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1 Einleitung

Der programmierte Tod von Zellen wird Apoptose genannt (1). Dieser stellt
einen streng regulierten biochemischen Mechanismus dar, in dem verschiedene
Zellorganellen zusammenspielen (2). An Erythrozyten, den roten Blutzellen,
konnte ein &hnliches Phanomen beobachtet werden (3, 4). Besonders daran ist,
dass an diesem suizidalen Zelltod der Erythrozyten weder ein Zellkern noch
Mitochondrien beteiligt sind (5). Diese Apoptose der Erythrozyten erhielt in
Tlbingen die Bezeichnung Eryptose (6). Sie wird erforscht, um Fragen nach
dem molekularen Ablauf und ihrer pathophysiologischen Bedeutung zu
beantworten (7). Die Eryptose ist an der Pathogenese von Krankheiten beteiligt
und ein Ziel der Forschung ist es, die Eryptose in diesen Situationen
beeinflussen zu kénnen (8). Zahlreiche chemische Substanzen |6sen die
Eryptose aus oder schwachen sie ab (9).

Die vorliegende Arbeit schlie3t an oben skizzierte Forschung an. In ihrem
Rahmen wurde die direkte Auswirkung der Medikamente Lapatinib,
Regorafenib und Teriflunomid auf die Erythrozyten von gesunden Spendern
in vitro getestet. Mit den Medikamenten werden aktuell Patienten therapiert, die
unter malignen Tumoren oder autoimmunen Erkrankungen leiden (10-12).
Die Substanzen kommen somit nach dem Ubertritt in den Blutkreislauf
unmittelbar mit den roten Blutzellen in Kontakt. Lapatinib und Regorafenib
verursachen Anamie als Nebenwirkung (13, 14). Der aktuelle Forschungsstand
deutet darauf hin, dass maligne Tumore oder deren Chemotherapie durch die
Eryptose der Erythrozyten eine Andmie verursachen (8). Deshalb ware auch die
Entdeckung von Substanzen mit hemmendem Einfluss auf die Eryptose von
Bedeutung (8). Teriflunomid beeinflusst verschiedene Zelltypen uber vielfaltige
Mechanismen, die noch nicht vollstandig verstanden sind (15). Wie sich
Lapatinib, Regorafenib und Teriflunomid direkt auf die roten Blutzellen und die

Eryptose auswirken, ist bisher nicht bekannt.



1.1 Erythrozyten

Das Blut des Menschen besteht aus Plasma und Blutzellen. Es dient dem
Korper als Transportmedium zur Aufrechterhaltung des inneren Milieus und
zum Austausch von Botenstoffen. Es steuert weiterhin die Blutstillung und

Ubernimmt Funktionen des Immunsystems (16).

Die Erythrozyten bilden mit einer Anzahl von 4 — 6 x 10'2 Zellen pro Liter den
Grofdteil der Blutzellen. Sie sind bikonkav geformte Scheiben mit 7,5 pum
Durchmesser und 2 um Dicke. Ihre Plasmamembran ist Glber Bande-3-Proteine
und Glykophorine am Cytoskelett verankert und nimmt an physiologischen
Prozessen teil (17). Durch ihre Flexibilitat kbnnen sie sich verformen und enge
Kapillaren passieren (18). Im Gegensatz zu vielen anderen Zelltypen haben die
roten Blutzellen ihre Zellorganellen in der Entwicklung zu reifen Erythrozyten
abgebaut (19). Dafir beinhalten sie viel Hamoglobin, das reversibel Sauerstoff
bindet und wesentlich fur die Sauerstoffkapazitat des Blutes verantwortlich ist.
Zusatzlich beteiligen sich die Erythrozyten am Transport von Kohlenstoffdioxid,
der Einhaltung des Saure-Basen-Haushaltes, nehmen Einfluss auf die
Hamostase und setzen die vasoaktiven Substanzen Adenosintriphosphat (ATP)
und Stickstoffmonoxid (NO) frei (20-24).

Ein Prozent der Erythrozyten wird unter physiologischen Bedingungen wéhrend
der Erythropoiese jeden Tag neu gebildet (24). Im Knochenmark entstehen
aus pluripotenten Stammzellen durch Proliferation und Differenzierung
Erythroblasten, die um Makrophagen in Inseln organisiert sind. Dort findet in
Interaktion mit den Makrophagen Zellschrumpfung, Chromatinkondensation,
Hamoglobinsynthese und die AusstoBung des Zellkerns statt (25, 26). Zum
Abschluss der Entwicklung gehen die Zellen als Retikulozyten in den
Blutkreislauf Gber und bauen innerhalb von zwei Tagen restliche Organellen wie
Mitochondrien und Ribosomen ab (27). Das Hormon Erythropoietin (EPO)
reguliert die Erythropoiese, indem es Uber EPO-Rezeptoren die Apoptose der
Vorlauferzellen unterdrickt (28). Es wird grof3tenteils von peritubularen

Fibroblasten im Nierenkortex gebildet. Der physiologische Stimulus fir die



EPO-Produktion ist die Hypoxie, die unter anderem bei einem Mangel an
Erythrozyten auftritt (16). Dadurch entsteht ein Regelkreis, in dem die

Erythropoiese um ein Vielfaches gesteigert werden kann (28).

Erythrozyten zirkulieren im Blutkreislauf mit einer Lebensdauer von
100 - 120 Tagen (24). Gealterte Erythrozyten zeigen charakteristische
Erscheinungen, die als oxidative Schaden, Veranderungen des Hamoglobins,
eine Zunahme der Zelldichte und eine verringerte Flexibilitat messbar sind (29).
Aufgrund ihrer eingeschrankten Flexibilitdt kbnnen sich gealterte Erythrozyten
nicht durch die Schlitze der Milz-Sinusoide zwangen und werden daraufhin von
Makrophagen phagozytiert und abgebaut (30). Makrophagen erkennen defekte
Erythrozyten Uber Rezeptor-Ligand Interaktionen. Veradnderungen an der
Oberflache der Erythrozyten, die zur Phagozytose fuhren, sind
Phosphatidylserin (PS)-Exposition und das Binden von Antikdrper an

modifizierte Bande-3-Proteinkomplexe (31).

Eine eingeschrankte Erythropoiese oder ein verstarkter Abbau resultiert nach
Ausschopfung der Kompensationsmechanismen in einer Anamie. Sie wird von
der WHO durch eine Hamoglobinkonzentration unter 120 g/L fur Frauen und
130 g/L fur Mé&nner definiert (24). Zu den Ursachen gehdren unter anderem
Eisenmangel, chronische Entzindungen, chronische Niereninsuffizienz,
Tumorleiden und die Therapie mit Zytostatika (32, 33). Anamie geht im Alter mit
einem erhdhten Morbiditats - und Mortalitatsrisiko einher und aufert sich durch
Mudigkeit sowie Funktionseinschrankungen und Kognitionsverlust (34).

Ein weiterer Grund fur den verstarkten Abbau von Erythrozyten mit der Anamie
als Folge ist die Eryptose (35). Ihre Charakteristik und Signifikanz wird im

folgenden Kapitel naher beleuchtet.



1.2 Eryptose

Die Eryptose ist wie die Apoptose ein regulierter biochemischer Vorgang, der
zum kontrollierten Abbau der Zelle fuhrt. Im Gegensatz zur Apoptose ist die
Eryptose jedoch nicht unbedingt von Caspasen abhangig, die durch
Proteinspaltung die Apoptose forcieren (3, 4). Die Eryptose findet zudem ohne
die Beteiligung von Zellkernen und Mitochondrien statt (5).

Im Unterschied zum programmierten Zelltod erfolgt bei der Nekrose und der
Hamolyse nach einer Zellschadigung ein unkontrollierter Verlust von Zellinhalt
und  -strukturen. Die  freigesetzten Substanzen ziehen lokale
Entziindungsreaktionen nach sich, die beim suizidalen Zelltod durch die
kontrollierte Phagozytose vermieden werden (36). Der physiologische Sinn der
Eryptose mag darin liegen, das Leben geschadigter Erythrozyten vorzeitig zu
beenden und diese vor der Hamolyse abzubauen (6). Eine massive
Hamoglobinfreisetzung nach Hamolyse, die die Kompensation Ubersteigt, kann
Nierentubuli verstopfen und die Nierenfunktion schadigen (37, 38).

Die Eryptose ist gekennzeichnet durch eine PS-Exposition auf der AufR3enseite
der Zellmembran und eine Zellschrumpfung (39). Sie werden durch eine
erhohte intrazellulare Calciumkonzentration ([Ca?*]) ausgelost (39). Weitere
Signalwege beinhalten oxidativen Stress, osmotischen Schock mit

Ceramid-Bildung, Energiemangel und die Aktivitat von Kinasen (39-43).

1.2.1 Phosphatidylserin (PS)-Exposition

Die PS-Exposition auf der AulR3enseite der Zellmembran ist das markanteste
Zeichen der Eryptose und vermittelt die Interaktion mit der Umgebung der
sterbenden Erythrozyten.

Im normalen Zustand ist die Plasmamembran der roten Blutzellen aus einer
asymmetrischen Doppellipidschicht aufgebaut. Das negativ geladene PS
befindet sich ausschlief3lich auf der Innenseite (44). Um diese Ordnung aufrecht
zu erhalten, transportieren Flippasen und Floppasen ATP-abhangig Lipide
gegen den Konzentrationsgradienten auf die kontralaterale Seite der
Membran (44). Eine erhohte [Ca?*]i aktiviert Scramblasen, die unselektiv



Phospholipide der Lipidschichten austauschen. Sie bewirken damit einen
Zusammenbruch der Membranasymmetrie und eine PS-Exposition (45). Die
Identitat und Funktionsweise der Proteine sind noch nicht eindeutig
beschrieben, jedoch werden die Proteinfamilien TMEM16, Xkr und hPLSCR
dafir verantwortlich gemacht (46-48). Die PS-Exposition wird nicht
ausschlieBlich durch die [Ca?*]i reguliert, sondern auch durch oxidativen Stress,
Ceramid-Bildung (vgl. Abb. 1), die Aktivitat von Kinasen und vermutlich die
Hyperpolarisierung der Zellmembran (43, 49-51).
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Abb. 1: Phosphatidylserin (PS)-Exposition und Ceramid-Bildung osmotisch geschockter
Erythrozyten (52).

(a) Mikrofotografie (links) und Fluoreszenzbild (rechts) von humanen Erythrozyten, inkubiert in
isotonischem (300 mOsm) und hypertonischem (850 mOsm) Medium. Das Fluoreszenzsignal
verdeutlicht das Binden von Annexin-V-FITC an PS der &uf3eren Zellmembran der Erythrozyten.
(b) Histogramme der Durchflusszytometrie von humanen Erythrozyten, die eine Bindung von
FITC-gelabelten anti-Ceramid-Antikérpern an humane Erythrozyten zeigt, die entweder in
isotonischem (300 mOsm; schwarte Linie) und hypertonischem (850 mOsm; rote Linie) Medium
inkubiert wurden. (c¢) Immunfluoreszenz zeigt die Ceramid-Bildung von humanen Erythrozyten,
die wie in (b; rot) in hypertonischem Medium inkubiert wurden.

Makrophagen erkennen PS-exponierende Zellen anhand von Rezeptoren flr
PS, welches als ,lss-mich® Signal fungiert (31, 53). Erythrozyten mit
PS-Exposition werden von Makrophagen des retikuloendothelialen Systems
phagozytiert und innerhalb kurzer Zeit aus dem Blut entfernt (54-57). Die
Makrophagen bauen Erythrozyten ab und recyceln das Eisen (58).
Der Erythrozytenabbau als Folge der Eryptose kann zur Entwicklung einer

Anamie beitragen (59).


https://wol-prod-cdn.literatumonline.com/cms/attachment/02747b83-9c12-4377-a98d-4dbdb11149da/apha_1564_f2.gif

PS an der Oberflache der Membranen triggert weiterhin die Adhasion der
Erythrozyten an  Thrombozyten und  Endothelzellen  Uber den
Chemokin-Ligand-16 (60, 61). AuflRerdem beginstigt PS die Anheftung der
Erythrozyten untereinander, die Anheftung an die subendotheliale Matrix und
die Thrombinbildung (50, 62, 63). Diese Prozesse verstarken die Blutgerinnung
und koénnen zu einer erhéhten Thromboseneigung und eingeschrankten
Mikrozirkulation fuhren (20).

1.2.2 Zellschrumpfung

Die Zellschrumpfung und die Ausstilpung von Membranblaschen sind weitere
Merkmale der Eryptose. Sie werden durch eine erhohte [Ca?*] ausgelost (64).
Der Ablauf der Zellschrumpfung beginnt bei Erythrozyten mit dem Offnen
calciumabhangiger Kaliumkanale (vgl. Abb. 2 auf der nachsten Seite). Folglich
stromen Kaliumionen entlang des Konzentrationsgradienten aus der Zelle und
bewirken eine Hyperpolarisierung der Zellmembran, wodurch auch negativ
geladene Chloridionen die Zelle verlassen. Der lonenverlust fihrt zu einem
osmotischen Wassersog nach extrazellular mit anschlieRender Zellschrumpfung
(65). Sie wirkt der Zellschwellung entgegen, die nach einem Anstieg der
Natriumkonzentration zur Hamolyse fuhren kann (6, 66).

Des Weiteren aktiviert die erhohte [Ca?']i die Cystein Protease Calpain. Sie
spaltet unter anderem Ankyrin R, das an der Verbindung der Plasmamembran
mit dem Cytoskelett beteiligt ist. Dadurch wird eine Blaschenbildung der
Plasmamembran (engl. blebbing) ausgelost (64).

Eine hypertonische oder Cl-freie Losung verursacht in vitro eine
Zellschrumpfung und eine Synthese von Prostaglandin E2 (PGE2) durch
Aktivierung der Cyclooxygenase (COX; vgl. Abb. 2). PGE: aktiviert unselektive
calciumpermeable Kationenkandle und fuhrt zum Calciumeinstrom mit
nachfolgender Eryptose (64). Auch die p38 mitogen-aktivierte-Proteinkinase
(p38 MAPK) veranlasst nach einer Zellschrumpfung die Offnung

calciumpermeabler Kationenkanale (67).



Abb. 2: Signalwege, die den suizidalen Zelltod der Erythrozyten (Eryptose) verursachen oder
hemmen (68).

Arachidonsaure (AA), Phospholipase A (PLA), Plattchen-aktivierender-Faktor (PAF),
Sphingomyelinase (SM), Ceramid (Cer), Januskinase 3 (JAK3), Adenosintriphosphat (ATP),
AMP-aktivierte-Kinase (AMPK), Cyclooxygenase (COX), Prostaglandin Ez (PGE-2),
Calciumionen (Ca?*), Kaliumionen (K*), Chloridionen (CI-), Scramblase (SCR),
Phosphatidylserin (rote Membranlipide), Stickstoffmonoxid (NO),
cGMP-abhangige-Kinase (cGK), unselektiver calciumpermeabler Kationenkanal (gruner Kanal),
calciumabhéangiger Kaliumkanal und Chloridkanal (orangene Kanéle).

1.2.3 Rolle des intrazellularen Calciums

Calcium ist ein zellularer Botenstoff und steht im Zentrum der Signalwege, die
zur Eryptose beitragen (vgl. Abb. 2). Die [Ca?*]i der Erythrozyten ist um ein
vielfaches niedriger als die extrazellulare Konzentration. Unselektive
calciumpermeable Kationenkanadle der Plasmamembran werden durch
oxidativen Stress, Energiemangel und osmotischen Schock geoffnet, woraufhin
Calcium in die Zelle fliel3t (39, 69, 70). Die genaue ldentitat der unselektiven
Kationenkanéle ist nicht abschlielend geklart, jedoch werden sie mit dem
Kationenkanal TRPC6 in Verbindung gebracht (71). Die erhohte [Ca?'];



verursacht die zellularen Vorgéange der Eryptose
(siehe Abschnitt 1.2.1 und 1.2.2).

Die Aktivitat der calciumpermeablen Kationenkanéale wird durch ein Netz aus
stimulierenden und inhibierenden Faktoren reguliert. Mit dem Diuretikum
Amilorid kdonnen die Kanale gehemmt und der Calciumeinstrom vermindert
werden (39). Auch das Hormon EPO hemmt den Calciumeinstrom und
verringert die PS-Exposition in Erythrozyten von Dialysepatienten, 16st aber
einen geringen Calciumeinstrom unter Kontrollbedingungen aus (72, 73). Das
von Endothelzellen produzierte NO wiederum vermittelt seine hemmende
Wirkung auf die Eryptose nicht durch die Einschrankung des Calciumeinstroms,
sondern greift anscheinend flussabwarts der Calciumkaskade hemmend in die
PS-Exposition ein (74, 75). Das abgespaltene Membranlipid Ceramid I6st die
PS-Exposition auch in Abwesenheit von extrazellularem  Calcium
aus (vgl. Abb. 2) und die Proteinkinase C (PKC) verursacht PS-Exposition
calciumabhangig und - unabhéangig (43, 51). Die [Ca?*]i scheint nicht zwingend
mit der PS-Exposition korreliert zu sein (76). Somit ist Calcium ein wichtiger

Mediator der Eryptose, wird jedoch durch zusétzliche Signalwege erganzt.

1.2.4 Oxidativer Stress und Ceramid-Bildung

Erythrozyten passieren die Lunge und sind dort oxidativem Stress ausgesetzt,
den sie jedoch abwenden konnen. Um reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
abzubauen, enthalten Erythrozyten die Enzyme Peroxiredoxin 2, Katalase und
Glutathionperoxidase. Als Reduktionsmittel fir den Abbau dienen
Antioxidantien wie das Glutathion, das mit Hilfe des Pentosephosphatweges
nach Verbrauch wiederhergestellt wird (77). Durch eine starke Oxidation wird
dennoch die Eryptose eingeleitet, indem Calciumkanéle gedffnet und Caspasen
sowie Scramblasen aktiviert werden (78, 79). Ein
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH)-Mangel schrankt den
Pentosephosphatweg ein und fihrt zu einer erhohten Anfalligkeit der
Erythrozyten flr die oxidative Stimulierung der Eryptose (80, 81). Oxidativer

Stress ist folglich ein bedeutender Vorgang der Eryptose neben der [Ca?*]..



Ein osmotischer Schock ist eine weitere Ursache der Eryptose. Dabei wird die
Phospholipase 2 der roten Blutzellen zur Bildung von
Plattchen-aktivierendem-Faktor angeregt. Die Faktoren veranlassen die
Spaltung des Membranlipids Sphingomyelin durch eine Sphingomyelinase,
woraufhin Ceramid gebildet wird (43). Ceramid verursacht eine PS-Exposition,
eine  Zellschrumpfung und die Adhasion von Erythrozyten an
Endothelzellen (82). Die Erythrozyten durchqueren mehrmals taglich das
Nierenmark, wo sie einem osmotischen Schock ausgesetzt sind. Dass die
Erythrozyten nicht an den BlutgefaRen des Nierenmarks haften bleiben und
eryptotisch zu Grunde gehen, liegt vermutlich an der hohen

Harnstoffkonzentration, welche die Bildung von Ceramid hemmt (83).

1.2.5 Glukosemangel und die Aktivitat von Kinasen

Kinasen phosphorylieren nach ihrer Aktivierung Proteine, andere Strukturen der
Zellen oder weitere Kinasen. Diese werden damit aktiviert oder deaktiviert. Die
Phosphorylierung beeinflusst die Funktion der Scramblasen und unselektiven
Kationenkanéle der Eryptose (40, 51, 84).

Ein Energiemangel l6st Eryptose aus. Die Energieressource ATP geht bei
einem Glukoseentzug zur Neige. Daraufhin reagieren die PKC und
Januskinase 3 (Jak 3) der Erythrozyten und sind an der folgenden
PS-Exposition und Zellschrumpfung beteiligt (85, 86). Die
Caseinkinase 1a (CKla) vermittelt ebenfalls die durch Energiemangel
ausgeloste Eryptose (40). AuRerdem synthetisieren die Erythrozyten bei
Energiemangel Leukotrien 3, das einen Calciumeinstrom verursacht und
Caspasen aktiviert (87).

Bei Energiemangel hemmen aber auch Kinasen die Eryptose. Die
Adenosinmonophosphat (AMP)-aktivierte-Kinase erfasst das verbrauchte ATP
in Form einer hohen AMP Konzentration und hemmt die PS-Exposition, den
Calciumeinstrom und die Zellschrumpfung der Erythrozyten zusammen mit der
p21-aktivierten Kinase 2 (PAK 2) (88, 89).



1.2.6 Bedeutung der Eryptose

Neben dem Vermeiden der Hamolyse reguliert die Eryptose zudem vorteilhaft
die Erythrozytenpopulation. Gealterte Erythrozyten gehen schneller den
suizidalen Zelltod ein und die Erythrozyten von Patienten mit Polycythaemia
vera, einer Erkrankung mit UbermaRiger Erythropoiese, weisen eine erhdhte
PS-Exposition auf (90, 91). Das kann den notwendigen Zellabbau untersttitzen.
Das Hamoglobin fetaler Erythrozyten ist sehr sauerstoffaffin und ist deshalb
nach der Geburt bei Anstieg des Sauerstoffpartialdrucks von Nachteil. Der
dadurch produzierte oxidative Stress fuhrt zur PS-Exposition (vgl. Abb. 3) und
vermutlich werden die Erythrozyten der Neugeborenen daraufhin schneller
abgebaut (9). Der Malariaerreger Plasmodium falciparum verursacht eine
PS-Exposition infizierter Erythrozyten (vgl. Abb. 3) (92-94). Genetische
Variationen wie Sichelzellanamie, beta-Thalassdamie und G6PDH-Mangel bieten
durch  eine gesteigerte  Eryptose den Vorteil einer partiellen
Malariaresistenz (95, 96). Folglich ist die Eryptose ein physiologischer Vorgang,
der den Organismus vor Hamolyse, zu vielen oder funktionslosen Erythrozyten

und Erregerausbreitung schutzt.

Intoxication
Malignancy
Hepatic failure

Iron deficiency
Phosphate depletion
Dehydration

Renal insufficiency
HUS

Fever

Sepsis
Mycoplasma
Malaria

Genetic disorders

anemia
compromised
microcirculation

Abb. 3: Triggern der Eryptose in Krankheiten (97).

Cyclooxygenase (COX), Calcium (Ca?*), Kalium (K*), Prostaglandin Ez (PGE>),
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Scramblase (SCR), Stickstoffmonoxid (NO).
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Andererseits wirkt die Eryptose in der Pathophysiologie von Erkrankungen mit
und verursacht Komplikationen (vgl. Abb. 3). Im Falle der fortgeschrittenen
Niereninsuffizienz setzen Uramietoxine und ein EPO-Mangel die Eryptose in
Gang (35, 72, 98, 99). Es tritt eine Andmie auf, trotz vermehrter
Retikulozytenproduktion, was auf eine geringe Lebenszeit der Erythrozyten
hindeutet (59, 100). Die Phagozytose PS-exponierender Erythrozyten ist
vermutlich eine der verschiedenen Ursachen der Anamie Dbei
Niereninsuffizienz (101). Die Eryptose konnte noch in weiteren Erkrankungen
beobachtet werden, einschlieRlich dem Lungenkarzinom (102), Diabetes
mellitus (103-105), Leberversagen (106), Herzinsuffizienz (107), Arteriitis (108),
hamolytisch-uramisches Syndrom (109), systemischer Lupus erythematodes
(110), paroxysmale nachtliche Hamoglobinurie (111), myelodysplastisches
Syndrom (111), Sepsis (112), Malaria (94), Sichelzellanamie (113), beta-
Thalassamie (114), G6PDH-Mangel (115), hereditdare Spharozytose (116),
Morbus Wilson (117), Morbus Parkinson (118), Eisenmangel (56), Hypo - und
Hyperphosphatamie (119, 120), Dehydratation (121), Mykoplasmeninfektion
(122), Adipositas (123) und dem metabolische Syndrom (124). Die Eryptose
kann in den Krankheiten zur Entwicklung einer Andmie oder zur Einschrankung
der Mikrozirkulation beitragen (vgl. Abb. 3 und siehe Abschnitt 1.2.1).

Die Eryptose wird von vielen Substanzen, einschliel3lich etlicher Medikamente,
initiiert (50, 125-164). Dieser Umstand und auch, dass dieser Vorgang zur
Anamie fuhren kann, wird selten beachtet (35). Die vorliegende Arbeit setzt an
diese Aspekte an, indem Medikamente darauf getestet wurden, ob sie die
Eryptose auslésen.

Dass die Hemmung der Eryptose ein potentielles Ziel fiir eine Therapie bieten
kann, um der Anamie von Patienten mit einer erhdhten Eryptoserate
vorzubeugen, wird noch nicht ausgeschoépft (165). Mehr Studien sind nétig, um
die Rolle der Eryptose in Krankheiten zu ergrinden und wirkungsvolle
Mal3nahmen ergreifen zu kbnnen (165). Deshalb werden Substanzen gesucht,
die Eryptose hemmen. Einige dieser Substanzen sind bereits bekannt (74, 166-

172). Mit dieser Arbeit wird der Versuch unternommen, weitere zu identifizieren.
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1.3 Testsubstanzen: Lapatinib, Regorafenib und Teriflunomid

Der Tyrosinkinasen-Inhibitor  Lapatinib  blockiert die  Aktivitat der
humanen-epidermalen-Wachstumsfaktor-Rezeptoren (EGFR/Her) und wird als
Medikament zur Therapie von Her-2-positiven Mammakarzinomen
eingesetzt (173, 174). Er gehort zu den niedermolekularen Substanzen mit
zielgerichteter Wirkung auf Krebszellen. Im Gegensatz zu Trastuzumab, dem
monoklonalen Antikorper gegen Her 2, wird Lapatinib oral eingenommen,
Uberschreitet leichter die Blut-Hirn-Schranke und ist besser zur Behandlung von
Hirnmetastasen geeignet (175). Moglicherweise wird Lapatinib in Zukunft noch
fur  die Behandlung  weiterer  Her-2-positiver  Krebsarten, des
Plattepithelkarzinoms, des nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms oder des
triple-negativen Mammakarzinoms verwendet (176-180). Brustkrebs ist mit
weltweit 1,7 Millionen Fallen im Jahr 2012 die héaufigste Krebserkrankung bei
Frauen, die zweithaufigste Todesursache durch Krebs bei Frauen in weiter
entwickelten Landern und die haufigste Todesursache durch Krebs bei Frauen
in weniger entwickelten Landern (181). Die Uberexpression von Her 2 kommt in
etwa 20 bis 25 % der Falle vor und macht eine Therapie mit Lapatinib
moglich (182).

Lapatinib hemmt die Tyrosinkinasen der EGFR/Her 1 und Her 2, woraufhin die
Kinasen des Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und
mitogen-aktivierte-Proteinkinase (MAPK) Signalwegs weniger aktiv sind, die
sonst fur Zellteilung und Uberleben sorgen (10, 180, 183, 184). Lapatinib
hemmt damit das Tumorwachstum und verursacht die Apoptose der
Tumorzellen mit Her-2-Uberexpression (185, 186), aber auch triple-negativer
Brustkrebszellen ohne Her-2-Uberexpression (187, 188). Viele andere
Krebsmedikamente lésen neben der Apoptose auch die Eryptose aus (130,
134, 147, 149, 189-193). Da Apoptose und Eryptose ahnliche Signalwege
benutzen, kbnnte Lapatinib die Eryptose der Erythrozyten auslésen.

Die maximale Plasmakonzentration von Lapatinib ist nach oraler Einnahme
5 bis 10 pg/ml (194, 195). Zu den Nebenwirkungen von Lapatinib gehdren
Hautausschlag, Hand-Ful3-Syndrom, Paronychie, Juckreiz, Haarausfall,
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Leukopenie, Diarrhoe, Ubelkeit, Erbrechen, Abgeschlagenheit, periphere
Neuropathie, Dyspnoe (13, 196, 197) und Anamie (13, 198).

Da Andmie von einer erhdhten Eryptoserate stammen kdnnte und Lapatinib
Anamie auslost, ware die Erforschung der Auswirkung von Lapatinib auf die
Erythrozyten ein Schritt, um die Eryptose als mdgliche Ursache der Anamie fur
eine groRe Zahl an Patienten zu identifizieren. Dieses Wissen kdnnte dazu

genutzt werden, die Anamie dieser Personen spezifischer zu behandeln (165).

Regorafenib gehort zu den niedermolekularen Inhibitoren und wird zur
zielgerichteten Krebstherapie bei Patienten mit metastasiertem Kolorektalen
Karzinom, therapierefraktdrem Gastrointestinalen Stromatumor und als
Zweitlinientherapeutikum beim Hepatozellularem Karzinom verwendet (11, 199-
201). Es wurde weiterhin zur Behandlung von Weichteilsarkomen und
Nierenzellkarzinomen vorgeschlagen (202, 203). Mit weltweit 1,4 Millionen
Fallen im Jahr 2012 und steigender Inzidenz in Asien und Lateinamerika ist das
Kolorektale Karzinom eine bedeutende Erkrankung (204).

Im Gegensatz zu Lapatinib ist Regorafenib ein Multikinase-Inhibitor mit
breiterem Spektrum. Es inhibiert die Tyrosinkinasen der Rezeptoren
VEGFR 1-3, TIE-2, EGFR, PDGFR, FGFR, c-KIT (fir die Bedeutung der
Abkirzungen siehe Abkurzungsverzeichnis) und Kinasen der Signalwege
Ras-Raf-MAPK (205, 206). Damit schrankt Regorafenib die Angiogenese,
Onkogenese und Funktion von Krebszellen ein (11). Die Substanz verursacht
die Apoptose der Zellen durch eine Vielzahl von Mechanismen (207-216).
Analog dazu ware eine Auslosung der Eryptose durch Regorafenib maoglich, wie
das bei anderen Krebsmedikamenten der Fall ist (130, 134, 147, 149, 189-193).
Die maximale Plasmakonzentration des Medikaments liegt nach oraler
Einnahme im Bereich von 2 bis 7 pg/ml mit einem Durchschnitt von 4 pg/ml
(217, 218). Die haufigsten Nebenwirkungen von Regorafenib sind das Hand-
FuR-Syndrom, gastrointestinale Symptome, Abgeschlagenheit,
Mundschleimhautentziindung, Anorexie, Hypertonie, Hautausschlag,
Haarausfall und erhdohte Leberenzyme (14, 219-221). Eine der weiteren

Nebenwirkungen von Regorafenib ist Andmie (14, 219, 220, 222). Den Einfluss
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von Regorafenib auf die Erythrozyten zu erforschen, kénnte zu einem besseren

Verstandnis dieser Nebenwirkungen beitragen.

Das Medikament Teriflunomid ist zur Behandlung der
schubférmig-remittierenden Multiplen Sklerose zugelassen (223-226). Die
Muttersubstanz Leflunomid, deren aktiver Metabolit Teriflunomid ist, wird zur
Behandlung von rheumatoider Arthritis und Psoriasis-Arthritis eingesetzt (227).
Teriflunomid inhibiert das mitochondriale Enzym
Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH), senkt dadurch die
de-novo-Pyrimidinsynthese und vermindert die Proliferation aktivierter
B- und T-Lymphozyten (12, 228). Teriflunomid schrankt nicht nur die
Proliferation ein, sondern auch die Antigenprasentation, die transendotheliale
Migration und die pro-inflammatorische Zytokinproduktion (229). Es werden
aulRerdem mehr T-Helferzellen vom Typ 2 anstatt vom Typ 1 gebildet, wodurch
eine anti-inflammatorische Reaktion begunstigt wird (229). Einige dieser Effekte
sind nicht durch eine Pyrimidingabe umkehrbar, was auf eine
DHODH-unabhangige Wirkungsweise hinweist (230, 231). Teriflunomid hemmt
in vitro zusatzlich Jak 3, MAPK, COX 2 und NF-kB (12). Erythrozyten enthalten
nicht die mitochondriale DHODH, jedoch sind einige dieser zusatzlichen
Strukturen an der Eryptose der Erythrozyten beteiligt (7).

Teriflunomid 16st die Apoptose in verschiedenen Zelltypen aus (232-236).
Deshalb kann Teriflunomid mdoglicherweise als Krebsmedikament verwendet
werden (237, 238). Die Substanz zeigt jedoch auch anti-apoptotische Effekte in
Experimenten mit Hepatozyten (239). In Analogie zur Apoptose konnte
Teriflunomid die Eryptose beeinflussen.

Im steady state liegt die maximale Plasmakonzentration von Teriflunomid im
Bereich von 20 und 45 pg/ml bei einer taglichen Dosis von 7 und 14 mg (15).
Die maximale Plasmakonzentration des aktiven Metaboliten von Leflunomid ist
35 pg/ml bei einer Dosis von 20 mg/Tag (240). Teriflunomid wirkt
immunmodulatorisch anstatt immunsuppressiv und die Einnahme zieht keine
erhohte Anfalligkeit fur Infektionen nach sich (241). Zu den Nebenwirkungen

einer Therapie mit Teriflunomid gehéren milde Neutropenie und
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Lymphozytopenie, erhohte Alanin-Aminotransferasen, Haarausfall, Ubelkeit,
Diarrhoe, Hypertonie und periphere Neuropathie (241).

Wie genau Teriflunomid wirkt, ist noch nicht vollstdndig verstanden (242). Die
Erforschung von Teriflunomid anhand der roten Blutzellen kdnnte zu einem
besseren Verstandnis der DHODH-unabhangigen Medikamentenwirkung
fuhren, weil in Erythrozyten Vorgange ohne Mitochondrien ablaufen (4).
Teriflunomid wirkt auf verschiedene Zelltypen und beeinflusst molekulare
Mechanismen, die auch in der Eryptose enthalten sind (12). Mit der Hemmung
der Eryptose kann moglicherweise in die Pathogenese von Krankheiten mit
erhohter Eryptoserate therapeutisch eingegriffen werden (165). Deshalb wurde
Teriflunomid im Rahmen dieser Arbeit darauf getestet, ob das Medikament die

Eryptose abschwacht.
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1.4 Fragestellung

Die Erythrozyten sind die zahlreichsten Blutzellen. Sie erfullen wichtige
Aufgaben im Gastransport und Saure-Basen-Haushalt. Au3erdem beeinflussen
sie die Blutgerinnung. Sie werden im Knochenmark gebildet, zirkulieren fur
100 - 120 Tage im Blut und werden aufgrund geringer Flexibilitat und
Veranderungen an der Plasmamembran von Makrophagen abgebaut. Ein
erhohter Abbau kann tber einen Mangel an Erythrozyten zur Anamie fuhren,
was sich negativ auf die Gesundheit auswirkt. (siehe Kapitel 1.1)

Der suizidale Zelltod der Erythrozyten, die Eryptose, ist von einer PS-Exposition
und Zellschrumpfung gekennzeichnet. Zu den Signalwegen gehoren die [Ca?*];,
oxidativer Stress, Ceramid-Bildung und Kinasenaktivitdt. Die Erythrozyten
werden aufgrund ihrer PS-Exposition von Makrophagen phagozytiert, was dem
Organismus als Schutz vor einer Hamolyse dient. Allerdings kann die Eryptose
die Entwicklung einer Anamie beférdern und die Thrombusbildung verstarken.
Die Eryptose ist in etlichen Erkrankungen zu finden, unter anderem bei der
fortgeschrittenen Niereninsuffizienz, Malaria und malignen Krebserkrankungen.
Sie wird auch von zahlreichen Medikamenten ausgeldst. (siehe Kapitel 1.2)
Lapatinib wird als Tyrosinkinasen-Inhibitor zur Behandlung von Her-2-positivem
Mammakarzinom eingesetzt und Regorafenib, ein Multikinase-Inhibitor, kommt
in der Behandlung von verschiedenen Krebserkrankungen zum Einsatz. Die
Nebenwirkung beider Medikamente beinhaltet Andmie. Teriflunomid und das
verwandte Leflunomid werden bei Multipler Sklerose, rheumatischer Arthritis
und Psoriasis-Arthritis eingesetzt. Teriflunomid wirkt immunmodulierend und
beeinflusst die Apoptose. Welchen direkten Einfluss die Substanzen auf die

Erythrozyten nehmen, ist noch nicht bekannt. (siehe Kapitel 1.3)

Die Eryptose ist ein Forschungsfeld, das nun fast zwei Jahrzehnte besteht.
Aktuell wird daran geforscht, ihre Anwendungsmoéglichkeiten zur Entfaltung zu
bringen (165). Dafir ist es wichtig, die Ausldser der Eryptose zu kennen und ihr
Vorkommen in Krankheiten beschreiben zu kénnen. Ein Ziel dieser Arbeit ist es
herauszufinden, ob die Substanzen Lapatinib und Regorafenib die Eryptose der

roten Blutzellen auslésen und auf welche Weise dies geschieht. Die
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PS-Exposition und die Zellschrumpfung werden dabei als ausschlaggebendes
Charakteristikum fur Eryptose gesehen. Zwar sind durch die in vitro
Experimente keine konkreten Aussagen uber Auswirkungen im Organismus
ableitbar, sie konnten jedoch auf die Eryptose als Grund der Anamie bei
Therapie mit Lapatinib und Regorafenib hinweisen (8). Der Grund ware
potentiell therapierbar, wenn sich die Hemmung der Eryptose in klinischen
Studien als vorteilhaft erweist (8). Letztendlich muss dafur eine wirkungsvolle
anti-eryptotische Therapie entwickelt werden, um die negativen Auswirkungen
der Eryptose abschwéachen zu kénnen. Deshalb ist es ein weiteres Ziel der
Arbeit, zu erforschen, ob und wie Teriflunomid die Eryptose beeinflusst. Die
Ergebnisse konnten weitere Informationen Uber die Wirkmechanismen von

Teriflunomid liefern und eine regulierende Wirkung auf die Eryptose offenbaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Erythrozyten

Lithium-Heparin-antikoagulierte Blutproben wurden von gesunden Probanden
abgenommen und freundlicherweise von der Blutbank der Universitatsklinik
Tldbingen bereitgestellt. Die Ethik-Kommission des Universitatsklinikums
Tlbingen genehmigte die Studie an humanen Blutzellen (184/2003 V). 1 ml der
Lithium-Heparin-antikoagulierten Blutproben wurde mit 3 ml Ringerldsung
verdiinnt und 20 Minuten bei 120 x g und + 20 °C zentrifugiert. Der Uberstand
aus verdinntem Plasma, Blutplattchen und weilRen Blutkérpern wurde
abpipettiert und verworfen. Das so gewonnene Erythrozytenkonzentrat wurde
bis zur Verwendung maximal 3 Tage bei + 4 °C aufbewabhrt.

2.1.2 LOsungen

Die in den Experimenten verwendeten L&sungen wurden eigenstandig
zubereitet. Die  Ringerldsung ahnelt dem Blutplasma in der
Elektrolytzusammensetzung, dem pH-Wert (7,4) und der
Glukosekonzentration (vgl. Tab. 1). In ihr kénnen die Erythrozyten viele
Stunden dberdauern und sie dient als Medium, in dem der Einfluss von
Stressoren auf die Zellen getestet wird (243).

Erythrozyten bendtigen Glukose, um Zellfunktion aufrecht zu erhalten. Wenn
diese fehlt, verursacht der Energiemangel die Eryptose (siehe Abschnitt 1.2.5).
Die Ringerlosung ohne Glukose (vgl. Tab. 2) wurde verwendet, um den Einfluss
von Testsubstanzen auf die Eryptose unter Energiemangel zu ermitteln.
Calcium ist ein wichtiger Bestandteil von Signalwegen. Der Calciumeinstrom in
die Zelle ist einer der charakteristischen Signalwege der Eryptose (siehe
Abschnitt 1.2.3). Die Verwendung einer Losung ohne Calcium offenbart, ob
Eryptose abhangig oder unabh&ngig von einem Calciumeinstrom stattfindet
(vgl. Tab. 3).
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Tab. 1: Zusammensetzung der Ringerldsung

Substanz Menge fur 1000 ml (g)

NaCl 7,305

KCI 0,373

MgSOa 0,296

HEPES 7,674

Glukose 0,901

CaCl2 0,111

NaOH 0,541

H20 982,800

Natriumchlorid (NacCl)y, Kaliumchlorid (KCI), Magnesiumsulfat (MgSO0.),
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonséure (HEPES), Calciumchlorid (CacCly),
Natriumhydroxid (NaOH), Wasser (H20)

Tab. 2: Zusammensetzung der Ringerlédsung ohne Glukose

Substanz Menge fur 500 ml (g)

NacCl 3,653

KCI 0,186

MgSO4 0,148

HEPES 3,837

CaCl2 0,055

NaOH 0,271

H20 491,850

Natriumchlorid (NacCl), Kaliumchlorid (KCI), Magnesiumsulfat (MgSO0.),
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure (HEPES), Calciumchlorid (CaCly),

Natriumhydroxid (NaOH), Wasser (H20)
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Tab. 3: Zusammensetzung Ringerlésung ohne Calcium

Substanz Menge fir 500 ml (g)

NacCl 3,653

KCI 0,186

MgSOs4 0,148

HEPES 3,837

Glukose 0,451

EGTA 0,190

NaOH 0,271

H20 491,265

Natriumchlorid (NacCl), Kaliumchlorid (KCI), Magnesiumsulfat (MgSO0.),

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsdure (HEPES), Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA), Natriumhydroxid (NaOH), Wasser (H20)

Der Annexin-Wasch-Puffer (AWB) ist eine Ringerlosung mit erhohtem
Calciumgehalt. In der Losung bindet Annexin-V an Phosphatidylserin.

Tab. 4: Zusammensetzung des Annexin-Wasch-Puffers (AWB)

Substanz Menge fur 500 ml (g)
NaCl 3,653

HEPES 1,192

CaClz 0,277

NaOH 0,084

H-0 494,794

Natriumchlorid (NacCl), N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure (HEPES),
Calciumchlorid (CaClz), Natriumhydroxid (NaOH), Wasser (H20)

Dubleccos Phosphatgepufferte Salzlésung (DPBS) ohne Calcium und
Magnesium (Gibco Life Technologies, Grand Island, New York) ist ein
Puffermedium. Bovines Serumalbumin (BSA; Sigma Aldrich, Hamburg,
Germany) ist Albumin aus Rinderblut. Die PBS - BSA Losung besteht aus
0,05g BSA in 50 ml PBS und verringert das unspezifische Binden von

Antikorpern, die zur Detektion von Ceramid genutzt wurden (243).
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2.1.3 Substanzen und Markierung von Zellstrukturen

Die Testsubstanzen Regorafenib (MedChem Express, Princeton, USA),
Lapatinib (MedChem Express, Princeton, USA) und Teriflunomide
(Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) wurden in Dimethylsulfoxid (DMSO;
Carl Roth, Karlsruhe, Germany) in Konzentrationen von 1 - 50 mg/ml geldst und

bei - 20 °C bis zur Verwendung gelagert.

lonomycin (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) ist ein Calcium-lonophor
und bewirkt eine Uberflutung der Zellen mit Calciumionen (39). Innerhalb einer

Stunde wird dadurch Eryptose ausgelst.

Tert-Butylhydroperoxid (t-BOOH; Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) ist ein
Oxidationsmittel und verursacht oxidativen Stress. Auch t-BOOH Idst innerhalb

einer Stunde Eryptose aus (39).

SB 203580 (Tocris bioscience, Bristol, UK) ist ein p38 MAPK Inhibitor und kann

Signalwege der Eryptose hemmen (67).

Staurosporin (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany) inhibiert mehrere Kinasen,

unter anderem die PKC, welche wahrend der Eryptose aktiv sein kann (85).

Annexin-V-FITC (ImmunoTools, Friesoythe, Germany) besteht aus dem
Protein Annexin-V, das an Fluoresceinisothiocyanat (FITC) angehéngt ist. Das
Protein bindet calciumabh&ngig mit hoher Affinitat an Phosphatidylserin (PS).
Das FITC ist ein Fluorophor, es nimmt Licht einer bestimmten Wellenlange auf
und emittiert es mit einer hoheren Wellenlange. Die an PS gebundene Menge
des Annexin-V-FITC kann somit als Fluoreszenzintensitat detektiert werden und

folglich auch das Ausmal3 der PS-Exposition (243).
Fluo-3/AM (Biotium, Hayward, USA) wird zur Calciumdetektion verwendet. Das

mit Acetoxymethyl (AM) veresterte Derivat des Fluo-3 kann keine Calciumionen

binden. Nachdem es allerdings die Zellmembran passiert hat, bewirken
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Esterasen eine Abspaltung der Acetoxymethylgruppe und Fluo-3 wird in
Kontakt mit Calciumionen zu einem Fluorophor. Somit wird die intrazellulare

Calciumkonzentration ([Ca?*]) erfasst (243).

Das 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (DCFDA; Sigma Aldrich,
Hamburg, Germany) kann die Zellmembran passieren und wird durch
Esterasen deacetyliert und durch reaktive Sauerstoffspezies zu
2',7’-Dichlorofluorescein (DCF) oxidiert. DCF ist ein Fluorophor. Es wird zur
Messung der ROS verwendet (243).

Anti-Ceramid Antikorper (Klon MID 15B4, Alexis, Griinberg, Germany) sind
von Mausen entnommene Antikorper, die Ceramid spezifisch binden. Diese
konnen anschlieBend von IgG / IgM Antikdrper (Pharmingen, Hamburg,
Germany) erkannt werden, die von Ziegen stammen und mit dem Fluorophor
FITC konjugiert sind (243).

2.1.4 Messgerat und Software

Fur die Durchflusszytometrie wurde das FACSCalibur (BD, Heidelberg,
Germany) verwendet und mit der Software BD CellQuest Pro™ Version 5.2.1

(BD, Heidelberg, Germany) bedient.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism,
Version 5.03 (GraphPad Software, California, USA).
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2.2 Methoden

2.2.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Eigenschaften einer
gro3en Anzahl an Zellen. Die zu untersuchenden Zellen werden dabei aus der
Zellsuspension gesogen und in einem permanenten flissigen Strom
transportiert. Sie passieren anschlielend Laserstrahlen und Detektoren, welche
Lichtstreuung und Fluoreszenzintensitat messen.

Mit der Durchflusszytometrie wurden in dieser Arbeit 50.000 Erythrozyten pro
gemessener Probe analysiert. Um die Parameter der Eryptose als
Fluoreszenzintensitat messbar zu machen, wurden die Erythrozyten mit
Annexin-V-FITC, Fluo-3, DCFDA und Anti-Ceramid Antikérper markiert. Das
Messgerat FACSCalibur besitzt blaue Argon-lonen-Laser, mit denen die
markierten Zellbestandteile mit einer Wellenlange von 488 nm angeregt
wurden. Die Fluoreszenzintensitat des emittierten Lichts der Wellenlange
530 nm konnte mit dem FL-1 Kanal detektiert werden. Weiterhin wurde anhand
des Vorwartsstreulichts (FSC - engl. Forward Scatter) die ZellgroRe bzw. die
Zellschrumpfung gemessen. Je kleiner der FSC, desto kleiner sind die Zellen.
Die Durchflusszytometrie wurde verwendet, weil sie standardmafiig als robuste
und bestatigte Methode zur Detektion von Eryptose angewandt wird und

einfach zu erlernen ist (244).

2.2.2 Aufbau der Experimente

In 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefaRen wurden 4 pl Erythrozytenkonzentrat in
1 ml Ringerlésung gegeben, sodass der Hamatokrit 0,4 % betrug. Dazu wurden
die Testsubstanzen in der jeweiligen Konzentration hinzugefligt, vermischt und
48 Stunden bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wurden die
Erythrozyten per Durchflusszytometrie auf Parameter der Eryptose analysiert.
In verschiedenen Experimenten ersetzte eine modifizierte Losung die
Ringerlésung oder es wurden weitere Substanzen hinzugefiigt, um bestimmte

Reaktionen der Erythrozyten hervorzurufen. Bei Versuchen mit lonomycin und
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t-BOOH wurde nur fir 60 Minuten inkubiert, weil durch die Substanzen eine
Reaktion der Erythrozyten rascher auftritt.

Fur jedes Experiment wurden die Testsubstanzen an Erythrozyten von 3 bis 8
Probanden getestet. Folglich wurden mehrere Experimente fur die Messung
eines Parameters durchgefuhrt, um eine aussagekraftige Anzahl zu erreichen.
Weil Erythrozyten von unterschiedlichen Probanden verschieden stark auf die
Stimuli der Eryptose reagieren, wurden Erythrozyten vom gleichen Spender
jeweils fur Kontroll - und Testproben verwendet. Um eine Beeinflussung durch
das LoOsungsmittel DMSO auszuschlieRen, wurden Kontrollproben mit der
maximal verwendeten DMSO Menge hinzugeflgt.

Um den in vivo Bedingungen mdoglichst nahe zu kommen, wurden die
Substanzen in Konzentrationen getestet, die die maximale Plasmakonzentration
der Medikamente nicht Uberschreitet (15, 194, 218).

2.2.3 Messungen

Phosphatidylserin (PS)-Exposition und Zellgrof3e: Nach der Inkubationszeit
wurde den Proben 150 pl Zellsuspension entnommen, diese auf 96-Wellschalen
(engl. 96-well plate) bei 1600 RPM flr 3 Minuten bei 20 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgeschiittet. Zu den auf der Wellschale haftenden Erythrozyten
wurden 150 pl einer 1:200 in AWB verdinnten Annexin-V-FITC Ldsung
gegeben und sie wurden 15 Minuten bei 37 °C unter Lichtausschluss inkubiert.
Fur die anschlieRende Messung der Annexin-V-Bindung mit dem FACSCalibur
wurde die Fluoreszenzintensitat zur Unterscheidung von zwei Zellgruppen
genutzt. Der Marker M1 erfasst Zellen in einem Bereich mit hoher Fluoreszenz
und beinhaltet nur ca. 1% der Zellen des Kontrollansatzes. Der Bereich wurde
bei jeder Messung der Annexin-V-Bindung mittels der ersten Kontrollprobe
festgelegt und die Detektorstarke des FL-1 Kanals fur die Messung weiterer
Proben beibehalten. Zeitgleich mit der Annexin-V-Bindung wurde der FSC als
geometrischer Mittelwert ermittelt. Als untere Schwelle wurde der Wert 52 in
willkdrlicher Einheit (a.u. - engl. arbitrary unit) festgelegt. Mit der ersten
Kontrollprobe wurde der FSC auf 500 a.u. eingestellt und die Detektorstéarke fur

weitere Proben beibehalten.
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Intrazellulare Calciumaktivitat ([Ca?*]i): Den Proben wurden ebenfalls 150 pl
entnommen und auf 96-Wellschalen bei 1600 RPM fir 3 Minuten bei 20 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgeschittet und die Erythrozyten in 150 pl
AWB mit 5 pM Fluo-3/AM gel6st. Anschlie3end wurde 30 Minuten bei 37 °C
unter Lichtausschluss inkubiert. Die Messung erfolgte mit dem FACSCalibur.
Mit der ersten Kontrollprobe wurde der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz
Intensitat auf 20 a.u. eingestellt und die Detektorstarke fur weitere Proben
beibehalten.

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS): Den Proben wurden 150 ul
Zellsuspension entnommen, auf 96-Wellschalen bei 1600 RPM fir 3 Minuten
bei 20 °C zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. AnschlieBend wurde
150 pl Ringerlésung mit DCFDA (10 uM) hinzugefligt. Die behandelte Probe
wurde 30 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert und danach zweimal durch
Zugabe von 150yl Ringerlésung und anschlieRender Zentrifugation
gewaschen. Die Messung erfolgte mit dem FACSCalibur nach Einstellung des
geometrischen Mittelwerts der Fluoreszenz Intensitat auf 15 a.u. mittels der

ersten Kontrollprobe.

Ceramid-Bildung: Nach Entnahme von 100 pl Zellsuspension, Zentrifugation
auf 96-Wellschalen bei 1600 RPM und 20 °C fir 3 Minuten und Abschutten des
Uberstands wurde 100 pupl PBS mit 1% BSA und Anti-Ceramid
Antikdrper (0,1 pug/ml) hinzugegeben. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei
37 °C. Anschliel3end wurde einmal mit PBS - BSA gewaschen und mit FITC
konjugierten Antikdrpern, 1:50 verdunnt in 50 yl PBS - BSA, bei 37 °C unter
Lichtausschluss fur 30 Minuten inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit
PBS - BSA wurden 200 pl PBS - BSA hinzugeflgt und die Suspension mit dem
FACSCalibur gemessen. Der geometrische Mittelwert der Fluoreszenz
Intensitat der ersten Kontrollprobe wurde auf 15 a.u. eingestellt und die

Detektorstarke fur weitere Proben beibehalten.
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2.2.4 Schaubilder, Auswertung und Statistik

Originale Histogramme, die eine Kontrollprobe (graue Flache) und den Einfluss
der Testsubstanz (schwarze Linie) Ubereinanderlegen, stammen von der
Messung des gleichen Probanden und wurden mit BD CellQuest Pro™ erstellt.
Die geometrisch gemittelten Werte des FSC, der Fluo-3-Fluoreszenz, der
DCFDA-Fluoreszenz und der Ceramid-abhéngigen-Fluoreszenz sowie der
Anteil Annexin-V-bindender Zellen in Prozent (Marker M1) wurden fir die

einzelnen Proben ebenfalls mit BD CellQuest Pro™ ermittelt.

Mit dem Programm GraphPad Prism wurden anschlieBend das arithmetische
Mittel mit entsprechenden Standardfehlern (SEM) berechnet, Diagramme
erstellt und statistische Tests durchgefiihrt. Zum Vergleichen einer Probenreihe
mit den Kontrollproben wurde der T-Test durchgefihrt. Der Vergleich mehrerer
Probenreihen mit den Kontrollproben wurde mit dem ANOVA Test und Tukey’s
Post Test durchgefuhrt. Die Signifikanzniveaus p<0,05, p<0,01 und p<0,001
wurden ermittelt und mit * und # in den Balkendiagrammen dargestellt. Bei den
Ergebnissen der Untersuchung von Lapatinib und Regorafenib stellen * den
Einfluss des Medikaments dar und # den Einfluss zusatzlicher Faktoren. Bei
Teriflunomid stellen * die Auswirkung des verwendeten Eryptose-Stimulus dar
und # verdeutlichen den Einfluss der Substanz. N beschreibt die Anzahl

verwendeter Blutproben von unterschiedlichen Spendern.
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3 Ergebnisse

3.1 Lapatinib verursacht Eryptose

3.1.1 PS-Exposition und Zellgréi3e

Eryptose, der suizidale Zelltod der Erythrozyten, ist gekennzeichnet durch
Zellschrumpfung, Phosphatidylserin  (PS)-Exposition und eine erhohte
intrazellulare Calciumkonzentration ([Ca?*]). Um den Einfluss von Lapatinib auf
die PS-Exposition und die Zellgrof3e zu erfassen, wurden Erythrozyten fur
48 Stunden mit Lapatinib inkubiert und anschliel3end die Annexin-V-Bindung als
Malfd fur die PS-Exposition und der FSC als Mal3 fur die Zellgréfie gemessen.
Bei Konzentrationen von 1 pug/ml bis 7,5 pg/ml zeigt Lapatinib gegentber der
Kontrolle eine statistisch signifikante Erh6hung der Annexin-V-bindenden Zellen
(Abb. 4). Auf die ZellgroRe hat Lapatinib bei gleichen Bedingungen einen
schrumpfenden Effekt, was durch den abnehmenden FSC deutlich wird
(Abb. 5). Demnach verursacht Lapatinib in Ringerlésung die PS-Exposition und

die Zellschrumpfung der Erythrozyten.
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Abb. 4: Einfluss von Lapatinib auf die PS-Exposition (245).

(A) Originales Histogramm der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fur 48 Stunden in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 7,5 pg/ml Lapatinib. M1 enthalt den Anteil in (B) berechneter Zellen mit
erhohter Annexin-V-Bindung. (B) Arithmetisches Mittel £ SEM (n=20) des Anteils Annexin-V-
bindender Zellen in % nach 48 Stunden Inkubation ohne (weil3er Balken) und mit (schwarze
Balken) Lapatinib (1 - 7,5 pug/ml). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO dargestellt (grauer
Balken). **(p<0,01),***(p<0,001) zeigen einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
ohne Lapatinib (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 5: Einfluss von Lapatinib auf die Zellgro3e (245).

(A) Originales Histogramm des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fiir 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
7,5 pg/ml Lapatinib. (B) Arithmetisches Mittel + SEM (n=20) des FSC (geom. Mittel in a.u.)
nach 48 Stunden Inkubation ohne (weil3er Balken) und mit (schwarze Balken) Lapatinib (1 - 7,5
pa/ml). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO dargestellt (grauer Balken). ***(p<0,001) zeigt
einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne Lapatinib (ANOVA, Tukey's post test).
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3.1.2 Intrazellulare Calciumkonzentration ([Ca?*])

PS-Exposition und Zellschrumpfung koénnen durch erhdhte intrazellulare
Calciumaktivitat verursacht werden. Zur Bestimmung der intrazellularen
Calciumkonzentration wurden Erythrozyten 48 Stunden mit Lapatinib inkubiert
und anschlieBend die Fluo-3-Fluoreszenz gemessen. Hier zeigt sich jedoch
keine Erhdéhung, sondern eine Erniedrigung der Fluo-3-Fluoreszenz durch
Lapatinib, statistisch signifikant bei 5 und 7.5 pg/ml (Abb. 6). Um die Wirkung
von Lapatinib auf die intrazellulare Calciumaktivitat weiter zu ergrinden, wurden
Erythrozyten mit Lapatinib, mit dem Calcium-lonophor lonomycin (1 uM) und mit
einer Kombination der Substanzen 60 Minuten inkubiert. Die
Fluo-3-Fluoreszenz steigt bei Erythrozyten nach Inkubation mit lonomycin
rapide an (Abb. 7 C). 7,5 pg/ml Lapatinib haben jedoch keinen statistisch
signifikanten Effekt auf den durch lonomycin verursachten Anstieg der
Fluo-3-Fluoreszenz (Abb. 7 B, C).
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Abb. 6: Einfluss von Lapatinib auf die [Ca?*]i (245).

(A) Originales Histogramm der Fluo-3-Fluoreszenz in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 7,5 pg/ml Lapatinib. (B) Arithmetisches Mittel + SEM (n=17) der Fluo-3-
Fluoreszenz (geom. Mittel in a.u.) nach 48 Stunden Inkubation ohne (weil3er Balken) und mit
(schwarze Balken) Lapatinib (1 - 7,5 pg/ml). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO dargestellt
(grauer Balken). **(p<0,01) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne
Lapatinib (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 7: Einfluss von Lapatinib und lonomycin auf die [Ca?*]i (245).

(A, B) Originale Histogramme der Fluo-3-Fluoreszenz in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 7,5 pg/ml Lapatinib, ohne (A) und mit (B) lonomycin. (C) Arithmetisches Mittel
+ SEM (n=10) der Fluo-3-Fluoreszenz (geom. Mittel in a.u.) nach 60 Minuten Inkubation ohne
(weil3e Balken) und mit (schwarze Balken) Lapatinib (7,5 pg/ml), ohne (linke Balken) und mit
(rechte Balken) lonomycin (1uM). ###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu
Gruppen ohne lonomycin (ANOVA, Tukey's post test).
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3.1.3 PS-Exposition und ZellgroRe bei erhohter [Ca?*]i

Durch eine Interaktion mit lonomycin (1 pM) fir 60 Minuten zeigt sich eine
deutlich erhohte PS-Exposition und eine deutlich verringerte ZellgroRe der
Erythrozyten (Abb. 8, Abb. 9). Obwohl 7,5 pg/ml Lapatinib nach Inkubation mit
lonomycin keinen Effekt auf die Fluo-3-Fluoreszenz hat (Abb. 7), verstarkt die
Substanz deutlich die Annexin-V-Bindung (Abb. 8). Gleichzeitig hat Lapatinib
einen modulierenden Effekt auf die ZellgroRe. Die enorme Senkung des FSC
nach Behandlung mit lonomycin wird durch Lapatinib leicht vermindert (Abb. 9).
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Abb. 8: Einfluss von Lapatinib und lonomycin auf die PS-Exposition (245).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 7,5 pg/ml Lapatinib, ohne (A) und mit (B) lonomycin. M1 enthalt den Anteil in
(C) berechneter Zellen mit erhéhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel + SEM (n=7)
des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 60 Minuten Inkubation ohne (weif3e Balken)
und mit (schwarze Balken) Lapatinib (7,5 pg/ml), ohne (linke Balken) und mit (rechte Balken)
lonomycin (1pM). ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne
Lapatinib. ###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Gruppen ohne lonomycin
(ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 9: Einfluss von Lapatinib und lonomycin auf die Zellgro3e (245).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
7,5 pug/ml Lapatinib, ohne (A) und mit (B) lonomycin. (C) Arithmetisches Mittel £ SEM (n=7) des
FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 60 Minuten Inkubation ohne (weifl3e Balken) und mit (schwarze
Balken) Lapatinib (7,5 pg/ml), ohne (linke Balken) und mit (rechte Balken) lonomycin (1uM).
*(p<0,05) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne Lapatinib.
###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Gruppen ohne lonomycin (ANOVA,
Tukey's post test).
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3.1.4 PS-Exposition und ZellgréR3e bei fehlendem extrazellularem Calcium

Um zu erfassen, ob die PS-Exposition und Zellschrumpfung abhangig von
einem Calciumeinstrom ablauft, wurden Erythrozyten 48 Stunden mit und ohne
extrazellularem Calcium inkubiert und gleichzeitig die Auswirkung von Lapatinib
getestet. Abb. 10 verdeutlicht, dass 7,5 pg/ml Lapatinib auch in einem Medium
ohne Calcium eine erhoéhte Annexin-V-Bindung der Erythrozyten verursacht.
Diese unterscheidet sich nicht signifikant von der Annexin-V-Bindung, die in
normaler Ringerlosung durch Lapatinib hervorgerufen wird (Abb. 10). Auch die
Zellschrumpfung wird bei fehlendem extrazellularem Calcium durch 7,5 pg/ml
Lapatinib verursacht (Abb. 11). Es zeigt sich jedoch eine Abschwéachung des
Effekts gegenuber der Zellschrumpfung durch Lapatinib in normaler
Ringerlésung (Abb. 11). Somit scheint die Zellschrumpfung teilweise abhangig

von einstromendem Calcium abzulaufen, die PS-Exposition jedoch nicht.

33



A mit Calcium + Lapatinib B ohne Calcium + Lapatinib

M1 |

10? 10! 102 10% 109 100 10! 102 10% 104
FL1-Height FL1-Height

C Annexin-V-Bindung mit/ohne Calcium + Lapatinib

3 control

o 157 El lapatinib 7.5 pg/ml
©
(8]
(@2}
c *kk
kS 10+ Fekk
£
o
>
c
% 5
)
<
c
<
N 04

+ Calcium - Calcium

Abb. 10: Einfluss von Lapatinib ohne Calcium auf die PS-Exposition (245).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation flr 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 7,5 pg/ml Lapatinib, mit (A) und ohne (B) extrazellularem Calcium. M1 enthalt
den Anteil in (C) berechneter Zellen mit erhdhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel
+ SEM (n=23) des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 48 Stunden Inkubation ohne
(weil3e Balken) und mit (schwarze Balken) Lapatinib (7,5 pg/ml), mit (linke Balken) und ohne
(rechte Balken) extrazellularem Calcium. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu
ohne Kontrollgruppen Lapatinib (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 11: Einfluss von Lapatinib ohne Calcium auf die ZellgréRe (245).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fiir 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
7,5 pg/ml Lapatinib, mit (A) und ohne (B) extrazellularem Calcium. (C) Arithmetisches Mittel +
SEM (n=23) des FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 48 Stunden Inkubation ohne (wei3e Balken)
und mit (schwarze Balken) Lapatinib (7,5 pg/ml), mit (linke Balken) und ohne (rechte Balken)
extrazellularem Calcium. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen
ohne Lapatinib. ##(p<0,01) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Gruppen mit
extrazelluldrem Calcium (ANOVA, Tukey's post test).
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3.1.5 Oxidativer Stress und Ceramid-Bildung

Des Weiteren wurde getestet, ob Lapatinib oxidativen Stress verursacht und
dadurch die beobachteten Pha&nomene hervorrufen konnte. Dazu wurden
Erythrozyten wieder 48 Stunden mit und ohne 7,5 pg/ml Lapatinib inkubiert und
anschlieBend mittels DCFDA-Fluoreszenz die ROS gemessen. Es zeigt sich
jedoch keine erhéhte DCFDA-Fluoreszenzintensitat mit (15,6 + 0,4 a.u., n=4) im
Vergleich zu ohne (17,6 + 1,0 a.u., n=4) Lapatinib (245).

Die beobachteten Phanomene der PS-Exposition und der Zellschrumpfung
kénnten auch durch Ceramid-Bildung verursacht sein. Bei einer Inkubation fur
48 Stunden mit und ohne 7,5 pg/ml Lapatinib und anschlieRender Messung der
Ceramid-Bildung mittels Antikbrper zeigt sich aber auch keine erhéhte
Fluoreszenzintensitat der Erythrozyten mit (13,9 = 0,5 a.u., n=4) im Vergleich zu
ohne (14,2 £ 0,3 a.u., n=4) Lapatinib (245).
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3.2 Regorafenib verursacht Eryptose

3.2.1 PS-Expostition und Zellgrofie

Analog zu den Experimenten mit Lapatinib wurde auch Regorafenib auf die
Eigenschaft, Eryptose zu verursachen, untersucht. Um die PS-Exposition und
die ZellgréRe zu erfassen wurden Erythrozyten mit Regorafenib 48 Stunden
inkubiert und die Annexin-V-Bindung und der FSC gemessen. Auch hier zeigt
sich eine erhdohte Annexin-V-Bindung gegeniber der Kontrolle in
Konzentrationen von 0,5 bis 5 pg/ml (Abb. 12). Der FSC nimmt bei Behandlung
mit Regorafenib leicht ab, statistisch signifikant bei Konzentrationen von
1,25 - 5 pg/ml (Abb. 13). Regorafenib verursacht demzufolge PS-Exposition
und Zellschrumpfung, zwei wesentliche Merkmale der Eryptose.
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Abb. 12: Einfluss von Regorafenib auf die PS-Exposition (246).

(A) Originales Histogramm der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fur 48 Stunden in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 5 pg/ml Regorafenib. M1 enthalt den Anteil in (B) berechneter Zellen mit
erhodhter Annexin-V-Bindung. (B) Arithmetisches Mittel + SEM (n=20) des Anteils Annexin-V-
bindender Zellen in % nach 48 Stunden Inkubation ohne (weil3er Balken) und mit (schwarze
Balken) Regorafenib (0,5 - 5 pg/ml). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO dargestellt (grauer
Balken). **(p<0,01),***(p<0,001) zeigen einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
ohne Regorafenib (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 13: Einfluss von Regorafenib auf die Zellgroflie (246).

(A) Originales Histogramm des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fiir 48 Stunden in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
5 pg/ml Regorafenib. (B) Arithmetisches Mittel + SEM (n=20) des FSC (geom. Mittel in a.u.)
nach 48 Stunden Inkubation ohne (weil3er Balken) und mit (schwarze Balken) Regorafenib (0,5
- 5 ug/ml). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO dargestellt (grauer Balken). *(p<0,05) zeigt
einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne Regorafenib (ANOVA, Tukey's post
test).

3.2.2 [Ca?]

Die intrazellulare Calciumkonzentration wurde nach 48 stiindiger Inkubation der
Erythrozyten mit Regorafenib als Fluo-3-Fluoreszenz bestimmt. Verglichen mit
der Kontrollprobe (19,7 £ 0,7 a.u., n=12) wird die Fluo-3-Fluoreszenz durch
0,5 ug/ml Regorafenib (17,1 + 0,7 a.u.,, n=13), 1,25 pg/ml Regorafenib
(15,7 £ 0,8 a.u., n=13), 2,5 pg/ml Regorafenib (12,6 = 0,5 a.u., n=13) und
5 ug/ml Regorafenib (12,0 + 0,5 a.u., n=13) verringert (246). Das gleiche
Phanomen zeigt sich nach Inkubation fur 60 Minuten mit und ohne 1 uM
lonomycin. 5 pg/ml Regorafenib senken die Fluo-3-Fluoreszenz ohne
lonomycin von 21,6 + 0,7 a.u. (n=12) auf 12,4 £ 0,2 a.u. (n=11) und mit
lonomycin von 65,5 = 2,5 a.u. (n=12) auf 56,1 + 2,0 a.u. (n=12) (246). Den
Ergebnissen nach zu urteilen, verringert Regorafenib die Fluo-3-Fluoreszenz

sowohl bei normaler als auch erhdhter intrazellularer Calciumkonzentration.
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3.2.3 PS-Exposition und ZellgroRe bei erhohter [Ca?*]i

Die erhohte intrazellulare Calciumkonzentration nach Inkubation mit 1 puM
lonomycin fir 60 Minuten bewirkt eine erhdhte Annexin-V-Bindung und einen
Abfall des FSC (Abb. 14, Abb. 15). Die zusatzliche Gabe von 5 pg/ml
Regorafenib zeigt eine deutliche Verstarkung der Annexin-V-Bindung (Abb. 14).
Die  starke  Verringerung des FSC wird durch  Regorafenib
abgeschwéacht (Abb. 15).
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Abb. 14: Einfluss von Regorafenib und lonomycin auf die PS-Exposition (246).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 5 pg/ml Regorafenib, ohne (A) und mit (B) lonomycin. M1 enthalt den Anteil in
(C) berechneter Zellen mit erhéhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel + SEM (n=5)
des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 60 Minuten Inkubation ohne (wei3e Balken)
und mit (schwarze Balken) Regorafenib (5 pg/ml), ohne (linke Balken) und mit (rechte Balken)
lonomycin (1uM). ###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Gruppen ohne
lonomycin. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne
Regorafenib (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 15: Einfluss von Regorafenib und lonomycin auf die ZellgréRe (246).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
5 pg/ml Regorafenib, ohne (A) und mit (B) lonomycin. (C) Arithmetisches Mittel + SEM (n=5)
des FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 60 Minuten Inkubation ohne (wei3e Balken) und mit
(schwarze Balken) Regorafenib (5 pg/ml), ohne (linke Balken) und mit (rechte Balken)
lonomycin (1uM). ###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Gruppen ohne
lonomycin. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne
Regorafenib (ANOVA, Tukey's post test).
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3.2.4 PS-Exposition und ZellgréRe bei fehlendem extrazellularem Calcium

Da Calciumeinstrom PS-Exposition und Zellschrumpfung verursacht, wurde
getestet, ob die Wirkung von Regorafenib von einem Calciumeinstrom in die
Zelle abhangig ist. Dafur wurden Erythrozyten in Ringerlosung mit Calcium und
ohne Calcium fir 48 Stunden inkubiert. 5 pg/ml Regorafenib verursachen ohne
Calcium einen &hnlichen Anstieg der Annexin-V-Bindung wie mit Calcium
(Abb. 16). Die Zellschrumpfung durch 5 pg/ml Regorafenib ist ebenfalls
vorhanden und statistisch nachweisbar in den Losungen mit und ohne Calcium
(Abb. 17). Da sowohl Annexin-V-Bindung als auch FSC nicht signifikant
unterschiedlich in An- und Abwesenheit extrazellularen Calciums ist, lasst sich
feststellen, dass Regorafenib die PS-Exposition und Zellschrumpfung nicht in
Abhangigkeit der [Ca?*]i verursacht.
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Abb. 16: Einfluss von Regorafenib ohne Calcium auf die PS-Exposition (246).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fur 48 Stunden in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 5 pug/ml Regorafenib, mit (A) und ohne (B) extrazellularem Calcium. M1
enthalt den Anteil in (C) berechneter Zellen mit erhdhter Annexin-V-Bindung. (C)
Arithmetisches Mittel + SEM (n=20) des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 48
Stunden Inkubation ohne (weil3e Balken) und mit (schwarze Balken) Regorafenib (5 pg/ml), mit
(linke Balken) und ohne (rechte Balken) extrazellularem Calcium. ***(p<0,001) zeigt einen
signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne Regorafenib (ANOVA, Tukey‘s post test).
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Abb. 17: Einfluss von Regorafenib ohne Calcium auf die Zellgrol3e (246).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fiir 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
5 pug/ml Regorafenib, mit (A) und ohne (B) extrazellularem Calcium. (C) Arithmetisches Mittel +
SEM (n=20) des FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 48 Stunden Inkubation ohne (weiRe Balken)
und mit (schwarze Balken) Regorafenib (5 pg/ml), mit (linke Balken) und ohne (rechte Balken)
extrazellularem Calcium. *(p<0,05),***(p<0,001) zeigen einen signifikanten Unterschied zu
Kontrollgruppen ohne Regorafenib (ANOVA, Tukey's post test).
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3.2.5 Oxidativer Stress und Ceramid-Bildung

Mit der Absicht, mdgliche Ursachen fur die Wirkung von Regorafenib zu
beobachten, wurden Erythrozyten mit und ohne 5 pg/ml Regorafenib
48 Stunden inkubiert und anschlieBend reaktive Sauerstoffspezies als
DCFDA-Fluoreszenz und die Ceramid-Bildung als Antikérper abhéangige
Fluoreszenzintensitat erfasst. Das Ergebnis zZeigt, dass die
DCFDA-Fluoreszenz mit (15,3 £ 0,8 a.u., n=9) und ohne (15,2 £ 0,3 a.u., n=9)
Regorafenib (5 pg/ml) ahnlich hohe Werte annimmt (246). Auch die
Fluoreszenz der Anti-Ceramid Antikorper ist mit (14,0 £ 0,5 a.u., n=4) und ohne
(15,0 + 0,3 a.wu., n=4) Regorafenib (5 pg/ml) nicht signifikant
unterschiedlich (246). Folglich bewirkt Regorafenib weder oxidativen Stress,
noch eine erhohte Ceramid-Bildung der Erythrozyten.

3.2.6 Wechselwirkung mit Kinase-Inhibitoren SB 203580 und
Staurosporin

Die PS-Exposition der Erythrozyten kann durch die Aktivitdt verschiedener
Kinasen verursacht werden, unter anderem durch die p38 MAPK oder PKC.
Diese werden durch SB 203580 und Staurosporin inhibiert. Zur Uberpriifung, ob
Kinasen die PS-Exposition verursachen, wurden Erythrozyten mit und ohne
Regorafenib bzw. mit und ohne SB 203580 oder Staurosporin 48 Stunden
inkubiert und die Annexin-V-Bindung ermittelt. 5 pg/ml Regorafenib erhdéht den
Anteil der Annexin-V-bindenden Zellen ohne SB 203580 von 1,3 + 0,1 % (n=10)
auf 155 + 1,6 % (n=10) gleichermallen wie mit SB 203580 (2 uM) von
1,2+£0,1% (n=10) auf 17,1 £ 1,6 % (n=10) (246). Ebenso erhéht 5 pg/mi
Regorafenib den Anteil der Annexin-V-bindenden Zellen von 1,3 = 0,1 % (n=10)
auf 15,5+ 1,6 % (n=10) ohne Staurosporin &hnlich wie von 1,5 = 0,2 % (n=10)
auf 16,3 + 1,8 % (n=10) mit Staurosporin (1 uM) (246). Mit diesen Experimenten
lasst sich feststellen, dass die p38 MAPK und die PKC anscheinend nicht aktiv
an der PS-Exposition beteiligt sind, die durch Regorafenib ausgeldst wird.
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3.3 Teriflunomid schwéacht die Eryptose ab

3.3.1 PS-Exposition, ZellgroRe und [Ca?*]i unter Kontrollbedingungen

Um herauszufinden, ob Teriflunomid die Erythrozyten unter experimentellen
Kontrollbedingungen beeinflusst, wurden Erythrozyten 48 Stunden mit
Teriflunomid inkubiert. Anschlieend wurde die Annexin-V-Bindung zur
Identifizierung von Erythrozyten mit erhohter PS-Exposition, der FSC zur
Einschatzung der ZellgroRe und die Fluo-3-Fluoreszenz zur Detektion der
intrazellularen Calciumkonzentration gemessen. Der Anteil der Erythrozyten mit
erhohter Annexin-V-Bindung ist ahnlich niedrig mit 5 pg/ml Teriflunomid
(2,0 £ 0,1 %, n=18) und 10 pg/ml Teriflunomid (1,0 £ 0,1 %, n=19) im Vergleich
zu ohne Teriflunomid (0,9 + 0,1 %, n=18) (247). Dies spiegelt sich in den
originalen Histogrammen wider (Abb. 18 A). Der FSC zeigt sich im Vergleich zu
Erythrozyten ohne Teriflunomid (509,7 £ 7,5 a.u., n=18) &hnlich bei 5 pug/ml
Teriflunomid (492,3 + 8,2 a.u., n=18), ist jedoch leicht unterschiedlich und
statistisch signifikant vermindert (p<0,05 - ANOVA, Tukey's post test) nach
Inkubation mit 10 pg/ml Teriflunomid (481,1 + 6,8 a.u.,, n=19) (247). Das
originale Histogramm deutet auf diesen Sachverhalt hin (Abb. 19 A). Auf die
Fluo-3-Fluoreszenz hat Teriflunomid im Vergleich zur Kontrollgruppe
(23,0+1,2a.u., n=8) keine Auswirkung in Konzentrationen von 5 pg/mi
(22,7 £ 0,9 a.u., n=8) und 10 pg/ml (22,9 + 0,9 a.u., n=8) (247). Dies ist auch im
originalen Histogramm zu sehen (Abb. 20 A). Unter experimentellen
Kontrollbedingungen erhdht Teriflunomid folglich nicht die PS-Exposition sowie
die intrazellulare Calcium Aktivitat, jedoch schrumpfen bei 10 pg/ml die Zellen
leicht.
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3.3.2 PS-Exposition, ZellgroBe und [Ca?*]i bei Glukosemangel

Eryptose kann durch eine fehlende Energieversorgung der Zelle verursacht
werden. Zur Untersuchung, inwieweit Teriflunomid diesen Effekt moduliert,
wurden Erythrozyten 48 Stunden in Ringerlédsung ohne Glukose mit oder ohne
Teriflunomid inkubiert und die Annexin-V-Bindung, der FSC und die
Fluo-3-Fluoreszenz gemessen. Wie zu erwarten steigt der Anteil der
Erythrozyten mit  erhbhter  Annexin-V-Bindung bei  Glukosemangel
an (Abb. 18 C). Die Zugabe von Teriflunomid erniedrigt in Konzentrationen von
1 - 10 pg/ml die Annexin-V-Bindung der Erythrozyten unter Glukosemangel
(Abb. 18 B, C). Die Annexin-V-Bindung wird zwar nicht vollstéandig riickgangig
gemacht, jedoch gesenkt, bei einigen Spendern sogar mehr als halbiert. Daraus
lasst sich schlieen, dass Teriflunomid die PS-Exposition abschwécht, die
durch Energiemangel verursacht wird. Der FSC der Erythrozyten sinkt
erwartungsgemal deutlich nach 48 stindigem Energiemangel (Abb. 19 C). Es
zeigt sich aber keine messbare Veréanderung durch den Einsatz von
Teriflunomid (Abb. 19 B, C). Der Glukosemangel wird begleitet von einem
Anstieg der intrazellularen Calciumaktivitat. Dieser ist sichtbar durch den
Anstieg der Fluo-3-Fluoreszenz (Abb. 20 C). 5 pg/ml und 10 pg/ml Teriflunomid
schwachen diesen Anstieg statistisch signifikant ab (Abb. 20 B, C). Somit ergibt
sich das Bild, dass Teriflunomid bei Glukosemangel die erhdhte PS-Exposition
und die erhohte intrazellulare Calciumkonzentration abschwacht, ohne die

Zellschrumpfung zu beeinflussen.
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Abb. 18: PS-Exposition bei Glukosemangel und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation flr 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 10 pg/ml Teriflunomid, mit (A) und ohne (B) Glukose. M1 enthélt den Anteil in
(C) berechneter Zellen mit erhdhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel £+ SEM
(n=19) des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 48 Stunden Inkubation mit (weil3er
Balken) und ohne (schwarzer und graue Balken) Glukose und mit 1 - 10 pg/ml Teriflunomid
(graue Balken). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO ohne Glukose dargestellt (gestreifter
Balken). ***(p<0,001),**(p<0,01) zeigen einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mit
Glukose. #(p<0,05),###(p<0,001) zeigen einen signifikanten Unterschied zur Gruppe ohne
Glukose (ANOVA, Tukey's post test).
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A Kontrolle + Teriflunomid B ohne Glukose + Teriflunomid
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Abb. 19: Zellgré3e bei Glukosemangel und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fiir 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
10 pg/ml Teriflunomid, mit (A) und ohne (B) Glukose. (C) Arithmetisches Mittel + SEM (n=19)
des FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 48 Stunden Inkubation mit (wei3er Balken) und ohne
(schwarzer und graue Balken) Glukose und mit 1 - 10 pg/ml Teriflunomid (graue Balken). Zum
Vergleich ist der Effekt von DMSO ohne Glukose dargestellt (gestreifter Balken). ***(p<0,001)
zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mit Glukose (ANOVA, Tukey's post
test).
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Abb. 20: [Ca?']i bei Glukosemangel und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme der Fluo-3-Fluoreszenz in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fur 48 Stunden in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 10 pg/ml Teriflunomid, mit (A) und ohne (B) Glukose. (C) Arithmetisches
Mittel £ SEM (n=19) der Fluo-3-Fluoreszenz (geom. Mittel in a.u.) nach 48 Stunden Inkubation
mit (weilBer Balken) und ohne (schwarzer und graue Balken) Glukose und mit 1 - 10 pg/ml
Teriflunomid (graue Balken). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO ohne Glukose dargestellt
(gestreifter Balken). ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe mit
Glukose. ###(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zur Gruppe ohne Glukose
(ANOVA, Tukey's post test).
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3.3.3 PS-Exposition, ZellgréRe und [Ca?*]i bei erhchter [Ca?);

Um den Zusammenhang zwischen dem Effekt der abgeschwéchten
PS-Exposition und der intrazellularen Calciumkonzentration zu verstehen,
wurden auch fur Teriflunomid Versuche in Kombination mit 1 pM lonomycin
durchgefuihrt. Nach einer Inkubation fur 60 Minuten mit lonomycin tritt ein
Anstieg der Annexin-V-Bindung (Abb. 21), eine Verminderung des FSC
(Abb.22) und eine Erhohung der Fluo-3-Fluoreszenz (Abb. 23) auf.
Interessanterweise vermindern 5 pg/ml Teriflunomid bei lonomycin-behandelten
Erythrozyten den Anteil Annexin-V-bindender Zellen statistisch signifikant
(Abb. 21). Die Messungen des FSC und der Fluo-3-Fluoreszenz zeigen bei
gleichen Bedingungen keinen Effekt von Teriflunomid auf diese Parameter
(Abb. 22, Abb. 23). Im Ganzen betrachtet senkt Teriflunomid also die
PS-Exposition der mit Calcium Uberfluteten Erythrozyten, ohne dabei die

intrazellulare Calciumkonzentration oder die ZellgréR3e zu verandern.
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Abb. 21: Einfluss von Teriflunomid und lonomycin auf die PS-Exposition (247).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 5 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) lonomycin. M1 enthélt den Anteil in
(C) berechneter Zellen mit erhéhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel + SEM
(n=15) des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 60 Minuten Inkubation ohne (linke
Balken) und mit (rechte Balken) 1 uM lonomycin, ohne (weier und schwarzer Balken) und mit
(graue Balken) 5 pg/ml Teriflunomid. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu
Kontrollgruppen ohne lonomycin. #(p<0,05) zeigt einen signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe ohne Teriflunomid (ANOVA, Tukey‘s post test).
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Abb. 22: Einfluss von Teriflunomid und lonomycin auf die Zellgré3e (247).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in a.u. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerldsung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
5 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) lonomycin. (C) Arithmetisches Mittel + SEM (n=15)
des FSC (geom. Mittel in a.u.) nach 60 Minuten Inkubation ohne (linke Balken) und mit (rechte
Balken) 1 uM lonomycin, ohne (weifl3er und schwarzer Balken) und mit (graue Balken) 5 pg/ml
Teriflunomid. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten Unterschied zu Kontrollgruppen ohne
lonomycin (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 23: Einfluss von Teriflunomid und lonomycin auf die [Ca%*]i (247).

(A, B) Originale Histogramme der Fluo-3 Fluoreszenz in a.u. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 5 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) lonomycin. (C) Arithmetisches
Mittel £+ SEM (n=15) der Fluo-3 Fluoreszenz (geom. Mittel in a.u.) nach 60 Minuten Inkubation
ohne (linke Balken) und mit (rechte Balken) 1 pM lonomycin, ohne (wei3er und schwarzer
Balken) und mit (graue Balken) 5 pg/ml Teriflunomid. ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten
Unterschied zu Kontrollgruppen ohne lonomycin (ANOVA, Tukey's post test).
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3.3.4 PS-Exposition, ZellgroBe und [Ca?*]i bei oxidativem Stress

Oxidativer Stress ist ein weiterer Ausloser der Eryptose. Deshalb wurden
Erythrozyten mit 0,3 mM tert-Butylhydroperoxid (t-BOOH) fur 60 Minuten
oxidativem Stress ausgesetzt und die Wirkung von Teriflunomid wurde
wiederum durch die Messung der Annexin-V-Bindung, des FSC und der
Fluo-3-Fluoreszenz erfasst. Wie aus Abb. 24 ersichtlich ist, verursacht
oxidativer Stress eine erhthte Annexin-V-Bindung der Erythrozyten, die von
Teriflunomid (5 und 10 pg/ml) statistisch signifikant vermindert wird. Die
Messung ergibt aul3erdem eine Senkung des FSC durch t-BOOH (Abb. 25 C),
aber keine signifikante Veranderung des geometrischen Mittelwerts durch
Teriflunomid (Abb. 25 C). Die Betrachtung der originalen Histogramme deutet
jedoch auf Veranderungen in der Zellgré3e durch Teriflunomid hin (Abb. 25 B),
die sich im gemittelten Wert anscheinend nicht widerspiegeln. Die Erfassung
des Anteils an stark geschrumpften Zellen mit einem FSC < 200 und der nicht
geschrumpften Zellen mit einem FSC > 600 ermoglicht eine differenziertere
Betrachtung der Reaktion der Erythrozyten. Die Anzahl der stark geschrumpften
Erythrozyten mit einem FSC < 200 steigt unter oxidativem Stress an.
Teriflunomid verringert diesen Anteil bei einer Konzentration von 10 pug/ml und
schwacht folglich die starke Schrumpfung ab (Abb. 25 D). Gleichzeitig sinkt die
Anzahl der nicht geschrumpften Erythrozyten mit einem FSC > 600 bei
oxidativem Stress. Teriflunomid verringert diese Population in einer
Konzentration von 10 pg/ml und verursacht damit die Schrumpfung von grof3
gebliebenen Zellen (Abb. 25 E). Die Fluo-3-Fluoreszenz zeigt
erwartungsgemald einen durch oxidativen Stress hervorgerufenen Anstieg
(Abb. 26). Dieser wird nicht durch Teriflunomid verandert (Abb. 26). Oxidativer
Stress verursacht folglich die Eryptose, in die Teriflunomid mit einer
Abschwachung der PS-Exposition, einer Modulierung der Zellgréf3e aber nicht

mit einer Veranderung der [Ca?*]i eingreift.
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Abb. 24: PS-Exposition bei oxidativem Stress und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme der Annexin-V-Bindung in w.E. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 10 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) tert-Butylhydroperoxid. M1 enthalt
den Anteil in (C) berechneter Zellen mit erhdhter Annexin-V-Bindung. (C) Arithmetisches Mittel
+ SEM (n=24) des Anteils Annexin-V-bindender Zellen in % nach 60 Minuten Inkubation ohne
(weiRer Balken) und mit (schwarzer und graue Balken) 0,3 mM tert-Butylhydroperoxid (t-booh)
und mit 1 - 10 pug/ml Teriflunomid (graue Balken). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO mit
tert-Butylhydroperoxid dargestellt (gestreifter Balken). ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe ohne tert-Butylhydroperoxid. #(p<0,05) zeigt einen
signifikanten Unterschied zur Gruppe mit tert-Butylhydroperoxid (ANOVA, Tukey's post test).
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Abb. 25: Zellgré3e bei oxidativem Stress und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme des FSC in w.E. (FSC-Height) der Erythrozyten Anzahl (Counts)
nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit (schwarze Linie)
10 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) tert-Butylhydroperoxid. (C) Arithmetisches Mittel £
SEM (n=16) des FSC (geom. Mittel in w.E.) nach 60 Minuten Inkubation ohne (weil3er Balken)
und mit (schwarzer und graue Balken) 0,3 mM tert-Butylhydroperoxid (t-booh) und mit 1 - 10
pg/ml Teriflunomid (graue Balken). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO mit tert-
Butylhydroperoxid dargestellt (gestreifter Balken). ***(p<0,001) zeigt einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe ohne tert-Butylhydroperoxid (ANOVA, Tukey‘s post test).
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(D, E) Arithmetisches Mittel + SEM (n=16) des prozentualen Anteils der Zellen mit FSC unter
200 (D) und uber 600 (E) nach 60 Minuten Inkubation ohne (weiBer Balken) und mit
(schwarzer und graue Balken) 0,3 mM tert-Butylhydroperoxid (t-booh) und mit 1 - 10 pg/ml
Teriflunomid (graue Balken). Zum Vergleich ist der Effekt von DMSO mit tert-Butylhydroperoxid
dargestellt (gestreifter Balken). *(p<0,05),**(p<0,01),***(p<0,001) zeigen einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe ohne tert-Butylhydroperoxid. #(p<0,05),###(p<0,001) zeigen
einen signifikanten Unterschied zur Gruppe mit tert-Butylhydroperoxid (ANOVA, Tukey's post
test).
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Abb. 26: [Ca?*]i bei oxidativem Stress und Einfluss von Teriflunomid (247).

(A, B) Originale Histogramme der Fluo-3 Fluoreszenz in w.E. (FL1) der Erythrozyten Anzahl
(Counts) nach Inkubation fir 60 Minuten in Ringerlésung ohne (graue Flache) und mit
(schwarze Linie) 10 pg/ml Teriflunomid, ohne (A) und mit (B) tert-Butylhydroperoxid. (C)
Arithmetisches Mittel + SEM (n=16) der Fluo-3 Fluoreszenz (geom. Mittel in w.E.) nach 60
Minuten Inkubation ohne (weiler Balken) und mit (schwarzer und graue Balken) 0,3 mM tert-
Butylhydroperoxid (t-booh) und mit 1 - 10 pg/ml Teriflunomid (graue Balken). Zum Vergleich ist
der Effekt von DMSO mit tert-Butylhydroperoxid dargestellt (gestreifter Balken). ***(p<0,001)
zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne tert-Butylhydroperoxid (ANOVA,
Tukey's post test).
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4 Diskussion

Die Arbeit hatte zum Ziel, den Einfluss der Medikamente Lapatinib, Regorafenib
und Teriflunomid auf die Erythrozyten und ihren suizidalen Zelltod zu testen.
Das markanteste Merkmal der Eryptose ist neben der Zellschrumpfung die
PS-Exposition. Sie vermittelt die Interaktion mit der Umgebung, indem sie zu
einer Phagozytose der Erythrozyten durch Makrophagen fuhrt, die Zelladhasion
an Gefallwande fordert und die Blutgerinnung verstarkt (20, 31, 60). Die
Ergebnisse zeigen, dass Lapatinib und Regorafenib die PS-Exposition und eine
Zellschrumpfung von Erythrozyten gesunder Spender verursachen (Abb. 4,
Abb. 5, Abb. 12, Abb. 13). Fur Lapatinib und Regorafenib konnte hiermit eine
neue Eigenschaft identifiziert werden, die Auslosung der Eryptose. Das
Medikament Teriflunomid verringerte in den Experimenten die PS-Exposition
der Erythrozyten unter Energiemangel, oxidativem Stress und erhohter
intrazellularer Calciumkonzentration ([Ca?']) (Abb. 18, Abb. 21, Abb. 24).
Teriflunomid kann damit als Inhibitor der Eryptose eingeordnet werden. Wie der
Einfluss der Medikamente zustande kommt und was die Entdeckung der
Eigenschaften moglicherweise fur die Wissenschaft bedeutet, wird in den
folgenden Abschnitten anhand der Ergebnisse und der Forschungsliteratur
diskutiert.

Lapatinib verursacht die PS-Exposition und Zellschrumpfung der Erythrozyten,
verringert jedoch die [Ca?*]i (Abb. 4, Abb. 5, Abb. 6). Calcium flieRt bei der
Eryptose fiir gewdhnlich nach der Offnung von unselektiven Kationenkanélen in
die Zelle und aktiviert Scramblasen, was die PS-Exposition zur Folge hat (71).
Moglicherweise schrankt Lapatinib die Funktion der Kationenkanéle ein und
verringert den Calciumeinstrom, wie das bei dem Medikament Amilorid der Fall
ist (39). Lapatinib verursacht die PS-Exposition auch in Abwesenheit von
extrazellularem Calcium (Abb. 10). Zudem verstarkt Lapatinib deutlich die
PS-Exposition bei erhohter [Ca?*]i nach Inkubation mit lonomycin, ohne die
Calciumkonzentration an sich zu beeinflussen (Abb. 8, Abb. 7). Dies spricht fur
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einen Mechanismus, der komplementar zum Calcium die Scramblasen aktiviert
oder die Scramblasen fir den Effekt von Calcium sensibilisiert.
Ceramid-Bildung und oxidativer Stress sind bekannte Ausléser der Eryptose,
die ihre Wirkung teilweise durch calciumunabhangige Mechanismen ausiben.
In Abwesenheit von extrazellularem Calcium verursacht Ceramid PS-Exposition
und die Adhéasion von Erythrozyten an Endothelzellen (82). Oxidativer Stress
aktiviert Proteinkinasen der roten Blutzellen und kann PS-Exposition
calciumunabhangig auslosen (73). Mit den Experimenten konnte allerdings
nachgewiesen werden, dass Lapatinib weder Ceramid-Bildung noch oxidativen
Stress erzeugt (siehe Abschnitt 3.1.5). Demnach muissten andere
Mechanismen bei der Wirkung beteiligt sein.

Lapatinib hemmt die Tyrosinkinasen des EGFR/Her 2 (173). Eine Rolle dieser
Rezeptoren in der Eryptose ist nicht bekannt, aber es kommen andere
Tyrosinkinasen im Signalnetzwerk der Eryptose vor. Die Tyrosinkinase Jak 3
|6st die Eryptose nach Glukosemangel aus (86). Das Triggern der Eryptose
durch die Tyrosinkinasen-Inhibitoren Sorafenib und Sunitinib, deutet aber auch
darauf hin, dass Tyrosinkinasen die Eryptose hemmen (8, 189). Méglicherweise
beeinflusst Lapatinib die Aktivitat einer dieser unbekannten Tyrosinkinasen. Ein
pharmakologischer oder genetischer Knockout von Kinasen, die die Eryptose
unterdriicken, kann die Eryptose verstarken (88, 248). Dementsprechend
konnte auch Lapatinib durch Inhibierung von hemmenden Kinasen die
PS-Exposition verursachen.

Zellschrumpfung findet bei der Eryptose durch das Offnen von
calciumabhangigen Kaliumkanélen statt, woraufhin Kalium, Chlorid und Wasser
die Zelle verlassen (65). Allerdings erhoht Lapatinib nicht die [Ca?]i (Abb. 6).
Auch nach Inkubation in einem Medium ohne Calcium verursacht Lapatinib
Zellschrumpfung, die aber abgeschwécht gegeniber einer Losung mit Calcium
ist (Abb. 11). Die Zellschrumpfung durch Lapatinib scheint folglich teilweise von
einem Calciumeinstrom abhangig zu sein, aber auch zusatzliche
calciumunabhangige Ursachen zu besitzen. Im Gegensatz dazu verringert
Lapatinib die Zellschrumpfung bei erhohter [Ca?']i nach Inkubation mit

lonomycin (Abb. 9). Wie dies von statten geht, ist nicht ohne weiteres aus den
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Experimenten ableitbar. Lapatinib koénnte die Funktion der
Natrium-Kalium-ATPase beeintrachtigen und eine verminderte
Kaliumkonzentration der Zellen hervorrufen (245). Bei einer Offnung der
Kaliumkanale wirden weniger Kaliumionen die Zelle verlassen und die
schwachere Hyperpolarisation wirde den Chloridausstrom und die

Zellschrumpfung abschwachen (65, 245).

Regorafenib triggert ebenso wie Lapatinib die PS-Exposition und die
Zellschrumpfung der Erythrozyten, ohne die [Ca?']i zu erhohen (Abb. 12,
Abb. 13 und  Abschnitt  3.2.2). Regorafenib ~ vermindert  sogar
konzentrationsabhéngig die Fluo-3-Fluoreszenz unter Kontrollbedingungen
(siehe Abschnitt 3.2.2). Entweder senkt Regorafenib tatséchlich die [Ca?*]i oder
die Substanz schrankt die Funktion von Fluo-3 ein. Der Calcium-lonophor
lonomycin bewirkt eine Uberschwemmung und Sattigung der Zellen mit
Calciumionen, die normalerweise nicht veranderbar ist (39). Eine Verringerung
der Fluo-3-Fluoreszenz dieser Zellen (siehe Abschnitt 3.2.2) deutet auf eine
Einschrankung der Fluo-3-Fluoreszenz durch Regorafenib oder auf den Verlust
des Fluoreszenzfarbstoffs hin (160). Eine physikalische Einschrankung der
Fluo-3 Messmethode ist schon durch andere Substanzen verursacht worden
(130, 160). Ohne weitere Experimente konnen deshalb keine genaueren
Aussagen Uber den Einfluss von Regorafenib auf die [Ca?*]i getroffen werden.

Um trotzdem die Beziehung der PS-Exposition und der Zellschrumpfung zur
[Ca?*]i zu ergrinden, wurden die Erythrozyten in Abwesenheit von
extrazellularem Calcium mit Regorafenib inkubiert. Da die Ergebnisse keine
unterschiedliche Zellschrumpfung und PS-Exposition im Vergleich zu Zellen mit
extrazellularem Calcium aufzeigen, scheint Regorafenib die Eryptose
unabhangig von Calcium auszulésen (Abb. 16). Regorafenib verstarkt ferner die
PS-Exposition nach Inkubation mit lonomycin (Abb. 14). Dies deutet auf einen
Mechanismus hin, der flussabwarts in die Signalkaskade von Calcium eingreift
oder komplementar dazu verlauft. Im Gegensatz dazu schwacht Regorafenib

die Zellschrumpfung ebenso wie Lapatinib nach Inkubation mit lonomycin
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ab (Abb. 15). Auch hier kdnnte eine Einschrankung der Natrium-Kalium-ATPase
als Erklarung dienen (65).

Als calciumunabhéngige Mechanismen kommen oxidativer  Stress,
Ceramid-Bildung und die Aktivitat von Kinasen infrage. Die PKC aktiviert PS-
Exposition calciumabhangig und — unabhangig (51). lhre Beteiligung an der
Wirkung von Regorafenib konnte aber durch die gleichzeitige Inkubation mit
dem PKC Inhibitor Staurosporin ausgeschlossen werden
(siehe Abschnitt 3.2.6). Die p38 MAPK ist an der Auslosung der Eryptose nach
osmotischem Schock beteiligt (67). Aber auch ihre Aktivitdt konnte durch die
Verwendung des Inhibitors SB 203580 ausgeschlossen werden
(siehe Abschnitt 3.2.6). Diese Beobachtung deckt sich mit Erkenntnissen, nach
denen Regorafenib die p38 MAPK am ehesten hemmt anstatt aktiviert (206).
Auch oxidativer Stress und Ceramid-Bildung sind den Ergebnissen nach zu
urteilen nicht an der Wirkung von Regorafenib beteiligt (siehe Abschnitt 3.2.5).
Es bleibt die Vermutung, dass Regorafenib die Eryptose mit einem
calciumunabh&ngigen Mechanismus auslost. Zu den molekularen Zielen von
Regorafenib gehodren die Rezeptoren VEGFR 1-3, TIE-2, EGFR, PDGFR,
FGFR, c-KIT und die Kinasen der Signalwege Ras-Raf-MAPK (205, 206).
Abgesehen von der p38 MAPK beteiligen sie sich nicht an der Eryptose oder
ihre Bedeutung ist noch nicht bekannt. Deshalb lasst sich Uber den genauen
Mechanismus nur spekulieren. In Frage k&dme noch eine Beeinflussung der
Caspasen, der Proteinphosphorylierung, S-Nitrosylierung und SH-Oxidation,
weil sie neben Calcium die Scramblasenaktivitdit vermutlich direkt
verandern (48, 49, 75, 249).

Die Ergebnisse offenbaren zwei weitere Substanzen, die PS-Exposition
unabhangig von Calcium ausléosen und flussabwarts der Calciumkaskade
eingreifen. Sie unterstitzen die These, dass es weitere Eryptosemechanismen
neben der [Ca?*]i gibt (51, 75). Allerdings sind weder oxidativer Stress noch
Ceramid an der Auslésung der PS-Exposition durch Lapatinib und Regorafenib
beteiligt. Letztendlich bleibt es unklar, wie genau die Substanzen die Eryptose

beeinflussen. Lapatinib und Regorafenib konnten ihre Wirkung durch die
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Modulierung von Kinasen entfalten. Die Hemmung von Kinasen wirde dieser
Hypothese nach ausreichen, um Scramblasen zu aktivieren und
Zellschrumpfung auszulosen. Mit dem Knockout der
cGMP-abhéangigen-Kinase 1 konnte im Mausmodell ein solches Phanomen
ausgelost werden (84). Bei Kinasen, die Eryptose nach einem Energiemangel
hemmen, reicht eine alleinige Einschrankung der Kinasenaktivitéat jedoch nicht

aus, um die Eryptose auszulésen (88, 89).

Die Erkenntnisse aus dieser Arbeit koénnen dazu beitragen, die
Medikamentenwirkung von Lapatinib und Regorafenib besser zu verstehen und
im klinischen Gebrauch entsprechend zu beachten.

Um den realen Bedingungen maoglichst nahe zu kommen, wurden Lapatinib und
Regorafenib  in  Konzentrationen  getestet, die der maximalen
Plasmakonzentration der Medikamente entspricht (194, 218). Die in vitro
Bedingungen sind aber nur begrenzt mit den in vivo Bedingungen vergleichbar.
Im Organismus kommen endogen produzierte Substanzen wie NO, EPO und
das c-reaktive Protein vor, die die Eryptose beeinflussen (74, 250). Aul3erdem
war der Hamatokrit unter experimentellen Bedingungen niedriger als der des
Menschen und die Plasmaproteine waren nicht vorhanden. Die Proteinbindung
verdndert eventuell die effektive Konzentration der Substanzen in vivo.
Trotzdem konnte Sorafenib, ein vergleichbarer Kinasen-Inhibitor, die Eryptose
sowohl in vitro als auch in vivo auslésen (189). Deshalb ist es denkbar, dass die
beobachteten Eigenschaften von Lapatinib und Regorafenib auch im
Organismus relevant sind.

Das Triggern von Eryptose kann vorteilhaft eingesetzt werden. Durch die
pharmakologische Verursachung der Eryptose wird die Parasitimie vermindert
und der Verlauf von Malariainfektionen im Mausmodell verbessert (251, 252).
Gangige Malariamedikamente sind als Ausloser der Eryptose identifiziert
worden (127, 133, 253). Rein theoretisch konnten auch Lapatinib und
Regorafenib mit ihrer Fahigkeit, Eryptose zu triggern, fur die Behandlung von

Infektionen mit Plasmodium falciparum eingesetzt werden. Es gibt aber andere
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Medikamente, die ein gunstigeres Wirkungs — und Nebenwirkungsprofil
besitzen.

Eine der Nebenwirkungen von Lapatinib und Regorafenib ist Anamie (13, 222).
Aufgrund einer Behandlung mit Zytostatika oder einer Krebserkrankung kénnen
Erythrozyten PS exponieren, durch Makrophagen abgebaut werden und ihr
Mangel zu einer Anamie fuhren (8, 31, 57, 102). Lapatinib und Regorafenib
kénnten in ahnlicher Art und Weise die Anamie verursachen, da die Ergebnisse
dieser Arbeit eine PS-exponierende Wirkung der Medikamente offenlegen. Da
aber die Andmie in Krebserkrankungen viele Ursachen hat, sind Kklinische
Studien notig, um den Einfluss von Regorafenib und Lapatinib auf die Eryptose
in vivo und die Entwicklung einer Anamie zu erforschen (254). Wenn sich die
Hemmung der Eryptose in Studien als vorteilhaft erweist, konnten die eben
erwahnten Untersuchungen nutzlich sein. Dann kamen Patienten, die Lapatinib
oder Regorafenib als Krebstherapie erhalten, als Zielgruppe fur

anti-eryptotische Medikamente in Frage (8).

Die Substanz Teriflunomid hemmt in den Experimenten dieser Arbeit die
PS-Exposition von Erythrozyten, die einem Glukosemangel, einer erhéhten
[Ca?*]i und oxidativem Stress ausgesetzt sind (Abb. 18, Abb. 21, Abb. 24).
Unter Kontrollbedingungen wurde die PS-Exposition nicht beeinflusst
(siehe Abschnitt 3.3.1). Das molekulare Ziel von Teriflunomid ist das
mitochondriale Enzym DHODH (229). Weil reife Erythrozyten keine
Mitochondrien besitzen (19), ist die Blockade der DHODH wahrscheinlich nicht
fur den Einfluss von Teriflunomid auf die Eryptose verantwortlich. Es wurden
aber auch Wirkweisen von Teriflunomid beschrieben, die unabhangig von der
DHODH ablaufen (12).

Teriflunomid greift bei Glukosemangel hemmend in die PS-Exposition und den
Anstieg der [Ca?']i der Erythrozyten ein (Abb. 18, Abb. 20). Bei einem
Glukosemangel werden unselektive Kationenkandle geo6ffnet und ein
Calciumeinstrom fuhrt zur Zellschrumpfung und PS-Exposition (39).
Teriflunomid koénnte durch eine Verminderung des Calciumeinstroms die

PS-Exposition abschwachen. Die [Ca?']i wird von einem Gleichgewicht aus

64



Calciumeinstrom und auswarts gerichteten Calciumtransport bestimmt (255).
Amilorid und Katecholamine schrénken die Funktion der unselektiven
Kationenkanéle ein und hemmen dadurch den Calciumeinstrom (166, 256). In
ahnlicher Weise konnte auch Teriflunomid in die Eryptose eingreifen. Die
Aktivitat der p38 MAPK I6st Calciumeinstrom und PS-Exposition nach
Zellschrumpfung aus (67). Teriflunomid ist in der Lage die p38 MAPK zu
hemmen und konnte dementsprechend die Eryptose abschwachen (12).
Daneben ist das PGE2 an der Auslésung von Calciumeinstrom und
PS-Exposition beteiligt. PGE2 wird von der COX 2 wahrend der Eryptose
gebildet (64). Teriflunomid inhibiert bekanntermaf3en die COX 2 und kénnte
deshalb mit diesem Mechanismus die Eryptose regulieren (257).

Allerdings schwéacht Teriflunomid die PS-Exposition von calciumuberfluteten
Zellen ab, ohne die [Ca?*]i zu verandern (Abb. 21, Abb. 23). Dies spricht fur
einen Mechanismus, der unabhangig oder komplementar zu Calcium ablauft.
Auch unter Kontrollbedingungen verandert Teriflunomid die [Ca?*]i nicht
(siehe Abschnitt  3.3.1). AufBerdem bleibt die Zellschrumpfung bei
Glukosemangel und erhohter [Ca?*]i durch Teriflunomid unverandert (Abb. 19,
Abb. 22). Eine abgeschwéachte Calciumaktivitat wirde die Offnung
calciumabhangiger Kaliumkanale verringern und damit die Zellschrumpfung
dampfen (65). Da dies jedoch nicht auftritt, ist eine alleinige Wirkung von
Teriflunomid Uber die [Ca?']i unwahrscheinlich. Als calciumunabhangige
Eryptosemechanismen kommen die Ceramid-Bildung, oxidativer Stress und die
Aktivitat von Kinasen in Frage (43, 51, 73).

Die Wirkung von Teriflunomid kdnnte Gber die Hemmung von Kinasen vermittelt
werden. Die Jak 3 wird bei Energiemangel phosphoryliert und ist an der
Eryptose aktiv beteiligt. lhre Hemmung resultiert in einer abgeschwéchten
PS-Exposition, ohne in die Zellschrumpfung einzugreifen (86). Die Experimente
mit Teriflunomid zeigen das gleiche Ph&nomen (Abb. 18, Abb. 19). Da
Teriflunomid in anderen Zelltypen Jak 3 inhibiert, ist dies ein wahrscheinlicher
Mechanismus fur den Einfluss auf die Eryptose (12, 258, 259). Andere Kinasen,
die bei Glukosemangel Eryptose auslésen und mdglicherweise durch
Teriflunomid gehemmt werden, sind PKC und CK1a (40, 85).
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In den Experimenten dieser Arbeit vermindert Teriflunomid die PS-Exposition
bei oxidativem Stress (Abb. 24). Antioxidative Eigenschaften von Teriflunomid
sind bereits bekannt. In humanen Prostata-Epithelzellen unterdrickt
Teriflunomid die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (232). AulRerdem Iost
Teriflunomid die Apoptose dieser Zellen in Mitwirkung von Mitochondrien aus
(232). Die Erythrozyten enthalten aber keine Mitochondrien. Vermutlich ist die
DHODH-unabhéangige Wirkung von Teriflunomid antioxidativ und protektiv in
Bezug auf die Eryptose. Oxidativer Stress verursacht die Offnung von
unselektiven Kationenkanélen in Erythrozyten (69). Der Calciumeinstrom lost
Zellschrumpfung und PS-Exposition aus (39). Die Calciumkonzentration wurde
in den Experimenten durch Teriflunomid nicht verandert (Abb. 26), deshalb
kommen andere Mechanismen als die Veranderung der Calciumkonzentration
in Frage. Oxidativer Stress verandert SH-Gruppen von Proteinen, womit
vermutlich eine direkte Wirkung auf die PS-Exposition durch Scramblasen
vermittelt wird (49). Teriflunomid koénnte die Oxidation oder die Aktivitat von
antioxidativen Enzymen der Erythrozyten beeinflussen und so die
PS-Exposition abschwéchen. Das Verhdltnis von reduziertem Glutathion zu
Glutathiondisulfid ist ein zuverlassiger Marker fir den Redoxstatus der roten
Blutzellen (81). Dieser wurde allerdings nicht gemessen, weshalb dartber nur
schwer zu urteilen ist. Oxidativer Stress veranlasst weiterhin die
Phosphorylierung von Kinasen und I6st auch ohne extrazellulares Calcium die
Eryptose aus (73). Die CKla, Cyclin-abhangige Kinase 4 und PI3K sind
beispielsweise nach oxidativem Stress an der PS-Exposition beteiligt (40, 42,
73). Teriflunomid schwéacht die Aktivitat von Tyrosinkinasen in zellkernhaltigen
Zellen ab (259, 260). Dementsprechend kdnnte die Hemmung von Kinasen den
Einfluss von Teriflunomid auf die PS-Exposition bei oxidativem Stress erklaren.
Die Zellgrof3e oxidativ gestresster Erythrozyten wird durch Teriflunomid
charakteristisch reguliert (Abb. 25). Die [Ca?']i ist jedoch gleichbleibend
(Abb. 26). Daher mussten andere Mechanismen daran beteiligt sein. Die starke
Zellschrumpfung nach oxidativem Stress wird, den Ergebnissen nach zu
urteilen, von Teriflunomid abgeschwacht (Abb. 25 D). Eine Einschrdnkung von

Peroxiredoxin 2, das als Calpromotin an der Aktivierung von
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calciumabhangigen Kaliumkanalen beteiligt ist, konnte diesen Effekt erklaren
(261, 262). Auch eine Hemmung der Na-Kalium-ATPase oder der Kaliumkanale
direkt kame als Erklarung in Frage (65, 263). Allerdings zeigt sich der Effekt nur
unter oxidativem Stress und nicht bei erhtéhter [Ca?']i oder Glukosemangel
(Abb. 19, Abb. 22). Zusatzlich hat Teriflunomid auch einen Ileicht
schrumpfenden Effekt auf die roten Blutzellen sowohl bei oxidativem Stress als
auch unter Kontrollbedingungen (Abb. 25 E und Abschnitt 3.3.1). Warum
Teriflunomid sowohl schrumpfend auf die Erythrozyten wirkt als auch die
Zellschrumpfung abschwécht, scheint auf den ersten Blick paradox.
Moglicherweise verursacht Teriflunomid eine Zellschrumpfung, indem es einen
leichten Ausstrom durch den Kaliumkanal zulasst, aber ihn bei oxidativem
Stress auch in diesem Zustand stabilisiert und dadurch die Zellschrumpfung
abschwécht.

Zusammenfassend hemmt  Teriflunomid den  Calciumeinstrom  bei
Glukosemangel, aber nicht bei oxidativem Stress. Die Experimente mit
lonomycin zeigen, dass Teriflunomid flussabwarts der Calciumkaskade die
PS-Exposition reguliert. Somit unterstiitzen die Ergebnisse die Bedeutung von

calciumunabhéngigen Signalwegen in der Eryptose.

Teriflunomid wird zur Therapie von Erkrankungen als Immunmodulator
eingesetzt und vermittelt seine Wirkung tber die Hemmung der mitochondrialen
DHODH von T- und B-Lymphozyten, woraufhin diese weniger Pyrimidine
synthetisieren und weniger stark proliferieren (228). Dass Teriflunomid auch
unabhéngig von DHODH die Zellphysiologie veréndert, ist keine neue
Entdeckung. Die Zytokinproduktion, Expression von Zelloberflachenmolekilen,
Zellmigration und Proteinaggregation werden DHODH-unabhéangig von
Teriflunomid eingeschrankt (231, 242, 264). Allerdings ist die Bedeutung der
molekularen Mechanismen dieser Effekte nicht eindeutig und einige
Experimente wurden mit sehr hohen Teriflunomid-Konzentrationen
durchgefuhrt, wodurch sich ihre Erkenntnisse schwer auf die Bedingungen
in vivo Ubertragen lassen (12). Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnte aber

eine DHODH-unabhangige Wirkung von Teriflunomid festgestellt werden, die
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mit einer Teriflunomid-Konzentration unterhalb der maximalen
Plasmakonzentration verursacht wurde (15). Erythrozyten gelten als
Modellzellen zum Untersuchen der Apoptose in Abwesenheit von Mitochondrien
(3, 4). In Analogie dazu konnten Erythrozyten als Modellzellen dienen, die
DHODH-unabhangige Wirkung von Teriflunomid in Abwesenheit von

Mitochondrien weiter zu erforschen.

Eryptose wurde in vielen Krankheiten festgestellt. Neben Sepsis ist die
fortgeschrittene Niereninsuffizienz mit PS-Exposition und Eryptose assoziiert
(59, 113). Die Anamie in dieser Erkrankung koénnte von einem vorzeitigen
Abbau der Erythrozyten durch PS-Exposition stammen (59, 101). In
Tiermodellen vermindert die Supplementierung von Vitamin D die Eryptose und
bei Dialysepatienten verringert eine EPO-Gabe den Anteil PS-exponierender
Erythrozyten im Blut (72, 265). Die Hemmung der Eryptose kdnnte somit zur
Pravention der Anamie geeignet sein (35). Aul3erdem ist die PS-Exposition ein
thrombogener Vorgang (50). Die pharmakologische Hemmung der
PS-Exposition durch Hydroxycarbamid hat sich bei Sichelzellanamie als
vorteilhaft in Bezug auf vaso-okklusive Ereignisse erwiesen (167). Da
Teriflunomid ebenfalls die PS-Exposition abschwacht, konnte das Medikament
unter Umstdnden als anti-eryptotische Therapie eingesetzt werden und zur
Thromboseprophylaxe bzw. Pravention von Anémie in ausgewahlten
Krankheiten dienen.

Die Eryptose erfilllt aber auch physiologische Funktionen. Sie schitzt mit dem
kontrollierten Abbau der roten Blutzellen durch Makrophagen in der Milz vor
einer Hamolyse (6, 55, 89). Die Erythrozyten von Patienten mit
beta-Thalassamie exponieren PS als Zeichen der Eryptose (114). Nach
Splenektomie tritt bei diesen Patienten eine erhdhte intravasale Hamolyse und
chronische Entziindung auf (266, 267). Die Hemmung der Eryptose kdnnte wie
nach der Splenektomie aufgrund eines verspéteten Abbaus der Erythrozyten zu
einer erhohten intravasalen Hamolyse fuhren. Die Manipulation der Eryptose
hatte somit zwei Seiten, die es zu analysieren gilt. Einerseits konnten Anamie

und Thromboserisiko abgeschwacht werden, andererseits konnte eine zu starke
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Hemmung Hamolyse verursachen und die Nierenfunktion angreifen (37, 38, 50,
59).

Eine anti-eryptotische Therapie konnte auch in Gefahr laufen, die
Zytostatika-vermittelte Apoptose einer Krebstherapie abzuschwéachen, weil die
Eryptose ahnliche Signalwege wie die Apoptose benutzt (8). Teriflunomid I6st
aber gleichzeitig die Apoptose von Krebszellen aus und hemmt die Eryptose
(233-238). Die entgegengesetzte Wirkung auf die verschiedenen Zelltypen ware
in diesem Kontext von Vorteil (8). Dies macht einen Einsatz des Medikaments
zur Pravention von Anamie in Krebserkrankungen denkbar.

Teriflunomid wirkt zudem immunmodulatorisch anstatt immunsupprimierend
und geht nicht mit einem erhdhten Risiko fir Infektionen einher (241). Dies ware
ein wichtiger Aspekt bei der Auswahl der Therapeutika, da das Immunsystem
Krebszellen entscheidend abwehrt und die Patienten durch Chemo - und
Radiotherapie zusatzlich immunsupprimiert sind (268, 269). Dementsprechend
ware Teriflunomid ein Kandidat fur die pharmakologische Behandlung der
Anamie von Krebspatienten. Ob eine anti-eryptotische Therapie wirkungsvoll
eingesetzt werden kann, muss aber erst noch in Kklinischen Studien

nachgewiesen werden.

Die Schlussfolgerung dieser Arbeit ergibt sich aus der Beobachtung, dass
Lapatinib und Regorafenib die Eryptose verursachen und Teriflunomid die
Eryptose abschwécht. Das Triggern der Eryptose verrat eine neue Eigenschaft
der Medikamente und liefert einen Hinweis auf eine mogliche Ursache der
Nebenwirkung Anamie (8). Der Einfluss der getesteten Substanzen ist teilweise
calciumunabhéngig und unterstreicht damit die Rolle von alternativen
Mechanismen in der Eryptose. Fur Teriflunomid konnte eine Wirkung auf die
roten Blutzellen in Abwesenheit von Mitochondrien gezeigt werden und die
somit DHODH-unabhangige Wirkung von Teriflunomid kann in Zukunft weiter
anhand der Erythrozyten erforscht werden. Die Hemmung des
suizidalen Zelltods der Erythrozyten kénnte in Erkrankungen zur Milderung der

Eryptose eingesetzt werden (8, 35).
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5 Zusammenfassung

Die Eryptose ist der suizidale Zelltod der Erythrozyten und ist charakterisiert
durch Phosphatidylserin (PS)-Exposition und Zellschrumpfung. Zur Steuerung
des Vorgangs dienen die intrazellulare Calciumkonzentration, oxidativer Stress,
Ceramid-Bildung und die Aktivitat von Proteinkinasen.

Lapatinib, ein Tyrosinkinasen-Inhibitor, und Regorafenib, ein
Multikinase-Inhibitor, werden zur Therapie von Karzinomen verwendet und
verursachen Anamie als Nebenwirkung. Die Anamie kann theoretisch durch
den Abbau PS-exponierender Erythrozyten zustande kommen. Teriflunomid
wird bei Multipler Sklerose eingesetzt und wirkt immunmodulatorisch tber die
Blockade der mitochondrialen Dihydroorotat-Dehydrogenase (DHODH). Der
Wirkmechanismus des Medikaments ist noch nicht vollstandig verstanden.

Alle drei Substanzen verursachen oder beeinflussen den suizidalen Zelltod
anderer Zelltypen, jedoch war vor dieser Arbeit nicht bekannt, wie sich die

Medikamente direkt auf die Erythrozyten auswirken.

Das erste Ziel der Arbeit war es herauszufinden, ob und wie Lapatinib und
Regorafenib die Eryptose verursachen. Dazu wurden die Testsubstanzen mit
Erythrozyten von gesunden Spendern in vitro unter verschiedenen
Bedingungen inkubiert und ausgewéhlte Eryptose-Parameter mit der Methode
Durchflusszytometrie anhand des Streulichts und von Fluoreszenzmarkern
gemessen.

Lapatinib und Regorafenib verursachen eine erhéhte Annexin-V-Bindung der
Erythrozyten, was als MaR fiir PS-Exposition gilt. Auch bei einem Uberangebot
von intrazellularem Calcium verstarken sie die Annexin-V-Bindung, ohne die
Calciumkonzentration zu beeinflussen. Die PS-Exposition verandert sich zudem
nicht in Abwesenheit von extrazellularem Calcium. Dies deutet auf einen
Mechanismus hin, der nicht von einem Calciumeinstrom abhangig ist.
Oxidativer Stress, Ceramid und aktive Kinasen konnen Eryptose

calciumunabhangig auslosen. Die Messung der reaktiven Sauerstoffspezies
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und der Ceramid-Bildung verdeutlicht jedoch, dass sie nicht die Wirkung von
Lapatinib und Regorafenib vermitteln. Fir Regorafenib kann zusatzlich die
Beteiligung der Proteinkinase C und p38 MAPK ausgeschlossen werden, weil
sich der Einsatz von Inhibitoren nicht auf die PS-Exposition auswirkt. Lapatinib
und Regorafenib senken die intrazellulare Calciumkonzentration, wobei
Regorafenib mdglicherweise die Messmethode fir Calcium einschrankt. Die
Substanzen losen ferner Zellschrumpfung in An — und Abwesenheit von
extrazellularem Calcium aus, die ein weiteres Merkmal der Eryptose darstellt.
Mit den Ergebnissen konnten Lapatinib und Regorafenib als Verursacher der
Eryptose identifiziert werden. Damit liefert diese Arbeit einen Hinweis auf die
Eryptose als Ursache der Anadmie, die als Nebenwirkung der Medikamente
entsteht.

Als zweites Ziel der Arbeit wurde der Einfluss von Teriflunomid auf die Eryptose
getestet. Auch hierfur wurden in vitro Experimente mit Erythrozyten von
gesunden Spendern durchgefihrt und die Ergebnisse mittels der
Durchflusszytometrie gewonnen.

Teriflunomid schwacht die PS-Exposition bei Glukosemangel, erhdhter
intrazellularer Calciumkonzentration und oxidativem Stress ab. Gleichzeitig
hemmt Teriflunomid den Calciumeinstrom bei Glukosemangel, aber nicht bei
oxidativem Stress. Da Teriflunomid die PS-Exposition calciumiberfluteter Zellen
abschwécht, scheint Teriflunomid flussabwéarts der Calciumkaskade
einzugreifen. Eine leichte Zellschrumpfung ist unter Kontrollbedingungen und
oxidativem Stress detektierbar und paradoxerweise wird sie parallel dazu bei
oxidativem Stress durch die Substanz abgeschwacht.

Fur Teriflunomid wurde mit dieser Arbeit eine anti-eryptotische Eigenschaft
entdeckt, die in Abwesenheit der mitochondrialen DHODH stattfindet. Damit
kann Teriflunomid als anti-eryptotisches Medikament zur Therapie von
Krankheiten mit erhéhter Eryptoserate in Betracht gezogen werden.
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