Der Einfluss von trans-Zimtaldehyd
auf den
programmierten Zelltod
von Erythrozyten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Zahnheilkunde

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Theurer, Michael Dan

2016



Dekan:

1. Berichterstatter:
2. Berichterstatter:

Professor Dr. |. Autenrieth

Professor Dr. Dr. F. Lang
Professor Dr. Dr. B. Nirnberg



FUr meine Familie



Inhaltsverzeichnis

ADKUIrzZUNGSVEIZEICRHNIS. ....ceeeeeeeeivccciiiniieeenssssssssssssnmmnnnssssssssssssssmmnnnnssssssssssan Vi
ADbDbildUNGSVEIZEICHNIS. ........ceeeeeeeeiiiicicricvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss IX
TabelleNVerZ@iCANIS ........eeeeeeeecccviseeeeeeessccissssssss e s s s sssssssssssn e e e s s s s snssssssssnnnns X
LI =171 =] 1 {7 ] 1 o SN 1
22 €] VT4 Lo | - T - TR 3
2.1 Erythrozyten ... 3
2.2 APOPIOSE...ciiirrrrrrrrrrr s —————————— 4
2.2.1. Definition APOPLOSE .....cooiieiiiieeeee e 4
2.2.2. Merkmale der APOPLOSE ......uviiiiiiiiiiiiiiie ettt 5
2.2.3. Ablauf der APOPIOSE. .....ccuuuiiieiiieee e 6
2.2.3.1 Der extrinsisChe SignalWeg .......ccccooiiriiiieiie e 7
2.2.3.2. Der intrinsisChe SignalWeg .......oceeo i 9

2.2.3.3 Der alternativ intrinsische Signalweg...........ccco i 11

P2 T = Y/ o (o X - 11
2.3.1 Grundlagen der EryptOSE ......cceeiiii it 11
2.3.2. Signalwege der EryptoSe ......coooiiiiiiiiiiiiie e 12
2.3.2.1. Ca®"-abhaANGIger SIgNAIWEG. ..........oveveeeeeeeeeeeeeeee e 13
2.3.2.2. Ca®"-UNabhaNgiger SIGNAIWEG .........ccoveeiveeeeeeeeeeeeeeeeee e ee s eee s 15

2.3.4 Inhibitoren der EryptOSe ........coeeiiiiiiiiiiiiiee e 15
2.3.4.1 ErytNropOeTin ... 16
2.3.4.2 Weiter bekannte Inhibitoren der EryptoSe .......cccuveiiiiiieiiiiiieeieeee e 16

2.3.5 Trigger der EryploSe .........euiiiiiiiieiii e 16
2.3.6 CASPASEN...ceiiiitieiee ettt 17

2.4 Trans-Zimtaldehyd........oooiiiii e 19
2.4.1  Geschichte und VOrKOMMEN ..o 19
2.4.2 Strukturformel von trans-Zimtaldehyd............ooccois 20
2.4.4 Eigenschaften von trans-Zimtaldehyd............ooocoiiiiiiiiiiiieees 21
2.4.41 Antimutagene Eigenschaften ... 21

2.4.4.2  Proapoptotische Eigenschaften ... 22

2.4.4.3 Antiproliferative Eigenschaften........ccooeeiiiiiii e 22

2.4.4.4  Vasodilatatorischer Effekt........ccooiiiiii e 23

2.4.45  Antimikrobielle WirkUNg.......coueeii i 23

B =T o =T g (1 o - 24
O = T (= 1= =] o 25
L 3 N =3 V) (0] 0 AT/ (=Y o 25
4.2 SUDSTANZEN ... ————— 25
4.2.1 Trans-ZiMtaldenyd .........coooiiiiii e 25
4.2.2 ANNEXIN V FITC ..ottt e e eeeeeeas 26
4.2.3 FIUO-3 AM ESTer ... 26

4.3 Verwendete LOSUNQJEN .......ceumiiiiiiiiinsssmmnnnsissssssssssssmsssssssssssssssssssssssssns 27
4.3.1 CP D PUI I e 27
4.3.2 SAG-M-LOSUNG ...eeeeiiiiiiiee ettt 28
4.3.3 RINGEIOSUNG ......cuuiiiiiiiieei ittt e e 28



4.3.4 ANNEXIN WaSHh BUF I . .en oo 29

L (=1 1o Lo L= o RN 30
5.1 FACS Analyse — Durchflusszytometrie ..........ccoeeemmmririniiiciccnemnnnnnnn. 30
5.2 Annexin V-Bindung und Vorwartsstreulicht (forward scatter) .......... 31
5.3 Messungen des intrazellularen Kalziums..........ccocccmmriiiininiissnecnnnnnnnns 31
5.4 Messung der HAmMOIYSe ... 32
LR - 1 1= (G 32

L o (=] o = 33
6.1 Messung des intrazellularen Kalziums...........ccoovommmriinnniiicssemmnnnnnnnns 33
6.2 Forward Scatter ... s s s s 36
6.3 ANnexin V BindUNQ ....ccoviiimmmmmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssssss s 38
Lo = g Lo L £ 40
6.5 Annexin V Bindung unter Entzug von Kalzium............ccccceeevimmnnnnnnn. 42

W 0 L7 (7 =] (o ) o . 44
7.1 Diskussion der Versuchsablaufe..........cccccviiimiiniicccmnnnscsse e 44
7.2 Diskussion Ergebnissteil.......cccoummmmmmimimmmiisiississssssrsssss s 46

8 ZUSAMMENTASSUNG c...eeeeeeessssssssnnnnnnnn 49

9 LiteratUrVerZEiCHNIS ..........eeeueeeeeeeeeeennnnnnsssssssssssssssssssssssssssnssnnnnnnn 51

10 VeroffentliCAUNGEN. ... e s s sssssssssssmn e s s s s s ssmnnees 59

11 Erklarung zum EiQ@Nteil ...........eeeeeeeeeeeeeeieseessssssnsnssnssssssssssssssssssssssnnnnns 60

12  DanKSAQUINQ.........euuueumeemuunnnnnnnnnnnsnsnsnnnsnnnsnssssnsnsssnssssssssssssssnssssnsnnnnnnnnnnnn 61



Abkurzungsverzeichnis

ADP
AlF
Apaf-1
APLT
APO1
ATP
AWB
Bak
Bax

Bcl
Bcl-2
BH3
Bid

C

Ca

CD
ChTX
Cl

CPD (-Puffer)
c-FLIPs
DIABLO
DIC
DISC
DMSO
DNA
DR
EDAR
EPO
ER

Adenosindiphosphat

Apoptosis Inducing Factor

Apoptotic protease activing factor 1
Aminophospholipidtranslokase
Apoptosis Antigen 1
Adenosintriphosphat

Annexin Wash Buffer

B-cell-2 homologus antagonist/ killer
B-cell-2 associated X-protein

B-cell

B-cell-lymphoma 2

Bcl-2 Homology

BH3 interacting domain agonist
Kohlenstoff

Kalzium

Cluster of differentiation
Charybdotoxin

Chlor

Zitrat-Puffer (Citrat, Phosphat, Dextrose)
cellular FLICE inhibitory proteins
Direct IAP Binding Protein with Low PI
disseminated intravascular coagulation
Death Inducing Signalling Complex
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

Death Receptor

Ectodysplasin A Rezeptor
Erytropoietin

Endoplasmatisches Retikulum

VI



ERK
FACS
FADD
Fe
FITC
FLIP
FSC

HEPES
HUS
JNK

MAPK
Mg
mM

Na
NGFR
NO

PAF
PC
PGE
PS
PTP
RPM

SAG-M
SEM

Smac

Extracellular-signal Regulated Kinase
Fluoreszenz Activated Cell Sorting
FAS-associated death domain
Eisen

Fluoreszenzthiozyanat

FLICE inhibitor protain

Forward Scatter

Wasserstoff

N-2- Hydroxyethyl-piperazin-N'-2-Ethansulfonsaure
Hamolythisch Uramisches Syndrom
C-Jun N-terminale Kinasen

Kalium

Mitogen-activated protein kinases
Magnesium

Millimolar

Probenzahl

Stickstoff

Natrium

Nerve Growth Factor Receptor
Stickoxid

Sauerstoff

Phosphat

Platelet activiating factor
Prokaspase

Prostaglandin E

Phosphatidylserin

Permeability transition pores
Rounds Per Minute

Schwefel

Salzlésung, Adenin, Glukose, Mannitol
Standardfehler

Second mitochondria-derived activator of caspases

VI



SSC Side Scatter

TNFR Tumor Necrose Faktor Rezeptor
TRAIL-R TRAIL-Recptor
TRPC Transient receptor potential channel

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Morphologie der Apoptose [Eigene Darstellung an Anlehnung an

(Ruckpaul et al., 2013)].ueeeeeessesssssmnssnsssssmsssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 6
Abbildung 2: Extrinsischer Signalweg, [Eigene Darstellung an Anlehnung an
(Bajwa €t @l., 2012)] eeeeeeeemmmmmmmmmmnmmmmmmnsssssmmmsssssssnssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnnnns 8
Abbildung 3: Intrinsischer Signalweg [Eigene Darstellung an Anlehnung an
(Bajwa et @l.; 2012)] eeeeeeeemmmmmmmmmmnsssmmmmsnmsssssnsssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnsnsnnnnnns 10
Abbildung 4: Signalwege der Eryptose (Florian Lang, 2009) .....ceereeeeiiiirsnnnnns 13
Abbildung 5: Strukturformel von trans-Zimtaldehyd (Xue et al., 2011)......ccc.. 20
Abbildung 6: Original Histogramm — Messung des intrazellularen Kalziums +/-
30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013).ccciirirrrmmmmmnsrnrrrrsss s 34

Abbildung 7: Messung des intrazellularen Kalziums in Ringerlésung unter
Einwirkung von 0, 5, 10, 20, 30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)...35
Abbildung 8: Original Histogramm — Messung des Vorwartsstreulichts +/- 30
UM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al.,; 2013).uuuuumieeemmemmmmssnnnnrssnsnssssssssssssssssnsnnne 36
Abbildung 9: Messung des Vorwartsstreulichts in Ringerlésung unter
Einwirkung von 0, 5, 10, 20, 30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)...37
Abbildung 10: Original Histogramm — Annexin V Bindung in Ringerlésung + 30
UM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)uuuumemeeemmemmmmmmnnnnnnssssssssssssssssssssssnnnn 38
Abbildung 11: Messung der Annexin V Bindung in Ringerlésung unter
Einwirkung von 0, 5, 10, 20, 30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)...39
Abbildung 12: Messung der Hamolyse unter Einwirkung von 0, 5, 10, 20, 30

UM trans-Zimtaldehyd (graue Balken) (Theurer et al., 2013) wuuvueeeeeeeerrsennnnnnnnnns 40
Abbildung 13: Wirkung von Kalziumentzug auf trans-Zimtaldehyd induzierte
Annexin V Bindung (Theurer et al., 2013) .cccciiiiinmnmnnnnsssssssssssssssssssssssssssssssssas 42



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Zusammensetzung des CPD-PUfers ...ccummmriiennsiiismemnneneeesnines 27
Tabelle 2: Zusammensetzung der SAG-M-LOSUNG ...eeeemerrrrrmsssssssnnmmsnssnssssssses 28
Tabelle 3: Zusammensetzung der RiNGerldSUNG...ccccummmmerrrrrrssissssnmmmnnnsreessnnas 28
Tabelle 4: Zusammensetzung des Annexin Wash BUffers....ccmmmmssssssssssnnnas 29



1 Einleitung

Schon seit jeher wird dem Blut eine besondere Bedeutung zugemessen. Bei
groBem Blutverlust schwinden sowohl Kraft als auch Bewusstsein. Bereits in
der Antike galt es daher als Symbol des Lebens. Dank der modernen
Forschung konnten die Aufgaben, welche das Blut in unserem Korper erflllt,
quantifiziert werden. So wissen wir heute, dass das Blut fir den
Sauerstofftransport unabdingbar ist. Doch dies ist bei weitem nicht seine
einzige Funktion. So sind zum Beispiel auch Temperaturregulation, Transport
der Stoffwechselprodukte, Regulation des pH-Wertes mithilfe des Kohlensaure-
Puffers und ein GroBteil der Immunabwehr Aufgaben des Blutes.

Das Blut lasst sich in Plasma und feste Bestandteile einteilen. Das Plasma
besteht hauptsachlich aus Wasser und Elektrolyten, wohingegen die festen
Bestandteile, auch zellulare Bestandteile oder Hamatokrit genannt, in rote
Blutkérperchen (Erythrozyten), weiBe Blutkérperchen (Leukozyten) und
Blutplattchen (Thrombozyten) aufzuteilen sind. Sobald auch nur einer dieser
Bestandteile vom physiologischen Zustand abweicht, kommt es zu
pathologischen Erscheinungen: Krankheitsbilder entstehen. Im Falle einer
Leukamie (Blutkrebs) werden vermehrt Leukozyten, ebenso wie deren noch
nicht funktionstlichtigen Vorstufen, produziert, weshalb die Ubliche Blutbildung
verdrangt und somit eingeschrankt wird. Das Blutbild wird somit pathologisch
verandert. Es kommt zu Blasse, Schwéache und spontanen Blutungsneigungen.
In den kernhaltigen Zellen des Korpers kann mithilfe eines Vorgangs namens
Apoptose eine pathologische Zellveranderung im Normalfall verhindert werden.
Die Apoptose ist der suizidale, programmierte Zelltod. Wird eine entartete Zelle
ausfindig gemacht, erhalt sie ein Signal und die Apoptose setzt ein und macht
sie unschadlich, bevor sie weiter proliferieren kann. Folglich spielt die
Regulation der Apoptose eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von
Krebserkrankungen (Cory & Adams, 2002).

Um die Apoptose durchzufihren sind Zellkern und Mitochondrien vonnéten.
Erythrozyten verlieren im Laufe ihrer Reifung beides. Lange war man daher der
Meinung, lediglich Milz und Leber seien fir den Abbau alter Erythrozyten



zustandig. In den letzten Jahren, wurden neue Erkenntnisse erschlossen,
welche beweisen, dass auch Erythrozyten zu einem suizidalen, programmierten
Zelltod befahigt sind (Bratosin et al., 2001). Dieser Vorgang ist heute unter dem
Name der Eryptose bekannt (K. S. Lang et al., 2005a).

Die Erythrozyten haben, wie zuvor beschrieben, wichtige Aufgaben im Koérper
auszufihren. Fir den Sauerstofftransport sind sie unabdingbar. Somit kommt
es bei vermehrter Eryptose zu einem Krankheitsbild namens Anamie
(Blutarmut), bei welchem der Kérper nicht mit ausreichend Sauerstoff versorgt
wird. Es gibt viele Stoffe, welche die Eryptose inhibieren oder auslésen. Die
Untersuchung der Auswirkung von Trans-Zimtaldehyde auf die Eryptose ist das

Thema dieser Dissertation.



2 Grundlagen

2.1 Erythrozyten

Die Erythrozyten, welche auch als rote Blutkérperchen bezeichnet werden,
kénnen sich nicht mehr teilen. Beim Erwachsenen entstehen sie im roten
Knochenmark im Verlauf der Himatopoese aus pluripotenten Stammzellen, den
myeloiden Progenitoren. Die Entwicklung der Erythrozyten, die Erythropoese,
wird vom Hormon Erythopoetin der Niere stimuliert. Dieses wird zum Beispiel
bei Sauerstoffmangel vermehrt ausgeschlttet. Aber auch die Hormone
Testosteron, Kortisol und Somatotropin steigern die Erythropoese. Am sechsten
Tag der Erythropoese st6Bt der Normoblast, eine Vorlauferzelle der
Erythrozyten, seinen Zellkern aus und wird somit zum Retikulozyten. Ohne
Zellkern sind diese flexibel genug um durch die Schlitze der Knochenmarksinus
zu entweichen und somit in das Blut zu gelangen. Dort entwickeln sie sich
innerhalb eines Tages durch Verlust von Mitochondrien und Ribosomen weiter
zu reifen Erythrozyten. Dieser Verlust war auch unter anderem Grund der
Annahme, Erytrozyten seien nicht zur Apoptose beféahigt.

An der inneren Membran der Mitochondrien finden Zitratzyklus und oxidative
Phophorylierung statt. Erythrozyten fehlen diese, weshalb sie ihren
Energiebedarf, also die Herstellung von ATP, lediglich Gber anaerobe Glykolyse
decken kénnen.

Durchschnittlich haben Erythrozyten einen Durchmesser von 7,5 um. Seine
bikonkave Form hat der Erythrozyt aufgrund seines Membranskeletts. Dieses
besteht aus einem Netz aus Spektrin-Filamenten, welche durch kurze Aktin-
Filamente zusammen gehalten werden. Adapterproteine wie Ankyrin und (-
Spektrin vermitteln und helfen bei der Verankerung des Netzes an den
integralen Proteinen der Plasmamembran wie Bande 3-Tetramer und

Glykophorin.



Die bikonkave Form ist einerseits OberflachenvergréBerung um an der Zelle
einen besseren Gasaustausch zu ermdglichen und gleichzeitig eine sehr
bewegliche Form um die Passage durch dinne Kapillaren zu ermdglichen.
Diese Flexibilitat nimmt jedoch im Laufe der Zeit ab, weshalb ca. 120 Tage alte
Erythrozyten bei der Erythrozytenmauserung der Milz in Endothelspalten
stecken bleiben, wo sie von Makrophagen entfernt werden.

Wahrend ihrer Zirkulationszeit im Blut sind Erythrozyten far den
Sauerstofftransport und ca. 30% des Kohlenstoffdioxidtransports verantwortlich.
Des Weiteren helfen sie bei der Aufrechterhaltung des pH-Wertes des Blutes.

Um Sauerstoff transportieren zu kénnen, besitzten Erythrozyten das Coenzym
Hamoglobin, welches die rote Farbe der Erythrozyten ausmacht. Ein
Hamoglobinmolekil besteht aus vier Proteinketten mit je einem Molekdl Ham,
einem vierzahnigen Liganden, welches Uber vier koordinative Bindungen mit
einem Fe?*-lon einen Chelatkomplex bildet. An die freie Koordinationsstelle
bindet das Sauerstoffmolekll reversibel und kann somit transportiert und im
Kdrper wieder abgegeben werden.

2.2 Apoptose

2.2.1. Definition Apoptose

Das griechisch stdmmige Wort Apoptose setzt sich aus ,apo“ und ,ptosis®, dt.
~weg“ und ,Fall“, zusammen.

Wie zuvor erwahnt handelt es sich bei der Apoptose um den programmierten,
suizidalen Zelltod.

Grunde fur die Auslésung der Apoptose kdnnen sowohl physiologisch als auch
pathologisch sein. Zu diesen Stimuli gehdéren unter anderem virale Infektion,
Entwicklungsfehler und Beschadigungen.

Man muss zwischen Apoptose und Nekrose unterscheiden. Das leichteste

Erkennungsmerkmal fir die Nekrose sind die finf Entziindungserscheinungen



rubor, calor, dolor, tumor und functio laesa. Bei der Apoptose hingegen kommt
es zu keiner Entziindung, da die apoptotische Zelle mithilfe von Makrophagen
und Lysosomen abgebaut wird bevor Zellbestandteile freigesetzt werden

kdnnen.

2.2.2. Merkmale der Apoptose

Die Apoptose wird durch Caspasen (Cysteinyl Aspartat-spezifische
Proteinasen) vermittelt. Sobald sie durch proapoptotische Stimuli aktiviert
werden sind sie in der Lage Uber 70 Kernmatrixproteine zu spalten, wodurch
der Zellkern schrumpft. AnschlieBend wird der Kern fragmentiert.

Des Weiteren kommt es zu einer Chromatinverdichtung und durch Auflésung
der Zellkontakte wird die apoptotische Zelle vom Zellverband isoliert.

Durch Abschnlirung entstehen sogenannte Apoptosekérperchen. Diese
enthalten Zytoplasma und teilweise auch Fragmente des Zellkerns, wobei die
Abschnirung und somit auch die Verteilung der Fragmente zuféllig erfolgt. Der
Teilschritt der Ausstllpung des Zytoplasma an der Membran bei der Bildung
dieser Apoptosekdrperchen wird auch als Blebbing bezeichnet (Kataoka &
Tsuruo, 1996).

Wie zuvor erwahnt werden apoptotische Zellen durch Makrophagen
phagozytiert. Um von diesen als suizidale Zelle erkannt zu werden, wird das
Phospholipid Phosphatidylserin, welches sich bei vitalen eukaryontischen
Zellen vor allem auf der Innenseite der Membran befindet, zur AuBenseite
exponiert.

Auch die Apoptosekérperchen werden phagozytiert. Somit gelangen keine
zellularen Bestandteile nach Extrazellular und eine Entziindung wird verhindert.
Durch das Phagozytieren der apoptotischen Zelle werden des Weiteren
antiinflammatorische Stimuli freigesetzt. Zu diesen gehdren Cytokine und
Wachstumsfaktor-g (Chaurio et al., 2009).



2.2.3. Ablauf der Apoptose

Es existieren mehrere Signalvarianten der Apoptose. Diese sind der
extrinsische-, und der intrinsische Signalweg, wobei hier zu vermerken sei, dass
auch der alternativ intrinsische Signalweg existiert.

Alle Signalwege haben gemeinsam, dass durch apoptotische Signale Caspasen
aktiviert werden und es so zur Zellschrumpfung und DNA Fragmentierung
kommt. Durch Abschnilrung, auch als Zeiose oder Blebbing bezeichnet, bilden
sich kleine Membranvesikel, welche man nun Apoptotische Kérper nennt. Durch
die Verlagerung von Phosphatidylserin zur AuBenseite der Membran werden
diese Apoptotischen Kérper von Phagozyten entsorgt. Siehe Abbildung 1.

. = R
©, i

Apoptotische

Signale . "
Zellschrumpfung, Apoptotische Kérper

DNA Fragmentierung

Apoptose

Phagozytose

Gesunde Zelle

Abbildung 1: Morphologie der Apoptose [Eigene Darstellung an Anlehnung an (Ruckpaul et al.,
2013)]



2.2.3.1 Der extrinsische Signalweg

Beim extrinsischen Signalweg wird die Apoptose durch externe Signale
vermittelt, welche die ,Todesrezeptoren* (death receptor) der Zellmembran
aktivieren.

Zu diesen Todesrezeptoren gehéren CD95 (DR2, Fas, APO-1), TRAILR1 und
TRAILR2, tumor necrosis factor receptor 1 (TNFR-1), nerve growth factor
receptor (NGFR), DR3 und DR6, ebenso wie ectodysplasin A receptor (EDAR).
Allgemein lassen sich die Todesrezeptoren in zwei Gruppen einteilen, wobei die
eine in der Lage ist, sowohl Todes- als auch Uberlebenssignale zu empfangen,
die Andere lediglich Todessignale empfangen kann.

Die Funktionsweise der Rezeptoren, welche nur auf Todessignale reagieren,

soll im Folgenden am Beispiel des CD95-Rezeptors dargelegt werden

Um den fir den extrinsischen Signalweg bendtigen Todeskomplex zu bilden,
bindet aufgrund eines Apoptose-Stimulus der CD95-Ligand (CD95-L)
extrazelluldar an den CD95-Rezeptor der Zellmembran. Dieser besitzt eine
Transmembrandomane.

FADD (Fas-associated death domain) besitzt eine Todesdoméane und liegt
intrazellular. Wie in Abbildung 2 zu sehen ist sitzt es zwischen dem
Todesrezeptor und der Procaspase-8 und kann so als Verbindungsglied wirken.
Der Komplex aus CD95-L, CD95-Rezeptor, FADD und Procaspase-8 wird als
DISC (death inducing signaling complex) bezeichnet. Durch die Bildung des
Komplexes wird die Procaspase-8 aktiviert. Durch c-FLIPs (cellular FLICE
inhibitory proteins) kann die Aktivierung jedoch verhindert werden.

Die Aktivierung der Procaspase-8 hat zwei mogliche Folgen: Liegt die aktivierte
Procaspase-8 in hoherer Konzentration vor, kbénnen die aktivierten
Procaspasen-3/6/7 die Apoptose ausldsen.

Liegt die aktivierte Procaspase-8 jedoch in geringer Konzentration vor, spaltet
diese Bcl-2-Proteine zu Bid. Siehe Abbildug 2

Bid aktiviert die Ausschittung von Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien,
welches in der Lage ist, Apoptose-Caspasen flr den intrinsischen Signalweg

auszuldsen.



Die Funktionsweise der anderen Rezeptorengruppe, welche sowohl
Uberlebens- als auch Todessignale empfangen kdnnen, unterscheidet sich vor
allem durch die Bildung zweier Komplexe.

Der membranstandige Komplex | beinhaltet sowohl den Rezeptor als auch die
Todesdomane, jedoch weder FADD noch Procaspase-8. Diese bilden
gemeinsam mit FLIPs das Traddosom, also den Komplex II.

Transloziert der Komplex | ins Zytosol zu Komplex I, so kann die Prokaspase-8
aktiviert werden und weitere Apoptosekaskaden auslésen.

Beispiele fir diese Rezeptoren sind TNFR-1, DR3,DR6 und EDAR (Ashkenazi
& Dixit, 1998).

> Ligand
I W BB I Dl g S D g

Todesrezeptor

0 Procaspase-8

—— Caspase-8

Bid o
' \. Intrinsischer

tBid Signalweg
<> Caspase-3

l

-

Abbildung 2: Extrinsischer Signalweg, [Eigene Darstellung an Anlehnung an (Bajwa et al.,
2012)]



2.2.3.2. Der intrinsische Signalweg

Wie der Name bereits vermuten lasst, wird der intrinsische Signalweg durch
interne  Signale der Zelle vermittelt. Die Mitochondrien und deren
Zusammenspiel mit den Bcl-2 Proteinen sind bei diesem Signalweg von
zentraler Bedeutung.

Der intrinsische Signalweg wird vor allem aufgrund von Stress oder
Beschéadigung der Zelle eingeleitet. Dies wird hauptsachlich durch chemische
Noxen, Bestrahlung, Mangel an Wachstumsfaktoren oder Hitze hervorgerufen
(Cory & Adams, 2002).

Die Zelle reagiert darauf mit der Permeabilisierung der duBeren mitochondrialen
Membran zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren wie Cytochrom c oder AlF
(Apoptosis Inducing Factor). Dies wird durch zwei verschiedene Prozesse
erreicht. Zum Einen durch Porenbildung, welcher von Bcl-2 Proteinen reguliert
wird, zum Anderen durch einen kalziumvermittelten Prozess, welcher mehrere
lonenkanéle und Transportproteine betrifft (Danial & Korsmeyer, 2004).

Zur Familie der Bcl-2 Proteine gehdren sowohl proapoptotische als auch
antiapoptotische Proteine. Antiapoptotische Bcl-2Proteine binden an die
proapoptotischen Proteine Bak und Bax und verhindern somit deren
Oligomerisierung, was wiederrum zur Porenbildung (PTP) fihren wirde. Diese
antiapoptotischen Proteine kénnen, wie in Abbildung 3 gezeigt wird, durch tBid
inhibiert werden. BH3-only-Proteine, welche lediglich tiber Sequenzhomologien
in der BH3-Doméne besitzen, gehdren zu den proapoptotischen Mitgliedern der
Bcl-2 Proteinfamilien. Sie kdnnen an die antiapoptotischen Bcl-2 Proteine
binden, wodurch Bax und Bak oligomerisieren kénnen (Cory & Adams, 2002).
Gelangt Cytochrom ¢ ins Zytosol, so bindet es ATP-abhangig an monomeres
Apaf-1, was zu dessen Oligomerisierung flhrt. Dieses bildet wiederrum mit der
Initiatorkaspase-9 einen radférmigen, heptameren Komplex, welcher
Apoptosom genannt wird (Li et al., 1997). Hierdurch wird die Caspase-9
aktiviert, woraufhin diese die Effektorcaspasen-3 und -7 aktiviert, welche
wiederrum die Apoptose einleiten.

In diesem Prozess werden auch die Caspasen-2,-6,-8 und -10 aktiviert (Slee et

al., 1999). Weitere Stoffe aus dem Intermembranraum der Mitochondrien sind



AIF (Apoptosis inducing factor) und Endonuklease G. Diese initiieren die DNA-
Fragmentierung und die Chromatinkondensation im Zellkern (Miramar et al.,
2001). Das ebenfalls aus den Mitochondrien stammende Protein Smac/DIABLO
wirkt ahnlich wie Cytochrom c und aktiviert im Zytosol die Apoptose.

tBid Extrinsischer
M < Signalweg
Y Bax/Bak

Bel-2 | P

c l]:l_—} —

Kaspase-9 Apoptosom  Cytochrom c

=@ i

<> Kaspase-3

Abbildung 3: Intrinsischer Signalweg [Eigene Darstellung an Anlehnung an (Bajwa et al.,
2012)]

Durch Inhibition der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine kénnen die Proteine Bak und Bax Poren
in der &uBeren Mitochondrienmembran bilden. Hierdurch strémt Cytochrom c in die Zelle,
wodurch es zur Bildung des Apoptosoms kommt. Dies fiihrt Gber die Caspase-9 und -3 zur
Apoptose.
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2.2.3.3 Der alternativ intrinsische Signalweg

Hier spielt das Endoplasmatische Retikulum (ER) die entscheidende Rolle.
Durch Stressreaktionen des ER wird der alternativ intrinsische Signalweg
ausgelést und die Apoptose eingeleitet. Stressreaktionen des ER kénnen durch
Stérungen bei der Faltung, Synthese und Umwandlung von
Zelloberflachenproteine hervorgerufen werden (Lee, 2001). Da das ER einer
der groBBen intrazellularen Kalziumspeicher ist, kénnen auch hier physiologische
Veranderungen der zelluldren Kalzium-Homdostase zu ER-Stress und somit zur
Apoptose flhren. Dies wird auch mit einer Vielzahl von menschlichen
Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson, zystische Fibrose und Diabetes mellitus
in Verbindung gebracht (Kaufman, 2002).

Stressreaktionen des ER flhren in der Zelle zur Akkumulation falsch bzw. nicht
gefalteter Proteine. Chaperon-Proteine sind hierbei fir das Uberleben der Zelle
wichtig, da sie die Translation herunter regulieren und Proteasome aktivieren,
welche die fehlgefalteten Proteine abbauen.

Halt der ER-Stress jedoch an, so flhren die nicht gefalteten Proteinstrukturen

zur Apoptose (Ferri & Kroemer, 2001).

2.3 Eryptose

2.3.1 Grundlagen der Eryptose

Der Mensch besitzt ca. 25 Billionen Erythrozyten. Gealterte Erythrozyten sind
weniger verformbar als junge Erythrozyten, weshalb pro Tag ca. 1%, also 200
Milliarden Erythrozyten, erneuert werden.

Aufgrund ihrer verringerten Verformbarkeit verfangen sich gealterte
Erythrozyten somit im Netzwerk der Milzstrange der roten Pulpa (Pulpa rubra)
der Milz. Nach ca. 100 bis 120 Tagen im Blutkreislauf werden sie dort von
Makrophagen phagozytiert. Daher findet man nach Splenektomien einen
gréBeren Anteil gealterter Erythrozyten im Blut (Daugas et al., 2001).
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Erythrozyten besitzen weder einen Zellkern noch Mitochondrien und ER,
welche flr die zuvor beschriebene Apoptose der meisten Zellspezies von
essentieller Bedeutung sind. Daher glaubte man bis vor wenigen Jahren,
Erythrozyten seien nicht in der Lage, einen programmierten, suizidalen Zelltod
auszufthren.

Studien zeigten jedoch, dass Erythrozyten, ebenso wie kernhaltige Zellen, in
der Lage sind, Phosphatidylserin auf die auBere Membran externalisieren
kénnen. Phosphatidylserin kann von Makrophagen detektiert werden, woraufhin
die Zelle phagozytiert wird (McEvoy et al., 1986).

Diese Reaktion wird aufgrund von Kalziumionophoren wie lonomycin
verursacht. Des Weiteren fuhrt lonomycin zur Zellschrumpfung und Blebbing
der Membran (Berg et al., 2001).

Diese Mechanismen lassen sich auch bei apoptotischen Zellen beobachten.
Der suizidale Zelltod der Erythrozyten hat somit Gemeinsamkeiten mit der
Apoptose kernhaltiger Zellen, lasst sich mit dieser jedoch nicht gleichsetzten.
Daher wurde durch K. S. Lang et al., 2005 diese Form des suizidalen Zelltodes
Eryptose genannt (K. S. Lang et al., 2005a).

2.3.2. Signalwege der Eryptose

Eryptose kann durch mehrere Mechanismen stimuliert werden. Dazu gehdéren
erhdhte intrazellulare Ca®*- Aktivitt, osmotischer Schock (K. S. Lang et al.,
2003), oxidativer Stress (Duranton et al., 2002), Energiemangel (Klarl et al.,
2006), Hyperthermie (Foller et al., 2010), Xenobiotika, endogene Substanzen
(F. Lang et al., 2012) sowie Ceramid (F. Lang et al., 2010).

Ist die Konzentration von Glutathion (GSH), welches durch die Reduktion von
Methamoglobin zu funktionsfahigem Hamoglobin eine entscheidende Rolle in
der Aufrechterhaltung des intrazellularen Milieus spielt, aufgrund von
Energiemangel und oxidativem Stress oder finden die oben genannten
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pathologischen, proeryptotischen Vorgange statt, so kommt es zu den in
Abbildung 4 gezeigten Signalwegen der Eryptose.

Es gibt zwei Signalwege der Eryptose, welche in Kapitel 2.3.2.1. und 2.3.2.2.
genau erlautert werden.

Iumd.‘:tlve stress
energy depletion

catecholamines
erythropoietin

-r‘ :‘.\._ " 4 .
phosphatidyl _—= er;ploslﬁ
w38 serine o [~
N 3 LS b

3% coramide ?)n'fﬁﬂﬁﬁm‘.ﬁq- :
%&M s AL T,
[ isosmaotic shrlnhagei Fag scramblase
translgfase

B .
[hyperasmaotic shock] ¢ / E Ly )

\ : i GARDOS
S e
L %‘x i s
——
, il ,#'
e Ct N7 PLA =~ s.phmgo\rziehmse
g %ym LPAT et

B d
\H_//Wﬁ i ceramide

Abbildung 4: Signalwege der Eryptose (Florian Lang, 2009)
Die linke Zelle zeigt die lonenkanéle der gesunden Zelle. Die mittlere und rechte Zelle zeigen

die bei der Eryptose gebildeten Komplexe, ebenso wie die bei diesen Vorgangen gedffneten
lonenkanale.

2.3.2.1. Ca®*-abhangiger Signalweg

Ca**-lonen gelangen mittels nicht-selektiver Kationenkanale in die Zelle. Diese
werden durch viele der zuvor beschriebenen Stimuli gedéffnet, wodurch der
intrazelluldare  Ca®*-Gehalt ansteigt. Die Konzentrations- und somit
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Polarisationsanderung der Zelle flihrt damit zu Verénderungen innerhalb der
Zelle, wodurch die Eryptose eingeleitet wird.

Ca®* fihrt zu einem Zusammenbruch der Membranasymmetrie indem es die
Cystein Endopeptidase Calpin aktiviert. Durch Aktivierung wird das aktive
Zentrum freigelegt, wo es an der Zellmembran das Zytoskelett der Erythrozyten
zerstoért (Foller et al.,, 2008). Calpain ist somit ein Enzym das Zytoskelett-
Proteine abbaut, was zu Zellmembran blebbing fuhrt (K. S. Lang et al., 2004).
Des Weiteren fiihrt der erhdhte Ca®*-Spiegel der Zelle zur reversiblen Bindung
von Calmodulin an das so genannte ,target Protein des Zytoskeletts.
Calmodulin ist ein Protein, welches die Membranstabilitat regulieren kann (Yan
et al., 2006).

Durch verstarkten Ca®*-Einstrom wird auch die erythrozytare Scramblase
aktiviert sowie die Translokase gehemmt. Dadurch kann die Asymmetrie der
Membranlipide nicht aufrecht erhalten werden. Das flhrt zu einer hohen
Phoshatidylserinprasentation an der MembranauBBenseite (Bevers et al., 1995;
Geldwerth et al., 1993; Kuypers et al., 1996), welche von Makrophagen erkannt
werden und die Phagozytose der Erytrozyten zur Folge hat (Beaumont &
Canonne-Hergaux, 2005). Ein hyperosmotischer Schock sowie Chloridentzug
veranlassen die Ausschittung von PGE,, welches ebenso wie oxidativer Stress
die Offnung unselektiver Kationenkanale ausldst und zu einem Kalziumanstieg
fuhrt (Foller et al., 2008).

Der Gardos-Kanal ist ein Ca®*-abhangiger K*-Kanal, welcher in der Membran
der Erythrozyten verankert ist. Wird er durch den intrazelluldaren Anstieg an
Ca®*- lonen gedffnet, so transportiert er K*-lonen nach intrazellular.

Die Zellmembran wird daraufhin hyperpolarisiert und erleidet einen KCI-Verlust.
Ein osmotischer Druck wird aufgebaut, weshalb Wasser die Zelle verlasst, was
wiederrum zur Zellschrumpfung fahrt (Brugnara et al., 1993; K. S. Lang et al.,
2005a; Maher & Kuchel, 2003).
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Die Gardos-Kanale sind auch an der Schrumpfung und Formveranderung
desoxygenierter Sichelzellen beteiligt. Gardos-Kanédle kénnen z.B. durch
Carbocyaninfarbstoffe (Latorre et al., 1989), Nifedipin (Kaji, 1990), Nitrendipin
(Ellory et al., 1992) und mit hoher Spezifitdt durch Charybdotoxin (ChTX)
gehemmt werden (Wolff et al., 1988). Keiner dieser Stoffe konnte aber bislang
durch klinische Studien an Patienten mit Sichelzellenamémie getestet werden,
da diese entweder eine geringe inhibitorische Wirkung aufweisen oder nicht
spezifisch genug sind und somit mit Nebenwirkungen gerechnet werden musste
(Brugnara et al., 1993).

2.3.2.2. Ca®**-unabhangiger Signalweg

Im zweiten Signalweg der Eryptose spielen Ceramide eine entscheidende
Rolle.

Ceramide entstehen aus Sphingomyelin durch das Enzym Spingomyelinase,
welches wiederrum von PAF (Platelet-activating factor) aktiviert wird (P. A. Lang
et al., 2005d). PAF wird von Erythrozyten freigesetzt, wenn es zur osmotisch
bedingten Zellschrumpfung kommt (P. A. Lang et al., 2005d).

Der genaue Ablauf des zweiten Signalwegs ist noch nicht definitiv geklart, doch
ist mittlerweile bekannt, dass Ceramide die Sensibilitdt von Erythrozyten auf
Ca®*-Konzentrationen erhdhen (K. S. Lang et al., 2004).

2.3.4 Inhibitoren der Eryptose

Tritt die Eryptose in gehaufter und somit pathologischer Form im
Korperkreislauf auf, treten Krankheiten, unter anderem Anamien, auf. Daher
gibt es den Forschungsansatz, diese Krankheiten mithilfe auf die Eryptose
inhibitorisch wirkender Stoffe zu behandeln. Einer der wichtigsten Vertreter
dieser Inhibitoren ist das Glykoprotein-Hormon Erythropoetin (EPO).
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2.3.4.1 Erythropoetin

Das Hormon EPO ist ein wichtiger Wachstumsfaktor wahrend der Proliferation
und Differenzierung roter Blutkérperchen, welches hauptsachlich in den Nieren
synthetisiert wird.

Wird der Koérper nicht ausreichend mit Sauerstoff versorgt, zum Beispiel
aufgrund einer Blutarmut, so wird EPO vermehrt ausgeschuttet. Es wirkt auf die
Bildung roter Blutkérperchen ein, indem es an Stammzellen bindet, weshalb
diese sich zu Erythrozyten differenzieren. EPO wirkt inhibierend auf die
Eryptose, indem es die Ca**-Kanale inhibiert und somit den Kalziumstrom in die
Zelle unterbindet (Myssina et al., 2003).

Die Verabreichung von EPO an Patienten mittels Dialyseverfahren verringerte
so den Anteil an zirkulierenden eryptotischen Erythrozyten (Myssina et al.,
2003). Somit hat der Koérper mehr rote Blutkdrperchen fir den
Sauerstofftransport zur Verfligung.

2.3.4.2 Weiter bekannte Inhibitoren der Eryptose

Neben Erythropoetin (EPO) existieren weitere Inhibitoren der Eryptose. Zu
diesen gehdren Stickstoffmonoxid (NO), welches zur Vasodilatation flhrt, sowie
Coffein (Floride et al., 2008), Adenosin (Niemoeller et al., 2007) und
Katecholamine (P. A. Lang et al., 2005b).

2.3.5 Trigger der Eryptose

Neben den zuvor genannten zelluldren Auslésern der Eryptose wie erhdhte
intrazellulire  Ca®+-Aktivitat, osmotischer ~Schock, oxidativer ~ Stress,
Energiemangel, Hyperthermie sowie endogene Substanzen und Ceramid , gibt
es auch chemische Stimuli, welche den suizidalen Zelltod von Erythrozyten

triggern kénnen.
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Das Prostaglandin E; (P. A. Lang et al., 2005c), Gold (Sopjani et al., 2008),
Aluminium (Niemoeller et al., 2006) und Retinsdure (Niemoeller et al., 2008)
gehbéren zu diesen Triggern. Auch Peptide wie Dermaseptin I6sen die Eryptose
aus (Abed et al., 2013).

2.3.6 Caspasen

In kernhaltigen Zellen spielen die Caspasen eine entscheidende Rolle beim
suizidalen Zelltod. Auch in Erythrozyten finden sich trotz fehlendem Zellkern die
Caspasen 3 und 8.

Gealterte Erythrozyten enthalten diese beiden Caspasen in gréBeren Mengen
(Mandal et al., 2005)

Caspase-8 ist eine Initiatorcaspase, deren Funktion vor allem von EPO inhibiert
wird. Durch die Aktivierung der Caspase-3, fordert diese weitere zellulare
Vorgange, weshalb der asymmetrische Aufbau der Zellmembran nicht mehr
aufrecht erhalten wird. Dabei wird die Aminophospholipidtransiokas APLT
gehemmt (Mandal et al., 2005).

2.3.7 Medizinische Bedeutung von Eryprose

Eryptose wird seit einiger Zeit eine wichtige Rolle bei einigen Krankheiten
zugeschrieben. So reagieren die roten Blutkdérperchen von Patienten die unter
Sichelzellenanamie, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Mangel oder
Thalassamie leiden, in hohem Masse empfindlich auf oxidativen Stress,
Glukoseentzug oder osmotischen Schock. Die dabei induzierte Eryptose zieht
eine deutlich verklrzte Lebensdauer der Erythrozyten mit sich.

Dabei zeigt sich in vivo, dass die Eryptose friher als die Hamolyse einsetzt und
sie damit verhindert. Dabei kénnen systemische Komplikationen der Hamolyse

wie die Verbrauchskoagulopathie bzw. DIC (disseminated intravascular
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coagulation) oder Nephrotoxine verhindert werden und so Kreislauf und Niere
schitzen. Klinisch zeigt sich jedoch, dass durch eine gesteigerte Eryptose und
den damit verbunden Zellverlust eine hamolytische Anamie entwickelt, diese
aber nicht von der herkémmlichen Hamolyse resultiert.

Zu den oben genannten Krankheitsbildern bei denen eine erhéhte Eryptoserate
auftritt zahlen auch die Eisenmangelandmie (Kempe et al., 2006) und der
Phosphatmangel (Birka et al., 2004). Aber auch Schwermetallvergiftungen mit
Blei oder Quecksilber bringen eine erhdhte Eryptoserate mit sich (Eisele et al.,
2006; Kempe et al., 2005).

Auch die Gabe von Medikamenten wie Chlorpromazin und Paclitaxel kénnen
als Nebenwirkung eine erhbéhte Eryptoserate und die daraus resultierende
hamolytische Anamie mit sich bringen (Akel et al., 2006; P. A. Lang et al.,
2006Db).

AnschlieBend ist noch zu erwahnen, dass phosphatidylserinexponierende
Erythrozyten eine deutlich hdhere Affinitat zur endothelialen Membran besitzen
und so leichter an Endothelzellen haften bleiben. Dies fihrt zu einer
Verflechtung  eryptotischer Zellen und der daraus resultierenden
Endothelschadigung (Gallagher et al., 2003).

Aus diesen Grinden wird der Eryptose eine immer wichtigere Rolle bei der
Entstehung von Mikrozirkulationsstérungen und der Beeintrachtigung des
physiologischen Ablaufs der Hamostase zugeschrieben (Andrews & Low,
1999). Beispiele hierfur sind Krankheiten wie das Gasser-Syndrom mit Faktor-H
Mangel das auch hamolytisch-urémische Syndrom (HUS) genannt wird (P. A.
Lang et al.,, 2006a), der Diabetes mellitus Typ2 (Nicolay et al., 2006), der
Amyloidose wie der Morbus Alzheimer (Nicolay et al., 2007) und die Sepsis
(Kempe et al., 2007).

Hier zeigt sich, das die Eryptose neben der physiologischen Funktion die
Erythrozyten vor Hamolyse zu schitzen und den Kdrper so vor pathologischen
Reaktionen bewahren soll, in einem GberschieBenden Mal3 gleichermalBen wie
die Hamolyse einen Krankheitswert annehmen kann und so den

Krankheitsverlauf nachteilig beeinflussen kann.
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Im Gegenzug kann die Eryptose aber auch positiv auf den Krankheitsverlauf
wirken, wie beim parasitdren Krankheitserreger Plasmodium falciparum, der
zum Stamm der Malaria tropica gehért. Der Parasit nistet sich in Erythrozyten
ein und aktiviert Kationenkanale um ein erhéhtes Nahrstoffangebot an Natrium
und Kalzium zu erreichen (Foller et al., 2009). Dies bewirkt eine erhdhte
Phosphatidylserinexposition an der AuBenseite der Membran was somit den

infizierten Erythrozyt fir Makrophagen kenntlich macht (F. Lang et al., 2012).

Trans-Zimtaldehyd

2.4.1 Geschichte und Vorkommen

Zimt besteht laut Literaturangaben zu 1 bis 8 % aus atherischen Olen die
aromabestimmend sind. Zimtaldehyd nimmt mit 65-90% dabei den ersten Platz
der im Zimt vorkommenden &therischen Ole ein (He et al., 2005). Zimtaldehyd
(Cinnamaldehyde, 3-Phenyl-2-propenal) ist eine intensiv nach Zimt riechende
gelbliche, dlige Flussigkeit. Sie wurde erstmals von Dumas und Péligot aus
Zimtdl isoliert und 1856 von Chiozza synthetisiert.

Zymtaldehyd kommt in natGrlicher Form im Zimtrindendl vor, welches durch
Wasserdampfdestillation der Rinde, und in geringerer Qualitat auch der Blatter,
des Zimtbaumes gewonnen wird.

Der trans-Zimtaldehyd kann analog zur Zimtsaure mittels Aldol-Kondensation
aus Benzaldehyd und Acetaldehyd hergestellt werden. Zimtaldehyd wird bei
Kontakt mit Luft zu Zimtsdure oxidiert. Es ist gegen Warme, Licht, Alkalien und
einige Metalle empfindlich und zeigt die bekannten Aldehyd- und Olefin-
Reaktionen.

Da das isomere cis-Zimtaldehyd nur eine geringe Bedeutung hat wird er nicht
weiter beschrieben (BfR, 2006).
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2.4.2 Strukturformel von trans-Zimtaldehyd

Trans-Zimtaldehyd hat die Summenformel CgHsO und gehért zur Stoffgruppe
der Phenylpropanoide. Er z&hlt zu den Aromaten und ist ein a,B-ungesattigter
Aldehyd mit einer trans-substituierten Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung in
der Seitenkette

O

I H

Abbildung 5: Strukturformel von trans-Zimtaldehyd (Xue et al., 2011)

2.4.3 Verwendung in der Industrie und Gesellschaft

Zimt und somit auch Zimtaldehyd ist in unserer Gesellschaft in vielen
unterschiedlichen Produkten und Anwendungen anzutreffen. Es wird bereits
seit Jahrtausenden als Gewlrz in Nahrungsmitteln verwendet. Zimtaldehyd
wird seit einigen Jahren auch von der Industrie als Riechstoff in der Parfim-
und Kosmetikherstellung genutzt. Hierzu sollte allerdings erwahnt werden,
dass Zimtadehyd in reiner Form allergen wirken kann (BfR, 2006). Darum wird
dem Zimtaldehyd meist Duftstoffe wie Eugenol oder D-Limonen zugefligt und
so die sensibilisierenden Eigenschaften von reinem Zimtaldehyd vermindert.

Als Anfarbereagenz in der Papier- bzw. Dinnschichtchromatographie findet
Zimtaldehyd ebenfalls Anwendung. Sowie zur Erkennung von Indol-Derivaten in
ethanolisch-salzsaurer Lésung und von Steroid-Sapogeninen in Acetanhydrid-
Schwefelsaure.
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Auch Uber eine Wirkung gegen Coptotermes formosanus, eine invasive
Termitenart, die flir die meisten Holzzerstérungen in den Landern Taiwan,
Japan und Teilen der Vereinigten Staaten verantwortlich ist, wird geforscht
(Chang & Cheng, 2002).

2.4.4 Eigenschaften von trans-Zimtaldehyd

Auf zelluldrer Ebene werden Zimtaldehyd antimutagene (King et al., 2007),
antiproliferative (Chao et al., 2010; Gan et al, 2009) , ebenso wie
proapoptotische Effekte in vitro (Gan et al., 2009; Wu & Ng, 2007; Zhang et al.,
2010) zugeschrieben. Es verlangsamt somit das Tumorwachstum (Gan et al.,
2009; Ka et al., 2003).

2.4.4.1 Antimutagene Eigenschaften

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass bestimmt Nahrungsbestandteile
einen positiven Effekt auf die Gesundheit und eine Verringerung der Risiken fr
verschiedene Arten von Krebs haben (DeMarini, 1998; Kennedy, 2006; Key et
al., 2004; Serra-Majem et al., 2006). Dabei haben viele untersuchte
Nahrungsmittel in Laborstudien antimutagene Eigenschaften aufgewiesen
(Ohta, 1993) oder wurden flir die Chemopravention von Krebs angesehen
(Brenner & Gescher, 2005). Auch Zimtaldehyd weist diese antimutagene
Eigenschaften auf. So konnte bereits festgestellt werden, dass Zimtaldehyd
antimutagene Effekte gegen kdérpereigene Mutationen in Bakterien hat (De
Flora et al., 1994; de Silva & Shankel, 1987; Shaughnessy et al., 2001). Aber
auch die spontane Mutagenese in menschlichen Dickdarmkrebs-Zellen wird von
trans-Zimtaldehyd gehemmt (King et al., 2007).
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2.4.4.2 Proapoptotische Eigenschaften

Die proapoptotischen Effekte werden dadurch erreicht, dass trans-Zimtaldehyd
CD95, welches ein Rezeptor des extrinsischen Apoptosewegs ist, positiv
reguliert (Zhang et al., 2010), fir die Depolarisation der Mitochondrien sorgt
(Wu et al., 2005; Zhang et al., 2010), und die Genexpression des Bcl-(XL)
herunter reguliert (Wu & Ng, 2007). Des Weiteren ist es flr die positive
Regulation von p53 und Bax-Proteinen zustandig und aktiviert die Caspase-3
und die Poly-(ADP-Ribose) Polymerase (PARP).

Diese zellularen Vorgénge werden durch Phosphorylierung und Aktivierung
von sogenannten ,mitogen activatet kinases JNK*, ,ERK® und den p38 Kinasen
unterstitzt (Wu & Ng, 2007; Wu et al., 2005) .

2.4.4.3 Antiproliferative Eigenschaften

Eine Studie, welche herausfinden wollte ob Zimtaldehyd Einfluss auf den
Zelltod bei erhéhten intrazelluldren Glukosewerten in Fibroblasten der Niere
nimmt, zeigte, dass die Zellen weder eine erhéhte Apoptose- noch Nekroserate
hatten, sondern sich weniger teilten als Zellen, welche nicht Zimtaldehyden
ausgesetzt wurden.

Caspase 3, welche im Zusammenspiel mit anderen Caspasen den Zelltod
vermittelt, zeigte keine Veranderung in ihrer Aktivitat.

Unter normalen Umstanden fihren erhdhte intrazellulare
Glukosekonzentrationen zur Hypertrophie und zur Proliferation der Zellen. Die
Fibroblasten, welche durch die Glukosezugabe zu diesen beiden Prozessen
stimuliert werden sollten, zeigten eine geringere ERK/UNK/p38 MAPK Aktivitat,
welchen eine wichtige Rolle bei der Einleitung der Zellteilung und der
Hypertrophie zugeteilt ist. Als Folge der Inhibition dieser zellularen Vorgange
teilten sich die Zellen weniger und waren kleiner als die Vergleichszellkolonien
(Chao et al., 2010).
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2.4.4.4 Vasodilatatorischer Effekt

Versuche an Aorten von Ratten zeigten, dass Zimtaldehyde vasodilatorisch
wirken. Des Weiteren zeigten die Versuche, dass Zimtaldehyde inhibitorisch auf
die phenylephrin-aktivierte Kontraktion der Gefal3e wirkt.

Dieser Effekt ist darauf zurlckzuflhren, dass Zimtaldehyd auf die Kalzium-
Kanale in der Zellmembran wirkt (Xue et al., 2011).

2.4.4.5 Antimikrobielle Wirkung

Helicobacter pylori ist ein Bakterium, welches eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Magengeschwiren hat und kann sogar das Entstehen von
Magenkarzinomen begulnstigen. Aus diesem Grund ist das Bakterium Ziel vieler
Studien. Unter anderem wurde auch untersucht, ob Eugenol und Zimtaldehyd
antimikrobiell auf dieses Bakterium wirken.

Zimtaldehyd wirkte in der genannten in vitro Studie inhibierend auf das
Wachstum aller drei3ig getesteten Helicobacter pylori Stamme. Bemerkenswert
ist, dass auch nach zehn Versuchsdurchgédngen von den Bakterien keine
Resistenz gegen Zimtaldehyd aufgebaut wurde und dass der antimikrobielle
Effekt auch bei verschiedenen pH-Werten erzielt wurde (Ali et al., 2005).
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3 Ziel der Studie

Wie in Kapiel 2.4.4 bereits erwahnt werden Zimtaldehyd antimutagene,
proapoptotische und antiproliferative Eigenschaften zugeschrieben und soll so
das Tumorwachstum verlangsamen.

Das Ziel der Studie war herauszufinden, welchen Einfluss trans-Zimtaldehyd
auf das Uberleben und den programmierten Zelltod der Erythrozyten hat.

Dafir wurden die Zellgr6Be, das intrazellulare Kalzium und die
Phoshatidylserinexposition der Erythrozyten mit und ohne Einfluss von trans-
Zimtaldehyd in Ringerlésung gemessen.

In einem weiteren Versuch wurden zwei verschiedene Ringerlésungen
hergestellt, wobei die eine Kalzium enthalt, die andere nicht. Damit sollte
getestet werden, ob trans-Zimtaldehyd sowohl den kalziumabhangigen, als
auch den kalziumunabhangigen Signalweg der Eryptose beeinflusst.

Aufgrund der proapoptotischen Eigenschaften des Zimtaldehyd bei kernhaltigen
Zellen, sollte getestet werden, ob diese Effekte auch bei den kernlosen
Erythrozyten auftreten.
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4 Materialien

4.1 Erythrozyten

Die in der Studie durchgefiihrten Versuche wurden durch die Ethikkomission
der Universitat Tubingen Uberprift und genehmigt (184/2003 V). Die
Erythrozytenkonzentrate wurden uns freundlicherweise von gesunden,
freiwilligen Patienten der Blutbank der Universitatsklinik zu Verfigung gestellt.
Eine unterschriebene Einverstandniserklarung der Patienten liegt vor.

FUr die Herstellung der Erythrozytenkonzentrate wurde 500ml Vollblut mit 70ml
CPD-Puffer gemischt und bei 22 °C Raumtemperatur bei 4795g fir 10min
zentrifugiert. Erythrozyten, Plasma und Buffy Coat wurden so getrennt und in
unterschiedliche Beutel abgeflllt. Die Erythrozyten wurden durch eine SAG-M
Lésung stabilisiert und durch einen Leukozytenfilter von den restlichen
Leukozyten befreit.

Der Leukozytenfilter sowie flr die Herstellung der Erythrozytenkonzentrate
verwendete OptiPure PC quadruple blood pack set stammen von der Firma
Baxter (UnterschleiBheim).

Die Erythrozytenkonzentrate wurden bis zur Versuchsdurchflihrung bei +4°C

gelagert.

4.2 Substanzen

4.2.1 Trans-Zimtaldehyd

Far die Experimente wurde der Stoff trans-Zimtaldehyd der Firma Sigma-Aldrich
Biochemie GmbH Hamburg verwendet und flir die weitere Verwendung in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést. Zur Herstellung einer Stammlésung von 10mM

wurden 1,32mg trans-Zimtaldehyd in 1ml DMSO geldst.



4.2.2 AnnexinV FITC

Annexin V ist ein Mitglied der Annexin-Familie von intrazelluldren Proteinen, die
an Phosphatidylserin (PS) binden. Phosphatidylserin welches sich fast nur auf
dem innen Teil der Membran befindet, wird zu Beginn der Apoptose vermehrt
auf die auBere Seite exponiert und dient dort Makrophagen als Signal die
Phagozytose einzuleiten (van Engeland et al., 1998).

Um die Menge an Annexin im Durchflusszytometer sichtbar zu machen wurde
Annexin mit dem Farbemittel Fluoresceinisothiocyant (FITC) gekoppelt. Vor
Verwendung wurde es mit einem Waschpuffer im Verhaltnis 1:200 verdinnt.
Das bei den Versuchen verwendete Annexin V FITC stammt von der Firma
Roche Deutschland Holding GmbH.

4.2.3 Fluo-3 AM Ester

Fluo-3-Acetoxymethyl Ester ist ein Fluoreszenzindikator von intrazellularem
Kalzium. Fluo-3 AM Ester ist membranpermeabel und kann so in die meisten
Zellen eindringen. Es reagiert selbst nicht mit Kalzium, kann aber im Inneren
der Zelle durch Esterasen zu freiem Fluo-3 hydrolysiert werden und dann mit
Kalzium konjugieren. In diesem Zustand ist die Intensitat zu fluoreszieren um
ein vierzigfaches zum Ausgangszustand erhdht. Da es in diesem Zustand die
Zellmembran nicht mehr durchdringen kann wird sichergestellt das nur
intrazellulares Kalzium zum Messergebniss beitragt.

Fluo-3 hat ein Absorptionsmaximum von 506nm und ist mit einem 488nm
Argon-lonen-Laser anregbar. Nach Bindung an Kalzium verstarkt sich die
Fluoreszenz auf 526nm und kann im FL1-Kanal des FACS-Calibur gemessen
werden.

Die Ca®**-Konzentrationen und die Fluoreszenz kann wie folgt bestimmt werden:

[Ca?*|=K4[(F-Fmin)/(Fmax-F)]
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Kg steht hier fir die Dissoziationskonstante der Ca?*-Bindung an Fluo-3 und
wird mit im zellfreien Medium mit 450nm angegeben, abhangig von Einflissen

wie Proteinkonzentration und PH Wert.

F=  Fluoreszenz des Indikators bei der experimentellen Ca?*-
Konzentrationen

Fmin= Fluoreszenz bei Abwesenheit von Kalzium

Fmax= Fluoreszenz bei Kalziumsattigung

Das in den Versuchen verwendete Fluo-3 wird von der Firma Calbiochem (Bad

Soden) in Pulverform geliefert und anschlieBend bei Raumtemperatur in DMSO
geldst und bei -20°C gelagert.

4.3 Verwendete Losungen

4.3.1 CPD-Puffer
Herstellung des Erythrozytenkonzentrats

Tabelle 1: Zusammensetzung des CPD-Puffers

Substanz Konzentration [mg/mi]
Dextrosemonohydrat 25,5
Natriumcitrat 26,3

Natriumhydrogenphosphatdihydrat 2,5

Zitronensaure 3,27
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4.3.2 SAG-M-Lésung

Zur Stabilisierung der Erythrozyten

Tabelle 2: Zusammensetzung der SAG-M-L&sung

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

4.3.3 Ringerlésung

Die far die Versuche verwendete Ringerlésung weist die selbe
Elektrolytkonzentration, Osmolaritat sowie den gleichen pH-Wert auf wie das
menschliche Blutplasma und wurde daher als Basislésung verwendet.

Der pH-Wert von 7,4 wurde durch Titration mit N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-
ethan-sulfonsdure (HEPES) und 1M Natronlauge erreicht und die Osmolaritat

von 290 mosmol mit Hilfe eines Dampfdruck-Osmometers gepruft.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Ringerlésung

Substanz Konzentration [mM)] Menge fir 1L[g]
CaCl, 1 0,111

Glucose 5 0,901

HEPES 32 7,674

H20 982,798

KCI 5 0.373

MgSO4 1 0,296

NaCl 125 7,305

NaOH 13 0,541
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4.3.4 Annexin Wash Buffer

Mit Hilfe des Annexin Wash Buffer (AWB) wurden die in Kapitel 4.2.2 und 4.2.3
beschriebenen Farbungen im Verhaltnis 1:200 verdinnt. Der physiologische
pH-Wert von 7,4 wurde mit NaOH und HEPES eingestellt.

Tabelle 4: Zusammensetzung des Annexin Wash Buffers

Substanz Konzentration [mg/ml] Menge fir 1L /[g]
CaCly 5 0,555

H20 990

HEPES 10 2,383

NaCl 140 7,305

NaOH 4 0,168
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5 Methoden

5.1 FACS Analyse — Durchflusszytometrie

FACS (fluorescence-activated cell sorting) und die Durchflusszytometrie
(Zytometrie=Zell-Vermessung) dienen der Analyse von einzelnen Zellen, die an
einem Laserstrahl mit einer bestimmten Wellenlange vorbei flieBen. Bevor diese
den Laserstrahl passieren werden sie Uber eine kleine Kapillare angesaugt.
Dies ermdglicht, dass immer nur eine einzelne Zelle die Zahlkammer passiert
und vom Laserstrahl getroffen wird. Beim Passieren des Laserstrahls
absorbieren die Zellen zunachst die Lichtenergie und erzeugen dann ein
spezifisches Streulicht und bei entsprechender Fluoreszenzmakierung auch
Fluoreszenzimpulse, die dann von Detektoren ausgewertet werden kénnen.
Das Streulicht, das parallel zur Strahlenrichtung gemessen wird, bezeichnet
man als Vorwartsstreulicht oder ,forward scatter® (FSC) und dient zur
Beurteilung der ZellgréBe. Je kleiner die Zelle desto kleiner das
Vorwartsstreulicht.

Das seitlich gestreute Licht wird als Seitwéartsstreulicht oder ,side scatter” (SSC)
bezeichnet mit der man die Zellgranulierung bestimmen kann.

So kann Uber das Streulicht oder die Fluoreszenzen eine Aussage Uber
Zelltypen, Zellbestandteile oder funktionelle  Zelleigenschaften  wie
Enzymaktivitat getroffen werden.

Das FACS-Gerat hat zusétzlich nach den Fluoreszenzdetektoren einen Vibrator
mit dem der Flussigkeitsstrom in kleine Trdpfchen unterteilt wird
(hydrodinamische Fokussierung). Durch die Elektrode eines elektrostatischen
Sortiermechanismus wird die zu sortierende Zelle umgekehrt polarisiert und fallt
durch ein elektrisches Feld in ein anderes Gefal3 als nicht zu sortierende Zellen.
Das in den Versuchen verwendete Durchflusszytometiegerat ist das FACS-
Calibur der Firma Becton Dickinson (Heidelberg).
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5.2 Annexin V-Bindung und Vorwartsstreulicht (forward scatter)

Als erstes wurden Proben mit je 4ul Erythrozytenkonzentrat und 1ml
Ringerlésung angesetzt. AnschlieBend wurde den Proben 5, 10, 20, 30uM
trans-Zimtaldehyd hinzugegeben und fir 48h bei 37°C inkubiert. Zur
Versuchskontrolle wurde eine Negativprobe angesetzt (ohne Zusatz von trans-
Zimtaldehyd).

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben bei 1600rpm und Raumtemperatur
(21°C) fir 3 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend
wurden die Erythrozyten in der Dunkelkammer fr 20 Minuten mit Annexin V
angefarbt.

Im FL-1-Kanal des FACS wurde dann mit einer Erregungswellenlange von
488nm sowie einer Emissinonswellenlange von 530nm der forward scatter

gemessen und die Intensitat der Annexin V-Fluoreszenz berechnet.

5.3 Messungen des intrazellularen Kalziums

Um das intrazellulare Kalzium zu messen wurden die Erytrozyten ebenfalls wie
in Kapitel 5.1 beschrieben fir 48h inkubiert und anschlieBend bei 1600rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Fluo-3/AM angereichert
(Ringerlésung mit 5mM CaCl, und 2uM Fluo-3/AM) und wieder flr 20 Minuten
in der Dunkelkammer bei 37°C inkubiert und zweimal mit 5mM CaCl2
enthaltender Ringerlésung gewaschen. Darauf in 200ul Ringer resuspendiert
und im FL-1-Kanal des FACS-Caliburs analysiert.
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5.4 Messung der Hamolyse

Zur Bestimmung der Hamolyse werden zuerst die Proben wie im Kapitel 5.2.
beschriebenen Versuch angesetzt und inkubiert. In einer weiteren Probe wird
statt Ringerlésung 1 ml destilliertes Wasser zu den 4l Erythrozytenkonzentrat
hinzugegeben.

Die Proben werden nach der Inkubation zentrifugiert (3 Minuten bei 400 g,
Raumtemperatur) und die Uberstdnde abgeschépft. Als Maf fiir die Hamolyse
wird die Hamoglobinkonzentration des Uberstandes bei 405 nm photometrisch
auf einem Mikroplattenleser bestimmt. Die Absorption des Uberstands von
Erythrozyten, die in destilliertem Wasser lysiert wurden ist als 100% Hamolyse
definiert.

Dementsprechend wird eine Standardkurve (0%, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%, 20%
und 100%) durch Verdinnung der lysierten Erythrozyten hergestellt, um den
Prozentsatz der Hamolyse in den Proben zu definieren.

5.5 Statistik

Die Werte sind angegeben als arithmetischer Mittelwert + Standardfehler
(SEM). Die statischen Analysen wurden unter Verwendung von ANOVA als
auch Turey’s Test je nach Indikation im Anschluss an die Versuche verwendet.
,N“ bezeichnet die Anzahl der Patienten und entspricht den benutzten
Erythozytenkonzentraten. Da jede Erythrozytenprobe unterschiedlich auf die
Experimente reagiert wurde bei jedem Versuch ein Kontrollversuch mit
derselben Erythrozytenprobe durchgefiihrt.
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6 Ergebnisse

Die in Kapitel 5 ,Methoden® beschriebenen Versuche sollen einerseits den
stimulierenden Einfluss von trans-Zimtaldehyde auf den suizidalen Zelltod von
Erythrozyten nachweisen, des Weiteren sollen die Mechanismen geklart
werden, Uber welche trans-Zimtaldehyde die Eryptose auslst.

6.1 Messung des intrazellularen Kalziums

Bei den ersten Versuchen (Abbildung 6 und 7) wurde die Anderung der
intrazellularen Ca?*-Konzentration der Erythrozyten nach 48h Inkubation mit
und ohne Einfluss von trans-Zimtaldehyd gemessen und die Fluo-3-AM
Fluoreszenz mit Hilfe des FACS-Calibur bestimmt. Mit Hilfe der Fluo-3-
Fluoreszent Uberprift man den kalziumvermittelten Signalweg der Eryptose,
wobei eine hohere Fluo3-Fluoreszenz eine héhere intrazelluldre Ca®*-

Konzentrationen anzeigt.
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Abbildung 6: Original Histogramm — Messung des intrazelluldaren Kalziums +/- 30 uM trans-
Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Original Histogramm: Fluo3 Fluoreszenz der Erythrozyten nach 48h Inkubation in Ringerlésung

mit (rote Linie) und ohne (schwarze Linie) die Einwirkung von 30uM trans-Zimtaldehyd.

In Abbildung 6 wird ersichtlich, dass die Fluo3-Fluoreszenz durch die Zugabe
von 30 pM trans-Zimtaldehyd (rote Linie) im Gegensatz zur Negativkontrolle
ohne Zugabe von Zimtaldehyd (schwarze Linie) ansteigt und somit trans-
Zimtaldehyd zu einem Anstieg des intrazellularen Kalziums fihrt.

Diese Daten lassen annehmen, dass trans-Zimtaldehyd die Eryptose Uber den
kalziumabhangigen Signalweg initiiert. Diese Annahme soll mit den weiteren

Versuchen Uberprft werden.
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Abbildung 7: Messung des intrazellularen Kalziums in Ringerldsung unter Einwirkung von 0, 5,
10, 20, 30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Arithmetisches Mittel + SEM (n=10) der Fluo3 Fluoreszenz nach Inkubation der Erythrozyten fir
48h in Ringerlésung ohne (weiser Balken) und mit Einwirkung von 5, 10, 20, 30 pM trans-

Zimtaldehyd (schwarze Balken).

Toxikologische Forschung ist immer abhangig von der Konzentration der
untersuchten Medikamente. Aus diesem Grund wurde die Auswirkung von
trans-Zimtaldehyd auf die Fluo3-Fluoreszenz nicht nur mit der
Hochstkonzentration von 30 uM (Abbildung 6) gemessen, sondern auch mit
niedrigeren Konzentrationen (Abbildung 7).

In Abbildung 7 wird genauer dargestellt, wie die Fluo3-Fluoreszenz und somit
der intrazellulare Kalziumgehalt von der Konzentration von trans-Zimtaldehyd
abhangt. Man sieht, dass bei Zunahme der Konzentration die Fluo3-
Fluoreszenz ansteigt, wobei sie bei 5 uM und 10 puM noch nicht signifikant

erhéht wird, sondern erst bei 20 uM eine statistische Signifikanz erreicht wird.
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6.2 Forward Scatter

Bei einer Erhdhung der intrazelluliren Ca®* Konzentration wie in Kapitel 6.1
beschrieben, kommt es zur Aktivierung von kalziumabhangigen Kaliumkanalen.
Durch Kaliumausstrom aus der Zelle entsteht ein osmotischer Gradient, der zu
einem Wasseraustritt fihrt und die Zelle schrumpfen lasst.

Zellschrumpfung ist wie in Kapitel 2.3.1. ,Grundlagen der Eryptose“ ein
wichtiges Kennzeichen der Eryptose. Schrumpfen Zellen, so verandert sich das
Vorwartsstreulicht (Forward Scatter), welches im FACS-Gerat gemessen
werden kann. Umso mehr die Zelle schrumpft, desto mehr nimmt das

Vorwartsstreulicht ab.
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Abbildung 8: Original Histogramm — Messung des Vorwértsstreulichts +/- 30 uM trans-
Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Original Histogramm: Vorwartsstreulicht der Erythrozyten nach 48h Inkubation in Ringerldsung

mit (rote Linie) und ohne (schwarze Linie) die Einwirkung von 30uM trans-Zimtaldehyd.

Forward Scatter hat keine definierte Einheit und liefert somit nur Uber

Vergleiche mit Kontrollproben qualitative statt quantitative Aussagen.
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Vergleicht man die Kurve mit trans-Zimtaldehyd (rote Linie) mit der Kurve ohne
trans-Zimtaldehyd (schwarze Linie), so erkennt man eine Abnahme des

Forward Scatter.
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Abbildung 9: Messung des Vorwartsstreulichts in Ringerlésung unter Einwirkung von 0, 5, 10,
20, 30 pM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Arithmetisches Mittel £+ SEM (n=10) des Vorwartsstreulichts nach Inkubation der Erythrozyten
fir 48h in Ringerlésung ohne (weiser Balken) und mit Einwirkung von 5, 10, 20, 30 pM trans-

Zimtaldehyd (schwarze Balken).

In der Abbildung 9 ist eine deutliche Abnahme des Forward Scatter nach 48h
Inkubation der Erythrozyten in Ringerlésung mit Einwirkung von 5, 10, 20, 30
UM trans-Zimtaldehyd (schwarze Balken) im Vergleich zur Messung ohne trans-
Zimtaldehyd (weiBBer Balken) zu sehen.

Eine statistische Signifikanz ist dabei ab 20 uM trans-Zimtaldehyd zu erkennen.
Die Verringerung des Vorwartsstreulichts lasst auf eine Zellschrumpfung nach
Einwirkung von trans-Zimtaldehyd auf Erythrozyten schlieBen.
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6.3 Annexin V Bindung

Durch eine erhdhte intrazelluldare Ca®**-Konzentrationen wird die
Phosphatidylserinexposition an der AuBBenseite der Zellmembran stimuliert.
Phoshatidylserin  wird an der ZellmembranauBenseite von Rezeptoren der
Makrophagen erkannt und die Zelle phagozytiert.

Annexin V bindet an Phosphatidylserin (PS) auf der AuBenseite der Membran.
So kdnnen mit Annexin V markierte eryptotische Zellen durchflusszytometrisch

nachgewiesen werden.
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Abbildung 10: Original Histogramm — Annexin V Bindung in Ringerlésung = 30 puM trans-
Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Original Histogramm: Annexin V Bindung der Erythrozyten nach 48h Inkubation in Ringerldsung

mit (rote Linie) und ohne (schwarze Linie) die Einwirkung von 30uM trans-Zimtaldehyd.

Vergleicht man die in Abbildung 10 dargestellte Annexin-V-Fluoreszenz bei 30
UM trans-Zimtaldehyd (rote Linie) mit der Annexin-V-Fluoreszenz ohne trans-
Zimtaldehyd (schwarze Linie), so erkennt man, dass diese bei Zugabe von

trans-Zimtaldehyd gesteigert ist.
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Abbildung 11: Messung der Annexin V Bindung in Ringerlésung unter Einwirkung von 0, 5, 10,
20, 30 uM trans-Zimtaldehyd (Theurer et al., 2013)

Arithmetisches Mittel £+ SEM (n=10) der Annexin V Bindung nach Inkubation der Erythrozyten
far 48h in Ringerlésung ohne (weiser Balken) und mit Einwirkung von 5, 10, 20, 30 pM trans-
Zimtaldehyd (schwarze Balken).

Im Versuch des Kapitels 5.2 ,Annexin V Bindung“ soll gezeigt werden, wie viele
der gemessen Zellen Phosphatidylserin auf der AuBenseite ihrer Membran in
Abhangigkeit der trans-Zimtaldehyd-Konzentration exprimieren und somit
eryptotisch sind.

Abbildung 11 zeigt, dass der Anteil der PS-exprimierenden Zellen unter
Einwirkung von trans-Zimtaldehyd mit steigender Konzentration zunimmt.
Waéhrend die PS-Exposition bei 5 uM und 10 uM trans-Zimtaldehyd jeweils nur
gering ansteigt, steigt diese bei 20 uM und 30 uM deutlich an.

Eine statistische Signifikanz ist ab 20 uM trans-Zimtaldehyd zu erkennen. Bei
30 uM exprimieren 13,24 + 6,59% der Zellen Phosphatidylserin.
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6.4 Hamolyse

Nachdem in den vorigen Experimenten bewiesen wurde, dass Zimtaldehyd zum
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration und somit zur Zellschrumpfung
und zur erhdhten Phosphatidylexposition, welche in Verbindung mit dem
programmierten Zelltod stehen, fuhrt, wurden weitere Versuche durchgefiihrt
um festzustellen, ob sich Zimtaldehyd auch auf die Hamolyse auswirkt.

Bei der Hamolyse tritt aufgrund der Zerstérung der Zellmembran Hamoglobin in
das Plasma, weshalb im Versuch der Anteil der hamolysierten Erythrozyten
mithilfe des Hamoglobingehalts im Uberstand bestimmt wurde.
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Abbildung 12: Messung der Hamolyse unter Einwirkung von 0, 5, 10, 20, 30 pM trans-
Zimtaldehyd (graue Balken) (Theurer et al., 2013)

Arithmetisches Mittel £+ SEM (n=4) der Hamolyse nach Inkubation der Erythrozyten fir 48h in
Ringerlésung mit Einwirkung von trans-Zimtaldehyd zeigt einen signifikanten Unterschied zur
Abwesenheit von trans-Zimtaldehyd (graue Balken). Im Vergleich die PS-Exposition (schwarze
Balken) aus Abbildung 11.
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Wahrend die Zellen, welche Phosphatidylserin exprimieren (schwarze Balken)
bereits bei 5 uM trans-Zimtaldehyd auf 3,80 + 1,74% ansteigen, bleiben die
durch Hamolyse zugrunde gegangenen Zellen (graue Balken) auch bei 30 uM
unter 2%.

Generell blieb die Anzahl der ha&molysierten Erythrozyten um eine
Zehnerpotenz kleiner als der Anteil der phosphatidylserin-darstellenden Zellen.

Wie aus Abbildung 12 zu lesen ist, findet sich bei Einwirkung von 20 uM trans-
Zimtaldehyd fur 48 Stunden eine statistische Signifikanz.

Trans-Zimtaldehyd steigert somit den Zelltod von Erythrozyten hauptséachlich
durch Steigerung der Eryptose statt durch Hamolyse.
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6.5 Annexin V Bindung unter Entzug von Kalzium
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Abbildung 13: Wirkung von Kalziumentzug auf trans-Zimtaldehyd induzierte Annexin V
Bindung (Theurer et al., 2013)

Arithmetisches Mittel £ SEM (n=6) des Prozentsatzes der Annexin V Bindung nach Inkubation
der Erythrozyten fir 48h in Ringerlésung ohne (weiser Balken) und mit Einwirkung 30 pM trans-

Zimtaldehyd (schwarze Balken). Links in Gegenwart und rechts in Abwesenheit von Kalzium.

Wie in Kapitel 6.3 ,Annexin V Bindung“ erklart wird, fihrt eine erhdhte
intrazellulare Ca?*-Konzentration zur Phosphatidylserinexposition und somit zur
Eryptose.

Durch den in Kapitel 6.3 gezeigten Anstieg der PS-Exposition und somit der
intrazellularen Ca®**-Konzentrationen nach der 48 Stunden langen Einwirkung
des trans-Zimtaldehyd auf die Erythrozyten liegt die Vermutung nahe, dass
Zimtaldehyd durch das Offnen von Kalziumkanalen Eryptose auslést.

Um diese These zu Uberprifen wurden Erythrozyten 20 uM trans-Zimtaldehyd
flr 48 Stunden ausgesetzt, wobei eine vollstidndige Abwesenheit extrazellularen
Kalziums fur die Versuchsdurchfiihrung angestrebt wurde, sodass selbst bei

gedffneten Kalziumkanalen kein weiteres Kalzium in die Zelle strémen kann.
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AnschlieBend wurden wie in Versuch 6.3. ,Annexin V Bindung“ die Anzahl der
Zellen ermittelt, welche PS-darstellend sind.

Abbildung 13 zeigt, dass ohne extrazellulares Kalzium die Wirkung des
Zimtaldehyds bedeutend schwacher ausfallt. Die Phosphatidylserinexpositition
sinkt von 13,15 +6,08% auf 4,71 + 1,29%.

Es lasst sich somit folgern, dass sich trans-Zimtaldehyd, zumindest zum
GroBteil Uber die Aktivierung von Kalziumkandlen auf den programmierten
Zelltod von Erythrozyten auswirkt. Auch hier wurden Kontrollproben (weif3e
Balken) angefertigt um die erhdhte Annexin V Bindung unter Einfluss von trans-

Zimtaldehyd zu veranschaulichen.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion der Versuchsablaufe

Die fur diese Dissertation durchgefihrten Versuche fanden alle in vitro statt, in
vivo Versuche wurden nicht durchgefthrt.

Um den Versuchen dennoch Aussagekraft fir medizinische Zwecke zu geben,
wurden moglichst physiologische Bedingungen geschaffen.

Mit diesem Ziel vor Augen wurde die Osmolaritdt durch ein Osmometer mit

einer geeichten Stammlésung auf 290 mosmol Uberprift.

Alle Lésungen wurden titriert um einen physiologischen pH von 7,4 fir die
Versuche zu erhalten. Dieser pH-Wert wurde auch wahrend der Durchflihrung
der Versuche immer wieder kontrolliert.

Die Proben wurden unter der Sterilbank hergestellt, um einer Verunreinigung
vorzubeugen. Leichte Verunreinigungen sind dennoch nicht komplett
auszuschlieBen.

Auch die Temperatur wurde an physiologische Bedingungen angepasst. Somit
wurden die Proben wahrend der kompletten Inkubationszeit im Inkubator bei
37°C aufbewahrt.

Bis zum Versuchsbeginn wurden die von der Tubinger Blutbank zur Verfligung
gestellten Erythrozytenkonzentrate bei +4°C gelagert. Die
Erythrozytenkonzentrate wurden taglich frisch geliefert.

Die anderen fir die Versuche bendtigten Substanzen und Chemikalien wurden
gemalB der Herstellerangaben gelagert und verarbeitet um auch hier
Fehlerquellen auszuschlieB3en.
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Die Versuche wurden mit jeweils vier verschiedenen Proben durchgeflihrt um
falschen Ergebnissen aufgrund von Blutgruppen oder anderen Abweichungen
vorzubeugen. Die Versuche an den verschiedenen Proben zeigten, dass die
Blutgruppen flr die Wirkung des trans-Zimtaldehyd unbedeutend sind und somit
man nicht blutgruppenspezifisch sondern allgemein von den Auswirkungen des
trans-Zimtaldehyd auf die Eryptose sprechen kann.

Des Weiteren wurden alle Versuche mehrmals durchgefiihrt und die Messwerte
anschlieBend gemittelt um Messfehler auszugleichen.

Bei der Planung wurde somit darauf Acht gegeben, die Relevanz der Versuche

fur medizinische Zwecke nicht einzuschranken.

Dennoch lohnt es sich, die Versuchsablaufe kritisch zu hinterfragen. Wie zuvor
erwadhnt wurden die Versuche nur in vitro durchgefihrt. Ob unter den
komplexen Bedingungen des Koérpers nicht noch andere Auswirkungen
auftreten kénnen, lasst sich anhand der Versuche im Labor nicht eindeutig
beweisen. SchlieBlich werden die Erythrozyten im Koérper wechselnden
chemischen, thermischen und physikalischen Einflissen ausgesetzt. Diese
zusatzlichen Einflisse kdnnten die Auswirkungen des Zimtaldehyds auf die
Erythrozyten verandern.

Des Weiteren wurden alle Versuche nur 48 Stunden inkubiert. Erythrozyten
haben eine durchschnittliche Lebensdauer von 120 Tagen. In dieser Zeit
akkumulieren die Einflisse, welchen sie ausgesetzt sind. Es kann somit keine
Aussage dartber gemacht werden, wie sich eine langfristige, bzw.
wiederkehrende Behandlung mit Zimtaldehyd auf die Erythrozyten im
menschlichen Kdérper auswirken wirde.

Bei den Versuchen wurden Negativproben, welche nur das
Erythrozytenkonzentrat und die Ringer-Lésung enthielten, hergestellt um
auszuschlieBen, dass die Ringer-L6sung verunreinigt, beziehungsweise die
Erythrozyten durch &auBere Einflisse geschadigt wurden und somit die

Ergebnisse verfalscht wurden, durchgefihrt. Es wurden jedoch keine Proben,
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welche nur das Ldsungsmittel DMSO enthalten hergestellt. DMSO hat in
héheren Konzentrationen Einfluss auf die Lebensdauer von Erythrozyten. Des
Weiteren ist DMSO lichtempfindlich. Es kann also nicht ausgeschlossen
werden, dass ein kleiner Teil der gemessenen Eryptose und Hamolyse dem
Lésungsmittel DMSO zuzuschreiben ist.

Mittlerweile werden am physiologischen Institut daher bei jeder Versuchsreihe
neben den Negativproben auch Proben angesetzt, welche nur das
Erythrozytenkonzentrat, die Ringerlésung und das Lésungsmittel enthalten.

7.2 Diskussion Ergebnissteil

Die durchgeflihrten Versuche zeigen, dass trans-Zimtaldehyd auf Zellvorgange,
welche in Verbindung mit dem programierten Zelltod von Erythrozyten stehen,
der Eryptose, Einfluss nimmt.

Die Parameter, welche getestet wurden, lauten wie folgt: FACS-Analyse der
Annexin-V-Bindung, Messung des intrazellularen Kalziumspiegels und Messung
der Hamolyse.

Beim Testen all dieser Parameter zeigte sich ab einer Konzentration von 20 uM
bei einer Behandlungsdauer von 48 Stunden eine statistisch signifikante
Auswirkung auf die oben genannten Zellvorgange.

Die Experimente zeigen, dass trans-Zimtaldehyd den intrazellularen
Kalziumspiegel, die PS-Darstellung und die Hamolyse-Rate ansteigen lasst.
Folglich beglnstigt trans-Zimtaldehyd die Eryptose.

UbermaBiges Auftreten der Eryptose kann, wie im Kapitel 1 bereits erwéhnt, zur
Anamie fluhren. Des Weiteren tendieren Erythrozyten, welche Aufgrund der
Eryptose mehr Phosphatidylserin an der AuBenseite der Zellmembran
darstellen, vermehrt dazu an GefaBwéanden zu haften (Quelle Andrews and Low
1999), was zu Verklumpung und folglich zum Verschluss von kleinen GefaBen
fihren kann (Chung et al., 2007).
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Auch die GefaBwande selbst kénnen durch die Verklumpung der Erythrozyten
beschadigt werden. Obwohl durch die lediglich in vitro stattgefundenen
Versuche keine Aussage Uber die Konzentrationen von trans-Zimtaldehyd,
welche im menschlichen Koérper diese Nebenwirkungen verursachen wirden
gemacht werden kann, besteht dennoch aufgrund der Versuchsergebnisse
Grund zur Annahme, dass die Auswirkungen von trans-Zimtaldehyd auf den
programmierten Zelltod von Erythrozyten dessen Nutzen als Medikament
einschranken.

Durch den Versuch in Kapitel 6.5: ,PS-Darstellung unter Kalziumentzug“ konnte
bestatigt werden, dass trans-Zimtaldehyd im Bezug auf Eryptose zum GroBtell
(ber die Erhdhung der zytosolischen Ca?*-Konzentrationen durch das Offnen
von Kationenkanalen wirkt.

Die Erforschung der lonenkanéle in Erythrozyten, besonders deren molekulare
Beschaffenheit, ist noch nicht weit genug fortgeschritten um genaue
Erklarungen fir die Wirkung des trans-Zimtaldehyd zu bieten, doch die
Vermutung liegt nahe, dass trans-Zimtaldehyd die nicht-selektiven
Kationenkandle der Erythrozytenmembran aktiviert und somit den
Kalziumeinstrom nach intrazellular erméglicht indem es den TRPC6 (transient
receptor potential channel) beeinflusst (Brand et al., 2003).

Auf den zuvor beschriebenen Einstrom von Kalziumionen und der damit
einhergehenden erhdhten Ca?*-Konzentrationen im Zellinneren folgt die
Aktivierung kalzium-abhangiger Kaliumkanale (Bookchin et al., 1987; Brugnara
et al., 1993).

Aufgrund des chemischen Gradienten der Kaliumionen verlasst Kaliumchlorid
(KCI) die Zelle.

Durch den Ausstrom des Kalium hyperpolarisiert das Membranpotential und
aufgrund des nun veranderten osmotischen Drucks verliert die Zelle Wasser.
Das Zellvolumen nimmt ab, die Zelle schrumpft. Die im Versuch FSC Kapitel
6.3 gemessenen Werte, welche auf das Schrumpfen des Zellvolumens deuten,
lassen sich also als indirekte Folge der Auswirkung des trans-Zimtaldehyd auf
die Kationenkanéle der Erythrozyten erklaren.
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Eine weitere indirekte Folge des trans-Zimtaldehyd ist die durch die erhdhte
Ca®*-Konzentrationen ausgeldste Hamolyse, bei der durch das Umlagern von
Phosholipiden an der Zellmembran Ham aus der Zelle austritt. Des Weiteren
steigt dabei die Phosphatidylserinexponierung an der Erythrozytenmembran,
weshalb auch die Messwerte dieser Versuche durch die Wirkung des trans-
Zimtaldehyd auf die Kationenkanale der Erythrozyten erklart werden kénnen.
Viele Krankheiten beglnstigen ein verstarktes Auftreten der Eryptose. Zu
diesen gehdren Diabetes (Nicolay et al., 2006), Eisenmangelanamie (Kempe et
al., 2006), Phosphatmangel (Birka et al., 2004), Sichelzellandmie (P. A. Lang et
al., 2009), HUS (P. A. Lang et al., 2006a), Sepsis (Kempe et al., 2007) und
Malaria (Foller et al., 2009). In vitro Versuche haben gezeigt, dass sich trans-
Zimtaldehyd negativ auf das Wachstum von Tumoren auswirken. Des Weiteren
finden derzeit Studien statt, welche untersuchen, ob sich Zimtaldehyd als
Diabetesmedikament eignet. Auch die bereits erwahnten Studien von Ali et al.
im Jahr 2005, welche bei allen drei8ig getesteten Heliobacter pylori Stammen
eine antimikrobielle, wachstumshemmende Wirkung unabhangig vom pH-Wert
und ohne Ausbildung von Resistenzen durch Zimtaldehyd nachweisen, geben
Anlass zur weiteren Forschung (Ali et al., 2005).

Sollten sich Zimtaldehyde aufgrund weiterer Nachforschung in den eben
genannten Feldern als Therapiemdglichkeit etablieren, so kann aufgrund des
Einflusses des trans-Zimtaldehyd auf die Eryptose vor allem bei Patienten,
welche durch die oben genannten Krankheiten bereits an verstéarkt auftretender
Eryptose leiden, eine medikamentése Therapie mit trans-Zimtaldehyd dennoch
kontraindiziert sein. Um diese These jedoch genau zu bestétigen und das
exakte AusmafB der Auswirkung des trans-Zimtaldehyd auf die Eryptose im
menschlichen Koérper zu zeigen sind in vivo Versuche erforderlich. Dennoch
konnten die durchgefiihrten in vitro Versuche bestétigen, dass trans-
Zimtaldehyd in menschlichen Erythrozyten durch das Aktivieren von
Kationenkanalen die intrazellulire Ca?-Konzentrationen steigert, zu
Umlagerung von Phospholipiden der Zellmembran und so zum Erscheinen von
Phosphatidylserin an der Zelloberflache fihrt. Die darauf folgende

Zellschrumpfung zieht somit die Eryptose nach sich.
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8 Zusammenfassung

Kernhaltige Zellen sind in der Lage einen programmierten Zelltod, die
Apoptose, durchzufihren. Aber auch die kernlosen Zellen wie die Erythrozyten
kénnen einen programmierten Zelltod erfahren, die Eryptose.

Dabei kann die Eryptose durch bestimmte Substanzen beeinflusst werden. So
gehdren zum Beispiel Stickstoffmonooxid, Coffein oder Katecholamine zu den
Inhibitoren der Eryptose. Warend hingegen Prostaglandin E,, Gold oder
Retinsaure die Eryptose triggern.

In dieser Studie soll der Einfluss von trans-Zimtaldehyd auf die Eryptose
erforscht werden.

Wichtige Merkmale fiir die Eryptose sind die erhdhte zytosolische Ca®*-
Konzentrationen und die daraus resultierende Zellschrumpfung, sowie die
Phosphatidylserinexposition an der AuBBenseite der Erythrozytenmembran.

Mit Hilfe von FITC-konjungiertem Annexin Vv, kann die
Phosphatidylserinexposition, und die Aktivitdt der erythrozytdren Scramblase
durchflusszytometrisch gemessen werden. Trans-Zimtaldehyd flhrt hier zu
einer erhéhten Phoshatidylserinexposition an die AuBenseite der Erythrozyten.

Die erhdhte intrazellulare Ca®*-Konzentration wurde mit Hilfe von Fluo-3/AM
gemessen. Der Anstieg von intrazellularem Kalzium zieht eine Aktivierung
kalziumabhangiger Kaliumkanale mit sich, was zu einem Kaliumausstrom fihrt.

Der so entstehende osmotische Gradient hat ein Ausstrdmen von Wasser zur
Folge, was die Zelle schrumpfen lasst. Das Schrumpfen der Zelle wird durch
das Forward Scatter (FSC) im Durchflusszytometer bestimmt.

Um die These zu Uberpriifen das trans-Zimtaldehyd durch das Offnen von
Kalziumkanalen Eryptose ausldst, wurden weitere Versuche durchgeflhrt.
Dabei wurden Erythrozyten mit 20uM trans-Zimtaldehyd ausgesetzt bei einer
vollstdndigen  Abwesenheit von  extrazellularem  Kalzium in  der
Versuchsdurchfiihrung. Die Phoshatidylserinexposition fiel dabei signifikant

schwécher aus.
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Die Ergebnisse belegen damit das trans-Zimtaldehyd durch erhéhte
zytosolische Ca®*-Konzentration und die daraus resultierende Zellschrumpfung,
sowie die  Phosphatidylserinexposition an  der  AuBenseite  der
Erythrozytenmembran, Eryptose auslést.

Diese Ergebnisse sind jedoch noch weit von einer klinischen Anwendung
entfernt.

Um dieses Ziel zu erreichen missen noch viele Studien abgeschlossen werden.
Man kann die hier erbrachten in vitro Experimente nicht einfach auf einen
komplexen Organismus wie den Menschen Ubertragen. Somit sind in vivo
Experimente erforderlich.

Des Weiteren muss, um trans-Zimtaldehyd zum Wohle von Patienten einsetzen
zu kdnnen, genau erforscht werden, welche Konzentrationen in vivo den jeweils
gewlnschten Effekt erzielen.

Trotz des weiten Weges, welcher bis zur klinischen Anwendung von trans-
Zimtaldehyd noch vor uns liegt, war diese Studie ein wichtiger Schritt um eines
Tages trans-Zimtaldehyd bei der Behandlung von Krankheiten verwenden zu

kdnnen.
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