationen.

Diese liegen bei einer Dosis von 250 mg/m2 uber 3 Stunden bei knapp 10
pumol/l [62].
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5.3 . Erythrozytenapoptose* durch Aluminium

Die dargestellten Ergebnisse beschreiben eine bisher unbekannte Wirkung
von Aluminium-lonen auf Erythrozyten. Die unter Einwirkung von Al**-lonen
beobachteten, fur die Erythrozytenapoptose typischen Phanomene deuten auf
eine  modgliche Beteiligung der Erythrozytenapoptose bei der unter

Aluminiumintoxikation beobachteten Anamie hin.

5.3.1 Mechanismen des Erythrozytenzelltodes durch Aluminium

Nach Inkubation in Anwesenheit von Aluminium zeigen Eyrthrozyten
vermehrt PS auf der Oberflache. Um die Ursache dieser PS-Exposition genauer
zu untersuchen, wurden eine Reihe weiterer Experimente durchgefihrt.

Ab einer A**-Konzentration von 30 uM findet sich eine erhdhte Konzentration
von Calcium in den Eyrthrozyten. Aufgrund des oben beschriebenen
Mechanismus filhrt Ca®** (iber den Verlust von Kalium schlieBlich zum
Schrumpfen der Zellen. Erst ab einer A**-Konzentration von 30 pM konnte
diese Schrumpfung der Zellen auch tatsachlich beobachtet werden.

Dass der Einstrom von Calcium ursachlich an der beobachteten PS-
Exposition beteiligt ist, konnte durch Inkubation der Zellen in Calcium-freier,
aluminiumhaltiger Losung gezeigt werden.

Neben dem Second-Messenger Calcium wurde die Bildung von Ceramid
untersucht, die unter einer Reihe von Bedingungen ein wesentliches Signal des
Erythrozytentodes darstellt. Im Gegensatz zum Zelltod unter hyperosmolaren
Bedingungen [180] fand sich allerdings keine Bildung von Ceramid durch
Aluminium.

Bei der Untersuchung des erythrozytaren Energiestatus fand sich ein Abfall
des ATP. Es konnte gezeigt werden [264], dass der Abfall an intrazellularem
ATP unter Bedingungen des Glukose-Mangels und nach Blockade der
Glykolyse zeitlich der PS-Exposition vorausgeht. Der gefundene Abfall an
intrazellularem ATP konnte ein frihes Merkmal des nachfolgenden Zelltodes

darstellen. Theoretisch kdénnte ein Mangel an Energieaquivalenten sekundar zu
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einem Abfall der Reduktionsaquivalente (GSH-Reduktase und ATP, Pentose-
Phosphat-Wegq) flihren. Oxidativer Stress wiederum wurde als ein Ausloser der
Erythrozytenapoptose entdeckt, der zu einer Erhdohung des intrazellularen
Calciums Uber Aktivierung calcium-permeabler Kationen-Kanale fuhrt [179].
Tatsachlich finden sich in der Literatur Hinweise auf vermehrten oxidativen
Stress von Zellen durch Aluminium [238-240]. Bei der Untersuchung des
erythrozytaren Glutathion-Gehalts unter Aluminium fanden sich allerdings kein
Abfall der Glutathion-Konzentration, zumindest nicht nach 24 Stunden. Im
Gegensatz dazu fielen die GSH-Level bei Glukose-Mangel nach 24 Stunden
deutlich ab.

Im Unterschied zu anderen Substanzen, die in der Lage sind,
~Erythrozytenapoptose“ auszulésen [186, 187, 189, 190, 265], fand sich bei
Aluminium eine signifikante hamolytische Komponente. Bei sehr langer
Inkubationszeit oder bei hohen Konzentrationen des ,Apoptose“-auslosenden
Agens findet sich zwar meist auch eine gewisse Hamolyse, im Fall des

Aluminiumes tritt diese aber deutlich friiher auf.

5.3.2 Aluminium und Anamie

Die Anamie ist Teil der klassischen Trias, die unter Aluminiumintoxikation zu
beobachten ist. Neben der Anamie finden sich typischerweise eine
Enzephalopathie sowie eine Osteopathie mit Osteoporose.

Die fUr die in vitro Experimente verwendeten Aluminium-Konzentrationen
lagen im Bereich bzw. leicht Uber den bei einer Intoxikation beobachteten
Konzentration. Die beschriebenen Mechanismen kénnten also auch in vivo eine
ursachliche Rolle bei der Entstehung der Anamie spielen. Dennoch lassen sich
die in vitro gemachten Beobachtungen nattrlich nicht ohne weiteres Gbertragen.

So sind rote Blutkdrperchen in der Zirkulation dem Einfluss von Aluminium-
lonen potentiell Gber einen Zeitraum von Wochen bis Monaten ausgesetzt. Hier
entfalten mdglicherweise auch geringere Aluminium-Konzentrationen eine

Wirkung. Langere Zeitrdume konnten in vitro aber nicht untersucht werden, da
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die Inkubation der Erythrozyten in Ringer bereits nach wenigen Tagen zu einer
erheblichen PS-Exposition der Zellen fuhrt.

Die Zusammenhange, die Uber die Entfernung PS-exponierender
Erythrozyten aus dem Blut schliellich zur Entwicklung einer Andmie fuhren
konnten, wurden oben am Beispiel der Taxane diskutiert und koénnen in

ahnlicher Form auch fur Aluminium angenommen werden.

5.4 Unterschiede und Gemeinsamkeiten von Taxanen und
Aluminium

Im Gegensatz zu einer Vielzahl anderer Substanzen sind sowohl Taxane als
auch Aluminium in der Lage, die beschriebene Form des erythrozytaren
Zelltodes auszulosen. Dabei zeigen sich Gemeinsamkeiten und Unterschiede
im Wirkmechanismus.

Beide Substanzen fihren schliel3lich sowohl zur Exposition von
Phosphatidylserin als auch zum Schrumpfen der Zellen. Letztere ist dabei in
beiden Fallen durch erhdhte zytosolische Calcium-Konzentrationen bedingt.

Paclitaxel 16st im Unterschied zu Aluminium die Bildung von Ceramid in
Erythrozyten aus. Ebenso wie Aluminium fand sich auch bei Paclitaxel kein
Einfluss auf die intrazellulare Konzentration von reduziertem Glutathion.

Ein deutlicher Unterschied zwischen Paclitaxel und Aluminium zeigt sich im
Hinblick auf die Hamolyse: Wahrend bei Paclitaxel in den verwendeten
Konzentrationen und innerhalb der untersuchten Inkubationszeiten keine
vermehrte Hamolyse gefunden wurde (Daten nicht dargestellt), zeigte sich flr
Aluminium eine vermehrte Hamolyse. Worauf die hamolytische Komponente

des Aluminiums zurtckzufihren ist, bleibt unklar.

5.5 Die physiologische Bedeutung der ,,Erythrozytenapoptose‘

An den Beispielen Paclitaxel und Aluminium und an ihren unterschiedlichen
Wirkmechanismen zeigt sich erneut, dass das erythrozytare Zelltodprogramm

einen differenzierten und auf mehreren unabhangigen Wegen operierenden
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Mechanismus darstellt. Die Redundanz der PS-Exposition auslésenden Wege
legt die Interpretation nahe, diese Form des Zelltodes als mehrfach
,<abgesichert® zu betrachten. Im Hinblick auf die fir den Organismus negativen
Auswirkungen eines unkontrollierten, d.h. im Falle der roten Blutkdrperchen
eines hamolytischen Zelltodes, wie er beispielsweise beim Hamolytisch-
Uramischen-Syndrom beobachtet wird, koénnte sich das erythrozytare
~<Apoptoseprogramm® als ein empfindlicher Mechanismus entwickelt haben, um
geschadigte rote Blutzellen aus der Blutbahn zu entfernen, bevor es zur
hamolytischen Dekompensation kommt.

Die Eryptose kann in dieser Hinsicht als ein eigenstandiger Mechanismus
betrachtet werden, der sich von der Erythrozytenalterung unterscheidet, die u.a.
auf den schleichenden Veranderungen des mengenmalig haufigsten
erythrozytaren Membranproteins, der Bande 3 (Anionenaustauscher, AE1), zu
beruhen scheint und wahrscheinlich fur die begrenzte Erythrozytenlebenszeit
unter normalen Bedingungen verantwortlich ist [262, 266-268] .

Im Falle des Aluminiums finden sich in der Literatur Hinweise darauf, dass es
sich bei der durch Aluminiumintoxikation bedingten Anamie nicht um eine
generative, sondern um eine Anamie durch vermehrten Verbrauch roter
Blutkorperchen, maoglicherweise auch um eine hamolytische Anamie handelt
[66]. Die in dieser Arbeit beschriebene Hamolyse konnte also im Gegensatz zur
Erythrozytenapoptose durch Blei auf ein gewisses Versagen des
Apoptoseprogramms bei hoheren Aluminium-Konzentrationen hindeuten. Eine
ahnliche Interpretation lieRe sich fur das Hamolytisch-Uramische-Syndrom
anfuhren, fur das auch die typischen Phanomene der Erythrozytenapoptose

gezeigt wurden [269].
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit charakterisiert zwei bislang unbekannte Ausloser der
Eryptose. Diese Form des erythrozytaren Zelltodes zeichnet sich aus durch die
apoptosetypischen Merkmale der Zellschrumpfung aufgrund des Verlustes von
Kalium sowie durch die Exposition des Membranlipids Phosphatidylserin (PS)
an der AuBenseite der Plasmamembran. Erythrozyten, die PS exponieren,
werden aus der Blutzirkulation entfernt. Vermehrte Eryptose stellt somit einen
maoglichen pathogenetischen Mechanismus bei der Entstehung von Anamien
dar. Diese Arbeit beschreibt exemplarisch die Wirkung des Zytostatikums
Paclitaxel sowie des Metalls Aluminium in seiner ionisierten Form auf die
Eryptose. Von beiden Substanzen war bereits bekannt, dass sie in Lage sind,
eine Anamie zu verursachen.

Wichtige Mediatoren des Erythrozytenzelltodes sind der Einstrom von
Calcium sowie die Bildung von Ceramid. Weitere Ausloser sind eine
Schwachung der antioxidativen Abwehr und ein Mangel an ATP.

Fir die beiden untersuchten Induktoren der Eryptose konnte eine Erhdhung
des zytosolischen Calciums nachgewiesen werden. Fur Paclitaxel konnte auch
eine vermehrte Bildung von Ceramid gezeigt werden. Im Gegensatz zu
Paclitaxel zeigte sich fur Aluminiumionen keine Zunahme an Cermid, dafur aber
eine Abnahme des intrazelluldaren ATP. Aluminium fuhrte weiterhin zu einer
Freisetzung von Hamoglobin. Beide Substanzen scheinen keinen wesentlichen
Einfluss auf den erythrozytaren Redoxstatus zu haben. Die gezeigten
Veranderungen fanden sich im Bereich therapeutischer bzw. toxikologisch
relevanter Konzentrationen. Fur Paclitaxel konnte auch bei der Anwendung am
Menschen das Auslésen der Eryptose gezeigt werden. AuRerdem wurde im
Tiermodell eine vermehrte Clearance eryptotischer Erythrozyten gefunden, so
dass eine ursachliche Beteiligung der Eryptose bei der durch Aluminium bzw.

Paclitaxel verursachten Anamie plausibel erscheint.
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