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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

In einer in vitro Studie sollen mdgliche Wirkungen von Rezeptor-Subtyp-spezifischen
adrenergen Agonisten auf die Proliferation und das Differenzierungsverhalten von humanen
hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen (HSC) erforscht werden. Ein weiteres Ziel
der Arbeit ist es, Aufschliisse Uber die Signalwege potentieller adrenerger Effekte in den

HSC zu gewinnen.

1.2 Crosstalk zwischen Nervensystem und Immunsystem

Elenkov et al. [1] beschreiben das Zentralnervensystem (ZNS) und das Immunsystem als
Supersysteme, die miteinander in enger Kooperation stehen.

Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl primare als auch sekundare lymphatische
Organe von autonomen Nerven innerviert werden und dort Gber Nervenendigungen auch
Neurotransmitter sezernieren [2]. Die Zellen des Immunsystems empfangen die Signale des
Nervensystems Uber spezielle Neurotransmitter-Rezeptoren, die sie auf der Zellmembran
exprimieren. Die Wechselwirkungen ZNS-Immunsystem sind jedoch nicht einseitiger Natur,
sondern bidirektionell. So werden nicht nur auf Immunzellen Rezeptoren flir neuronale
Transmittersubstanzen exprimiert, sondern in spezifischen Arealen des ZNS auch
Rezeptoren flr primar immunomodulatorische Cytokine [1].

In dieser Arbeit wird vor allem auf die regulatorische Funktion des sympathischen
Nervensystems und dessen Transmittersubstanzen Noradrenalin und Adrenalin auf die
Hamatopoiese und im speziellen auf die Erythropoiese eingegangen. Das sympathische
Nervensystem bildet zusammen mit dem Parasympathicus das vegetative Nervensystem.
Antagonistisch zum Parasympathicus wirkt der Sympathicus ergotrop. Uber sympathische
Aktivierung kann die Herzleistung gesteigert, der Blutdruck erhdht werden sowie Glycogen
mobilisiert werden. Neben der Funktion als Neurotransmitter haben Noradrenalin und
Adrenalin auch eine wichtige Funktion als Stresshormone.

In den letzten Jahrzehnten wurde der Focus der Forschung Uber die potentielle Vernetzung
Sympathicus - Immunsystem auf den Einfluss von Noradrenalin auf Zellen und Funktionen
des peripheren Immunsystems gelegt [1-6]. Durch die Verfigbarkeit rekombinanter Cytokine
und Wachstumsfaktoren, sowie der Etablierung von Techniken zur Identifikation und
Isolation von hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen, wurde es in den letzten
Jahren auch madglich, die Expression von Neurotransmitter-Rezeptoren und die Wirkungen

von neuroendokrinen Mediatoren auf Stamm- und Progenitorzellen-Ebene zu untersuchen.



1.3 Sympathische Innervation des Knochenmarks

In mehreren Studien an Ratten und Mausen konnte nachgewiesen werden, dass das
Knochenmark, der Ort der Hamatopoiese und Heimstatte der hamatopoietischen
Stammzellen, von efferenten und afferenten adrenergen Nervenfasern innerviert wird [7-10].
Maestroni et al. konnten mittels HPLC das Vorhandensein von Dopamin, Adrenalin wie auch
von Noradrenalin im murinen Knochenmark zeigen [8]. Als Quelle dieser nachgewiesenen
Katecholamine konnten sowohl Nervenfasern, als auch Knochenmarkzellen selbst
identifiziert werden [8]. Die Freisetzung der Katecholamine im Knochenmark erfolgt in einem
zyklischem Tagesrhythmus mit maximaler Freisetzung in der Nacht und reagiert dynamisch
auf externe Einflisse wie Kaltestress oder bakterielle Infektionen [8, 9]. Alle diese Fakten
weisen auf eine funktionelle sympathische Innervation des Knochenmarks hin.

Benestad et al. zweifeln 1998 nach einer Studie an Mausen eine Funktionalitat der
neuronalen Innervation des Knochenmarks an [11], andern ihre Meinung jedoch 2000 nach
einer Humanstudie mit querschnittgelahmten Personen [12]. Querschnittsgelahmte wiesen
im Vergleich zu Gesunden nicht nur eingeschrankte Lymphozytenfunktionen auf, sondern

auch das Wachstum ihrer unreifen hamatopoietischen Progenitoren war beeintrachtigt [12].

1.4 Die Hamatopoietische Stammzelle-Hamatopoiese

Als Stammzellen werden Zellen bezeichnet, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie sich
einerseits selbst replizieren kdénnen (= Self renewal) und andererseits spezialisierte
(differenzierte) Progenitorzellen generieren. Wahrend embryonale, totipotente Stammzellen
nur im Embryo in der inneren Zellmasse der Blastocyste vorkommen und die Fahigkeit
haben, jeden Kdérperzelltyp zu generieren, findet man die so genannten adulten Stammzellen
in definiten adulten Geweben, wo sie die Funktion der kontrollierten Substitution von
senescenten und degenerierten Zellen innehaben [13]. Das Differenzierungsvermdgen
dieser Stammzellen ist im Vergleich zur embryonalen Stammzelle stark eingeschranki.

In den letzten Jahren wurde experimentell versucht, die Pluripotenz von fertig
ausdifferenzierten somatischen Zellen durch Modulation von einzelnen Genen wieder
herzustellen. Durch Induktion der Transkriptionsfaktoren Oct4, Sox2, KIf4 and Myc konnte in
humanen Hautfibroblasten Pluripotenz induziert werden [14]. Man hofft aus diesen, mittels
genetischer Manipulation entstandenen Stammzellen (= iPS cells/ induced pluripotent stem
cells), einen moglichen Ersatz fir die ethisch heild diskutierten embryonalen Stammzellen
gefunden zu haben.

Das Erschaffen der iPS-Zellen kann als ein HoOhepunkt der derzeit florierenden

Stammzellforschung gesehen werden. Die Errungenschaften der Stammzellforschung
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schuren auch grofe Hoffnungen fur mannigfaltige medizinische Anwendungen, die von der
Behandlung von Herzinfarkt bis hin zu neurodegenerativen Krankheiten wie Morbus
Parkinson reichen [15].

Der Stammzelltyp der in der vorliegenden Arbeit untersucht wird, ist die adulte
Hamatopoetische Stammzelle (HSC), bzw. weiter ausdifferenzierte Hamatopoietische
Progenitorzellen (HPC) der myeloiden Reihe.

Die HSC und HPC sind die am besten charakterisierten Stammzellen und werden in der
Klinik routinemafig in Transplantationen zur Behandlung von Defekten der zellularen
Komponenten des Blutes, des Immunsystems und bei Krebs eingesetzt.

Die Heimstatte der HSC und der frilhen hamatopoietischen Progenitoren stellt das die
Markhéhlen der Knochen ausflillende Knochenmark (Medulla ossium) dar. Wahrend beim
Neugeborenen fast alle Knochen mit rotem (blutbildenden) Knochenmark gefillt sind, findet
man beim Erwachsenen rotes Knochenmark nur in wenigen Knochen wie dem Sternum, den
Rippen, dem Becken und den Wirbelkérpern. Das rote Knochenmark wird im Zuge des
Altersprozesses durch Fettmark ersetzt. Im Knochenmark liegen die HSC nicht frei vor,
sondern sind in so genannten Stammzell-Nischen eingebettet. Die HSC stehen hier Gber
Zelladhasionsmolekile und Rezeptor-Liganden-Interaktionen mit Zellen in Verbindung, die
helfen, die Funktionen der Stammzellen aufrechtzuerhalten [16]. Neben Zell-Zell-Kontakten
spielen auch Cytokine und andere Wachstumsfaktoren, die in das Knochenmark gelangen
oder dort von Stromazellen selbst sezerniert werden, eine essentielle Rolle um
Stammzellfunktionen zu regulieren. Ein sehr gutes Beispiel fur solch eine adaptive
Steuerung der Hamatopoiese stellt die Erythropoiese dar. Das Glycoprotein-Hormon
Erythropoietin, das in den peritubularen Zellen der Niere produziert wird, kontrolliert sowohl
die Proliferation als auch die Differenzierung von erythroiden Progenitoren [17]. Die
Synthese von EPO erfolgt in der Niere unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors HIF (=
hypoxia inducable factor). Herrscht im Kérper ein hypoxischer Zustand vor, zum Beispiel
ausgelost durch einen starken Blutverlust, wird dieser Transkriptionsfaktor aktiviert. Es wird
HIF-induziert in den Nieren mehr EPO produziert, das uber die Blutbahn ins Knochenmark
gelangt, wo es die Erythropoiese ankurbelt, um den hypoxischen Zustand des Organismus
durch eine Mehrproduktion von Erythrocyten zu beheben [17].

Das Spektrum der Cytokine und Wachstumsfaktoren, die die Hamatopoiese regulieren, ist
sehr umfangreich [18]. Einige dieser Faktoren wie Interleukin-3 (IL-3) oder der Stem Cell
Factor (SCF) haben Einfluss auf die Entwicklung mehrer hamatopoietischer Linien, wahrend
andere Faktoren wie Erythropoietin (Erythropoiese) oder Thrombopoietin (Thrombopoiese)
eine primar Linien-abhangige Wirkungsweise zeigen. Das intrazellulare Signalsystem vieler
Wachstumsfaktoren zeigt Uberschneidungen, was die synergistische Wirkung von manchen

Faktoren erklart. Zum Beispiel stimuliert EPO synergistisch mit SCF die Erythropoiese [19].
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Wie adulte Stammzellen in anderen Gewebetypen auch, verbleibt die Hamatopoietische
Stammzelle stets in einem undifferenzierten Zustand und durchlauft Zyklen von Self renewal
und asymmetrischen Mitosen, aus denen jeweils eine Stammzelle und eine differenzierte
Zelle hervorgeht. Es wird gemutmalt, dass durch die Balance zwischen symmetrischen und
asymmetrischen Teilungen die Zahl der Stammzellen moduliert und reguliert wird [20, 21].
Die assymetrischen Teilungen dienen hierbei der Homdostase, wahrend die symmetrischen
Teilungen der Aufrechterhaltung des Stammzellpools dienen [20]. Uber die Mechanismen
wie das Wechselspiel zwischen Self Renewal und assymetrischen Teilungen reguliert wird,
gibt es kaum gesichertes Wissen.

Die Hamatopoiese wird generell als ein Multi-Step-Prozess gesehen, in dem zellulare
Replikation und Differenzierung Hand in Hand gehen [22]. Ausgehend von der so genannten
LT-HSC (long- time-repopulating-HSC) bis hin tGber mehrere Stufen von Progenitorzellen zur
reifen Zelle einer bestimmten Linie, nimmt die Geschwindigkeit der Replikation parallel zur
Differenzierung zu, bis hin zum Stadion der Precursorzellen, die schlieRlich zur Endform der
jeweiligen Linie ausreifen (siehe Abb.1). Die LT-HSC stellt die ultimative Hamatopoietische
Stammzelle dar. Ohne diesen Zelltyp ware keine Stammzell-Transplantation erfolgreich, da

nur diese Zelle zu einem langfristigen Self-Renewal befahigt ist.

Differenzierung
Self-renewal
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Abb.1: Die Ausreifung von HSC erfolgt iber mehrere Stufen. In mehreren Stadien, in denen der Grad
der Differenzierung und die Rate der Replikation stetig zunehmen, entstehen ausgehend aus der
Long-Time Repopulating-HSC (LT-HSC) schlielich die reifen Zellen einer bestimmten
hamatopoietischen Linie. ST-HSC: Short Time-Repopulating-HSC, MPC: Multipotent Progenitor-Cell,
CPC: Commited Progenitor Cells. Abb. verandert nach [22].

Die Fahigkeit zum lebenslangen Self-Renewal wird durch verschiedene Mechanismen
aufrechterhalten um eine ,Erschépfung” des Stammzellpools zu verhindern [16].

Die in der Hierarchie der Hamatopoiese der LT-HSC bzw. der ST-HSC nachfolgenden
Progenitorzellen weisen nicht nur stufenweise einen hoheren Differenzierungsgrad auf,
sondern zeigen auch nur eine eingeschrankte Self-Renewal-Kapazitat und haben prinzipiell
die Fahigkeit verloren, lebenslang das volle Spektrum von hamatopoietischen Zellen

generieren zu kénnen.
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1.5 Die sympathische Transmittersubstanz Noradrenalin beeinflusst
unreife hamatopoietische Progenitorzellen Uber adrenerge
Rezeptoren

Die Expression von adrenergen Rezeptoren auf HSC und Progenitoren wurde von Maestroni
und Conti schon 1994 postuliert [23]. Mittels Radio-Ligand-binding Assays konnten sie
nachweisen, dass Knochenmarkszellen a1-adrenerge Rezeptoren exprimieren. Als
Rezeptor-tragende Populationen konnten sie einerseits lymphoide Progenitoren sowie
andererseits  Granulozyten-Makrophagen  generierende  Progenitoren (CFU-GM)
identifizieren. Der definitive, molekularbiologische Nachweis der Expression von adrenergen
Rezeptoren auf Stamm- und Progenitorzellen wurde erst 2007 erbracht. Muthu et al. [24]
wiesen die Expression von al-, a2-, sowie P2-adrenergen Rezeptoren auf murinen
myeloiden Progenitoren nach.

Die Idee der adrenergen Modulation von Stammzellen und der Hamatopoiese beschattigt die
Wissenschaft nicht erst seit den Neunzigern des 20. Jahrhunderts sondern es existieren
bereits Studien aus den Siebzigerjahren die schon in die selbe Richtung laufen. 1971 konnte
Byron beobachten, dass murine hamatopoietische Progenitoren nach Zugabe von
Katecholaminen in den Zellzyklus eintraten oder den Zellzyklus verkirzten [25]. Ebenfalls in
den Siebzigern entdeckten Fink und Fisher im Tiermodell, dass adrenerge Agonisten in vivo
die Erythropoiese stimulieren kdnnen [26, 27]. Mladenovic, Brown und Adamson [28, 29]
konnten diese stimulierende Wirkung der adrenergen Agonisten als B2-Rezeptor-vermittelten
Effekt bestimmen und erkannten eine Abhangigkeit der stimulierenden Wirkung von der
Gegenwart von Erythropoietin. Der Einfluss von Noradrenalin auf die Erythropoiese wurde in
einer amerikanischen Studie 2004 wieder aufgegriffen, um einen mdglichen Zusammenhang
zwischen erhdhten peripheren Katecholamin Konzentrationen in Trauma-Patienten und der
Auspragung von Anamie zu finden [30, 31]. Diese Studie kam Uber die Erkenntnis, dass das
in vitro Wachstum von erythroiden Kolonien Uber [(-adrenerge Rezeptoren durch
Noradrenalin angeregt wird, zur Annnahme, dass Noradrenalin die Erythropoiese stimuliert.
Die stimulierende Wirkung von Noradrenalin scheint Gber einen sekundaren Stimulus von
Stroma-Zellen des Knochenmarks vermittelt zu werden, da nach Depletion dieser Zellen,
auch die wachstumsstimulierende Wirkung von Noradrenalin auf die erythroiden Kolonien
aufgehoben wurde.

Den Umstand, dass dieses Ergebnis der urspringlichen Annahme einer adrenergen
Hemmung der Erythropoiese durch erhdhte Katecholaminlevel widerspricht, erklaren die
Studienautoren mit einem Konzentrationseffekt. Die Studienautoren postulierten einen
stimulatorischen Effekt in niedrigen Konzentrationen und einen inhibierenden Effekt bei
héheren Konzentrationen von Noradrenalin auf die Erythropoiese. Eine hemmende Wirkung

auf das Kolonienwachstum konnte allerdings erst bei nicht-physiologischen mM-
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Konzentrationen von Noradrenalin gesehen werden, was der Hypothese widerspricht.
Generell muss festgestellt werden, dass in der bisherigen Forschung auf dem Gebiet der
adrenergen Beeinflussung der Erythropoiese Hauptaugenmerk auf (-Rezeptor-mediierte
Effekte gelegt wurde. Uber eine mdgliche Beeinflussung Uber a1l oder a2-adrenerge
Signalwege existieren noch keine Informationen. Jedoch konnten in der fetalen Leber der
Ratte eine massive Expression von a2-adrenergen Rezeptoren nachgewiesen werden, die
primar erythroiden Zellen und Progenitoren zugeordnet werden konnte [32]. Auch die
humane erythroide Zelllinie HEL (Human Erythroleukemia) exprimiert nachweislich a2-
adrenerge Rezeptoren [33]. Die Expression der a-adrenergen Rezeptoren auf Zellen
erythroiden Ursprungs weist auf eine mdgliche Funktion von a-adrenergen Signalwegen
auch in der Erythropoiese hin.

Generell kann eine wichtige Funktion des sympathischen Nervensystems in der
Erythropoiese angenommen werden, da Krankheiten die mit Dysfunktion des autonomen
Nervensystems verbunden sind, als typische Symptome das Auftreten von Anamie zeigen
[34]. Ob die Wirkung des Sympathicus auf die Erythropoiese, wie von Obayashi et al.
postuliert wird, indirekt Gber die Steuerung der renalen Erythropoietin-Produktion [35], oder
wie Fonseca et al. vorschlagen, Uber die Wirkung von Stromazellen [30], oder Uber
adrenerge Rezeptoren auf den Zellen selbst funktioniert, muss noch geklart werden.

In den 90er-Jahren des 20. Jahrhunderts war die Arbeitsgruppe rund um den Schweizer
Maestroni federfihrend in der Erforschung der Wechselwirkungen zwischen Sympathicus
und Hamatopoiese. Maestroni und dessen Mitarbeiter erweiterten das Bild der
symphatischen Modulation der Hamatopoiese um eine primar al-adrenerge vermittelte
Kontrollfunktion der Lymphopoiese und der Myelopoiese.

Maestroni et al. zeigten, dass chemische Sympathektomie oder die Administration des a-
adrenergen Antagonisten Prazosin in Mausen zur Suppression der Lymphopoiese und zu
einer parallelen Stimulation der Myelopoiese fiihrt [8, 23, 36, 37]. Obwohl von Maestroni et
al. nicht beschrieben, hat die Applikation von Prazosin auch Auswirkungen auf die
Erythropoiese. lzaguirre et al. beobachteten, dass Prazosin in Mausen, gemessen am
Hamatokrit und an der Aufnahme von radioaktivem Eisen in erythroide Zellen, die
Erythropoiese hemmt [38].

Auch in vitro konnte Maestroni beobachten, dass a-adrenerge Agonisten das
Kolonienwachstum von myeloischen Progenitoren primar Gber a1-adrenerge Rezeptoren
inhibiert [23]. Eine frihere Studie konnte zeigen, dass in Mausen durch Unterdrickung des
sympathischen Tonus durch Sympathektomie oder durch Verabreichung von Prazosin, die
Rekonstruktion der Hamatopoiese nach synergistischer Knochenmarktransplantation
gesteigert wird [36]. Der Effekt wurde primar durch eine gesteigerte Myelopoiese bewirkt.

Neben diesem hemmenden Effekt des Sympathicus auf die Hamatopoiese wurde von
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Maestroni et al. auch ein schitzender Effekt von Noradrenalin auf die blutbildenden Zellen
des Knochenmarks beobachtet. Die Injektion von Noradrenalin in Mause, die mit dem
Chemotherapeutikum Carboplatin behandelt wurden, konnte die Uberlebensrate dieser Tiere
im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant verlangern [39].

Kirzlich wurde entdeckt, dass Signale des sympathischen Nervensystems notwendig sind,
um die Migration von HSC aus den Nischen des Knochenmarks nach Stimulation mit
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) in die Peripherie zu steuern [40]. G-CSF
wird in der Klinik dazu verwendet, um Stamm- und Progenitorzellen aus dem Knochenmark
eines Donors in das periphere Blut zu mobilisieren, wo die HSC fir Transplantationszwecke
geerntet werden koénnen. Der beschriebene Effekt funktioniert durch eine postulierte
Aktivierung von adrenergen Neuronen im Knochenmark durch G-CSF und einer folgenden
Suppression von Osteoblasten, die in engem Kontakt mit den HSC stehen. Die Wirkung von
Noradrenalin auf die Migration von HSC wird als Uber B-adrenerge Rezeptoren vermittelter
Effekt erklart und erfolgt nicht direkt iber adrenerge Rezeptoren auf den HSC selbst.

Spiegel et al. konnten die Ergebnisse von Katayama et al. bestatigen, dass Noradrenalin an
der Mobilisierung von HSC aus dem Knochenmark beteiligt ist [41]. Neben B-adrenergen
Rezeptoren konnte die Gruppe auch Rezeptoren fur Dopamin auf unreifen, humanen CD34"
HSC nachweisen. Wie schon 1992 Maestroni [36] konnten auch Spiegel et al. einen
positiven  Effekt von  Noradrenalin auf das Engraftment von HSC in
Knochenmarkstransplantationen nachweisen und den Effekt durch die Aktivierung des WnT-

Pathways durch Noradrenalin in den HSC erklaren.

1.6 Katecholamine/Adrenerge Signaltransduktion

Die natirlich in héheren Organismen vorkommenden Katecholamine Dopamin, Noradrenalin
und Adrenalin werden in den Neuronen des sympathischen Nervensystems und den
chromaffinen Zellen des Nebennierenmarks synthetisiert. Neben Neuronen und Nebennieren
konnten auch Zellen des Immunsystems als Syntheseort von Katecholaminen identifiziert
werden. Marino et al. wiesen die Synthese, den Metabolismus, die Lagerung und die
Aufnahme von Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin in peripheren humanen mononuklearen
Zellen nach [42]. Qiu et al. demonstrierten, dass diese endogen produzierten Katecholamine
zur parakrinen oder autokrinen Regulation von Lymphozyten-Funktionen dienen [43].

In der murinen Makrophagen Zelllinie RAW 264.7 konnte in vitro der Nachweis fir
Katecholaminsynthese erbracht werden [44].

Die Ausgangssubstanz fir die Katecholaminsynthese (Abb.2) stellt die Aminosdure Tyrosin
dar. Durch Anhangen eines Hydroxylrestes durch das Enzym Tyrosin-Hydroxylase entsteht
Dopa. Tetrahydrobiopterin fungiert bei diesem Prozess als Cofaktor. In einem

Pyridoxalphosphat-abhangigen Prozess wird die Carboxylgruppe durch die Aromatische
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Aminosdure Decarboxylase abgespaltet und es entsteht aus Dopa Dopamin. Durch das
Schlisselenzym fir die Synthese von Noradrenalin, die Dopamin B-Hydroxylase, wird mit
Ascorbat als Cofaktor an Dopamin ein Hydroxylrest angehangt. Das entstehende
Noradrenalin kann durch die S-Adenosyl-L-Methionin-abhangige Phenylethanolamin N-
Methyltransferase durch Anhangen eines Methylrestes noch zu Adrenalin weiterprozessiert
werden. Der Katabolismus der Katecholamine lauft ebenfalls Gber mehrere Stufen ab und
beginnt entweder mit der Ubertragung einer Methylgruppe durch die Catechol-Methyl

Transferase (COMT), oder durch Desaminierung durch die Monoaminoxidase (MAO).

NH; THB DHB HO NH, CO,

' Z ! _ PLR o~

HO /N CH,-CH-COO" %@~ -HO /N CH,-CH-COO™ =@~
H.O O,

HO NHS As D-As HO ﬂHS adoMet adoHyc
| -~ ] =~
o/ Nen-cn, Deis o\ CHy-CH, —@E—
— O, H, — OH
| Noradrenalin |
HO NH,- CH; (@ Tyrosin-Hydroxylase
/ \ : (@ Aromatische-Aminoséure-Decarboxylase
HO CH-CH; )
L [ @ Dopamin-Beta-Hydroxylase
OH @) Phenylethanolamin-N-Methyltransferase

Abb.2: Syntheseweg der Katecholamine. Erklarung siehe Text. Im eingerahmten Feld sind die
Enzyme der einzelnen Reaktionsschritte angegeben. THB: Tetrahydrobiopterin, DHB:
Dihydrobiopterin, PLP: Pyridoxalphosphat, As: Ascorbat, D-As: Dehydroascorbat, adoMet: S-
Adenosyl-L-Methionin, adoHyc: S-Adenosyl-L-Homocystein. Quelle: Die Grafik wurde nach einem
Vorbild von www.biocarta.com angefertigt.

Die adrenerge Signallbertragung in den jeweiligen Zielzellen erfolgt nach Bindung von
Nordrenalin beziehungsweise Adrenalin an adrenerge Rezeptoren auf der Zellmembran.
Neueste Forschungen haben ergeben, dass adrenerge Rezeptoren in Myocyten auch auf
der nuklearen Membran exprimiert werden, wo sie extrazellular aufgenommene
Katecholamine binden [45].

Wahrend Dopamin nur an spezifische Dopamin-Rezeptoren bindet, binden Adrenalin und
Noradrenalin mit unterschiedlicher Affinitdt dieselben Rezeptoren. Die adrenergen
Rezeptoren lassen sich anhand des nachgeschalteten Signalsystems in 2 grof3e Subtypen (a
und B) einteilen.

Die a-adrenergen Rezeptoren aktivieren G-Protein - vermittelt die Phospholipase-C, die

Phospatidylinositol 4,5-bisphosphat zu Diaglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5 triphosphat (IP3)

16


http://www.biocarta.com/

spaltet (Abb.3). IP3 bindet wund aktiviert [P3-abhdngige Calcium-Kanale am
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und erhéht dadurch den intrazellularen Ca?*-Spiegel.
DAG und Ca?* aktivieren synergistisch die Proteinkinase C (PKC) die weitere intrazellulire
Targets aktiviert, beziehungsweise deaktiviert. Die a-adrenergen Rezeptoren lassen sich
noch weiter in den al1-Typ (a1a, alb und al1d) und den a2-Typ (a2a, a2b und a2c)
aufgliedern. Der Unterschied zwischen den beiden a-Typen besteht darin, dass a2-
adrenerge Rezeptoren nach Aktivierung die Adenylatcyclase hemmen.

Neben den klassischen Signalwegen sind auch noch andere intrazellulare Signalwege mit
a-adrenergen Rezeptoren gekoppelt. Es konnte demonstriert werden, dass a1-adrenerge
Rezeptoren die src-Kinase [46, 47] und die Mitogen activated protein kinase (= MAPK) -
Signalwege aktivieren [48-50]. Dabei werden die drei groen MAPK-Subklassen (p38-MAPK,
extracellular regulated kinases/ERK und c-Jun-NH,-terminal kinases/JNK) durch die drei a1-
adrenergen Rezeptorsubtypen mit unterschiedlicher Spezifitdt aktiviert [48, 49]. Weiters
zeigte sich, dass die a1-adrenerge MAPK- Aktivierung unabhangig von Calcium und PKC
erfolgt [50]. In einer parallelen Studie zu dieser Arbeit im Labor von Prof. Schauenstein
konnte beobachtet werden, dass durch Stimulation von murinen lin/Sca® myeloischen
Progenitoren in vitro mit dem adrenergen Agonisten Oxymetazolin die p38-MAPK aktiviert
wird [50]. Diese Aktivierung ging einher mit der Generierung von intrazellularen reaktiven
Sauerstoffradikalen  (reactive  oxygen  species/ROS). Die  Generierung  von
Sauerstoffradikalen nach adrenerger Stimulation wurde zuvor schon, auch in der Gruppe
Schauenstein, in einem in vivo Versuch in peripheren mononukledren Zellen der Ratte
demonstriert [51].

In humanen vaskularen glatten Muskelzellen konnte man auch eine Aktivierung der
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) durch ein Uber a1-adrenerge Rezeptoren-mediiertes
Signal sehen [52]. Downstream der PI3K, die wie die PLC Phospatidylinositol 4,5-
bisphosphat als Substrat verwendet, wird durch das Produkt der PI3K Phosphatidylinositol
(3,4,5)-Trisphosphat (PIP3) generiert, das die Proteinkinase B (PKB oder auch Akt-Kinase

genannt) aktiviert.
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Abb.3: Der klassische Signaltransduktionsweg der adrenergen Rezeptoren. Adrenorezeptoren der
Klassen a1 (ADR-a1) und a2 (ADR-a02) aktivieren G-Protein-vermittelt die membranstandige
Phospholipase- C y (PLC y) die ihr Substrat Phospatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) spaltet, wobei
Diaglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5 triphosphat (IP3) entstehen. IP3 bindet an IP3-abhingige Ca**-
Rezeptoren am Endoplasmatischen Retikulum was zu einem Anstieg an intrazellularem Ca* fihrt.
Ca”"-lonen aktivieren synergistisch mit DAG die PKC. ADR-a2 inhibieren neben der Aktivierung der
PKC die Adenylatcyklase (AC) was zu einer Erniedrigung des cyclischen AMP-Spiegels (cCAMP) in der
Zelle fuhrt. Adrenorezeptoren des B-Typs aktivieren die AC, was zu einer Erhéhung des intrazellularen
cAMP-Spiegels fuhrt. cAMP aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase A (PKA). Quelle: Die Grafik
wurde nach der gangigen Lehrbuchmeinung angefertigt.

Das Signalsystem der a2-adrenergen Rezeptoren ist ebenfalls nicht auf die PLC und die
Adenylatcyclase beschrankt. Es konnte auch nach Stimulation von adrenergen Rezeptoren
des a2-Typs Aktivierung des MAPK-Pathways [54-56] und auch des PI3K-Akt-Weges [57] in
verschiedenen Zelltypen festgestellt werden.

Die B-adrenergen Rezeptoren (Subtypen: B1, B2, und B3) aktivieren ebenfalls G-Protein-
vermittelt, die Adenylatcyclase, die cyclisches-AMP (cAMP) aus ATP produziert (Abb.3).
cAMP aktiviert die cAMP-abhangige Proteinkinase-A. Auch in der [B-adrenergen
Signaltransduktion wurde eine Beteiligung der src-Kinase, sowie auch die Aktivierung des
MAPK-Pathways nachgewiesen [58, 59].

1.7 Verwendete Zellen und Zelllinien
1.7.1 Mononukleare Zellen aus humanem Nabelschnurblut (UCB)

Nabelschnurblut stellt eine einfach verfligbare und ethisch unbedenkliche Quelle von
humanen HSC fiir Forschungszwecke und inzwischen auch fir medizinische Zwecke dar.
Dass in humanem UCB hamatopoietische Stamm- und Progenitorzellen vorkommen, wurde
bereits in den 70er-Jahren des vorigen Jahrhunderts entdeckt. Knudtzon [60] und
Fausner/Messner [61] konnten das Wachstum von granulozytaren Kolonien bzw.

granulozytaren und erythroiden Kolonien nach Kultivierung von mononuklearen Zellen aus
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dem humanen Nabelschnurblut nachweisen. Neben den hamatopoietischen Progenitoren
kann man aus dem UCB auch mesenchymale Stammzellen, sowie endotheliale
Stammzellen gewinnen [62, 63].

In den 80er-Jahren des vorigen Jahrhunderts wurde das UCB als potentielle Quelle fir
transplantierbare Stamm- und Progenitorzellen erkannt [64]. Gluckman et al. setzten 1989
erstmalig geschwisterliches Nabelschnurblut ein, um durch Transplantation von UCB-
Stammzellen die Faconi-Anamie bei einem Kind zu heilen [65]. Aufgrund der nicht
ausreichenden Anzahl von Stamm- und Progenitorzellen sind hamatopoietische
Progenitoren primar auf padiatrische Anwendungsgebiete beschrankt, obwohl es schon
erfolgreiche Transplantationen in Erwachsenen gab [66]. Die Forschung zur in vitro
Vermehrung von HSC generell und aus dem UCB im speziellen, konnte bisher noch kein
Standardprotokoll etablieren, wahrend die wesentlich einfachere in vitro Kultivierung von
mesenchymalen Stammzellen aus dem UCB bereits erfolgreich gelungen ist [67, 68]. Um
Uber ein mdglichst groltes Repertoire an verschiedenen UCB-Samples mit verschiedenen
HLA-Spezifitaten flir Transplantationszwecke zur Verfiigung zu haben, wurden in den letzten
Jahren offentliche und auch kommerzielle Nabelschnurblut-Banken fir die Einlagerung von
UCB gegrindet [69].

D’Arena et al. [70] charakterisierten die im UCB vorkommenden Stamm- und
Progenitorzellen die positiv fir den humanen Stammzellmarker CD34 waren. Von den
gemessenen, durchschnittlich 116 +/- 121 CD34" Zellen/ul UCB wies die Mehrheit der Zellen
Marker der frihen myeloiden Differenzierung (CD33, CD13) auf. Ungefahr 11% der Zellen
konnten aufgrund des Fehlens der Expression von HLA-DR und CD38 als primitive
Progenitoren identifiziert werden. Generell konnte eine sehr grole Schwankungsbreite des
Gehaltes (38-564 Zellen/ul) und eine grolRe Heterogenitdt in der Expression von
Expressionsmarkern der Zellen festgestellt werden. Cardoso et al. [71] beschrieben, dass die
Frequenz der primitiven CD34"/HLA-DR/CD38 Zellen aus dem UCB etwa viermal hoher
liegt als im adulten Knochenmark, was die CD34" Zellen aus dem UCB als ,unreifer im
Vergleich zwischen den HSC-Quellen Knochenmark und UCB ausweist.

Zur Bestimmung der Frequenz und Qualitdt von Stamm- und Progenitorzellen aus dem
Knochenmark und auch aus dem UCB werden routinemafig semiliquide Colony-Forming-
Unit-Assays (= CFU-Assays) angesetzt. Im semiliquiden Milieu, bedingt durch Zugabe von
Methylcellulose zum Zellkultur-Medium, bilden myeloide hamatopoietische Progenitoren
unter Stimulation von Cytokinen abhangig vom Typ und der Reife der Progenitorzelle
spezifische Kolonien aus. Diese werden nach Kultivierung (typischerweise 1-2 Wochen)
gezahlt und aufgrund ihrer Morphologie einer spezifischen Vorlauferzelle zugeordnet.

Der einzige wirkliche Stammzelltyp der jedoch unter diesen Kulturbedingungen ausgemacht

werden kann, ist die myeloide Stammzelle, die auch als Colony Forming Unit-Granulocyte-
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Erythroid-Macrophage-Megakaryocyte (CFU-GEMM) bezeichnet wird. In den von CFU-
GEMM Progenitoren gebildeten Kolonien kann man unreife Formen von Granulozyten,
Monozyten, Megakaryozyten sowie erythroide Vorstufen finden. Die restlichen Kolonietypen
werden von myeloischen und erythroiden Progenitorzellen gebildet. Durch den Zusatz von
Erythropoietin wird die Generierung von erythroiden Kolonietypen ermdglicht. Es werden bei
den erythroiden Kolonien aufgrund der unterschiedlicher Reife der kolonienbildenden
Progenitorzelle primér zwei Kolonieformen unterschieden: die unreifere Form Burst Forming
Unit-Erythroid (BFU-E) bildet groRe Kolonien mit vielen einzelnen Clustern und die reifere
Form CFU-Erythroid (CFU-E), die nur kleine Kolonien aus einem einzelnen Cluster bildet.
Der Progenitortyp CFU-Granulocyte-Macrophage (CFU-GM) generiert Granulozyten-
Monozyten-Vorstufen. Die weiter spezialisierten Vorstufen CFU-Macrophage (CFU-M) und
CFU-Granulocyte (CFU-G) bilden jeweils nur monozytare bzw. granulozytare Vorstufen aus.
Fir das Wachstum von Vorlaufern der megakaryozytaren Linie herrschen im CFU-Assay
keine optimalen Bedingungen vor, wodurch ein eigener Assay flir megakaryozytare
Progenitoren noétig ware, um auf diesen Typ von Progenitorzellen zu screenen.

Mayani et al. [72] nahmen eine umfangreiche Charakterisierung von HSC aus dem UCB vor
(Tab.1). In der Studie wurde der relative Gehalt von myeloischen und erythroiden, sowie
multipotenten Progenitorzellen pro 1x10° mononukleérer Zellen bestimmt und weiters eine
weitere Sub-Klassifizierung der Progenitoren vorgenommen. Die Abb.4 zeigt die
hierarchische Stellung der einzelnen Progenitorzelltypen, auf die im CFU-Assay gescreent

wird.

HPC/1x10° MNC
Myeloische PC Erythroide PC  Multipotente PC
132 £ 69 153 + 78 18+ 6
Relative Proportion der myeloischen Progenitoren
CFU-G CFU-M CFU-GM
3319 40 £ 12 29+8
Relative Proportion der erythroiden Progenitoren
CFU-E 7+8
BFU-E 94 + 11

Tab.1: Der Gehalt an hamatopoetischen Progenitorzellen (PC) pro 1x10° mononuklearer Zellen
(MNC) aus humanem UCB sowie die relativen Proportionen der einzelnen Subtypen (nach [41]).
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Abb.4: Colony Forming Unit -Assay. Die Abbildung zeigt hierarchisch die im klassischen CFU- Assay
anzutreffenden koloniebildeten hamatopoietischen Stamm- und Progenitorzellen. CFU-GEMM: Colony
Forming Unit-Granulocyte-Erythroid-Macrophage-Megakaryocyte, BFU-E: Burst Forming Unit-
Erythroid, CFU-E: CFU-Erythroid, CFU-GM: CFU-Granulocyte-Macrophage, CFU-G: CFU-
Granulocyte, CFU-M: CFU-Macrophage. Die pluripotente Stammzelle kann im CFU-Assay nicht
bestimmt werden, jedoch kommt dieser Zelltyp aufgrund dessen Seltenheit in diesem Assay praktisch
auch nicht vor. Die lymphoide Stammzelle wird hier nur angefihrt, um die Stellung der lymphoiden
Stammzelle in der Hierarchie der Hdmatopoiese zu demonstrieren. Der CFU-Assay beschrankt sich
auf die myeloide Reihe. Der Pfeil symbolisiert die Zunahme des Differenzierungsgrades der
Progenitoren.

1.7.2 Human Erythroleukemia (HEL)

Die HEL-Zelllinie wurde 1980 aus dem peripherem Blut eines 30 jahrigen Mannes etabliert,
der an Erythroleukdmie (AML-MB6) litt [73, 74]. Neben dem erythroiden Marker Glycophorin-a
(GPA) exprimieren die HEL-Zellen auch den megakaryozytaren Marker CD41. Ein geringer
Prozentsatz der HEL-Zellen weist einen polyploiden Zellkern auf. Typischerweise neigen
einige Zellen in der Kultur dazu, am Boden der Kulturflasche oder Zellkulturplatte zu
adharieren.

Die Fahigkeit zur uneingeschrankten Proliferation erlangen die HEL-Zellen durch eine JAK2
V617F-Mutation. Die JAK2-Kinase (urspringlich just another kinase 2 oder JANUS-Kinase 2)
fungiert als die Tyrosin-Kinase des EPO-Rezeptors, die nach Aktivierung des EPO-
Rezeptors rekrutiert wird und in der Folge STATS5 (signal transducer and activator of
transcription 5) aktiviert. Durch die V617F-Mutation erfolgt eine Daueraktivierung von JAK2
und in der Folge eine konstitutive Aktivierung von STAT5. Durch STAT5 wird die Expression
einer Reihe von Genen reguliert unter anderen die des antiaptoptotischen Proteins BCLx
[75]. Die JAK2 V617F-Mutation konnte kirzlich auch als der Ausldser der Polycythemia vera

identifiziert werden [76].
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1.7.3 K-562-Zellen

Die K-562-Zelllinie wurde 1970 aus einem Zellisolat einer 53 jahrigen Frau gewonnen, die an
chronischer myeloischer Leukdmie (CML) litt [77, 78]. Die Zellen weisen einen
Erythroblasten-ahnlichen Phanotyp auf, exprimieren den erythroiden Marker Glycophorin-a
und sind auch zu spontaner Hamoglobin-Produktion fahig. Die K-562-Zelllinie hat mit den
HEL-Zellen gemein, dass sie ohne den Zusatz von Cytokinen und Erythropoietin proliferieren
und Uberleben kann. Die K-562-Zelllinie weist das Philadelphia-Chromosom mit einem BCR-
ABL b3-a2 Fusionsgen auf. Das Philadelphia-Chromosom entsteht durch eine Translokation
zwischen Chromosom 9 und Chromosom 22 was zu einer Fusion zwischen dem ABL-
Tyrosinkinase-Gen mit dem BCR-Gen fiihrt. Das Vorhandensein des BCR-ABL-Fusionsgens
verleiht den Zellen die Eigenschaft uneingeschrankter Proliferation und das Unterdriicken
Apoptose induzierender Mechanismen. Die molekularen Targets von BCR-ABL sind noch
nicht vollstandig geklart. Fest steht jedoch, dass der PI3-Kinase-Akt-Signalweg, der RAS-
MAPK-Signalweg, sowie das JAK2-STAT5 Signaling durch BCR-ABL-aktiviert werden [79-
83]. Kirzlich konnte auch demonstriert werden, dass durch BCR-ABL der Gehalt von
Calcium-lonen im ER niedrig gehalten wird und dadurch der Apoptose-regulierende
Mechanismus der Calcium-vermittelten Koppelung von ER mit den Mitochondrien

unterbrochen wird [84].

Beiden verwendeten Zelllinien ist gemein, dass sie ihren Ursprung aus mutierten
Progenitorzellen herleiten, die in einem Zyklus von Selbsterneuerung gefangen sind und ihre
Fahigkeit zur terminalen Differenzierung verloren haben. Teilweise lasst sich die Fahigkeit
zur Differenzierung jedoch durch verschiedene chemische Stimuli induzieren. Die
Behandlung der beiden Zelllinien mit Modulatoren der PKC wie Phorbol 12-Myristat 13-
Acetat (PMA) oder Staurosporin verursacht megakaryozytare Differenzierung [85-90],
wahrend die Behandlung mit Substanzen wie Hemin oder dem Chemotherapeutikum
Imatinib erythroide Differenzierung induziert [91-93].

Die Verwendung von Leukamiezelllinien in dieser Studie bringt Vorteile und Nachteile mit
sich. Der groldte Vorteil liegt in der einfachen Kultivierung der Leukamiezellen. Beide
Zelllinien weisen eine sehr hohe Proliferationsrate auf und kénnen unter Standard-
Zellkulturbedingungen ohne den Zusatz von speziellen Wachstumsfaktoren propagiert
werden. Der Nachteil der Verwendung von Leukamiezellen liegt im teilweise veranderten
Wachstums- und Differenzierungsverhalten im Vergleich zu nicht transformierten
Progenitoren. Dies macht teilweise die Interpretation von Daten und die Umlegung auf
physiologische Progenitorzellen schwierig.

Uber eine adrenerge Beeinflussung von zelluldren Funktionen der beiden Zelllinien gibt es

bis dato nicht sehr viele Informationen. Es ist zwar bekannt, dass HEL-Zellen a2-adrenerge
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Rezeptoren exprimieren [33], Uber eine Funktion dieser Rezeptoren gibt es jedoch keine
Informationen. In einer chinesischen Studie konnte gezeigt werden, dass Zellen der K-562-
Zelllinie in vitro nach Behandlung mit dem a1-adrenergen Antagonisten Prazosin Zeichen
von Apoptose aufwiesen [94]. Gauwerky und Golde [95] konnten nachweisen dass der (-
adrenerge Agonist Isoprenalin die Proliferation der K-562-Zellen stimulierte, wahrend eine
zellulare Reaktion auf a-adrenerge Stimulation nur unter Hormon-depletierten Bedingungen

messbar war.

2 Material und Methoden

2.1 Sammeln des Nabelschnurblutes und Isolation von
mononuklearen Zellen

Humanes Nabelschnurblut als Quelle hamatopoietischer Stamm- und Progenitorzellen wurde
von der Universitatsklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe des LKH Graz bezogen.

Die Abnahme des Nabelschnurblutes erfolgte unter Zustimmung der Mutter durch
Fachpersonal der Klinik unter (semi-)sterilen Bedingungen. AusschlieRlich UCB gesunder
Mitter mit normaler Schwangerschaftsdauer, aus Spontangeburten wurde verarbeitet.
Andere Parameter - wie z.B. das Geschlecht des Kindes - wurden nicht als Kriterium
herangezogen.

Das Blut wurde in 50 ml -Tubes in denen als Anticoagulans Ammonium-Heparin-Kugeln
(Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland) vorgelegt wurden, gesammelt. Die Abnahme des Blutes
erfolgte unmittelbar nach der Geburt des Kindes. Vom Abflillen der Probe bis zur Isolation
der mononuklearen Zellen (MNCs) aus dem Blut vergingen, abhangig vom Zeitpunkt der
Geburt des Kindes, maximal 16 Stunden. Um sicherzustellen, Zellen mit mdglichst guter
Qualitat zu verarbeiten und eine hohe Zellausbeute zu erreichen, wurde bei Verfligbarkeit
mehrerer Proben die Probe verwendet die am frischesten war, bzw. ein hoéheres Volumen
aufwies. Von der Abnahme bis zur Verarbeitung wurde das Blut bei Raumtemperatur
gelagert. Zur Praparation der MNCs aus dem UCB wurde die Ficoll-
Dichtegradientenzentrifugation verwendet. Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass
MNCs im Gegensatz zu Erythrozyten und Granulozyten eine unterschiedliche Dichte
aufweisen. Nach Uberschichtung von Ficoll mit der spezifischen Dichte von 1,077 g/ml mit
Blut und darauf folgender Zentrifugation kommt es zu einer spezifischen Separation von
MNCs. Aufgrund ihrer Dichteeigenschaften liegen die MNC-Fraktion und auch die Platelets
nach der Zentrifugation Uber der Ficollschicht wahrend Erythrozyten und Granulozyten unter

das Trennmittel absinken.
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Zentrifugation
400xg,30 min, 20°C

1:1 verd. Plasma
ICh ohne Bremse
- &— Intermedisrschicht
MM C-Fraktion
Ficoll Platelets

Granulozyten
' — Erythrozyten

Abb.5: Ficoll-Hipaque-Dichtezentrifugation von UCB. Erklarung siehe Text.

Frisches UCB wurde mit Calcium/Magnesium-freiem Phosphatpuffer (CMF-PBS,
Zusammensetzung siehe Anhang) 1:1 verdunnt. In 50 ml Tubes wurden je 15 ml Histopaque
1077 (Sigma/Aldrich, St.Louis, MO/USA) vorgelegt und mit 30 ml verdiinntem UCB vorsichtig
Uberschichtet (siehe Abb.5). Die Tubes wurden schlieRlich fir 30 min bei 20°C bei 400 x g
ohne Bremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde die Intermediarschicht der einzelnen Réhrchen einer UCB-
Probe mit einer Plastik-Pasteurpipette abgehoben und in ein frisches Tube Uberfihrt. Die
Zellsuspension wurde mit CMF-PBS auf 50 ml aufgeflllt und bei 450 x g bei 10°C fur 10 min
zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal wiederholt.

Das erhaltene Zellpellet wurde in 2 ml Minimum Essential Medium-Alpha (a-MEM,
Gibco/Invitrogen, Grand Island, NY/USA) mit 15% fetalem Rinderserum (PAA Laboratories,
Pasching, Osterreich) resuspendiert. Mittels CASY® Cellcounter & Analyser (Modell TTC,
Innovatis-AG, Reutlingen, Deutschland) wurde nach Lyse der restlichen Erythrozyten mittels
ZAP-OGLOBIN Il Lytic Reagent (Beckman/Coulter, Fullerton, CA/USA) die Zellzahl
bestimmt.

In der erhaltenen MNC-Fraktion sollten neben Lymphozyten und Monozyten die Stamm- und

Progenitorzellen angereichert vorliegen.

2.2 Adrenerge Agonisten und Antagonisten

In dieser Arbeit wurde vorwiegend die Wirkung von a-adrenergen Agonisten und
Antagonisten auf das Wachstum von hamatopoietischen Progenitoren bzw. Leukamiezellen
untersucht, da die groRe Vielzahl von verschiedenen adrenergen Rezeptortypen eine
Spezialisierung auf eine Rezeptorklasse nétig machte.

Anstelle der naturlichen adrenergen Agonisten Adrenalin und Noradrenalin wurden
rezeptorspezifische a-adrenerge Agonisten und Antagonisten eingesetzt. Alle adrenergen

Mediatoren aufler Oxymetazolin (ICN Biomedicals, Aurora, OH/USA) wurden von
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Sigma/Aldrich (St.Louis, MO/USA) bezogen. Die a-Agonisten Naphazolin (a1-spezifisch),
Oxymetazolin (a1-spezifisch) und Clonidin (a2-spezifisch) wurden jeweils als 0,1M Stocks in
RPMI 1640 Zellkulturmedium geldst, sterilfiltriert, aliquotiert und bis zum Gebrauch bei -20°C
gelagert. Die adrenergen Antagonisten Benoxathian (a1-spezifisch), Prazosin (a1-spezifisch)
und Yohimbin (a2-spezifisch) wurden ihrer Loslichkeit entsprechend in Aqua bidest
(Fresenius-Kabi, Graz, Osterreich) geldst. Die Benoxathian (0,025M) - und Yohimbin (0,01M)
Stocks wurden filtriert und bei -20°C bis zur Verwendung gelagert. Wegen der aulerst
geringen Ld&slichkeit von Prazosin in Aqua bidest wurde fir jeden Ansatz eine 0,002M

Losung des Wirkstoffes frisch vorbereitet und sterilfiltriert.

Naphazolin Oxymetazolin Clonidin
N
N H MH
H N
N
H a HNH
HO J =
Benoxathian Prazosin Yohimbin
o
i, N N
s HEO & Ne N o H oM LH
H N H
H H
0 ) = e
OCH HH
[#] O

Abb.6: Strukturformeln der in den Experimenten eingesetzten a-adrenergen Agonisten (A) und
Antagonisten (B).

Um erste Aufschlisse Uber die Signalwege zu erhalten, die in Erythroleukdmiezellen nach
Stimulation mit adrenergen Agonisten aktiviert werden, wurden pharmakologische Inhibitoren
eingesetzt, um spezifische Komponenten der adrenergen Signaltransduktion zu blockieren.
Die Inhibitoren (Tab.2) wurden jeweils mit 100 yM Naphazolin kombiniert um den Effekt auf
die GPA-Expression zu uberprifen. Um den Effekt auf die Proliferation und die Viabilitat zu

testen, wurden die Inhibitoren mit 200 yM Naphazolin kombiniert.

Substanz Target Solvent Hersteller
U-73122 PLC DMSO Cayman
SB203580 p38-MAPK DMSO Sigma
U-0126
PD-98059 MEK1/2 DMSO Cayman
LY-294,002 PI3-Kinase DMSO Sigma
Ouabain Na-K-ATPase RPMI 1640 Sigma

Tab.2: In den Versuchen verwendete Signaltransduktions-Inhibitoren, die in Kombination mit den
adrenergen Agonisten eingesetzt wurden. Abklrzungen: PLC: Phospholipase-C, p38-MAPK: p38-
Mitogen Activated Protein Kinase, PI3-Kinase: Phosphatidylinositol 3-Kinase, MEK1/2: Mitogen
Activated Protein Kinase Kinase1/2, DMSO: Dimethylsulfoxid, Sigma: Sigma/Aldrich, St.Louis,
MO/USA, Cayman: Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI/USA.
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2.3 Zellkultur
2.3.1 Zellkultur der Erythroleukdamiezellen

Die HEL-Zelllinie wurde von der Deutschen Sammlung flr Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ, Braunschweig/Deutschland) bezogen, die K-562-Zelllinie von der American Type
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA/USA) verwendet. Beide Zelllinien wurden in RPMI
1640-Medium (Lonza, Verviers/Belgien) supplementiert mit 2mM L-Glutamin (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich), 10% fetalem Rinderserum (PAA) und 100 IU
Penicillin/100 pg/ml Streptomycin (,Penstrep®, PAA) kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in 75
cm?  Zellkulturflaschen (Sarstedt, NUimbrecht, Deutschland) fir nicht-adharente Zellen, da
beide Zelllinien in Suspension wachsen. Die Kultivierung erfolgte standardgemaf in einem
Brutschrank, bei 37°C, 5% CO; und 90% Feuchtigkeit.

In den experimentellen Ansatzen wurden beide Zelllinien in 24 Well oder 12 Well Microtiter-
Platten mit flachem Boden (Greiner, Kremsmiinster/Osterreich oder Costar, Cambridge,
MA/USA), mit einer Startzellzahl von 1x10* oder 2x10* Zellen/ml inkubiert. Die
Kultivierungsdauer betrug je nach Experiment 48h oder 72h. Die Zellzahlen und die Viabilitat
der Kulturansatze wurden mit einem CASY® -Cellcounter & Analyser (Modell TTC, Innovatis-
AG, Reutlingen, Deutschland) bestimmt. In einigen Experimenten wurde statt dem fetalem
Rinderserum ein Serumersatz aus Insulin, Selen und Transferrin (IST Supplement, PAA)
dem RPMI 1640-Medium zugesetzt und das Medium zusatzlich mit 1mg/ml bovinem

Serumalbumin (Sigma) supplementiert.

2.3.2 Kultivierung der UCB-Stamm- und Progenitorzellen in semiliquidem
Medium

Zur Kultivierung der Stamm- und Progenitorzellen aus dem Nabelschnurblut wurde
METHOCULT™ GF H4434 (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada) ein
Methylcellulose enthaltendes, semiliquides Medium verwendet. Da die Herstellung eines
semiliquiden Stammzellmediums sehr aufwendig ist, wurde dieses Fertigmedium verwendet.
Das Medium METHOCULT™ GF H4434 auf der Basis von Iscove’s Modified Dulbecco’s-
Medium (IMDM) enthalt die rekombinanten humanen Cytokine Stem Cell Factor (SCF), GM-
CSF, IL-3 und auch das Glycoproteinhormon Erythropoietin (EPO). Die genaue
Zusammensetzung des Mediums ist im Anhang zu entnehmen.

Fir einige Experimente wurde ein ahnliches Medium (Human Methyicellulose Complete
Media without Epo, R&D Systems, Minneapolis, ME/USA) ohne Erythropoietin-Zusatz
verwendet. Dieses Medium wurde gewahlt, um die Auswirkungen auf das Wachstum der
Progenitoren mit und ohne Erythropoietin zu testen. Um auch erythroides Wachstum in

diesem Medium 2zu ermdglichen, wurde gegebenenfalls humanes rekombinantes
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Erythropoietin-alpha (Cell Systems, St. Katharinen, Deutschland) in einer Konzentration von
3lU/ml zugesetzt. Die genaue Zusammensetzung des Mediums ist dem Anhang zu
entnehmen.

Fir den Kulturansatz wurden 1x10* UCB-isolierte MNCs pro ml Methocult eingesetzt. Jede
einzelne Kulturbedingung wurde als Duplikat angesetzt. Da das Methocult-Medium sehr zah
ist, muss es prinzipiell mit einer Spritze und einer Kanile gehandhabt werden. In 2 ml-
Reaktionsgefalte wurde pro Ansatz jeweils 1 ml Methocult vorgelegt und die Zellsuspension
+ adrenerge Agonisten/Antagonisten zugesetzt. Um die optimale Viskositat des Mediums zu
erhalten, mussten insgesamt 100 pl Flissigkeitsvolumen/ml Medium zugesetzt werden.
Wurde dieses Volumen nicht durch die Zellsuspension und die Zusatze erreicht, wurde
dieses restliche Volumen mit a-MEM (Gibco/Invitrogen) aufgefillt. Durch kraftiges Vortexen
wurde eine Vermischung des Kulturansatzes erreicht. Der Kulturansatz wurde schlieRlich mit
einer Spritze in non-adhasive 35 mm Petri-Schalen (Cell-Systems, St. Katharinen,
Deutschland) tberflihrt und luftblasenfrei ausplattiert. Die Kulturansatze wurden daraufhin in
Petri-Schalen mit 140 mm Durchmesser mit einer zentralen Schale mit sterilem Aqua bidest
als Feuchtigkeitsspender 13 - 14 Tage bei 37°C, 5% CO, und 90% Feuchtigkeit kultiviert
(Abb.7).

O 140 mm @ —Petrischale
O 6 Kulturschale mit METHOGULT™

Abb.7: Modell des Kulturansatzes der CFU-Assays.

Petrischale mit Aqua

Nach der Kultivierung wurden die Kolonien im semiliquiden Medium mit einem inversen
Mikroskop gezahlt und einem Kolonietyp zugeordnet. CFU-GM, CFU-G,- und CFU-M-
Kolonien wurden in der Auswertung als CFU-GM-Kolonien zusammengefasst. CFU-E-
Kolonien wurden aufgrund ihrer geringen Haufigkeit nicht getrennt von den BFU-Kolonien
gezahlt und beide Kolonietypen zusammen als erythroide Kolonien bzw. BFU-E gewertet.

Nach der Zahlung der Kolonien wurden die Methylcellulose-Kulturansatze mit 3 ml CMF-PBS
aufgeschwemmt, eine homogene Zellsuspension hergestellt, die Zellen pelletiert und einmal
in CMF-PBS gewaschen um die restliche Methylcellulose zu entfernen. Daraufhin wurde
mittels CASY die Gesamtzellzahl in den einzelnen Dishes bestimmt und anschlieBend der
Phanotyp der enthaltenen Zellen mittels Durchflusscytometrie analysiert bzw. die Zellen auf

einen Objekttrager fir eine hamatologische Farbung aufzentrifugiert.
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2.4 Alkalischer Comet-Assay

Um zu testen, ob durch Naphazolin- Applikation in den Erythroleukdmiezellen DNA-Schaden
verursacht werden, wurden HEL- und K-562-Zellen bei einer Einsaat von 2x10* Zellen/ml
48h mit und ohne Naphazolin (100 uM und 200 uM) in 24 Well-Platten in Triplicates inkubiert.
Als Kontrolle wurden Zellen mit 10 yM des Sauerstoffradikal-Generators Menadion
(Sigma/Aldrich) behandelt. Menadion, auch als Vitamin K3 bekannt, wird synthetisch
hergestellt und zahlt zu den Chinonen [96]. Der intrazellulare Metabolismus von Menadion
(hauptsachlich in den Mitochondrien) durch reduzierende Enzyme generiert ein instabiles
Semichinon-Radikal das durch weitere Reduktion in ein stabiles Hydrochinon Ubergeflhrt
wird. Die Rlckoxidation generiert das Sauerstoffradikal Superoxid (-O,-) wenn molekularer
Sauerstoff anwesend ist [96]. Superoxid ist ein sehr reaktives Sauerstoffradikal das
Strangbriiche in die DNA einfiihrt [97].

Nach der Kultivierung wurde mittels CASY die Zellzahl bestimmt, 2x10° Zellen pro
Kulturbedingung entnommen, der Uberstand abzentrifugiert (300 x g, 5°C), die Zellen in 20
Ml CMF-PBS resuspendiert und mittels Comet-Assay analysiert.

Der Comet-Assay, entwickelt von Singh et al., 1988 [98], ist ein Testverfahren, um DNA-
Strangbriiche auf Ebene von Einzelzellen zu detektieren. Zellen werden dabei in einem
Agarosegel eingebettet auf einen Objekttrager aufgebracht und Spannung angelegt. Durch
die Spannung ftritt geschadigte, in Bruchstliicken vorliegende DNA, aus der Zelle aus,
wahrend die chromosomale DNA in der Zelle zurlickbleibt. Durch Farbung des Slides mit
DNA-affinen Farbstoffen wie Ethidiumbromid oder 4',6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) kann
man die DNA sichtbar machen. Nach der Farbung erscheinen die Zellen mit geschadigter
DNA als ,Kometen®. Der Kopf des Kometen wird vom Zellkern gebildet, der Schweif des
Kometen von den ausgetretenen DNA -Fragmenten (siehe Abb.8). Im alkalischen Comet
Assay konnen im Gegensatz zum neutralen Comet Assay auch Einzelstrangbriche

nachgewiesen werden.

A

"Kopf | Schweif

Abb.8: Comet Assay. A: Die Abbildung zeigt eine mit Naphazolin [200 uM] behandelte K-562-Zelle
deren DNA geschadigt wurde, nach elektrophoretischer Auftrennung und Farbung mit dem DNA-
Farbstoff DAPI; Originale Vergrofterung: 100x. B: Es wird dieselbe Zelle gezeigt wie in A, jedoch
prozessiert durch das Comet Analyse-Programm CometScore v1.5.
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Der Comet-Assay ist auch daflr geeignet, um zwischen nekrotischem und apoptotischem
Zelltod von Zellen zu unterscheiden [99]. Im Comet-Assay wird nur bei apoptotischen Zellen,

nicht jedoch bei nekrotischen Zellen ein Kometenschweif sichtbar.

Praparation der Slides fur den Comet-Assay:

Als das grofte Problem bei der Durchfihrung der Comet-Assays stellte sich heraus, dass
das erste Agarosegel nur sehr schlecht am Objekttrager haften blieb, bzw. bei den einzelnen

Inkubationsschritten in denen die Slides in Flissigkeit liegen, abschwammen.

¥
A A

Abb.9: Schematische Darstellung der einzelnen Arbeitsschritte des Auftragens der Gele und der
Zellen auf den Comet Assay-Objekttrager. A: Auftragen der ersten Gelschicht mit einer Spritze auf
den vorbehandelten Objekttrager. B/C: Durch die Kombination zweier unterschiedlich grofler
Deckglaser entsteht in der ersten Gelschicht eine Kammer in der die in Low-Melting-Agarose
resuspendierten Zellen eingefiillt werden. D: Die Zellen werden mit einer letzten Schicht von Low-
Melting-Agarose Uberschichtet.

Um diesem Problem zu entgegnen wurde folgende Modifikation eingefuhrt: Vor der
Durchfuhrung des Comet-Assays wurden die Slides in aufgeschmolzene 1% Normal melting
Agarose (BMA, Rockland, ME/USA) getaucht, die flissige Agarose auf der Unterseite
entfernt und der Slide auf eine Heizplatte gelegt (200°C).

Durch die Hitze wird die Agarose auf dem Slide dehydriert und es entsteht eine Schicht,
welche die Haltbarkeit der ersten Gelschicht am Slide derartig verbessert, sodass das
Abschwimmen der Gele verhindert wird. Durch diese Modifikation wurde die Effektivitat des
Comet-Assays deutlich gesteigert.

Nachdem die zu analysierenden Zellen vorbereitet waren, wurden 500 ul aufgeschmolzene
1% Normal melting Agarose auf einen vorbehandelten Objekttrager aufgetragen und mit
einem Deckglas bedeckt (Abb.9A). Bei diesem Arbeitsschritt wurde eine weitere Modifikation
eingefiihrt. Auf das im Standardprotokoll verwendete 24 x 60 mm Deckglas wurde vor dem
Bedecken des Gels zentral ein 21 x 26 mm Deckglas mit aufgeschmolzener Agarose
aufgeklebt (Abb.9A). Nach dem Bedecken mit diesem doppelten Deckglas und Ausharten
der Agarose flr 5 min im Kihlschrank entsteht auf dem Slide eine kleine Kammer in der die
Zellsuspension, resuspendiert in der Low melting Agarose, eingeflllt werden kann (Abb.9B).

Durch die Kammer wurde dem Effekt, dass sich die Zellen recht unregelmaRig auf dem Slide
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verteilen und tendieren an den Randern des Deckglases zum Liegen zu kommen, erfolgreich
entgegnet. Die jeweiligen Zellsuspensionen (20 pl) wurden mit 140 ul aufgeschmolzener Low
melting Agarose (Promega, Madison, WI/USA) versetzt, resuspendiert und 80 pl dieses
Gemisches in die entstandene Kammer eingeflllt und mit einem 12 x 26 mm Deckglas
bedeckt (Abb.9C). Nach Ausharten im Kihlschrank flr 10 min wurde die Zellen enthaltende
Schicht noch einmal mit 100 yl Low melting Agarose Uberschichtet, mit einem 24 x 60 mm
Deckglas bedeckt und wieder im Kihlschrank fir 10 min ausgehartet (Abb.9D). Die Slides
mit den Zellen wurden danach fir eine Stunde in Lysepuffer lichtgeschitzt bei 10°C
inkubiert. Nach 20 min Entwinden der DNA im alkalischen Elektrophoresepuffer (Rezept
siehe Anhang) wurde an die verwendete Spezial- Elektrophoresekammer flir Comet-Assays
(Cleaver Scientific, Rugby, UK) fiir 30 min 20 V Spannung bei 270 mA Stromstarke angelegt.
Um den alkalischen pH zu neutralisieren wurden die Slides danach fir 10 min in eine Wanne
mit Neutralisationspuffer (Rezept siehe Anhang) gelegt. Der Neutralisationspuffer wurde
abgesaugt und durch eine 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Sigma)-Farbelésung (0,5 pM
DAPI in Aqua bidest) ersetzt. Die Farbung erfolgte lichtgeschizt fir 20 min bei
Raumtemperatur. Nach zwei finfminlitigen Waschschritten in Aqua bidest wurde ein
Deckglas auf die Slides gelegt und die Slides im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Von den Zellen wurden unter UV-Licht bei 100x lichtmikroskopischer VergroRerung Fotos
aufgenommen. Es wurden pro Foto jeweils alle auswertbaren Zellkerne bzw. Kometen
vermessen bis ca. 250 Zellen pro Ansatz analysiert waren. Die Auswertung erfolgte am
Computer mit der Freeware CometScore v1.5 (TriTek Corp, Sumerduck, VA/USA).

Die wichtigsten Parameter die im Comet Assay bestimmt werden sind die Lange und die
Flache des Schweifes, der Prozentsatz der DNA im Kopf und Schweif sowie das so
genannte Olive tail moment (OTM). Diese rechnerische GrofRe ergibt sich aus dem
Prozentsatz der DNA im Schweif und der Distanz zwischen den Punkten von Kopf und
Schweif mit dem jeweils héchstem DNA-Gehalt (berechnet durch die Fluoreszenzintensitat)
[100]. Um das Anhaufen von riesigen Datenmengen zu vermeiden, wurde als

Auswerteparameter der prozentuelle Anteil der Gesamt-DNA im Kometenschweif gewahilt.
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2.5 Detektion von Apoptose in Erythroleukamiezellen

Um Apoptose in den Zellen nach Behandlung mit adrenergen Agonisten und Antagonisten
nachzuweisen, wurde einerseits das Auftreten von Kernfragmentation beobachtet und

andererseits die Aktivierung der Caspase 3 gemessen.

2.5.1 DAPI-Staining

Fir den Nachweis von Kernfragmentation wurden behandelte sowie unbehandelte Zellen
mittels Cytospin auf Objekttrager zentrifugiert. Fir diese Applikation wurden adhasive
flexiPerm-Zellkulturkammern mit jeweils acht Kammern (Greiner, Kremsmiinster, Osterreich)
auf Objektrager gepresst, mit Zellsuspension (ca.7x10* Zellen/Kammer) gefillt und 10 min
ohne Bremse bei 190 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgesaugt und
die Kammer entfernt. Die Slides wurden luftgetrocknet und 5 min mit Methanol fixiert. Die
Slides wurden daraufhin mit DAPI-Farbelésung (0,5 uM DAPI in CMF-PBS) bedeckt und in
einer feuchten Kammer fur 20 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Slides
5 min in CMF-PBS gewaschen. Die Objekttrager wurden daraufhin mit Mounting Medium
(INOVA-Diagnostics, San Diego, CA/USA) uberschichtet und mit einem Deckglas versehen.

Die Zellen wurden anschlielend unter einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

2.5.2 Aktive Caspase 3-Assay

Caspasen sind Enzyme, die essentielle Komponenten bei der Exekution des programmierten
Zelltodes (Apoptose) darstellen [101]. Die Bezeichnung Caspase ruhrt von der
Substratspezifitat dieser Proteasen her. Caspasen sind Cystein-Proteasen die ihre
Proteintargets nach einem Aspartat-Rest spalten. Die Caspase 3 ist eine so genannte
Effektorcaspase und nimmt eine Schlisselrolle im Verlauf der Apoptose ein. Die Caspase 3
liegt als inaktive Form im Cytoplasma vor und wird durch Autoproteolyse oder durch andere
Proteasen in eine aktive Form Uberfuhrt. Aktive Caspase 3 aktiviert weitere Caspasen
(Caspasen -6, -7, -9) sowie weitere Targets wie Bcl2 im Cytoplasma oder PARP im Zellkern
[102].

Im gewahlten Assay wird durch einen Antikorper spezifisch die aktivierte Form der Caspase
3 nachgewiesen. Fur diesen Zweck wurde ein FITC-Conjugated Monoclonal Active Caspase
3 Antibody Apoptosis-Kit (BD-Pharmingen, San Diego, CA/USA) verwendet. Die
Durchfliihrung des Assays erfolgte nach Angaben des Herstellers des Kits nach folgendem
Protokoll.

Mit adrenergen Agonisten bzw. Antagonisten behandelte Zellen wurden 2x mit CMF-PBS
gewaschen und 2x10° Zellen in 100 pl Cytofix/Cytoperm solution (BD) fiir 20 min auf Eis

inkubiert um die Zellen zu permeabilisieren und zu fixieren.
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Die Zellen wurden bei 450 x g pelletiert und 2x mit Perm/Wash-Puffer (BD) gewaschen
(Volumen: 100 pl). Vor dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Ansatz jeweils auf zwei
Eppendorf-Reaktionsgefalie (je 50 ul) aufgeteilt.

Nach dem Permeabilisieren, Fixieren und Waschen erfolgte die Inkubation mit dem
Antikérper flr 30 min bei Raumtemperatur nach Angaben des Herstellers. Ein Ansatz wurde
jeweils mit dem Antikdrper inkubiert und der zweite Ansatz unter denselben Bedingungen
ohne Antikorper als Kontrolle.

Nach einem Waschschritt mit Perm/Wash-Puffer wurden die Zellen in 300 pyl Perm/Wash-
Puffer resuspendiert und anschlieBend im Kanal FL1 in einem FACScan-

Durchflusscytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA/USA) analysiert.

2.6 Nachweis der Generierung von Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS)

2.6.1 Nachweis der Generierung von intrazellularen Sauerstoffradikalen (ROS)
durch Bestimmung der Oxidation von 2,7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat

Um zu bestimmen, ob durch Behandlung mit adrenergen Agonisten in Erythroleukamiezellen
die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies induziert wird, wurde die Fahigkeit der
Zellen gemessen, aufgenommenes 2’7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA)
intrazelluléar zu oxidieren (Abb.10). DCFH-DA kann von Zellen durch die Zellmembran
(begunstigt durch Acetatreste) aufgenommen werden. Intrazellular wird DCFH-DA durch
Esterasen prozessiert wodurch 2’7-Dichlorodihydrofluorescein entsteht, das im Cytoplasma
akkumuliert. Durch Sauerstoffradikale wird 2’7-Dichlorodihydrofluorescein intrazellular
oxidiert und es entsteht mit dem Radikal DCF~ als Intermediarprodukt schliel3lich
2'7’-Dichlorofluorescein, das ein Extinktionsmaximum von 495 nm und ein
Emissionsmaximum von 629 nm aufweist [103]. Je mehr Sauerstoffradikale in der Zelle
generiert werden, desto mehr 2’7’-Dichlorofluorescein wird gebildet.

Die auftretende Fluoreszenz kann mittels Fluoreszenzmikroskop bzw. mittels

Durchflusscytometrie bestimmt werden.

Fir die ROS-Messung wurden K-562-Zellen in einer Einsaat von 1x10° Zellen/ml 24h und
48h in 24 Well-Platten in Gegenwart von 50 uM, 100 uM und 200 uM Naphazolin, jeweils in
Duplicates inkubiert. Als Kontrolle wurden K-562-Zellen mit dem ROS-Generator Menadion
(5 M und 10 uM) behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen aus den Wells in
jeweils zwei FACS-R6hrchen (berfihrt und fir 5 min bei 300 x g bei 10°C abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit einer Pipette abgehoben und die Zellen eines Réhrchens in 500 pl
CMF-Puffer mit 1% DMSO resuspendiert (= Kontrolle). Die Zellen des zweiten Rohrchens
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wurden in 500 yl DCFH-DA Farbelésung (= 10 pl 1 mM 2'7-Dichlorodihydrofluorescein-
diacetate gelést in DMSO / ml CMF-Puffer) resuspendiert. Kontrollen und Farbeansatze
wurden fir 15 min bei 37°C lichtgeschitzt in einem Wasserbad inkubiert. Nach einem
Waschritt wurden die Zellen in 300 yl CMF-Puffer resuspendiert und bis zur Analyse in einer
Eisbox aufbewahrt. Die Bestimmung der Fluoreszenzintensitat der Zellen erfolgte mit einem
FACscan-Durchflusscytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA/USA).
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Abb.10: Schema der Umwandlung von 2’7-Dichlorodihydrofluorescein-diacetate in das Fluorochrom
2'7’-Dichlorofluorescein durch intrazellulare ROS-Generierung (nach [103]).

2.6.2 Induktion und Inhibition von Sauerstoffradikalbildung in K-562-Zellen
durch Behandlung mit dem ROS-Generator Menadion und Antioxidantien

Um die Rolle von Reaktiven Sauerstoffspezies weiter zu erortern, wurde versucht den Effekt
von Naphazolin durch den intrazellularen ROS-Generator Menadion zu imitieren. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Menadion in K-562-Zellen ROS generiert und einen Caspase 3
unabhangigen, Nekrose-ahnlichen Zelltod induziert [104, 105]. Menadion wurde in RPMI
1640 Medium als 0,1 mM Stock gel6st und der Erythroleukdmie-Zellkultur in Konzentrationen
zwischen 2 yM und 20 uM zugesetzt.

Um die schadigende Wirkung der intrazellularen ROS-Generierung zu unterdriicken, wurden
zwei verschiedene Antioxidantien der Kultur zugesetzt. N-Acetyl-Cystein (NAC) ist ein
klassisches  Antioxidants das schon in vielen Studien eingesetzt wurde und dessen
vielfaltige Wirkungen bereits gut charakterisiert sind [106]. NAC stellt auch eine essentielle
Komponente der natlrlichen Sythese von Glutathion dar. Das Antioxidants Pyrollidin-
Dithiocarbamat (PDTC) tragt wie NAC eine Thiol (-SH) Gruppe und weist wie NAC die
Eigenschaft auf, den Transkriptionsfaktor NF-kf3 zu inhibieren [106]. Beide Antioxidantien

wurden von Sigma bezogen und in Aqua bidest (Fresenius-Kabi, Graz, Osterreich) gelost.
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PTDC wurde den K-562-Kulturen in Konzentrationen von 1 yM - 5 yM zugesetzt, NAC in

Konzentrationen von 5 mM - 15 mM.

Neben ROS kann auch das Stickstoff-Monoxid-Radikal (NO) eine wachstumsinhibierende,

schadigende Wirkung auf Zellen haben, bzw. ROS-Produktion in den Mitochondrien selbst

stimulieren [107]. Aus Reaktionsprodukten aus NO mit ROS entstehen auRerdem aggressive
Radikale wie Peroxynitrit. Um die Wirkung von NO auf K-562-Zellen zu imitieren, wurde das
NO-freisetzende Agens Natrium-Nitroprussid (SNP) den Zellen zugesetzt. Aufgrund der
chemischen Instabilitat wurde die SNP-Lésung vor jedem Experiment frisch gelést, (in RPMI
1640), sterilfiltriert und den Kulturen in Konzentrationen von 1-3 mM zugesetzt. Die SNP-
Kulturen wurden in einer Zellzahl von 1x10° Zellen/ml angesetzt und mit/ohne Naphazolin
48h inkubiert.

Um die mégliche Wirkung von generiertem intrazellularem NO nach Naphazolin-Behandlung
zu unterdriicken, wurde 1. humanes Hamoglobin und 2. die unspezifischen NO-Synthase-
Inhibitoren Aminoguanidin und N®-Nitro-L-Arginin (alle Sigma/Aldrich) den Kulturen

zugesetzt.

2.7 Bestimmung der Expression des erythroiden Markers Glycophorin-a
(GPA)

Zum Nachweis, ob die UCB-Progenitoren in vitro erythroide Zellen produziert haben,
beziehungsweise, die Erythroleukdmiezellen nach verschiedenen Behandlungen einen
erythroiden Phanotyp aufweisen, wurde die Expression von Glycophorin-a bestimmt. GPA
(CD235a) wird spezifisch auf Zellen der erythroiden Linie exprimiert und ist daher gut
geeignet zur Bestimmung der Zugehdrigkeit von Zellen zur roten Reihe. GPA stellt eines der
Haupt-Membranproteine der Erythrocyten dar. Die genaue molekulare Funktion von GPA
konnte bis jetzt noch nicht eruiert werden, diskutiert wird jedoch eine mogliche Rolle als Anti-
Adhasionsfaktor [108]. Die GPA-Expression steht unter der Kontrolle des
Transkriptionsfaktors GATA-1 [109].

Die Expression von GPA auf Proteinebene der kultivierten Nabelschnurblut-Progenitoren und
der Erythroleukamiezellen erfolgte mittels Durchflusscytometrie. Die Zellen wurden daflir mit
einem Anti-Human CD235-Antikorper (BD-Pharmingen, San Diego, CA/USA), gekoppelt mit
dem Tandem-Fluoreszenzfarbstoff PECy5 gefarbt.

In der Analyse der kultivierten UCB-Progenitoren wurde zusatzlich zur Bestimmung von GPA
der Stammzellmarker CD34 und der Pan-Leukozytenmarker CD45 bestimmt. Fir die
Bestimmung dieser beiden Marker wurde die Antikdrper-Kombination CD45 FITC/CD34 PE

von BD Biosciences (San Jose, CA/USA) verwendet.
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Die Zellen (Zellzahl: 1x10°) wurden vor der Antikérperfarbung einmal in CMF-Puffer
gewaschen und danach mit 2 pl 1:100 verdiinntem GPA Antikérper/1x10° Zellen in einem
Volumen von je 100 ul Farbepuffer (Stain Buffer FBS, BD-Pharmingen) resuspendiert und fur
20 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Unter den gleichen Bedingungen, jedoch
ohne Antikdrper-Zusatz wurde die jeweilige Negativ-Kontrolle des Ansatzes mitbehandelt.

In den UCB-Ansatzen wurden pro Ansatz noch je 2 uyl der CD45/CD34-Antikérper-
Kombination zugesetzt. Nach der Inkubationszeit wurden die Ansatze mit CMF-Puffer
gewaschen, in Puffer resuspendiert und mit einem FACScan- Durchflusscytometer (BD)

vermessen.

2.8 Nachweis einer moglichen autokrinen/parakrinen adrenergen
Regulation von Erythroleukamiezellen

2.8.1 Nachweis der Expression der Dopamin-beta-Hydroxylase mittels RT-PCR

Der Nachweis einer mdglichen Expression des Enzyms Dopamin-beta-Hydroxylase (DbH) in
den Erythroleukdmie-Zelllinien sollte mittels Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) auf Ebene der mRNA erbracht werden. Als Positivkontrolle flr den
Nachweis der Expression des Enzyms wurden einerseits humane mononukledre Zellen
verwendet, da bekannt ist, dass Lymphozyten DbH exprimieren [3] und andererseits
humanes Nebennierengewebe das aus Operationsmaterial einer Patientin gewonnen wurde,

die einer Nephrektomie unterzogen werden musste.

RNA-Isolation aus Zellen und Nebennierengewebe

Die Isolation der Gesamt-RNA aus den Zellen bzw. dem Nebenennierengewebe wurde
mittels peqGOLD TriFast™FL (PEQLAB, Erlangen, Deutschland) nach der Phenol-
Chloroform Extraktions-Methode durchgefuhrt. Bei der RNA Extraktion wurde gemaf der
Arbeitsanleitung der Herstellerfirma vorgegangen. Die Bestimmung der erzielten RNA-
Ausbeute und der Qualitdt der Proben erfolgte mittels photometrischer Bestimmung mit
einem NanoDrop ND-1000 UV/Vis-Spektralphotometer (PEQLAB).

DNAse Verdau, reverse Transkription und PCR-Reaktion:

Der DNAse Verdau und die reverse Transkription wurden in einem PTC-200 Gradient Cycler
(MJ Research, Waltham, MA/USA) durchgeflihrt.

Vor dem Umschreiben der mRNA-Information in cDNA (= reverse Transkription) wurden die
RNA-Proben einem DNAse Verdau unterzogen, um restliche DNA in den Proben zu

entfernen. Fir den DNAse Verdau wurde eine RQ1 RNase-free DNase (Promega,
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Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Durchfilhrung des DNAse Verdaus erfolgte gemaf
den Vorgaben des Herstellers. Nach dem DNAse Verdau erfolgte anschlieffend in denselben
Reaktionsgefallen die reverse Transkription der RNA in cDNA mit einem Cloned AMV First-
strand cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Lofer, Osterreich) gemaR der Instruktionen des
Herstellers. Die PCR-Reaktion selbst erfolgte in einem Biorad iCycler (Biorad, Wien,
Osterreich) in Verwendung von je 10 pmol DbH- spezifischen Primern mit folgenden
Sequenzen:

Foreward-Primer: (5’- 3') TCA CTT CCA GGA GAT CCG CAT GTT

Reverse- Primer: (5-3') TTC TGT GTT GTA CGT GCA GGA GGT
Fir die PCR wurde ein Ready to use PCR-Reaktionsgemisch der Firma Biorad (Biorad,
Wien, Osterreich) verwendet.
Nach Ablauf der PCR-Reaktion wurde mit einem 2% igem Agarosegel Uberprift, ob sich
DbH spezifische PCR-Produkte gebildet hatten.

2.8.2 Nachweis von intrazellularen Katecholaminen in Erythroleukamiezellen
mittels High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Zellaufbereitung

Fur den Nachweis von Katecholaminen in den Zelllinien K-562 und HEL wurden die beiden
Zelllinien unter Standardzellkulturbedingungen bei einer Einsaat von 5x10° Zellen/ml in 75
cm? Zellkulturflaschen 72h inkubiert. Als Kontrolle fiir die Sensitivitdt der Methode wurden
auch RAW 264.7-Zellen (Herkunft ATCC) unter denselben Bedingungen kultiviert. Von den
RAW 264.7 Zellen ist namlich bekannt, dass sie in vitro Katecholamine produzieren [44]. Die
RAW 264.7-Zellen wurden wie die Erythroleukdmiezellen in RPMI 1640 Medium,
supplementiert mit 10% FBS, Glutamin und Penstrep kultiviert.

Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 400 x g, bei 5°C geerntet und zweimal in
eiskaltem CMF-PBS-Puffer gewaschen. Die Zellpellets (ca. 3x10” Zellen) wurden in 1,5%iger
Essigsaure resuspendiert (200ul Essigsaure/1x10” Zellen) und mit einem Vir Sonic50 Cell
Disruptor (VirTis, Gardiner, NY/USA) mittels Ultraschall aufgeschlossen. Die Zellen wurden
darauf bei 12.000 x g fiir 10 min bei 4°C abzentrifugiert, die Uberstande abgehoben, mit

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur Analyse gelagert.

Probenaufbereitung und Vermessung der Proben an der HPLC

Vor der Vermessung wurden die Katecholamine durch chemische Extraktion aus den Proben
angereichert. Dazu wurden 250 pl der Probe mit 1 ml einer Lésung mit 2M NH4CI, 0,5%
EDTA und 0,2% Diphenylboratethanolaminkomplex (= Extraktionslésung 1) und 5 ml einer
Lésung aus 99 Teilen n-Heptan und 1 Teil n-Octanol, 0,25% Tetraoctylammoniumbromid (=

Extraktionslosung 2) versetzt und auf ein Volumen von insgesamt 8ml mit Aqua bidest
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aufgefullt. Diese Losung wurde fur 5 min gut durchmischt und anschlieRend fur 5 min bei
1200 x g abzentrifugiert.

4 ml des Uberstandes dieses Reaktionsgemisches wurden mit 2 ml n-Octanol und 0,2 ml
0,08 M Essigsaure versetzt, wieder 5 min durchmischt und abermals fur 5 min bei 1200 x g
abzentrifugiert. Der Uberstand dieses Reaktionsgemisches wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und 50 ul der restlichen, der Katecholamine enthaltenden

Lésung, wurde mittels einer Hamilton-Prazisionsspritze in die HPLC-Anlage injeziert.

Vermessen wurden die Proben mittels HPLC mit einem LC4B amperometric detector system
(BAS, WestLafayette, IN/JUSA). Fir die Analyse der Katecholamine wurde eine
Ultrasphere®-XL 3uM Spherical 80A Pore- Saule (Beckman Coulter, Fullerton, CA/USA)
verwendet. Die Zusammensetzung des Laufmittels ist dem Anhang zu entnehmen.

Das Vorhandensein von Katecholaminen in den Proben wurde aufgrund der Katecholamin-
spezifischen Retententionszeiten bestimmt und die Konzentration der Katecholamine durch
Berechnen der HoOhe der einzelnen Peaks. Die Retentionszeit und die Faktoren zur
Berechnung der Katecholamkonzentrationen wurde durch die Messung von verschiedenen
Konzentrationen eines Eichmixes aus Adrenalin, Noradrenalin und Dopamin (Stock: jeweils

1mg/ml), geldst in 0,08 M Essigsaure, bestimmt.

2.9 Ultrastrukturanalyse von humanen Erythroleukamiezellen

Um etwaige Veranderungen in der Ultrastruktur der Erythroleukdmiezellen nach Behandlung
mit den adrenergen Agonisten bzw. Antagonisten zu detektieren, wurden die Zellen am
Institut far Histologie und Embryologie der Med.Uni. Graz mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) analysiert.

Nach der Kultivierung wurden die Erythroleukamiezellen (Zellzahl 2x10° - 3x10°) geerntet
und die Zellpellets in einer 2% Paraformaldehyd/ 2,5% Glutaraldehydlésung in 0,1M
Cacodylatpuffer bei Raumtemperatur fur eine Stunde auf einem Schittler inkubiert um die
Zellen zu fixieren. Nach der Fixierung wurden die Zellen pelletiert, der Uberstand abgehoben
und die Zellen Uber Nacht resuspendiert in 0,1M Cacodylatpuffer bei 4°C gelagert. Am
nachsten Tag wurde der Cacodylatpuffer entfernt und das Pellet in einer 1%-
Osmiumtetroxyd-Lésung (1 Teil 4% Osmiumtetroxyd-Lésung + 2T 0,2 M Cacodylatpuffer (pH
=7,4) + 1T A.bidest) resuspendiert und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen
wurden danach pelletiert und in 0,1M Cacodylatpuffer (pH = 7,4) fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und schlief3lich pelletiert.

Um die Zellen zu entwéassern, wurde das Zellpellet in sieben Arbeitsschritten stufenweise in

einem Gemisch aus Aceton/Aqua bidest resuspendiert, jeweils 10 min bei Raumtemperatur
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inkubiert und schlieBlich pelletiert. Der Anteil des Acetons nahm dabei bei jedem Schritt

kontinuierlich zu (siehe Tab.3).

Arbeitsschritt Aceton

1 50%
2 70%
3 80%
4 96%
5-7 100%

Tab.3: Aceton/Aqua bidest.-Gemische, die zur stufenweisen Entwasserung der Zellen eingesetzt
wurden.

Beim letzten Arbeitsschritt der Entwasserung wurden die Zellsuspensionen jeweils in 500 pl-
Eppendorf-Reaktionsgefale Uberfihrt in denen bereits eine kleine Menge TAAB Epoxy
Resin (Epon, TAAB Laboratories, Aldermaston/UK ) auspolymerisiert worden war.

In den nachsten Arbeitsschritten wurde stufenweise das Aceton aus den Zellen entfernt und
durch Epon ersetzt. Die Zellen wurden in vier Arbeitsschritten mit Aceton-Epon-Gemischen
Uberschichtet, inkubiert, pelletiert, der Uberstand abgehoben und wieder mit der nachsten
Lésung Uberschichtet. Die Tabelle 4 gibt die einzelnen Arbeitsschritte der Einbettung in das
Epon-Harz wieder. Im letzten Schritt wurde das Kunstharz schlie8lich ausgehartet.

Nach dem Ausharten des Epon-Harzes wurden 70nM-Ultradlinnschnitte mit einem
Ultramicrotom (Reichert, Wien, Osterreich) angefertigt, auf Kupfernetzchen aufgebracht und

jeweils fur 30 min mit Uranyl-Acetat und Eisen-Citrat kontrastiert.

Arbeitsschritt Losung Inkubationszeit/Temperatur
1 100 % Aceton: TAAB Epoxy Resin 2:1 45 min, RT
2 100 % Aceton: TAAB Epoxy Resin 1:2 1h, RT
34 TAAB Epoxy Resin 1h 30 min, 37°C
5 TAAB Epoxy Resin Uber Nacht im Kiihlschrank
6 TAAB Epoxy Resin 3 Tage Auspolymerisieren bei 60°C

Tab.4: Arbeitsschritte der Epon-Einbettung der Zellen. RT = Raumtemperatur.

Die Praparate wurden daraufhin mit einem Zeiss EM 902 Transmissions-

Elektronenmikroskop (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) analysiert.
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2.10 DNA-Gehalts-Messungen mit Propidiumiodid

Um zu bestimmen, ob die Erythroleukamiezellen durch die Behandlung mit den adrenergen
Agonisten und Antagonisten polyploid werden, wurde der DNA-Gehalt der Zellen nach der
Kultivierung bestimmt. Dazu wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und einmal mit
eiskaltem CMF-Puffer gewaschen. Danach wurden die Zellen (Zellzahl 2-3x10°) in eiskaltem
70%igem Ethanol fur 1h auf Eis fixiert und bis zur Farbung bei -20°C gelagert. Die Zellen
wurden nach der Fixierung 1x mit CMF-PBS- Puffer gewaschen und danach in je 500 pl
Propidiumiodid- Farbepuffer resuspendiert und fir 15 min in einem Wasserbad bei 37°C
lichtgeschitzt inkubiert. Die Zusammensetzung der Farbelésung ist dem Anhang zu
entnehmen. AnschlieRend wurden die Proben auf einem FACScalibur Durchflusscytometer
(BD, San Jose, CA/USA) vermessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm
WinMDI.

2.11 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte + oder - der Standardabweichung angegeben. Die statistische
Signifikanz der Daten wurde bei normalverteilten Stichproben mittels Student-t-Test
berechnet. Nicht normalverteilte Stichproben wurden mittels Mann-Whitney-Rangsummen-
Test analysiert. Signifikanztests zum Vergleich von mehreren Gruppen untereinander
wurden mittels ANOVA bei normalverteilten Stichproben nach der Methode von Holm-Sidak
und bei nicht normalverteilten Stichproben mittels Rang-ANOVA nach der Methode von
Dunn berechnet.

Fir die statistische Aufbereitung der Daten wurde Microsoft Excel und SigmaPlot 11.0
verwendet. Die Signifikanztests wurden mit den Programmen Sigma Stat 3.5 oder SigmaPlot

11.0 berechnet. p-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant eingestuft.
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3 Resultate

3.1 Der adrenerge Agonist Naphazolin hemmt das in vitro Wachstum
von erythroiden Progenitorzellen aus dem humanen Nabelschnurblut

Nach zwei Wochen stérungsfreier Kultivierung im semiliquiden Medium wurden die CFU-
Assays der mit adrenergen Agonisten behandelten UCB-Progenitoren ausgewertet.

Schon bei makroskopischer Betrachtung der Dishes sah man bei den mit 100 uM Naphazolin
behandelteten Kulturen einen deutlichen Unterschied zur unbehandelten Kontrolle. In den
behandelten Dishes sah man deutlich weniger rote Spots, die von hamoglobinisierten
erythroiden Kolonien gebildet werden (Abb.11). Wahrend man bei Oxymetazolin-
behandelten Kulturen ein ahnliches Bild sah wie bei Naphazolin, trat der Effekt bei Clonidin

nicht auf (nicht gezeigt).
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Abb.11: Durch Naphazolin wird das erythroide in vitro Kolonienwachstum inhibiert. Gezeigt werden
eingescannte Zellkulturdishes von 2 Wochen in Methocult-Medium kultivierten UCB-MNCs. Die roten
Spots werden von erythroiden Kolonien (hauptsachlich BFU-E) gebildet. A: Unbehandelte Kontrolle,
B: +Naphazolin [100 uM], C: +Naphazolin [10 uM].

Die mikroskopische Analyse der unbehandelten Kontroll-Kolonien ergab durchschnittlich
23,95+/-11,20 erythroide (BFU-E), 20,85+/-6,77 myeloische Kolonien (CFU-GM) und 2,8+/-
2,76 CFU-GEMM Kolonien pro 1x10* UCB-MNCs bei zehn ausgewerteten UCB-Proben
(Abb.12). Bei drei Kontrollansatzen war keine sichere Auszahlung der Kolonien mdglich, da
die Kolonien aufgrund der hohen Frequenz in der Probe zu dicht nebeneinander lagen. Hier
spielte der Umstand eine Rolle, dass in der Studie keine aufgereinigten Progenitorzellen
kultiviert wurden, sondern die Gesamtfraktion der mononukledren Zellen in die Kultur
eingesetzt wurde.

Die Gesamtzellzahl pro Dish nach 14 Tagen Kultivierung ergab eine grof3e individuelle
Schwankung zwischen einzelnen UCB-Samples. Die durchschnittliche Gesamtzellzahl/Dish
der unbehandelten Kontrollen lag bei der Zellernte zwischen 1,12x10°8 und 8,70x10° Zellen,

was durch die Frequenz der Progenitoren in der MNC Fraktion, der prozentuellen
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Zusammensetzung der Progenitorzelltypen und dem Proliferationspotential der Progenitoren

in den jeweiligen UCB-Samples abhangt.
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Abb.12: A: Kolonienauswertung von semiliquiden Kulturen myeloider Progenitoren aus dem humanen
Nabelschnurblut nach 14 Tagen Kultivierung. n = 10 B: Gesamtzellzahl/CFU-Dish bestimmt mittels
CASY-Cellcounter nach Aufschwemmen des semiliquiden Stammzellmediums mit Phosphat-Puffer. n
=10.

Die mikroskopische Kolonien-Auswertung der mit Agonisten behandelten Dishes bestatigte
die bereits nach makroskopischer Beurteilung zu erahnende Beeinflussung des erythroiden
Wachstums. Die BFU-E-Kolonien in den Naphazolin [100 uM]-behandelten Kulturen waren
kleiner, hatten weniger Kontrast und wiesen eine eher braunliche Farbung auf (Abb.14A).
Die starke Wachstumshemmung durch Naphazolin erschwerte die Diskriminierung der
erythroiden Kolonien von den myeloischen Kolonien (GM-CFU), die auf die Naphazolin-
Behandlung offensichtlich weniger sensitiv reagieren als die erythroiden Kolonien. Die
Kolonienauswertung ergab eine signifikante (p < 0.05) Hemmung der erythroiden Kolonien,
wahrend die Zahl der GM-CFU-Kolonien nicht signifikant beeinflusst wird (Abb.13). Obwohl
zahlenmaRig nicht signifikant beeintrachtigt, erschienen die GM-CFU-Kolonien in den
Naphazolin-behandelten Kulturen dennoch weniger ausgepragt in Morphologie und Zellzahl
als in den unbehandelten Kulturen (nicht gezeigt). Im Vergleich zu Naphazolin inhibiert 100
MM Oxymetazolin das erythroide Kolonienwachstum noch signifikant (p < 0,05) starker,
wahrend Clonidin das erythroide Kolonienwachstum nicht signifikant beeinflusst. Das
Wachstum der myeloischen Kolonien wird durch Oxymetazolin und auch Clonidin ebenfalls
nicht signifikant beeinflusst. Die 10 pM-Konzentrationen der Agonisten zeigten keine
signifikante Beeinflussung des Kolonienwachstums. Die Zahl der CFU-GEMM-Kolonien wird
durch die Agonisten-Behandlung nicht beeinflusst (nicht gezeigt). Aufgrund der niedrigen

Frequenz (Abb.12) spielen sie statistisch auch keine grol3e Rolle in der Auswertung.
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Nach der Auswertung der Kolonien wurde das semiliquide Medium mit Puffer
aufgeschwemmt und eine homogene Zellsuspension hergestellt, die noch weiter analysiert
wurde. Im CASY-Cellcounter sah man einen deutlichen Unterschied im Gréflenprofil der
Naphazolin und Oxymetazolin-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle. Durch die
Naphazolin-Behandlung wird ein bestimmter Peak in der GréRenordnung zwischen 5 um-10
pm stark reduziert (Abb.14B). Die Analyse der Zellzahl/CFU-Dish ergab eine
dosisabhangige Hemmung der in vitro Generierung von Zellen der hamatopoitischen

Progenitoren durch die a-adrenergen Agonisten (Abb.13B).
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Abb.13: Ergebnisse der Colony Forming Unit Assays von UCB-Progenitoren behandelt mit den a-
adrenergen Agonisten Naphazolin (Naph), Oxymetazolin (Oxy) und Clonidin (Clo) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (K). A: Kolonieauswertung der Ansatze angegeben als Prozentsatz im
Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle (K = 100%, n = 10). Naph [10 yM]: n = 5, Naph [100
MM]:n =9, Oxy [10 pM]: n = 4, Oxy [100 pM]: n =4, Clo [10 pM]: n =3, Clo [100 pM]: n =4, *: p <
0,05 bestimmt mittels Rang-ANOVA nach der Methode nach Dunn. B: Analyse der Gesamtzellzahl in
den CFU-Dishes mittels CASY-Cellcounter. K: n = 13 Naph [10 uM]: n = 8, Naph [100 yM]: n = 13,
Oxy [10 yM]: n =5, Oxy [100 uM]: n =5, Clo [10 yM]: n =4, Clo [100 uM]: n =6, **: p < 0,01, **: p <
0,001 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, bestimmt mittels ANOVA nach der Methode von
Holm-Sidak.

Durch 100 yM-Konzentrationen der adrenergen Agonisten Naphazolin, Oxymetazolin und
auch Clonidin wird die Zellzahl/Dish hochsignifikant (p < 0,001) verringert. Bei 10 yM sieht

man bei den Agonisten Naphazolin und Oxymetazolin noch eine signifikant hemmende

42



Wirkung (Naphazolin: p < 0,001, Oxymetazolin: p < 0,01) wahrend Clonidin bei dieser
Konzentration die Gesamtzellzahl im Dish nicht mehr signifikant beeinflusst. 10 yM
Naphazolin oder Oxymetazolin verhindern generell das Aufkommen der Kolonien nicht,

inhibierten jedoch die Generierung von Zellen durch die Progenitoren.
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Abb.14: Naphazolin-Behandlung fihrt zu Alterationen in der Morphologie erythroider Kolonien, sowie
zu Veranderungen in der Zusammensetzung der Zellpopulation im CFU-Dish. A: BFU-E- Kolonien.
Obwohl diese Kolonien aus einer einzelnen Progenitorzelle hervorgehen, bilden BFU-E-
Progenitorzellen Kolonien aus mehreren Clustern die aus hamoglobinisierten erythroiden
Vorlauferzellen bestehen. Aufgrund ihrer GréRe und ihrer intensiven, Hamoglobin bedingten,
Rotfarbung sind diese Kolonien bereits makroskopisch sichtbar. I: BFU-E aus einem unbehandelten
Kontroll-Dish nach 14 Tagen Kultur. ll: Typische BFU-E- Kolonie aus einer mit 100 yM Naphazolin
behandelten 14 Tage Kultur. Durch die Behandlung mit Naphazolin sind die erythroiden Kolonien
kleiner und weisen im Vergleich zu unbehandelten Kulturen weniger Kontrast und eine braunliche
Farbung auf. Originale Vergréfterung: 40x. B: CASY-Cellcounter - GroéRenprofil von Zellen aus
einzelnen CFU-Dishes. I: Zellsuspension gewonnen aus einem 14-Tage Kontrollansatz. II:
Zellsuspension gewonnen aus einem 14-Tage Ansatz behandelt mit 100 uM Naphazolin. C: Nach
Pappenheim gefarbte Zellen aus einem 14-Tage CFU-Assay ohne Zusatze (l) und Zellen aus einem
Kulturansatz mit 100 uM Naphazolin (ll). Der Zusatz von Naphazolin fihrt zu einer Anreicherung von
Makrophagen in der Kultur (siehe Pfeil). Originale VergréRerung: 200x.

Von einigen Ansatzen wurden Zellen auf Objekttrager aufzentrifugiert und mit May-
Griunwald-Giemsa-Losung gefarbt (Abb.14C). Die Analyse der Zellen ergab, dass es durch
100 yM Naphazolin zu einer Anreicherung von Makrophagen in der Kultur kommt. Diese

kommen in den Kontrollkulturen zwar auch vor, jedoch in einer sehr viel niedrigeren

43



Frequenz. Der Groldteil der Zellen aus den unbehandelten, sowie Agonisten-behandelten

Kulturen wird von erythroiden Vorstufen gebildet.

Um die Abhangigkeit des Naphazolin-Effektes von der Anwesenheit von Erythropoietin
(EPO) im Medium zu Uberprifen, wurde ein semiliquides Stammzellmedium verwendet, in
dem kein EPO zugesetzt war. In 14-Tage-Kulturen wurde die Wirkung von Naphazolin mit
und ohne Zugabe von Erythropoietin getestet.

Ohne Zugabe von EPO treten nach 14 Tagen Kultur keine hamoglobinisierten erythroiden
Kolonien auf. Durch Zugabe von 3IU bzw. 6lU EPO/mlI Medium wird das erythroide
Wachstum ermdglicht. Die Verdoppelung der EPO-Konzentration hat keine Auswirkung auf
die Anzahl der Kolonien und der Gesamtzellzahl/Dish im Vergleich zu 3IU EPO (Abb.15). Die
Gesamtzellzahl/Dish wird durch die Zugabe von EPO von durchschnittlich 6,46x10° +/-
2,66x10° Zellen auf 4,84x10° +/- 2,41x10° Zellen/Dish gesteigert (n = 3).
Uberraschenderweise war der Effekt von Naphazolin in diesem Medium nach Zugabe von
EPO nicht so stark ausgepragt wie im Methocult-Standardmedium. Die gewachsenen
erythroiden Kolonien in den EPO-supplementierten Ansatzen waren bei der mikroskopischen
Analyse weniger stark in der Entwicklung beeintrachtigt wie im Methocult-Medium und auch
zahlenmafig nicht signifikant gehemmt (Abb.15). Dennoch sah man bei der Bestimmung der
Gesamtzellzahl in den CFU-Dishes, dass 100 uM Naphazolin auch in diesem Medium die
Gesamtzellzahl im Vergleich zu den unbehandelten Kulturen signifikant erniedrigt. Auch in
den Dishes in denen kein EPO zugesetzt wurde, konnte eine signifikante (p < 0,05)
Hemmung des Wachstums im Vergleich zur Kontrolle gesehen werden. Starker ausgepragt
war die Hemmung jedoch erst bei der Zugabe von EPO, wo die Zellzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle durch Naphazolin bei Zugabe von 31U EPO und auch bei 61U EPO
hochsignifikant (p < 0,01) gehemmt wurde. Die Erhéhung der EPO-Konzentration im Medium
von 31U auf 61U fuhrt zu keiner Beeinflussung der hemmenden Wirkung von Naphazolin.

Das Ergebnis des Experimentes weist darauf hin, dass auch das EPO-unabhangige
Wachstum im CFU-Dish ebenfalls durch Naphazolin negativ beeinflusst wird, die Auswirkung
auf das erythroide Wachstum aufgrund der Masse der erythroiden Zellen im Dish bei
Anwesenheit von EPO jedoch offensichtlicher erscheint als die Wirkung auf das myeloische

Kolonienwachstum.
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Abb.15: Naphazolin hemmt das EPO-abhangige und EPO-unabhéngige Kolonienwachstum im CFU-
Dish. A: Kolonienauswertung von Naphazolin [100 pM] behandelten UCB-Kulturen ohne und mit
EPO- Zugabe im Vergleich zur jeweils unbehandelten Kontrolle. B: Die Zugabe von EPO zum Medium
fihrt zu einer massiven Zunahme der Gesamtzellzahl im CFU-Dish. Die Grafik zeigt ein
reprasentatives Ergebnis von insgesamt drei Experimenten. C: Die prozentuelle Beeinflussung der
Gesamtzellzahl/Dish durch Naphazolin [100 yM] im Vergleich zur Kontrolle. *: p < 0,05, **: p < 0,01 im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (= 100%), bestimmt mittels ANOVA nach der Methode von
Holm-Sidak. Zwischen den einzelnen Behandlungen (unterschiedliche EPO-Konzentration im
Medium) bestand kein signifikanter Unterschied im Grad der Hemmung des Zellwachstums durch
Naphazolin.

Um die Inhibition des erythroiden Wachstums zu bestatigen, wurden nach 14 Tagen
Kultivierung die Zellen aus den CFU-Dishes isoliert und mittels Durchflusscytometrie
analysiert. In einer Dreifachbestimmung wurde parallel die Expression des
Panleukozytenmarkers CD45, des Stammzellmarkers CD34 und des spezifischen
erythroiden Antigens CD235a (Glycophorin-a) auf den propagierten UCB-Zellen analysiert.
CD45 wurde bestimmt, da erythroide Zellen dieses fir Leukozyten spezifische Antigen nicht
exprimieren und sich dieser Marker daher gut zur Unterscheidung der Zellen der
myeloischen Reihe von der erythroiden Reihe eignet.

Die Gerate-Einstellungen des Durchflusscytometers gestalteten sich schwierig, da die zu
analysierenden Zellsuspensionen in ihrer Zusammensetzung und vor allem in der ZellgréRe

eine sehr grolie Heterogenitat aufweisen. Diese Heterogenitat wird bei der Betrachtung der

45



nach Pappenheim gefarbten Zellpopulation nach Naphazolin-Behandlung in Abb.14C
offensichtlich. Durch die FACS-Analyse konnten in den 2-Wochen-UCB-Ansatzen drei
Hauptpopulationen unterschieden werden. Die Hauptfraktion in der unbehandelten Probe
bildet die erythroide GPA'/CD45 Fraktion mit einem durchschnittichem Vorkommen von
89,47+/-4,98% aller Zellen (n = 6). In Abb.16 wurden die GPA" Zellen rot eingefarbt und im
Forewardscatter/Sidescatter (FSC/SSC) — Dot Plot dargestellt. Man kann erkennen, dass die
GPA" Fraktion den Hauptanteil aller Events ausmacht. Fir die Bestimmung des
Prozentanteils der einzelnen Populationen wurden die Zellen im FSC-SSC-Dot Plot in der

Region R1 gegatet, um Debris und tote Zellen aus der Berechnung auszuschlieRen.

A B C

1024
1024

F"EIB

?’BIB
0
|

SSC
512
SSC
5'|IE
CD34
P

EEIE
EEIB
0
|

| R s
=] o =

| I 1 — 1 1 1
0 256  A&12  7E8 102 100 g 10!t 102 0% 10% 100 =10t 102 q0F 104
FSC l GPA ﬂl CD45

=+ =+
o s
[ ]
jua]
= N
= -
O O
n LIRS
“ ST
. --;:LI-:-
- e
e
.|" f |: f t f t =B I-_ t f t f t f t
1] 256 512 TEB 1024 n 256 512 T8 1024
FSC FSC

Abb.16: Durchflusscytometrische Analyse von Kulturen hamatopoietischer Progenitoren aus dem
humanem Nabelschnurblut. A: Dot Plot Forwardscatter gegen Sidescatter. Debris und tote Zellen
wurden mittels Setzen des Gates R1 diskriminiert. B, C: Es treten in der durchgeflihrten 5 Parameter
Analyse (SSC, FSC, CD34, CD45, CD235a) in dem CFU-Dishes drei gro3e Zellpopulationen auf. In
der zweiten Reihe sind die Zellen der umrahmten Populationen jeweils farblich dargestellt, um die
unterschiedliche FSC/SSC-Charakteristik und den Anteil der einzelnen Populationen an der
Gesamtpopulation anschaulich zu machen. B: Den Haupanteil der Zellpopulation bildet die erythroide,
GPA" /CD45-Fraktion (rot umrahmt), hier dargestellt im Dot Plot GPA versus Sidescatter. C: Im Dot
Plot CD45 gegen CD34 kann man das Vorkommen von zwei weiteren Populationen, die beide CD45"
sind, sich jedoch in der Expression des Stammzellmarkers CD34 unterscheiden (blau bzw. grin
umrahmt) sehen.

Des Weiteren konnten noch zwei weitere Populationen unterschieden werden, die beide
CD45%/CD235a" sind, sich jedoch in der Expression des Stammzellmarkers CD34

unterscheiden. Eine Fraktion (4,13+/-1,28% aller Events, in der Abb.16 blau) weist den
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Phanotyp CD45%/CD34  auf und die zweite Population (2,18+/-1,54% aller Events, in der
Abb.16 grun), die mehr CD45 exprimiert als die blaue Population, setzt sich aus
CD45'/CD34" und CD45'/CD34 Zellen zusammen. Die Anfarbung der Populationen zeigt,
dass die beiden Fraktionen im FSC/SSC-Bild nicht innerhalb der CD235a" liegen, sondern
jeweils im letzten FSC,- und SSC-Kanal auftauchen (Abb.16). Da beide Fraktionen CD45
exprimieren, kann es sich bei den beiden Fraktionen nur um Vorstufen von Granulozyten
und/oder Monozyten handeln. Theoretisch noch vorhandene Zellen aus der urspriinglich
zum Start der Kultur eingesetzten MNC-Fraktion spielen bei der FACS-Analyse sicher keine
Rolle mehr, da insgesamt nur 1x10* mononukledre Zellen eingesetzt wurden, nach der
Kultivierung jedoch Zellzahlen im Bereich von 1x10° gemessen wurden.

Durch die Behandlung mit den a1-adrenergen Agonisten zeigt sich bereits im FSC/SSC-Dot
Plot ein deutlicher Unterschied zwischen den Naphazolin- oder Oxymetazolin-behandelten
Zellen und den unbehandelten Zellen (Abb.17, 18). Die Behandlung mit Clonidin zeigt
keinen ersichtlichen Effekt (nicht gezeigt). Die Agonisten-behandelten Zellen weisen sowohl
ein hoheres SSC, als auch FSC-Signal auf (Abb.18). In der Histogrammdarstellung kann
man den Effekt noch deutlicher erkennen (Abb.17). Die statistische Auswertung der FSC,-
und SSC-Mediane ergab eine dosisabhangige Zunahme beider Scattersignale durch
Naphazolin. 100 uyM Oxymetazolin steigert signifikant (p < 0001) das FSC-Signal und SSC-
Signal (p < 0,05). Clonidin steigert das FSC-Signal nur marginal, jedoch signifikant (p <
0,01).

Die beobachteten Veradnderungen in den Lightscatter-Eigenschaften der behandelten
Kulturen lassen sich mit einer unterschiedliche Zusammensetzung der Zellpopulationen nach
Agonisten-Behandlung in den CFU-Dishes erklaren. Erythroide Vorstufen, bzw. Erythrozyten
sind im Vergleich zu Granulozyten und Monozyten sehr kleine Zellen und weisen aulRerdem
keine spezifischen Granula auf. Auch innerhalb der erythroiden Fraktion gibt es eine sehr
hohe Variabilitat im Zelldurchmesser, da erythroide Precursor-Zellen einen Reifungsprozess
mit sehr groRen morphologischen Veranderungen (inklusive Verlust des Zellkernes)
durchlaufen.

Die Analyse der prozentuellen Zusammensetzung der Zellpopulation lieferte die Bestatigung
fur diese Annahme. Durch Naphazolin wird die GPA" Fraktion im prozentuellen Anteil leicht,
jedoch dosisabhangig gehemmt (p < 0,05 bei 100 uM). Rechnet man jedoch den Prozentsatz
der Zellen auf die Gesamtzellzahl/Dish um, ergibt das eine dramatisch erniedrigte Zahl von
erythroiden Zellen/Dish (Abb.19B). Oxymetazolin wirkt in 100 uM-Konzentrationen wie schon
bei der Inhibition der Kolonien gesehen, signifikant starker (p < 0,05) supprimierend auf die
erythroide Population als Naphazolin. Umgerechnet auf die Gesamtzahl der erythroiden
Zellen/Dish sieht man wie bei Naphazolin eine stark verminderte Zahl erythroider Zellen in

den Oxymetazolin behandelten Ansatzen. Bei den beiden Leukozytenpopulationen
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(CD45"/GPA") sieht man einen umgekehrten Trend. Durch die Behandlung mit 100 pM-
Konzentrationen von Naphazolin und Oxymetazolin kommt es zu einer signifikanten
Zunahme der beiden auftretenden CD45" Populationen (p < 0,05 bei der CD45%/CD34
Population, bzw. p < 0,001 bei der CD45*/CD34" Population). Umgerechnet in Absolutzahlen
sieht man keinen so deutlich ausgepragten Effekt wie bei den erythroiden Zellen im
zahlenmafligen Anteil der Populationen/Dish mit und ohne Agonisten-Behandlung. Clonidin
verandert den Prozentsatz der Leukozyten-Populationen weder prozentuell noch

zahlenmaRig signifikant.
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Abb.17: Lightscatter-Charakteristik der Population R1 (siehe Abb.18) aus den 14-Tage UCB-Kulturen
mit a-adrenergen Agonisten. A: Die Histogramme zeigen im Vergleich die FSC, -und SSC-Signale
einer unbehandelten Kontrolle (=UCB-Ansatz in Abb.16) im Vergleich zu den Naphazolin- und
Oxymetazolin-behandelten Ansatzen. B: Die statistische Auswertung der Lightscattercharakeristik der
UCB-Kulturen. Fir die statistische Auswertung des Scattersignals wurden die Mediane des
Scattersignals der Zellpopulationen (MFI = Median Flourescence Intensity) herangezogen. K,
Naphazolin (Naph): n = 6, Oxymetazolin (Oxy), Clonidin (Clo): n = 4, *:p < 0,05, **: p < 0,01, ™*: p <
0,001 versus Kontrolle bestimmt mittels ANOVA nach Holm Sidak (FSC), bzw. nach Dunn (SSC).
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Abb.18: Durchflusscytometrische Analyse von Kulturen hamatopoietischer Progenitoren aus dem
humanem Nabelschnurblut, behandelt mit 100 uM Naphazolin (B) oder 100 yM Oxymetazolin (C) im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (A). Es werden jeweils von (links nach rechts) die Dot Plots
FSC versus SSC, GPA versus SSC und CD45 versus CD34 gezeigt. Die Expression von GPA und
CD45 wird zudem in Histogrammdarstellung gezeigt. Die drei Hauptpopulationen sind wiederum
farblich gekennzeichnet (rot: GPA'/CD45 , blau: CD45%/CD34, griin: CD45°/CD34") und der
prozentuelle Anteil der Population an der Gesamtpopulation R1 im jeweiligem Dotpot angegeben.
Durch die Behandlung mit den beiden adrenergen Agonisten sieht man eine Verdnderung der
Scattercharakteristik der Zellpopulationen. Die drei Hauptpopulationen treten in den Agonisten-
behandelten Kulturen zwar auf, jedoch verandert sich der prozentuelle Anteil der Populationen an der
Gesamtzellzahl. Es kommt zu einer Abnahme der GPA®" Population und zu einer parallelen
Anreicherung der beiden CD45" Populationen.

Die vorliegenden Daten weisen auf einen a1-adrenergen Effekt auf die In vitro Hamatopoiese
und im besonderen auf die in vitro Erythropoiese im CFU-Dish hin, da nur die beiden a1-
Agonisten Naphazolin und Oxymetazolin, jedoch nicht der a2-adrenerge Agonist Clonidin
einen signifikanten Einfluss auf das das Kolonienwachstum und die Zusammensetzung der
Zellpopulationen im CFU-Dish zeigen.

In der Absicht, die Rezeptorabhangigkeit des mutmalllichen al-adrenergen Effektes zu
bestatigen, wurden die rezeptorspezifischen adrenergen Antagonisten Prazosin (a1-
spezifisch), Benoxathian (a1-spezifisch) und Yohimbin (a2-spezifisch) eingesetzt, um den
inhibierenden Effekt von Naphazolin bzw. Oxymetazolin auf das erythroide Wachstum zu
unterbinden. Entgegen den Erwartungen konnte die Kombination der Antagonisten mit
Naphazolin die Zellen im CFU-Dish nicht vor der Wirkung von Naphazolin schitzen.

Als erstes wurde Prazosin, ein a1-adrenerger Antagonist, der schon von Maestroni et al. [8,
23, 36, 37] erfolgreich verwendet wurde, um potentielle al-adrenerge Effekte auf
hamatopoietischen Stammzellen bzw. Progenitoren zu unterbinden, getestet.

Der Einsatz von Prazosin in den CFU-Assays war jedoch mit Schwierigkeiten verbunden.
Schon das Herstellen des Prazosin-Stocks bereitete Probleme. Aufgrund der niedrigen
Loslichkeit in Aqua wurde die Substanz mit einer Mikrowaage eingewogen und als 0,002 M
wassrige Losung in den Experimenten eingesetzt. Trotz der geringen Ldslichkeit wurde Aqua
als Solvent einem organischem Losungsmittel (DMSO) vorgezogen, um unspezifische
Effekte auf das Zellwachstum durch einen nicht-wassrigen Vektor zu vermeiden.

Es zeigte sich in einem Vorversuch, dass Prazosin schon bei einer Konzentration von 5 nM
das in vitro Kolonienwachstum hemmen kann, nachdem in den ersten Versuchen gesehen
wurde, dass Konzentrationen im uM-Bereich das Wachstum im CFU-Dish total unterdriicken
(nicht gezeigt). Es wurde schliel3lich die Prazosin-Konzentration soweit heruntertitriert (bis in
pM-Konzentrationen), bis keine Wachstumsbeeinflussung durch den Antagonisten gesehen
mehr werden konnte. Allerdings waren die nicht toxischen Prazosin-Konzentrationen (pM-
nM-Konzentrationen) so niedrig, dass eine blockende Wirkung gegen uM - Konzentrationen

Naphazolin nicht zu erwarten waren (nicht gezeigt).
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Abb.19: Statistische Auswertung der drei Hauptpopulationen in den UCB-Kulturen nach 14-Tagen
Kultivierung mit den a-adrenergen Agonisten Naphazolin (Naph), Oxymetazolin (Oxy) und Clonidin
(Clo) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (K). A: Es wird der prozentuelle Anteil der drei
Populationen an der Gesamtzellpopulation gezeigt. B: Ausgehend von der
Gesamtzellzahlbestimmung/Dish und der FACS-Analyse wurde die Anzahl der Zellen der einzelnen
Populationen pro CFU-Dish in Absolutwerten berechnet und in Box-Whisker-Diagrammen dargestellt.

K, Naph: n = 6, Oxy, Clo: n = 4, *: p < 0,05, *™*: p < 0,001, versus Kontrolle bzw. zwischen
unterschiedlichen Behandlungen, bestimmt mittels ANOVA.

51



Aufgrund dieser Problematik wurden die Experimente mit Prazosin eingestellt und mit
Benoxathian ein alternativer a1l-spezifischer Antagonist verwendet. Benoxathian weist
chemisch eine andere Struktur auf als Prazosin (Abb.6) und ist auch gut in Aqua bidest
I6slich.

In einem Titrationsexperiment, in dem unterschiedliche Konzentrationen (10 — 100 uyM) von
Benoxathian in UCB-Ansatzen ausgetestet wurden, konnte man ein Uberraschendes
Ergebnis sehen. In Ansatzen in denen 50 uM oder 100 yM Benoxathian zugesetzt wurden,
zeigten sich wie nach Naphazolin-Behandlung keine makroskopisch sichtbaren roten Spots.
Erst bei niedrigeren (10 yM und 25 yM) - Konzentrationen sah man wieder, in Form und
Morphologie eingeschrankte, hamoglobinisierte erythroide Kolonien. Die mikroskopische
Kolonienauswertung ergab eine fast vollstdndige Eliminierung der erythroiden Kolonien
durch 50 yM und 100 uM Benoxathian, wahrend das myeloische Kolonienwachstum, wie
schon bei Naphazolin-Behandlung beobachtet, zumindest in der Zahl der Kolonien, weniger
beeinflusst wird (Tab.5). Die Bestimmung der Zellzahl im Dish ergab eine starke Inhibition
des Wachstums durch Benoxathian, die schon bei 10 uM einsetzt (Abb.20).

BFU-E CFU-GM  CFU-GEMM 6,0E+06
Kontrolle (n = 2) 31,5 28 4 = S0E+06 1
[0
Benox [10 uM] (n =1) 13 19 3 g 40E06 ]
% 3,0E+06 -
B 25 yM =1 16 24 3
enox [25 uM] (n =1) % 2,0E406 -
Benox [50 uM] (n = 1) 1 32 1 N 4 0E+06 |
Benox [100 uM] (n = 1) 0 19 0 0,0E+00 :
K 10 25 50 100
Benoxathian [uM]
Tab.5 Abb.20

Tab.5 und Abb.20 zeigen die Ergebnisse eines Titrationsexperimentes mit dem a1-adrenergen
Antagonisten Benoxathian. Die Tabelle gibt die Zahl der einzelnen Kolonien im jeweiligen Dish an.
Von der Kontrolle werden die Durchschnittswerte von zwei Dishes gezeigt. Pro Benoxathian-
Konzentration wurde jeweils nur ein Dish angesetzt.

Auch die Kombination von Benoxathian mit Naphazolin konnte die hemmende Wirkung auf
das in vitro Wachstum der hamatopoietischen Progenitoren nicht wieder herstellen, sondern
die beiden Substanzen verstarkten sich gegenseitig in ihrer Wirkung die bis hin zu einer
beinahe vollstandigen Elimination des erythroiden in vitro Wachstums reichte (nicht gezeigt).
Durch die parallele Zugabe von Yohimbin (10 yM - 100 uM) zu den Naphazolin-behandelten
UCB-Ansatzen konnte der Effekt von Naphazolin ebenfalls nicht aufgehoben werden, jedoch
zeigte der a2-Antagonist alleine nicht denselben Trend der spezifischen Inhibition des

erythroiden Wachstums wie Naphazolin und Benoxathian (nicht gezeigt).
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Da die Kultivierung der hamatopoietischen Progenitoren aus dem UCB eine recht
langwierige und teure Methodik darstellt, wurde parallel zu den UCB-Kulturen ein
Leukdmiezell-Modell etabliert. Aufgrund der Tatsache, dass in den CFU-Ansatzen eine
preferentielle Inhibition des erythroiden Wachstums durch die adrenergen Agonisten und
Antagonisten gesehen werden konnte, wurden mit den beiden Erythroleukamie Zelllinien K-
562 und HEL (Human Erythroleukemia) zwei Zelllinien mit erythroiden Eigenschaften
gewahlt. Die beiden Zelllinien wurden mit denselben adrenergen Agonisten und

Antagonisten wie die UCB-Ansatze behandelt.

3.2 Die Behandlung von K-562-Zellen mit dem a1-adrenergen
Agonisten Naphazolin fuhrt zu Wachstumshemmung, ROS-
Induziertem Zelltod, sowie zum Verlust des erythroiden Markers
GPA

3.2.1 Die adrenergen Agonisten Naphazolin und Oxymetazolin hemmen das
Wachstum von humanen Erythroleukamiezellen

Um die Auswirkung der adrenergen Agonisten auf das Wachstum der Erythroleukamiezellen
zu Uberprifen, wurden die Zellen mit Naphazolin, Oxymetazolin und Clonidin in ansteigender
Konzentration (10 — 300 uM) kultiviert. Das Wachstum der Zellen wurde bei den K-562-
Zellen nach drei Tagen und bei den unter den gewahlten Bedingungen langsamer
wachsenden HEL-Zellen nach funf Tagen mittels CASY-Cellcounter analysiert (Abb.21).

Es zeigte sich dabei, dass die K-562-Zellen dosisabhangig durch Naphazolin und
Oxymetazolin gehemmt werden. Die Wachstumshemmung war mit einer Abnahme der
Viabilitdt der Zellen assoziiert (Abb.21C). Clonidin hatte keinen Einfluss auf das Wachstum
und die Viabilitat der K-562-Zellen. In den HEL-Zellen zeigte sich nach flinf Tagen Kultur ein
ahnliches Bild, jedoch war die Hemmung durch Naphazolin wesentlich schwacher
ausgepragt als bei den K-562-Zellen. Auch die Viabilitdt war durch Naphazolin in den HEL-
Zellen nur minimal beeinflusst (Abb.21C) Die Wirkung von Oxymetazolin auf die HEL-Zellen
ist mit der Wirkung auf die K-562-Zellen vergleichbar. Das Wachstum der HEL-Zellen unter
Naphazolin-Einfluss wurde auch nach drei Tagen Uberpriift. Es konnte hier kein Unterschied
im Wachstum der Zellen und ihrer Viabilitat festgestellt werden (nicht gezeigt). Naphazolin
und Oxymetazolin induzieren neben der Wachstumshemmung in héheren Konzentrationen
die Bildung von makroskopisch sichtbaren Aggregaten (Abb.21B). Die Aggregatbildung kann
besser beobachtet werden, wenn die K-562-Zellen in Flasks kultiviert werden. Die
Aggregatbildung wird bereits nach 48h Kultivierung mit Naphazolin [200 uM] sichtbar. Bei
den HEL-Zellen tritt dieser Aggregationseffekt nicht auf.
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Abb.21: Die Wirkung von a-adrenergen Agonisten auf das Wachstum der humanen Erythroleukédmie
Zelllinien K-562 und HEL. A: Die beiden Grafiken zeigen die Zahl der lebenden Zellen in % im
Vergleich zur Kontrolle (= 100%) nach Behandlung mit ansteigender Konzentration der adrenergen
Agonisten Naphazolin (N), Oxymetazolin (O) und Clonidin (C). Die K-562-Zellen (N: n=5, O: n =3, C:
n = 2) wurden drei Tage mit den Agonisten kultiviert, die HEL-Zellen (N: n =6, O: n = 3, C: n = 3) funf
Tage. B: K-562 und HEL Zellen unter dem Lichtmikroskop nach 70h Kultur mit 200 uM Naphazolin im
Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle. In den K-562-Zellen wird durch Naphazolin die
Bildung von Aggregaten induziert. Bei den HEL-Zellen ist dieses Phanomen nicht zu beobachten
(untere Reihe). C: Naphazolin in hoher Dosis fihrt zur Induktion von Zelltod in humanen
Erythroleukamiezellen. Die Grafik zeigt die Viabilitdtswerte von Erythroleukdmiezellen nach drei (K-
562) bzw. funf Tagen (HEL) Kultivierung mit ansteigender Naphazolin Konzentration. Die Graphen
zeigen je ein reprasentatives Ergebnis von funf (K-562), bzw. sechs (HEL) Experimenten.

In der weiteren Arbeit wurde Hauptaugenmerk auf die Wirkung von Naphazolin auf die
Erythroleukamiezellen gelegt, da die beiden Zelllinien in den Screeningversuchen eine

unterschiedliche Sensitivitat gegen die Substanz aufwiesen.
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3.2.2 Naphazolin verursacht einen Autophagie-induzierten Zelltod

Um die Induktion von Aopotose als mdgliche Ursache des Naphazolin-induzierten Zelltodes
zu untersuchen, wurde in Naphazolin behandelten K-562- und HEL-Zellen die Aktivierung
der Caspase 3 nach 24h, 48h und 70h Kultivierung gemessen, sowie auf Slides
aufzentrifugierte Zellen mit DAPI gefarbt (Abb.22).

In den K-562-Zellen zeigte sich dabei, dass durch hohe Konzentrationen an Naphazolin (200
MM) der Prozentsatz der Zellen, die aktivierte Caspase 3 aufwiesen zwar zeitabhangig
anstieg, jedoch nur minimal. Es waren auch zu keinem Zeitpunkt Zeichen von
Kernfragmentation zu sehen. Im Gegensatz dazu wurde durch den adrenergen Antagonisten
Benoxathian die Aktivierung der Caspase 3 induziert (Ergebnisse gesondert gezeigt, siehe
Kapitel 3.3.1). In den HEL-Zellen konnte ein ahnliches Ergebnis gesehen werden. Nach 24h
Kultivierung wiesen rund 6% der Zellen (mit und ohne Naphazolinzugabe gleichermalfen)
aktivierte Caspase 3 auf. Bei der Kontrolle und den mit 100 uM Naphazolin behandelten
Zellen ging dieser Prozentsatz mit Fortdauer der Kultivierung zurtick, wahrend bei 200 uM
Naphazolin der Prozentsatz der Zellen mit aktivierter Caspase 3 auf niedrigem Niveau gleich
blieb. Kernfragmenation war auch bei den HEL-Zellen nicht zu beobachten (nicht gezeigt).
Bei héherer mikroskopischer Vergrdfierung (400x) der Naphazolin-behandelten (200 uM) K-
562-Zellen sah man einzelne Zellen, die den Anschein einer leeren Zellhiille hatten und teils
mehrere, vakuolenférmige, kugelartige Strukturen in ihrem Inneren aufwiesen (Abb.22D). Um
zu evaluieren, ob es sich dabei um Vakuolen handelt, die aus mdglichen
Autophagieprozessen herrihren, wurden Naphazolin-behandelte Zellen
elektronenmikroskopisch analysiert. In der Analyse der Ultrastruktur der Naphazolin-
behandelten Zellen bestatigte sich die nach lichtmikroskopischer Beobachtung der Zellen
aufgestellte Hypothese, dass die Naphazolin-Behandlung der Zellen zur Induktion von
Autophagieprozessen fuhrt (Abb.23). Die Naphazolin-behandelten Zellen weisen nach 48h-
Kulturdauer Autophagosomen in verschiedenen Stadien auf (Abb.23B-D).

Die Funktion von Autophagieprozessen wird zur Suppression von nekrotischem Zelltod im
Zuge von metabolischem Stress diskutiert, was ein paralleles Vorliegen von
Autophagocytose und Nekrose nach Naphazolin-Behandlung der K-562-Zellen nicht
ausschliel3t. Exzessive/Chronische Autophagie wird neben der Apoptose (Typ-I-Zelltod) und
Nekrose (Typ-llI-Zelltod) als Typ-II-Zelltod bezeichnet [110, 111].

Neben dem Vorliegen von Autophagosomen konnten in den Mitochondrien der Naphazolin-
behandelten K-562-Zellen kleine, elektronendichte Punkte entdeckt werden, die entweder als

Protein-Komplexe oder Akkumulation von Ca** gewertet werden kénnen (Abb.23E).
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Abb.22: Apoptose-Assay von Erythroleukamiezellen nach Behandlung mit Naphazolin. A: Aktive
Caspase 3 Messungen in der K-562-Zelllinie nach Kultivierung mit Naphazolin (N) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (K). Der rote Balken in den Histogrammen diskriminiert zwischen akt.-Cas-3"
(li.) und akt.-Cas-3" (re.) Zellen. Parallel zu den Caspase 3 Histogrammen werden DAPI-gefarbte
Zellen die jeweils unter denselben Bedingungen kultiviert wurden, gezeigt. Originale VergréRerung
der Zellen: 200x. B: Im Gegensatz zu Naphazolin induziert der a1-adrenerge Antagonist Benoxathian
Caspase 3 -Aktivierung in den K-562-Zellen. C: Ergebnis der Caspase-Messung der HEL-Zellen nach
Behandlung mit Naphazolin unter denselben Bedingungen wie bei den K-562-Zellen. Angegeben wird
der Prozentsatz der Zellen, die aktivierte Caspase 3 aufweisen. D: Nach 24h Behandlung der K-562-
Zellen mit 200 yM Naphazolin sieht man bei lichtmikroskopischer Betrachtung einige Zellen mit
scheinbar intakter Membran, jedoch mit teilweise mehreren kugelartigen intrazellularen
vakuolenartigen Strukturen. Originale VergréfRerung: 400x.
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Abb.23: Ultrastrukturanalyse von K-562-Zellen nach 48h-Kultivierung mit Naphazolin. A:
Exemplarische K-562-Zelle aus einer unbehandelten Kultur. (3000x). B: Zelle aus einer K-562-Kultur,
die 48h mit 200 uM Naphazolin behandelt wurde (3000x). Typisch fiir Naphazolin behandelte Zellen
ist das massive Auftreten von Vakuolen, die sich als Autophagosomen (ap) herausstellten, sowie das
Vorkommen von im Vergleich zur Kontrolle riesigen Telolysosomen (t). C-E: Typische Merkmale von
K-562-Zellen nach 48h-Inkubation mit 200 yM Naphazolin.C: Autophagosomenbildung. Die Abb. zeigt
zwei frihe Autophagosomen (Pfeile) bei der Einschniirung von Cytoplasma. Weiters sieht man auf der
Abb. die Cytoplasmamembran mit der als Exosomen (ex) beschrieben kornigen Strukturen, die sich
abschnittsweise  an der Cytoplasmamembran anlagern. D: Autophagosomen mit noch nicht
aufgeléstem, nicht ndher definierbaren Inhalt (20000x). E: Die Mitochondrien in Naphazolin-
behandelten Zellen weisen haufig punktférmige elektronendichte Strukturen auf (Pfeile). (30000x).,
m: Mitochondrien, n: Nucleoli, N: Nucleus, v: Vakuolen.

Weiters sah man in den Naphazolin-behandelten Zellen am Plasmalemm vermehrt kdrnige
Strukturen, die von der Morphologie her Exosomen glichen, die in einer rezenten Studie in
den K-562-Zellen beschrieben wurden [112]. Kernfragmentation konnte auch in der ELMI-

Analyse nicht detektiert werden.

Um zu prifen, ob Naphazolin genotoxisch wirkt, wurden Comet-Assays mit Naphazolin
behandelten Erythroleukamiezellen durchgefihrt. Dazu wurden die Erythroleukdmiezellen
48h lang mit 100 yuM bzw. 200 uM Naphazolin kultiviert. Als Vergleich dazu wurde der ROS-
Generator Menadion eingesetzt [96, 105], da in einer Studie gezeigt wurde, dass Menadion
in den K-562-Zellen wie Naphazolin einen Caspase-unabhangigen, ROS getriggerten

Nekrose-ahnlichen Zelltod verursacht [105]. In der Analyse des Zellwachstums bestatigte
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sich dabei das Ergebnis des Screenings, dass sich die HEL-Zelllinie weniger sensitiv
gegenlber Naphazolin zeigt, als die K-562-Zelllinie. Die Zahl der lebenden Zellen im
Verhaltnis zur jeweils unbehandelten Kontrolle war in den K-562-Zellen nach 48h und 72h
Naphazolin-Behandlung (200 uM) hochsignifikant (p < 0,001) niedriger im Vergleich zu den
HEL-Zellen. Bei Behandlung mit dem ROS-Generator Menadion zeigte sich ein ahnliches
Bild wie nach Naphazolin-Behandlung. Die Zahl der lebenden HEL-Zellen war nach 48h und
72h im Vergleich zur jeweiligen unbehandelten Kontrolle signifikant (p < 0,05) héher als bei
den K-562-Zellen. Das Ergebnis der Zellanalyse spiegelte sich im Comet-Assay wider.

Nach den einzelnen Arbeitsschritten des Comet-Assays und mikroskopischer Fotografie (bei
100x Vergrolerung) wurden die DAPI-gefarbten Zellkerne (bzw. Kometen) mit der Tritek-
Cometscore-Software analysiert. Unter den insgesamt siebzehn moglichen Datensatzen
Uber die einzelnen Zellen wurde der prozentuelle DNA-Gehalt des Schweifes (Zellkern-
DNA+Schweif-DNA = 100%) als Auswerteparameter gewahlt. Pro Ansatz (n = 3) wurden pro
Bedingung rund 250 Zellen analysiert. Uber die statistische Auswertung des Comet-Assays
gibt es keine einheitliche Meinung. Das Problem des Auswertung und in der Wahl des
statistischen Testverfahren liegt darin, dass die erzielten Daten in den meisten Fallen nicht
normalverteilt sind [113, 114], was die Auswahl von statistischen Testverfahren einschrankt.
Duez et al. analysierten die verwendeten statistischen Testverfahren von mehreren Comet-
Assay Studien und kommen zum Schluss, dass auch Parameter-freie statistische
Testverfahren fur die Auswertung von Comet-Assay-Daten nur bedingt geeignet sind und
raten zu einfachen deskriptiven Auswertung der gemessenen Daten [113].

Auch nach der Behandlung der beiden Erythroleukdmiezellen mit Naphazolin und Menadion
ergab die Messung des prozentuellen Anteils der Schweif-DNA keine normalverteilten
Datensatze (Abb.24C). Bei mikroskopischer Evaluierung der Zellen auf den Comet-Slides
sah man bei den Menadion- und Naphazolin-behandelten K-562-Zellen einen deutlichen
Unterschied. Bei den Ansatzen mit den behandelten Zellen sah man mehr Kometen,
wahrend dazwischen jedoch auch Zellkerne ohne Schweif lagen (Abb.24B). Bei 100 uM
Naphazolin sah man bei den K-562-Zellen keinen Unterschied zur Kontrolle (nicht gezeigt).
Auf den HEL Naphazolin- und Menadion-Slides sah man deutlich weniger Zellen mit
Kometenschweif als bei den K-562-Zellen (nicht gezeigt). In der Box-Whisker-Diagramm
Darstellung der Ergebnisse eines reprasentativen Experimentes (Abb.24C) sieht man, dass
die Mediane (bestatigt durch den Man-Whitney Test), sowie die beiden Quartile weder durch
Naphazolin noch durch Menadion-Behandlung signifikant beeinflusst werden, jedoch bei
Naphazolin das Maximum der DNA-Schadigung nach oben verschoben wird. Der geringe
Teil der Zellen der durch Menadion intensive DNA-Schaden aufwies, wurde im Box-Whisker-
Diagramm als Ausreilder gewertet. Bei 200 yM Naphazolin kommen auch mehr Ausreil3er mit

hochgradiger DNA-Schadigung vor, jedoch wird im Gegensatz zu Menadion das Maximum
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nach oben verschoben, was bedeutet, dass durch hohe Naphazolin-Konzentrationen (200
MM) DNA-Schaden in ansteigender Intensitat auftreten, wahrend nach Menadion-
Behandlung hauptsachlich Kometen mit hohem (1x10 bis 1x10*? % DNA-Anteil im Schweif)
auftreten.
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Abb.24: Comet-Assay der Erythroleukdmiezellen nach Behandlung mit Menadion oder Naphazolin. A:
Direkter Vergleich der wachstumsinhibierenden Wirkung von Naphazolin (N, 200 yM) und Menadion
(M) auf die beiden Zelllinien HEL und K-562 nach 48h (links) und 72h (rechts) Inkubation mit den
beiden Substanzen (n = 4). *: p < 0,05, **: p < 0,001. B: Mittels Comet - Assay analysierte K-562-
Zellen nach 48h Inkubation mit Menadion oder Naphazolin. Obere Reihe: Originalbild der DAPI-
gefarbten Kometen. Untere Reihe: Dieselben Bilder, bearbeitet mit der Comet-Analyse-Software in der
.Full spectrum®-Ansicht. Originale VergroRerung: 100x. C: Box-Whisker-Diagramme des prozentuellen
DNA-Anteiles im Schweif der Kometen nach Behandlung von Erythroleukamiezellen fir 48h mit 10 uM
Menadion (Men) oder Naphazolin (N).
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Auch in den HEL-Zellen wurde der Median und auch die Quartilen des Analyseparameters
DNA im Schweif der Kometen nicht verschoben (Abb.24C) Im Vergleich zwischen den K-
562- und den HEL-Zellen sieht man, dass Menadion auch in den HEL-Zellen DNA-Schaden
induziert, was man an der Zahl der Ausreiller nach oben erkennt, Naphazolin das Maximum

der DNA-Schaden jedoch nicht nach oben verschiebt.

3.2.3 Naphazolin bewirkt eine reversible Abnahme der Expression des
erythroiden Markers Glycophorin-a in den K-562-Zellen

Um zu testen, ob Naphazolin auch in den Erythroleukédmiezellen eine Abnahme der GPA-
Expression bewirkt, wurde nach drei Tagen Kultivierung mit ansteigender Naphazolin
Konzentration die Expression von GPA auf Proteinebene mittels FACS bestimmit.

Bei den K-562-Zellen konnte, wie schon in den UCB-Ansatzen beobachtet, eine
dosisabhangige prozentuelle Abnahme der GPA-exprimierenden Zellen gesehen werden
(Abb.25A). Umgerechnet auf absolute Zahlen pro Well sah man, dass die Population der
GPA" K-562-Zellen durch Naphazolin-Behandlung dosisabhangig abnimmt, wahrend die
GPA" Population parallel dazu bis zu einer Konzentration von 100 yM zunimmt. Bei 200 yM
Naphazolin waren die GPA" Zellen im Vergleich zur Kontrolle fast depletiert. Die Zahl der
GPA" Zellen/Well war bei einer Naphazolin-Konzentration von 100 yM maximal, fiel dann bei
héheren Konzentrationen jedoch wieder ab. Nach der Behandlung mit Oxymetazolin zeigt
sich ein ahnlicher Effekt wie nach Naphazolin-Behandlung, wahrend Clonidin die GPA-
Expression nicht beeinflusst (nicht gezeigt).

In den HEL-Zellen zeigte sich im FACS-Profil nicht dasselbe Ergebnis wie bei den K-562-
Zellen. Naphazolin-Behandlung der HEL-Zellen fihrt zu keiner Veranderung in der
Expression von GPA auf Proteinebene (nicht gezeigt).

Um zu Uberprifen, ob die Veranderung des prozentuellen Verhaltnisses GPA" versus GPA
Zellen durch Naphazolin in den K-562-Zellen reversibel ist, wurden K-562-Zellen in einem
Tissue Culture Flask drei Tage mit 200uM Naphazolin kultiviert. Es stellte sich heraus, dass
die Expression von GPA auch nach Kultivierung in den Flasks durch Naphazolin abnimmt,
jedoch fallt die Inhibition der GPA-Expression der Naphazolin-behandelten K-562-Zellen in
den Flasks schwacher aus als bei Zellen die in 24 Well Platten mit Naphazolin kultiviert
werden (Abb.25). Die Wirkung von Naphazolin auf die GPA-Expression scheint folglich auch
von unterschiedlichen Wachstumsbedingungen bedingt durch das Kulturgefaly abzuhangen.
Die Naphazolin behandelten Zellen wurden nach drei Tagen geerntet, gewaschen und auf
Wells mit Medium mit oder ohne Zusatz von 200 uM Naphazolin aufgeteilt und weitere 48h
inkubiert. Nach 48h nahm der Prozentsatz der GPA-exprimierenden Zellen in den ohne
Naphazolin weiterinkubierten Zellen wieder zu und es stellte sich wieder dasselbe Verhaltnis
zwischen GPA" und GPA™ Zellen ein wie bei den unbehandelten Zellen (Abb.25C), wahrend
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die GPA Expression der Zellen die mit Naphazolin weiterinkubiert wurden im Vergleich zum

Zeitpunkt 48h unverandert blieb.
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Abb.25: Naphazolin bewirkt eine dosisabhangige Abnahme der Glycophorin-a exprimierenden Zellen
in den K-562-Zelllinie A: FACS-Histogramme der GPA-Expression von K-562-Zellen, 72h kultiviert mit
ansteigender Konzentration an Naphazolin. Die Zahl in den Histogrammen gibt den jeweiligen
Prozentsatz der GPA" Zellen (rechts der roten Linie) der Messung an. Fir die Unterscheidung
zwischen GPA" und GPA™ Zellen wurden ungeférbte Zellen aquiriert und der Balken gesetzt. B:
Ausgehend von der bestimmten Zellzahl und dem mittels FACS ermittelten Prozentsatz der GPA"
Zellen wurde der zahlenmaRige Anteil der jeweiligen Population in den Kulturansatzen ermittelt. C: I
K-562-Zellen wurden 3 Tage mit und ohne Naphazolin (200 pM) in Kulturflaschen inkubiert und die
Expression von CD235a mittels FACS bestimmt. Die Histogramme der unbehandelten Zellen und der
Naphazolin-behandelten Zellen wurden (bereinandergelegt. Schwarzes Histogramm: unbehandelte
Kontrolle, graues Histogramm: Naphazolin-behandelte Zellen. ll: 3-Tage-Naphazolin-behandelte
Zellen wurden gewaschen und mit/ohne Naphazolin - Zusatz (wieder 200 yM) in Zellkulturplatten fur
48h wieder in Kultur gebracht. Schwarzes Histogramm: Zellen ohne Naphazolin weiterinkubiert,
graues Histogramm: Zellen mit Naphazolin weiterinkubiert.

61



3.2.4 Die Behandlung von K-562-Zellen mit Naphazolin fiihrt zur Generierung
von ROS

Mittels Nachweis der Oxidation von intrazellular aufgenommen DCFH-DA wurde die
Generierung von ROS in den K-562-Zellen nach 24h und 48h Naphazolin-Behandlung
gemessen.

Nach 24h war nur ein sehr schwaches Fluoreszenzsignal (Kontrolle: durchschnittliche
Fluoreszenz: 8,05+/-0,73, n = 4) zu detektieren. Es konnte nach 24h Inkubation kein
signifikanter Unterschied zwischen den Naphazolin-behandelten Ansatzen und der Kontrolle
gesehen werden (Abb.26). Nach 48h sah man eine deutliche Steigerung des
Fluoreszenzsignals im Vergleich zur 48h-Messung (Kontrolle: durchschnittliche Fluoreszenz:
45,11+/-7,09, n = 3). Durch 100 pM Naphazolin wird die ROS-Generierung in den K-562-
Zellen signifikant (p < 0,05) gesteigert. Bei 200 yM Naphazolin sieht man im Gegensatz dazu

ein signifikant (p < 0,05) niedrigeres Fluoreszenzsignal als bei der Kontrolle.
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Abb.26: Ergebnisse der ROS-Messung nach Behandlung von K-562-Zellen mit ansteigender
Konzentration von Naphazolin nach 24h (n = 4) und 48h (n = 3) Inkubation. Die Werte sind dargestellt
als Faktoren der Veranderung des durchschnittlichen ROS-induzierten Fluoreszenzsignals zwischen
den Kontroll-Zellen und den mit Naphazolin behandelten Zellen. *: p < 0,05 versus Kontrolle.

In den HEL-Zellen wurde die ROS-Generierung nach funf Tagen Kultivierung gemessen. Es
zeigte sich in diesen Messungen der Trend, dass in den HEL-Zellen die ROS-Generierung
im Gegensatz zur K-562-Zelllinie dosisabhangig von Naphazolin gehemmt wird (R%= 0,9539,
p < 0,001) (Abb.27). Eine signifikante Hemmung (p < 0,001) der ROS Produktion im
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Vergleich zur Kontrolle tritt jedoch erst ab einer Konzentration von 250 uM Naphazolin auf
(Abb.27).
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Abb.27: ROS Messung in der HEL-Zelllinie nach Kultivierung mit ansteigender Naphazolin
Konzentration. HEL-Zellen wurden 5 Tage mit Naphazolin kultiviert und die ROS-Generierung in den
Zellen mittels DCFH-DA bestimmt (n = 4). **: p < 0,01, ***: p < 0,01 versus Kontrolle.

3.2.5 Das Antioxidants NAC schiitzt die K-562-Zellen effizient vor der toxischen
Wirkung von Naphazolin und auch von Menadion

Durch die Zugabe des Antioxidants N-Acetyl-Cystein (NAC) zur Kultur kann der
wachstumshemmende, toxische Effekt von 200 uM Naphazolin auf die K-562-Zellen fast
vollstandig rickgangig gemacht werden (Abb.28). 5 mM NAC stellte sich als die ideale Dosis
heraus um die Zellen vor Naphazolin zu schitzen. Héhere Dosen (10 mM — 15 mM) wirken
selbst inhibierend auf das Wachstum der K-562-Zellen. Auch die durch Naphazolin
induzierte Aggregation der Zellen wird durch NAC aufgehoben (nicht gezeigt). Die ROS-
Generierung scheint jedoch nicht in unmittelbaren Zusammenhang mit der Induktion der
Aggregation zu stehen, da der ROS-Generator Menadion keine Aggregation der K-562-
Zellen bewirkt (nicht gezeigt). Im Gegensatz zu NAC kann durch den Zusatz von
Pyrollidindithiocarbamat (PDTC) zur Kultur, ein Antioxidants das wie NAC eine Thiolgruppe
tragt, der toxische Effekt von Naphazolin auf die K-562-Zellen nicht abschwacht werden.
Auch bei Behandlung der K-562- Zellen mit 10 yM Menadion fir 72h kann durch NAC ein
protektiver Effekt erzielt werden, wahrend PDTC auch gegen den mitochondrialen ROS
Generator keine Schutzwirkung zeigt (Abb.28).

Durch die Zugabe von NAC zum Medium wird die Zahl der GPA" K-562-Zellen, bestimmt
durch FACS Analyse, dosisabhangig erniedrigt, die Zahl der GPA™ Zellen bleibt durch die
NAC-Behandlung jedoch nahezu konstant (Abb.28DI). Bei 200 uM Naphazolin kann die
Zugabe von NAC zum Medium, die Zahl der GPA" Zellen signifikant steigern (nicht gezeigt).

Die bisherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass Naphazolin auch in den nicht toxischen
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Konzentrationen die Expression von GPA in den K-562-Zellen inhibiert. Um zu Uberprifen,
ob
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Abb.28: Der Effekt von Naphazolin kann durch das Antioxidants N-Acetyl-Cystein (NAC) attenuiert
werden. A/B: K-562-Zellen wurden 72h mit den Antioxidantien NAC oder PDTC +/- Naphazolin (200
MM) kultiviert (n = 3). Nach der Kultivierung wurde die Zellzahl mittels CASY-Cellcounter bestimmt. Die
Zellzahlen sind angegeben als der Prozentsatz der lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle (=
100%); *:p < 0,05 ***, p < 0,001 versus Kontrolle, ###: p < 0,001 versus Naph [200 uM]; C: K-562
Zellen wurden 72h mit Menadion (Men, 10 pM) +/- NAC oder PDTC kultiviert (n = 3). Die Proliferation
der Zellen wurde durch einen CASY-Cellcounter bestimmt. Die Zellzahlen sind angegeben als der
Prozentsatz der lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle (= 100%);*: p < 0,05, **:p < 0,01 versus
Menadion. D: I: K-562-Zellen wurden 72h mit ansteigender Konzentration mit NAC kultiviert und
mittels CASY und FACS die Zahl der GPA'/GPA" Zellen pro Well bestimmt. Il: Um den Effekt von NAC
auf auf den Differenzierungseffekt (Inhibition der GPA-Expression) von Naphazolin zu testen, wurden
K-562-Zellen 72h mit 50 yM, 100 yM und 150 pM mit und ohne Zugabe von 5mM NAC inkubiert und
mittels FACS der prozentuelle Anteil der GPA"/GPA™ Zellen bestimmt und auf die absolute Zahl der
GPA" Zellen/Well umgerechnet. Man kann in der Grafik erkennen, dass durch NAC-Behandlung, die
Steigerung der GPA™ Zellen durch Naphazolin attenuiert wird. Die Grafik zeigt ein prasentatives
Ergebnis von insgesamt drei Experimenten.

NAC nur die GPA" Zellen vor dem Naphazolin-mediierten Zelltod schiitzt, oder auch die

Expression von GPA selbst rekonstituieren kann, wurden K-562-Zellen mit 50 yM, 100 yM
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und 150 uM Naphazolin in Kombination mit 5 mM NAC inkubiert und die Zahl der GPA*/GPA
Zellen pro Well bestimmt.

Das Ergebnis dieser Experimente war, dass NAC in den nicht toxischen Naphazolin-
Konzentrationen den durch Naphazolin bewirkten Anstieg der Zahl der GPA™ Zellen
unterbindet (Abb.28DII).

Keine Schutzwirkung auf das Wachstum der Zellen und keine Alterationen in der Expression
von GPA konnte nach der Behandlung der K-562-Zellen mit den NO-Synthase-Inhibitoren

und Hamoglobin gesehen werden (Daten nicht gezeigt).

3.2.6 ROS-Generierung durch Menadion und NO-Freisetzung durch SNP
konnen den Effekt von Naphazolin auf die Expression von GPA nicht imitieren

Es konnte demonstriert werden, dass durch Naphazolin-Behandlung in den Zellen die
Produktion von toxischen Sauerstoffradikalen induziert wird und gleichzeitig die Expression
von GPA zurickgeht. Um die Rolle der Sauerstoffradikalproduktion an der Regulation von
GPA zu Uberprifen, wurden K-562-Zellen mit dem ROS-Generator Menadion oder mit dem

NO-freisetzenden Agens SNP kultiviert und die Expression von GPA mittels FACS bestimmt.
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Abb.29: A: (I): Gezeigt wird der prozentuelle Anteil der GPA-exprimierenden K-562-Zellen nach 72h
Inkubation mit dem ROS-Generator Menadion, bestimmt durch Durchflusscytometrie (n = 3); *: p <
0,05 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (0). (II): Nach der Bestimmung mittels FACS wurde die
absolute Zahl der GPA-exprimierenden Zellen pro Well berechnet. Die Gesamtzellzahl setzt sich aus
den GPA" und GPA™ Zellen zusammen. Die Abb. zeigt ein reprasentatives Ergebnissen aus insgesamt
drei Experimenten. B: |: Gezeigt wird der prozentuelle Anteil der GPA-exprimierenden K-562-Zellen
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nach 48h Inkubation mit dem NO-freisetzenden Agens SNP, bestimmt durch Durchflusscytometrie (n
= 3), ll: Nach der Bestimmung mittels FACS wurde die absolute Zahl der GPA-exprimierenden Zellen
pro Well berechnet. Die Abb. zeigt ein reprasentatives Ergebnissen aus insgesamt drei Experimenten.

Menadion senkte den Prozentsatz der GPA-exprimierenden Zellen in den Konzentrationen 2
MM (p < 0,05) und 10 pM (p < 0,05) zwar signifikant, jedoch nur marginal (Abb.29A).
Vergleicht man die Gesamtzellzahlen der GPA" und GPA" Zellen pro Well, (Abb.28All) sieht
man einen deutlichen Unterschied zum Ergebnis von Naphazolin (siehe Abb.25).

Es kommt durch Menadion-Behandlung zwar ebenfalls zu einer dosisabhangigen Hemmung
der Proliferation der K-562-Zellen, jedoch nicht zu einer Akkumulation von GPA™ Zellen wie
bei Naphazolin. Man kann erkennen, dass die Zahl der GPA" Zellen zwar dosisabhangig
zurlckgeht, die Zahl der GPA™ Zellen jedoch ziemlich konstant bleibt (Abb.29All).

SNP bewirkt keine signifikante Veranderung in der prozentuellen Verteilung der GPA-
exprimierenden Zellen (Abb.29B). In mM-Konzentrationen hemmt SNP die Proliferation der
Zellen, jedoch wie schon bei Menadion beobachtet kommt es zu keiner prozentuellen und
zahlenmafligen Veranderung der GPA™ Zellen, jedoch zu einer zahlenmafligen Abnahme der
GPA" Fraktion.

3.2.7 Der NO-Generator Nitroprussid hebt die durch Naphazolin induzierte
Aggregation der K-562-Zellen auf

In einem Experiment, das durchgefihrt wurde um mdgliche Synergismen zwischen

Naphazolin und SNP zu entdecken, konnte eine interessante Beobachtung gemacht werden.
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Abb.30: Das NO-freisetzende Agens SNP hebt die von Naphazolin (200 yM) induzierte Aggregation
von K-562-Zellen auf. A: Strukturformeln der Substanzen I: Na-Nitroprussid und II: K-

Hexacyanidoferrat (Quelle: Wikipedia). B: K-562-Zellen wurden in 10 mi-Flasks mit Naphazolin +/-
SNP oder als Kontrolle mit KHCF 72h inkubiert. Originale VergroRerung der Fotos 100x.
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In einem optimalen Konzentrationsbereich von 200 - 500 yM kann der NO-Generator SNP
die Aggregation der K-562-Zellen die nach Behandlung mit 200 uM Naphazolin auftritt,
abgeschwacht bzw. aufgehoben werden (Abb.30). Der Effekt scheint auf die NO-
freisetzende Eigenschaft des Molekils zurickzufihren zu sein, da das nicht-NO-
freisetzende, strukturahnliche Molekil Kaliumhexacyanidoferrat(ll) (= gelbes Blutlaugensalz,
KHCF) in den gleichen Konzentrationen eingesetzt wie SNP, die Aggregation nicht aufhebt,

sondern sogar noch verstarkt (Abb.30).

3.2.8 Der PLC-Inhibitor U-73122 schiitzt die K-562-Zellen vor der toxischen
Wirkung von Naphazolin

Um den (die) Signalweg(e) zu identifizieren, die im Zuge der zelluldren Reaktion auf
Naphazolin in den K-562-Zellen aktiviert werden, wurden spezifische Signaltransduktions-
Inhibitoren parallel zu Naphazolin der Kultur zugesetzt und das Wachstum der Zellen
bestimmt bzw. die Expression von GPA gemessen.

Es stellte sich dabei heraus, dass der PLC-Inhibitor U-73122 bei einer Konzentration von 5
MM die K-562-Zellen schwach, jedoch signifikant (p < 0,05) vor der toxischen Wirkung von
Naphazolin schitzt, wahrend der PI3K-Inhibitor LY-294,002 (LY) keine Schutzwirkung zeigt
(Abb.32). Die Schutzwirkung von U-73122 ist jedoch nicht so stark ausgepragt wie beim
Antioxidants NAC.
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Abb.31: K-562-Zellen wurden mit Naphazolin (200 uM) in Kombination mit den synthetischen Enzym-
Inhibitoren LY-294,002 (Inhibitor der PI3-Kinase) oder mit U-73122 (Inhibitor der PLC) 48h inkubiert
und danach die Zellzahl bestimmt (n = 4). *: p < 0,05 versus Kontrolle (= mit 200 yM behandelte K-

562- Zellen).

Hohere Konzentrationen von U-73122 wurden aufgrund des fiir Zellen toxischen Vektors

DMSO, der selbst keine Schutzwirkung gegen Naphazolin zeigte, nicht eingesetzt. Der p38-
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Inhibitor SB203580 und die beiden MEK1/2-Inhibitoren U-0126 und PD-98059 weisen

ebenfalls keine protektive Wirkung gegen die Naphazolin-Behandlung auf (nicht gezeigt).
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Abb.32: K-562-Zellen wurden drei Tage mit/ohne 100 yM Naphazolin in Kombination mit ansteigender
Konzentration an LY-294,002 (A) oder U-73122 (B) kultiviert, der Anteil der GPA" Zellen mittels FACS
ermittelt und der Anteil der GPA" Zellen an der Gesamtzellzahl berechnet. n = 3.

Die Bestimmung der GPA-Expression der Zellen, die mit einer Kombination von 100 uM
Naphazolin und dem PLC-Inhibitor, oder dem PI3K-Inhibitor behandelt wurden, zeigte, dass
LY einen ahnlichen Effekt auf die K-562-Zellen aufweist wie Naphazolin.

LY steigert ebenfalls die GPA™ Zellen bei einer parallelen Abnahme der GPA™ Zellen
(Abb.32A) in der K-562-Zelllinie. Bei der Kombination von Naphazolin mit dem PI3K-Inhibitor
sieht man eine synergistische Wirkung der beiden Substanzen (Abb.32A). Wahrend die Zahl
der GPA" Zellen mit Zunahme der LY-Konzentration dosisabhangig weniger wird, steigert
sich die Zahl der GPA™ Zellen noch bis zu einer Konzentration von 2 yM und bleibt dann
konstant. Derselbe Effekt konnte auch bei dem p38-Inhibitor SB203580 beobachtet werden
(nicht gezeigt). Die beiden getesteten MEK1/2-Inhibitoren veranderten mit und ohne
Naphazolin die GPA-Expression nicht (nicht gezeigt).

Der PLC-Inhibitor U-73122 verandert, obwohl die Substanz den Zellen eine Schutzwirkung
gegen hohe Dosen Naphazolin verleiht, die von 100 yM Naphazolin induzierte Veranderung
in der GPA-Expression der Zellen ebenfalls nicht (Abb.32B).
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3.2.9 Calcium schiitzt die K-562-Zellen vor der toxischen Wirkung von
Naphazolin

Da Calciumionen allgemein eine sehr wichtige Rolle als Cofaktor von verschiedenen
Adhasionsmolekilen wie z.B. den Cadherinen [115] oder Fibronectinrezeptoren [116]
spielen, wurde versucht, ob durch Modulation des extrazellularen Calciumspiegels im
Zellkulturmedium die Naphazolin-induzierte Aggregation der K-562-Zellen beeinflusst werden
kann. Die Konzentration von freiem Calcium im Zellkulturmedium wurde durch Zugabe von
verschiedenen Konzentrationen des Calcium-spezifischen lonenchelators BAPTA (1,2-
Bis(O-Aminophenoxy)ethan- N,N,N',N'-Tetraacetat (Molecular Probes/Invitrogen, Eugene,
OR/USA) herabgesetzt, oder durch Zugabe des Calcium-Salzes CaCl, erhoht.

Das Ergebnis dieser Experimente war, dass durch den Calciumchelator der Effekt von
Naphazolin, die Aggregation und die Proliferation betreffend, nicht nur verstarkt wurde,
sondern der Calciumchelator alleine den Effekt von Naphazolin sogar teilweise imitierte. Die
Zugabe des Chelators hemmt das Wachstum der K-562-Zellen (Abb.33) und induziert
ebenfalls Aggregation (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu kann die Naphazolin-induzierte
Aggregation durch Erhéhung des extrazellularen Calcium-Spiegels durch CacCl,
dosisabhangig aufgehoben werden und auch die Cytotoxizitdt von Naphazolin verringert
werden (Abb.33). In Kontrollexperimenten zeigte die Zugabe derselben CaCl,
Konzentrationen zu unbehandelten K-562-Zellen keinen Einfluss auf das Wachstum und die
Viabilitdt der Zellen (nicht gezeigt).
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Abb.33: Durch Modulation des extrazelluldren Calciumspiegels verandert sich die Reaktion der K-
562- Zellen auf die Behandlung mit Naphazolin. A: Der Prozentsatz der lebenden K-562-Zellen im
Vergleich zur Kontrolle (=100%) nach 3-Tage-Behandlung mit dem Ca®*-Chelator BAPTA mit und
ohne Naphazolin (200 uM). *:p < 0,05, ***: p < 0,001 versus Kontrolle, ##: p < 0,01, ###: p < 0,001
versus Naph 200 uM; B: Durch Zugabe von CaCl, ins Zellkulturmedium werden die K-562-Zellen
partiell vor der toxischen Wirkung von Naphazolin geschiitzt. K-562-Zellen wurden mit und ohne
Zusatz von CaCl, 72h mit 200 yM Naphazolin kultiviert. *:p < 0,05, ***: p < 0,001 versus Kontrolle (=
Naphazolin [200 uM]).

Auch der Einfluss der Modulation des Calciumspiegels auf das Verhaltnis zwischen den
GPA" und den GPA" Zellen wurde Uberpriift. Es stellte sich heraus, dass weder durch

Chelation des extrazellularen Calciums, noch durch weitere Zugabe von CaCl, ins Medium
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das Verhaltnis zwischen den GPA" und den GPA" Zellen in den unbehandelten Zellen
signifikant beeinflusst wird (nicht gezeigt). Auch die Wirkung von Naphazolin (100 yM) auf
die GPA-Expression konnte durch Erniedrigung oder Erhéhung des Calciumspiegels nur

minimal beeinflusst werden (nicht gezeigt).

In chromaffinen Zellen der Nebenniere konnte eine a1-adrenerge Aktivierung der Na-K-
ATPase beobachtet werden [117]. Da die membranstandige Natrium-Kalium-ATPase
wichtigen Einfluss in der Calcium-Homoostase von eukaryontischen Zellen hat [118] und
eine Beteiligung der lonenpumpe an der erythroiden Differenzierung in den K-562-Zellen
beobachtet werden konnte [119], wurde versucht, die Kinetik des Naphazolin-Effektes durch
Quabain, einem natirlich vorkommendem Hormon und Inhibitor der Na,K-ATPase, zu

beeinflussen.
Es zeigte sich, dass sich Ouabain schon in nM-Konzentrationen toxisch auf das Wachstum

auswirkt und weder die K-562-Zellen vor der inhibierenden Wirkung von Naphazolin

schitzen kann, noch das Verhaltnis der GPA® zu den GPA" Zellen beeinflusst (nicht gezeigt).
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3.3 Die Behandlung von humanen Erythroleukamiezellen mit a1-
adrenergen Antagonisten fuhrt zu Wachstumshemmung, Induktion
von Apoptose, sowie 2zu einem Switch in Richtung
megakaryozytarer Differenzierung

In den UCB-Experimenten konnte gesehen werden, dass nicht nur adrenerge Agonisten das
erythroide Wachstum hemmen, sondern auch die a1-adrenerge Antagonisten Prazosin und
Benoxathian. Analog zu Naphazolin und Oxymetazolin wurde deshalb auch der Einfluss von
adrenergen Antagonisten auf das Wachstum der Erythroleukamiezellen Gberprift, um die

Wirkung der Antagonisten mit jener der Agonisten vergleichen zu kénnen.

3.3.1 Die a1-adrenergen Antagonisten Prazosin und Benoxathian inhibieren die
Proliferation und induzieren Apoptose in humanen Erythroleukamiezellen

Die Zugabe von adrenergen Antagonisten zu den Kulturen der K-562- und HEL-Zellen fuhrt
zu einer dosisabhangigen Hemmung der Proliferation beider getesteten Zelllinien (Abb.34).
Die Wirkung der einzelnen Antagonisten ist dabei unterschiedlich stark ausgepragt. Die
starkste Wirkung zeigt der a1-adrenerge Antagonist Prazosin. Schon bei 10 yM betragt die
Zahl der K-562-Zellen, bestimmt durch einen CASY-Zellcounter nur rund 20% im Vergleich
zur Kontrolle. Interessanterweise sah man in den Vorversuchen, dass es bei 5 pM-
Konzentrationen des Wirkstoffes noch zu keiner Beeinflussung des Wachstums der Zellen
kommt (nicht gezeigt). Gegenuber Benoxathian zeigen sich die HEL-Zellen resistenter als
die K-562-Zellen. Die schwachste Wirkung der getesteten Antagonisten zeigt der a2-
adrenerge Antagonist Yohimbin. Weitaus hdéhere Yohimbin Konzentrationen (150 yM) sind
notig um das Wachstum der beiden Erythroleukamie Zelllinien signifikant zu inhibieren.

Durch die Behandlung mit den a1-adrenergen Antagonisten wird nicht nur das
Wachstumsverhalten der Zellen verandert, sondern auch die Morphologie der Zellen.
Prazosin-Behandlung (10 yM) fihrt zu einer GroéRenzunahme der Zellen beider Zelllinien
sowie in der HEL-Zelllinie zu leicht gesteigerter Adharenz (Abb.34B). Charakteristisch fur die
HEL-Zellen nach Prazosin-Behandlung ist auch das Auftreten von scheinbar apikal den
Zellen entspringenden nadelférmigen Strukturen (Abb.34BIllI).

Um nachzuweisen, ob die Wachstumshemmung der Zellen mit der Induktion von Apoptose
einhergeht, wurde bestimmt, ob nach 48h-Inkubation mit adrenergen Antagonisten aktivierte
Caspase 3 in den Zellen vorliegt. Weiters wurden behandelte und unbehandelte Zellen auf
Objekttrager aufzentrifugiert mit DAPI gefarbt und auf Kernfragmentation gescreent.

Die Caspase Messungen ergaben, dass die beiden a1l-adrenergen Antagonisten
Benoxathian und Prazosin in beiden Zelllinien ein hochsignifikantes, dosisabhangiges
Ansteigen von Zellen mit aktivierter Caspase 3 bewirken (Abb.35), Yohimbin hingegen die

Caspase 3 der Erythroleukdmiezellen nur marginal aktiviert. Zwischen den Antagonisten
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Benoxathian und Prazosin war ein starker Unterschied in Bezug auf die Potenz der beiden
Substanzen Caspase 3 Aktivierung in den K-562- und HEL-Zellen zu induzieren, zu
beobachten. Wahrend Benoxathian eine starkere Aktivierung der Caspase 3 in den K-562-
Zellen bewirkt, so induziert Prazosin die Aktivierung der Caspase 3 starker in den HEL-

Zellen.
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Abb.34: Adrenerge Antagonisten hemmen das Wachstum von humanen Erythroleukdmiezellen. A:
Die durchschnittliche Zahl der lebenden K-562- und HEL-Zellen nach 72h Behandlung mit den
adrenergen Antagonisten Benoxathian (n = 4), Prazosin (n = 5) und Yohimbin (n = 4) im Vergleich zur
jeweiligen Kontrolle. B: Mikroskopische Ansicht von HEL-Zellen nach 72h-Behandlung mit 15 yM
Prazosin. (Il, 1), 50 yM Benoxathian (IV) oder 150uM Yohimbin (V) im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle (I). Durch Behandlung mit Prazosin konnte bei den HEL-Zellen eine Grof3enzunahme der
Zellen (Il) sowie die Auspragung von apikalen, nadelférmigen Strukturen beobachtet werden (I,
gekennzeichnet durch den Pfeil). Originale VergroRerung: I, 11,IV,V: 200x, IIl: 400x.

Benoxathian verursacht in den getesteten Konzentrationen 25 pM und 50 pyM eine

dosisabhangige und hochsignifikante (p < 0,001) Aktivierung der Caspase 3 in den K-562-
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Zellen. In den HEL-Zellen war ebenfalls Aktivierung der Caspase 3 nach Benoxathian
Behandlung feststellbar, jedoch nicht so stark wie bei den K-562-Zellen. Auch nach
Prazosin-Behandlung konnte in den K-562-Zellen eine dosisabhangige, signifikante (p <
0,001) Aktivierung der Caspase 3 gesehen werden. In den HEL-Zellen war die Wirkung von
Prazosin auf die Aktivierung der Caspase 3 &aulRerst effektiv. Nach 48h-Inkubation weisen
Uber 40% der Zellen in dem mit 20 yM Prazosin behandelten Wells aktive Caspase 3 auf.

Yohimbin bewirkt in den K-562-Zellen nur in der hohen Konzentration von 150 yM eine
schwache Caspase 3 Aktivierung (p < 0,01). Die Caspase 3 aktivierende Wirkung von
Yohimbin auf die HEL-Zelllinie war zwar starker als bei den K-562-Zellen, zeigte aber nicht

dieselbe Potenz wie Benoxathian oder Prazosin.
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Abb.35: Caspase 3 Aktivierung nach Behandlung von humanen Erythroleukamiezellen mit
adrenergen Antagonisten. K-562- und HEL-Zellen wurden 48h mit den adrenergen Antagonisten
Benoxathian (n = 4), Prazosin (n = 4) und Yohimbin (n = 3) in verschiedenen Konzentrationen
kultiviert. Nach 48h wurde die Aktivierung der Caspase 3 mittels Durchflusscytometrie gemessen. * p
< 0.01, *™ p < 0.001 versus Kontrolle von K-562; # p < 0.05, ## p < 0.01, ## p < 0.001 versus
Kontrolle von HEL.

Die DAPI - Farbung von Benoxathian - und Prazosin behandelten Zellen brachte folgendes
Ergebnis: Bei den K-562-Zellen (Abb.36A) sah man nach 48h-Behandlung mit 10 pM
Prazosin, dass die Zellen nukleare Komplexizitat aufwiesen. Prazosin 16st folglich in den K-
562-Zellen endomitotische Zellteilung aus. Bei 20 yM sah man keine so komplexen Kerne
wie bei 10 yM mehr, jedoch nukleare Kondensation als Zeichen von Apoptose. Bei mit 50 uM
Benoxathian behandelten K-562-Zellen sah man nach 48h-Inkubation keine Induktion von
Endomitose und auch kein gehauftes Vorkommen von Zellen mit Kernfragmentation, jedoch

deutlich kleinere Zellkerne im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.36: Induktion von nukledrer Komplexizitdt und Kernfragmentation nach Behandlung von
humanen Erythroleukdmiezellen mit adrenergen Antagonisten. K-562- und HEL-Zellen wurden 48h mit
den adrenergen Antagonisten Benoxathian, Prazosin in verschiedenen Konzentrationen Kkultiviert.
Nach 48h wurden die Zellen geerntet, auf Objekttrager aufzentrifugiert, mit DAPI gefarbt und im
Fluoreszenzmikroskop auf Kernfragmentation gescreent. A: K-562-Zellen: |: Unbehandelte Kontrolle,
II: Prazosin [10 uM], lll: Prazosin [20 pM], IV: Benoxathian [50 uM]. B: HEL-Zellen: |: Unbehandelte
Kontrolle, II: Prazosin [10 yM], lll: Prazosin [20 pM], IV: Benoxathian [50 uM]. Auf der jeweils linken
Halfte der Abbildungen sind die Zellen im Durchlicht zu sehen; auf der rechten Seite im UV-Licht.
Originale Vergroferung aller Fotos: 600x.
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Bei den HEL-Zellen (Abb.36B) war ein ahnliches Bild wie bei den K-562-Zellen zu sehen. 10
MM Prazosin induzierten in den HEL-Zellen nukledre Komplexizitat, wahrend bei 20 yM
dieses Phanomen nicht mehr so stark ausgepragt war. Bei den HEL-Zellen waren bei
Zugabe von 20 pM Prazosin Zellen mit Kernfragmentation zu sehen.

Bei Behandlung der HEL-Zellen mit 50 uM Benoxathian konnte man nukledre Kondensation
beobachten.

Yohimbin-Behandlung flihrte zu keiner Veranderung der Morphologie der Zellkerne beider

Zelllinien (nicht gezeigt).

3.3.2 Prazosin bewirkt eine Zunahme der ZellgroBe, Endomitose, sowie
Alterationen in der Expression von Linien-spezifischen Expressionsmarkern

Schon bei Beobachtung der Zellen in den Kulturplatten mittels inversen Mikroskops sah man,
dass die Zellen unter Einfluss von Prazosin neben einer starken Wachstumshemmung auch
eine Zunahme in der Zellgrofe im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Der DAPI-Test zeigte
nukledre Komplexizitdt und Anzeichen der Induktion von Apoptose in den Zellen. Um die
Zeitabhangigkeit der Induktion von Endomitose zu testen, wurden mit 10 yM Prazosin
behandelte K-562-Zellen nach 24h, 48h und 72h Inkubation geerntet, auf einen Objekttrager
aufzentrifugiert und nach der Pappenheim-Methode gefarbt.

Man sah, dass die Induktion von Endomitose bereits nach 24h Inkubation mit Prazosin
auftritt (Abb.37A). Bis 48h konnte man auch eine GroRenzunahme der Zellen messen.
Interessanterweise veranderten sich die Zellen zwischen 48h und 72h noch einmal
dramatisch. Es kam zu keiner Veranderung der DurchschnittsgréRe mehr, jedoch anderten
sich die Farbeintensitat, sowie die Form der Zellen. Nach 72h Inkubation der K-562-Zellen
mit Prazosin weisen die Zellen nach der Pappenheim-Farbung eine intensive blaue Farbung
auf und erschienen wieder annahernd rund. Eine ahnliche Tendenz wie bei den K-562-Zellen
konnte in der HEL-Zelllinie beobachtet werden (nicht gezeigt). Eine statistische Auswertung
der Zellen mit polylobuliertem Zellkern nach 48h ergab eine starke Dosisabhangigkeit des
.Prazosin-Effektes” (Abb.37B). Nach 48h sah man in den K-562-Zellen bei Inkubation mit 10
MM Prazosin bei rund 30% der Zellen eine Grolkenzunahme sowie einen polylobulierten
Kern, wahrend es bei den HEL-Zellen bei 10 yM zu keiner signifikanten Zunahme des
Prozentsatzes der Zellen mit polylobuliertem Kern kam. Bei den HEL-Zellen trat der Effekt
erst bei einer Konzentration von 15 yM Prazosin hochsignifikant (p < 0,001) auf. Bei 15 yM
Prazosin zeigten nach 48h rund 54% der HEL-Zellen einen polylobulierten Kern.
Benoxathian und Yohimbin veradnderten den Prozentsatz der Zellen mit polylobuliertem

Zellkern bei beiden Zelllinien nicht signifikant.
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Abb.37: Die Behandlung von humanen Erythroleukdmiezellen mit dem adrenergen Antagonisten
Prazosin fuhrt zur Induktion von Endomitose. A: Nach Pappenheim gefarbte K-562-Zellen, behandelt
mit 10 yM Prazosin zu verschiedenen Zeitpunkten. Rechts unten in der Abb. ist jeweils der
durchschnittliche Durchmesser der Zellpopulation angegeben. Originale Vergrofierung: 630x. B: Die
Grafik zeigt den Prozentsatz der Erythroleukdmiezellen nach 48h-Inkubation mit den adrenergen
Antagonisten Benoxathian (Benox, 25 uM, n = 4), Prazosin (Prazo, 10 yM: n = 4 und 15 pM: K-562: n
= 3, HEL: n = 4) und Yohimbin (Yoh, 50 uM, n = 4). * p < 0.01, ** p < 0.001 versus Kontrolle von K-
562; ## p < 0.001 versus Kontrolle von HEL, analysiert mit dem Student t Test.

Zellen mit polylobuliertem MNucleus [%]

K-562- und HEL-Zellen wurden nach 72h-Inkubation mit Prazosin einer Ultrastrukturanalyse
unterzogen (Abb.38). Generell zeigten die analysierten Prazosin-behandelten
Zellpopulationen eine sehr grolRe Heterogenitat. Einige Zellen wiesen keine grof3en
Unterschiede zu den unbehandelten Zellen auf, wahrend andere Zellen eine deutliche
Grolkenzunahme und einen polylobulierten Kern aufwiesen (Abb.38). Die ELMI-Analyse
konnte die Induktion von Apoptose durch Behandlung der Erythroleukdmiezellen mit
Prazosin bestatigen, da einige Zellen typische apoptotische Merkmale wie Kernkondensation
und nukleare Fragmentation zeigten (Abb.38B). Weiters konnte in einer Minderheit der
Prazosin- behandelten Zellen ein diffuses, vakuolenférmiges Membransystem detektiert
werden, das an das Demarkationslinien-System von reifen Megakaryozyten erinnert
(Abb.38B, C, E). Das Demarkationsliniensystem von Megakaryozyten besteht aus
membranumhilliten Kanalen die den reifen Megakaryozyten und auch schon dessen

Vorstufen durchziehen. Die einzelnen Kanale entstehen durch Invagination der
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Cytoplasmamembran und determinieren den Bereich, wo sich spater die Blutplattchen
entwickeln [120].

Kontrolle +Prazosin

oK

o

o

HEL

K562

Abb.38: Ultrastrukturanalyse von Prazosin behandelten K-562- und HEL-Zellen. K-562- und HEL-
Zellen wurden 72h mit Prazosin [K-562: 10 pM, HEL: 15 yM] inkubiert und die Zellen mittels
Transmissions-Elektronenmikroskopie analysiert. Prazosin-Behandlung von Erythroleukdmiezellen
fuhrt zu GrofRenzunahme der Zellen, einer sehr komplexen Zusammensetzung des Cytoplasma und
dem Auftreten von polylobulierten Nuclei (B, E). Darliber hinaus kénnen in den Prazosin behandelten
Zellen Zeichen von apoptotischen Vorgangen wie Chromatin Kondensation und nukleédrer
Fragmenation beobachtet werden (B). In einer Minderheit der Zellen mit polylobuliertem Ken traten
Vakuolen auf die an das fur Megakaryozyten spezifische Demarkationsliniensystem erinnern (B, C, F).
In Abb. C wird ein vergroRerter Ausschnitt dieses Systems der Zelle die in B gezeigt wird in starkerer
VergroRerung dargestellt (markiert durch das Rechteck). Auch in der K-562-Zelllinie konnte ein
solches Membransystem nachgewiesen werden (F). Das in F dargestellte Membransystem wurde in
einer Zelle aufgenommen, die in dieser Abb. nicht als ganzes gezeigt wird. Der Pfeil in E verweist auf
eine Kernregion, die einzelne Loben des Zellkernes einer Prazosin behandelten Zelle miteinander
verbindet. e: extrazellularer Raum, fN: fragmentierter Nucleus, n: Nucleoli, N: Nucleus, t:
Telolysosomen, v: Vakuolen.

a-Granula, ein weiteres typisches Kennzeichen von Megakaryozyten, konnten in der
elekronenmikroskopische Analyse der Prazosin behandelten Zellen nicht entdeckt werden.

Die beschrieben morphologischen Veranderungen der Erythroleukdmiezellen nach Prazosin-
Behandlung (Zunahme der ZellgréRe, Induktion von Endomitose, Demarkationsmembranen)
sind in humanen Erythroleukdmiezellen sehr gut beschrieben nach Behandlung mit
verschiedenen Modulatoren der Proteinkinase-C (z.B. Phorbolester PMA oder Staurosporin)
[85-89] oder der src-Kinase [121]. PMA und Staurosprin induzieren nachgewiesenerweise
die Differenzierung der Erythroleukdmiezellen in Richtung megakaryozytare Linie unter

gleichzeitigem Verlust des erythroiden Markers GPA.
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Abb.39: Die Behandlung mit a-adrenergen Antagonisten fuhrt zu Alterationen in der Expression von
Linien-spezifischen Expressionsmarkern. A: FACS Density-Plots von aquirierten K-562- und HEL
Zellen nach Behandlung mit Benoxathian [50 uM], Prazosin [10 yM] und Yohimbin [150 pM] im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Die Abb. zeigt ein reprasentatives Ergebnis von einer Serie
von insgesamt vier Experimenten. B: Statistische Auswertung der Expression der Marker GPA und
CD41a nach Inkubation mit adrenergen Antagonisten. I: Es wird der Prozentsatz der GPA" Zellen
gezeigt. ll: Es wird der Prozentsatz der CD41a" Zellen gezeigt.

*p< 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 versus Kontrolle von K-562; # p < 0.05, ## p < 0.01, ### p < 0,001
versus Kontrolle von HEL, analysiert mit dem Student t Test.

Um die Megakaryozyten-Natur der Prazosin-behandelten Erythroleukamiezellen zu
Uberprifen, wurde CD41a, ein spezifischer Marker der megakaryozytaren Reihe, mittels
Durchflusscytometrie bestimmt. Die Expression dieses Proteins wurde in Kombination mit
dem erythroiden Marker GPA nach Behandlung mit den adrenergen Antagonisten tberprift.

Die beiden Zelllinien wurden dazu 48h mit den Antagonisten in unterschiedlichen

78



Konzentrationen (Benoxathian [50 uM], Prazosin [15 pM], Yohimbin [150 yM]) kultiviert und
mittels Durchflusscytometrie die Expression der beiden Marker parallel bestimmt.

Es erwies sich, dass in den an sich CD41a-negativen K-562-Zellen, die Expression von
CD41a durch die adrenergen Antagonisten Benoxathian und Prazosin in einem geringen
Prozentsatz der Zellen induziert wird (Abb.39A, B). Prazosin hatte von den getesteten
Antagonisten die starkste CD41a Expressions-induzierende Wirkung auf die K-562-Zellen,
Yohimbin die schwachste. Parallel zur Induktion von CD41a wurde die Expression des
erythroiden Markers GPA durch die Antagonisten inhibiert. In diesem Fall war Benoxathian
potenter als Prazosin. Yohimbin zeigte nur eine schwache Wirkung im Vergleich zu den
beiden a1-adrenergen Antagonisten.

In den HEL-Zellen zeigte sich ein etwas anderes Bild als in den K-562-Zellen. In den HEL-
Zellen, die sowohl CD41a, als auch GPA exprimieren, fiihrte Prazosin, jedoch nicht
Benoxathian und Yohimbin zu einer signifikanten (p < 0,001) prozentuellen Verringerung der
GPA-exprimierenden Zellen. Im Gegensatz dazu wird der Prozentsatz der CD41a" Zellen
durch Benoxathian-Behandlung gesteigert, wahrend Yohimbin und Prazosin keinen
signifikanten Einfluss auf die Expression dieses Markers haben. Auffallend bei der Analyse
der FACS-Auswertung war auch, dass durch Prazosin-Behandlung in den HEL-Zellen eine
neue Population auftaucht die teils aus GPA/CD41a" und teils aus GPA/CD41a” Zellen

zusammengesetzt ist.

Im Vergleich zu den Antagonisten sah man in den Naphazolin behandelten K-562-Zellen
keine Induktion von CD41a-Expression (nicht gezeigt).

Die Bestimmung von GPA nach drei Tagen Kultur mit ansteigender Konzentration mit
Benoxathian enthlllte einen interessanten Unterschied der Wirkung zwischen Naphazolin
und den Antagonisten auf die GPA-Expression. Nach der Bestimmung des Prozentsatzes
der GPA-exprimierenden Zellen wurde die Anzahl der GPA" Zellen/Well nach Benoxathian-
Behandlung analog zu den Naphazolin-Versuchen ermittelt. Man sah, dass durch
Benoxathian die absolute Zahl der GPA" Zellen dosisabhéngig abnahm, jedoch die Zahl der
GPA" Zellen kaum beeinflusst wurde (Abb.40). Dies steht im Kontrast zu den Naphazolin-
Versuchen wo gezeigt werden konnte, dass Naphazolin einen parallelen Anstieg von GPA
Zellen und einen Abfall von GPA™ Zellen bewirkt (siehe Kapitel 3.2.3).
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Abb.40: K-562-Zellen wurden drei Tage mit ansteigender Konzentration an Benoxathian kultiviert, der
prozentuelle Anteil der GPA" Zellen mittels FACS ermittelt und der Anteil der GPA™ Zellen an der
Gesamtzellzahl berechnet. Die Grafik zeigt ein reprasentatives Ergebnis aus einer Serie von drei
Experimenten.

3.4 Die Wirkungen der adrenergen Modulatoren auf die Erythroleukamie
Zelllinien erfolgen in Abhangigkeit von der Aktivierung, bzw. der
Blockade von a1-adrenergen Rezeptoren.

3.4.1 Naphazolin attenuiert die von Prazosin induzierte GroBRenzunahme,
Endomitose und Apoptose in den K-562-Zellen

Es konnte im Zuge dieser Studie geklart werden, dass sowohl a1-adrenerge Agonisten als
auch a1-adrenerge Antagonisten in Zellen der Erythroleukdmie Zelllinien K-562 und HEL
Differenzierungseffekte sowie Zelltod Uuber prinzipiell unterschiedliche Mechanismen
induzieren.

In den Nabelschnurblut-Ansatzen war es nicht gelungen, den Effekt von Naphazolin mit den
spezifischen a1-adrenergen Antagonisten Prazosin und Benoxathian zu blocken.

Mit dem Wissen um einzelne Wirkungen der Agonisten bzw. Antagonisten auf die
Erythroleukdmie Zellen wurden, um den Kreis zu schlieen, in K-562-Kulturen Naphazolin
parallel mit adrenergen Antagonisten zugesetzt.

In einem Screeningexperiment zeigte sich, dass weder Prazosin, noch Benoxathian noch
Yohimbin den wachstumsinhibierenden Effekt von 200uM Naphazolin attenuieren kdénnen

(nicht gezeigt).
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Abb.41: Naphazolin attenuiert die Prazosin bedingte Wachstumsinhibition in der K-562-Zelllinie. A:
Nach Pappenheim gefarbte K-562-Zellen nach 72h-Kultivierung mit Naphazolin [100 uM], Prazosin [10
pMM] oder mit einer Kombination aus Prazosin und Naphazolin. Originale Vergré3erung: 400x B: Das
Wachstum der Zellen wurde nach 72h Kultur mit Naphazolin, Prazosin oder Kombinationen beider
Wirkstoffe mit dem CASY Cellcounter bestimmt. Die Zellzahlen sind angegeben als der Prozentsatz
der lebenden Zellen im Vergleich zur Kontrolle (= 100%). Die parallele Zugabe von Naphazolin in nicht
toxischen Konzentrationen fihrt zu einer partiellen Aufhebung der Prazosin bedingten Hemmung des
Zellwachstums der K-562-Zelllinie. n = 5 C: In einer verblindeten Studie wurde der Prozentsatz der
Zellen mit polylobuliertem Nucleus bestimmt. Die parallele Zugabe von Prazosin und Naphazolin fihrt
zu einer Abschwachung der Prazosin bedingten Wachstumsinhibition sowie zu einem signifikantem
prozentuellem Abfall der Zellen mit polylobuliertem Nucleus. n = 5. *p < 0,05, **p < 0,01 berechnet mit
dem ungepaarten t Test.

Man konnte jedoch beobachten, dass in den Wells in denen K-562-Zellen parallel mit
Prazosin und Naphazolin inkubiert wurden, die Prazosin bedingte GréRenzunahme der
Zellen nicht auftrat (nicht gezeigt). Ausgehend von diesem Ergebnis wurde ein neues
Protokoll etabliert, in dem K-562-Zellen 72h in 12 Well Platten (Einsaat 1x10* Zellen/ml)
zugleich mit 10 yM Prazosin und 50 yM oder 100 uM Naphazolin inkubiert wurden.

Es stellte sich dabei heraus, dass durch die Zugabe von 50 yM oder 100 uM Naphazolin die
wachstumsinhibierende Wirkung von Prazosin auf die K-562-Zellen signifikant (p < 0,05)
attenuiert, jedoch nicht vollstandig aufgehoben werden kann. Nach 72h wurde auch der

Prozentsatz der Zellen bestimmt, die einen polylobulierten Kern aufwiesen. Dafur wurden die
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Zellen geerntet, auf Objekttrager aufzentrifugiert und nach Pappenheim gefarbt. Um die
Aussagekraft dieser Evaluierung zu verstarken, wurde die Studie verblindet und die
Bestimmung des prozentuellen Anteiles der Zellen mit polylobulierten Kern von einer

medizinisch technischen Analytikerin durchgefiihrt.
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Abb.42: Polyploidiemessungen in der K-562-Zelllinie nach Behandlung mit Naphazolin [100 pM],
Prazosin [10 pM] oder mit Kombinationen aus Naphazolin (Naph) und Prazosin (Prazo). A:
Histogramme der DNA Messungen mittels Propidiumiodid. Durch die Behandlung der K-562-Zellen mit
Prazosin kommt es zum Auftreten von Zellen mit einem DNA Gehalt von 8N und auch 16N. Dieser
Effekt kann durch Naphazolin riickgangig gemacht werden. Gezeigt wird ein reprasentatives
Experiment aus einer Serie von insgesamt vier Experimenten. B: Statistische Auswertung der
Polyploidiemessungen der K-562-Zellen mit Propidiumiodid. Durch Prazosin-Behandlung kommt es in
der K-562-Zelllinie nach 72h Kultur zu einem signifikanten Rickgang der Zellen mit einem DNA-Gehalt
von 2N und parallel dazu zu einem signifikanten Anstieg von Zellen mit 8N und 16N. Die Induktion von
Endomitose konnte somit bestatigt werden. Naphazolin kann den Prazosin Effekt auf den DNA-Gehalt
der K-562-Zellen statistisch signifikant unterdriicken. Kontrolle, Naphazolin: n = 3 , Prazosin, Prazosin
+ Naphazolin: n = 4. *: p < 0,001 berechnet mittels ANOVA nach der Methode nach Holm Sidak.

Es zeigte sich, dass auch die Prazosin induzierte prozentuelle Zunahme der Zellen mit
polylobuliertem Kern durch Naphazolin signifikant (p < 0,01) attenuiert werden kann
(Abb.41). Um das Ergebnis noch abzusichern, wurde der DNA-Gehalt der K-562-Zellen nach
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Behandlung mit Prazosin oder mit der Kombination Naphazolin+Prazosin bestimmt. Dabei
konnte ermittelt werden, dass durch die Prazosin-Behandlung in den K-562-Zellen der DNA

Gehalt der Zellen bis zu einem Grad von 16N ansteigt (Abb.42).
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Abb.43: Naphazolin attenuiert die von Prazosin induzierte Caspase 3 Aktivierung in den K-562-Zellen.
K-562-Zellen wurden 48h mit 10 uM, 15 uM oder 20 uM Prazosin alleine oder in Kombination mit
100uM Naphazolin kultiviert. Nach 48h wurden die Zellen geerntet und mittels Caspase 3 Kit der
Prozentsatz der Zellen mit aktiver Caspase 3 bestimmt. In A werden 3D Histogramme, in denen die
GroRe (FSC) der unbehandelten bzw. Agonist/Antagonist behandelten Zellen gegen die Caspase 3-
Aktivierung aufgetragen ist, gezeigt. Der Peak der von der Zellpopulation gebildet wird, in der die
Caspase 3 aktiviert vorliegt, wird in der Abb. jeweils mit einem roten Pfeil gekennzeichnet. In B wird
die statistische Auswertung der Caspase 3 Daten gezeigt. n =3, *: p <0,05, **: p < 0,001.

Durch die parallele Zugabe von Naphazolin kann der Effekt von Prazosin auf den DNA-

Gehalt der Zellen riickgangig gemacht werden. Dies beweist, dass nicht nur der prozentuelle
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Anteil der Zellen mit polylobulierten Zellkern durch die Naphazolin-Behandlung zurtickgeht,
sondern auch der Prozess der Endomitose selbst durch Naphazolin unterdrickt wird.

Um nachzuweisen, ob Naphazolin auch die von Prazosin induzierte Apoptose supprimieren
kann, wurde nach 48h wiederum die Aktivierung der Caspase 3 in den K-562-Zellen
gemessen nachdem die Zellen entweder nur mit ansteigenden Konzentrationen von
Prazosin oder mit Kombinationen aus Prazosin und 100 uM Naphazolin behandelt wurden.
Es stellte sich heraus, dass Naphazolin die von Prazosin induzierte Caspase Aktivierung
signifikant unterdriicken kann (Abb.43). Der protektive Effekt von Naphazolin war dabei am
deutlichsten ausgepragt bei einer Prazosin- Konzentration von 15 uM. In den Caspase
Assays mit Prazosin und Naphazolin konnte man auch erkennen, dass Naphazolin auch die
Prazosin bedingte Grolienzunahme der K-562-Zellen aufhebt (Abb.43A).

3.4.2 Die HEL-Zelllinie exprimiert das Schliisselenzym der
Synthese von Noradrenalin, B-Dopamin Hydroxylase

Durch RT-PCR Analyse konnte nachgewiesen werden, dass die HEL-Zelllinie die Dopamin-3-
Hydroxylase (DbH) exprimiert, die K-562-Zelllinie jedoch nicht (Abb.45). Auch die
Positivkontrollen, mRNA isoliert aus einer humanen Nebenniere und mononukleare Zellen aus
dem peripheren Blut [3], zeigten ein positives Signal (Abb.45). Ob die HEL-Zellen wirklich

Noradrenalin in vitro produzieren lasst sich jedoch daraus noch nicht ableiten.

50bp K-562 HEL AG MNC AD

v

Abb.45: Ergebnis der DbH-RT-PCR. Es konnte nachgewiesen werden, dass die HEL-Zelllinie, jedoch
nicht die K-562-Zelllinie das Schlisselenzym fur die Synthese von Noradrenalin, Dopamin-(3-
Hydroxylase, exprimieren. 50bp: 50-Basenpaar-DNA-Leiter, AG: Adrenal gland (humane
Nebenniere), MNC (humane mononukledre Zellen aus dem peripherem Blut, AD: Aqua bidest.

100 Bp
50 Bp

3.4.3 Ergebnisse des Nachweises von Katecholaminen mittels
HPLC in hamatopoietischen Zelllinien

Die Katecholamin-HPLC-Messungen in den hamatopoietischen Zelllinien K-562, HEL und
RAW 264.7 brachten keine aussagekraftigen Ergebnisse. Die Messungen konnten weder
fur die RAW 264.7-Zellen, noch fir die HEL- und K-562-Zellen einen reproduzierbaren
positiven Nachweis von Katecholaminen erbringen.

Da in der RAW- Zelllinie bereits bekannt war, dass in diesen Zellen Katecholaminsynthese
erfolgt, kann davon ausgegangen werden, dass die Sensitivitat der verwendeten Methode

nicht ausreichend war, um die Katecholamine zumindest in den RAW-Zellen, nachzuweisen.
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Der Beweis fur eine mdgliche autokrine Beeinflussung der Erythroleukdmiezellen Uber die

Produktion von Katecholaminen konnte somit nicht erbracht werden.
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Abb.46: Nachweis von Katecholaminen in hamatopoietischen Zelllinien mittels HPLC. A:
Chromatogramm nach chromatografischer Auftrennung der Eichlésung aus Noradrenalin, Adrenalin
und Dopamin. B/C: Chromatogramme nach chromatografischer Auftrennung eines HEL-Zelllysats
ohne (B) und mit (C) internen Standard. Auftretende Peaks wurden falls mdglich aufgrund der
spezifischen Retentionszeit den Katecholaminen Noradrenalin (NA), Adrenalin (A) und Dopamin (DO)
zugeordnet. Im Chromatogramm in B und C sieht man in dem Bereich der Retentionszeit zu der
Noradrenalin erscheinen sollte jeweils einen Peak (Pfeil). Bei Zugabe des internen Standards sieht
man in C jedoch eine Zweiteilung des Peaks, was darauf schlieRen lasst, dass es sich bei dem mit
dem Pfeil markierten Peak in B nicht um einen Noradrenalin Peak handelt. Im Chromatogramm der
HEL-Zellen in B sieht man zwar einen Peak, der als Adrenalin Peak identifiziert werden konnte,
jedoch waren die Experimente kaum reproduzierbar, was die Aussagekraft der Experimente stark
limitiert.

344 Unter serumfreien Bedingungen verstarkt sich die
wachstumsinhibierende Wirkung der adrenergen Agonisten und Antagonisten
auf die K-562-Zellen

In Kulturansatzen, in denen zum Medium statt fetalem Rinderserum ein Serumersatz aus
humanem Insulin, humanem Transferrin, Selen und bovinen Albumin zugesetzt wurde,
konnte zwar eine niedrigere Proliferationsrate gegeniuber dem serumhaltigem Medium
gesehen werden, doch war die Viabilitat der Zellen kultiviert mit Serumersatz gegentber
dem serumhaltigen Medium nicht herabgesetzt (nicht gezeigt).

Bei mikroskopischer Betrachtung der serumfreien K-562- Kulturansatze fiel auf, dass einige
Zellen in den serumfreien Ansatzen eine ahnliche Groflenzunahme zeigten, wie bei den
Prazosin behandelten Kulturen (Abb.47). Deshalb wurde der DNA-Gehalt der unter
serumfreien Bedingungen kultivierten K-562-Zellen mit jenen der mit Serum kultivierten
Zellen verglichen. Es zeigte sich, dass die Zellen die im Medium mit Serumersatz kultiviert

wurden, im Vergleich zu den Zellen die in serumhaltigem Medium kultiviert wurden.
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A K-562 in RPMI 1640 + 10% FBS K-562 in RPMI 1640 + Serumersatz
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Abb.47: Polyploidiemessungen in der K-562-Zelllinie unter serumfreien Bedingungen. Um zu
evaluieren, ob Inhaltsstoffe aus dem fetalem Rinderserum in den K-562-Zellen die Induktion von
Endomitose inhibieren, wurden K-562-Zellen anstatt mit Serum mit einem Serumersatz kultiviert und
der DNA-Gehalt mittels Propidiumiodid bestimmt. Es zeigte sich dabei, dass im Vergleich zur
Kultivierung im serumhaltigen Medium, im Medium mit Serumersatz der Prozentsatz der K-562-Zellen
mit Polyploidie (8N) signifikant zunimmt. A: Schon bei mikroskopischer Betrachtung der K-562-Zellen
in den serumfreien Kulturen konnte man eine vermehrtes Auftreten von grofen Zellen beobachten
(Pfeile). B: Zum Vergleich werden DNA-Histogramme von K-562-Zellen gezeigt, die entweder in
Medium mit FBS oder in Medium mit Serumeratz kultiviert wurden. Die Grafik zeigt ein reprasentatives
Ergebnis von insgesamt drei Experimenten. C: Statistische Auswertung der Polyploidiemessungen
unter serumfreien Bedingungen. n = 3. *: p < 0,001 berechnet nach dem ungepaarten t Test. D: Auch
unter serumfreien Bedingungen treten bei Prazosin-Behandlung von K-562-Zellen polylobulierte
Zellkerne (Pfeile) auf.

einen signifikanten Anstieg des Prozentsatzes von Zellen mit einem DNA Gehalt von 8N
aufweisen (Abb.47). Ein DNA-Gehalt von 16N konnte im Vergleich zu den Prazosin
behandelten Kulturen jedoch nicht beobachtet werden. Nach Farbung der Zellen nach der
Pappenheimmethode war die Induktion von Polyploidie jedoch nicht so augenscheinlich wie
nach Prazosin-Behandlung (Abb.47D, zum Vergleich siehe Abb.37, 41). Dass unter
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serumfreien Bedingungen die Induktion von Polyploidie beobachtet werden kann, spricht
daflrr, dass im Serum Inhaltsstoffe enthalten sind, die die Induktion von Endomitose der K-

562-Zellen supprimieren.

Die a1-adrenergen Mediatoren Benoxathian, Prazosin und Naphazolin zeigen auch unter
serumfreien Bedingungen jeweils eine starke Wachstumshemmung. Die Hemmung des
Wachstums war dabei bei allen drei Substanzen starker als in den serumhaltigen
Kulturansatzen (nicht gezeigt). Bei einer dreitdgigen Kultur der K-562-Zellen mit 10 uM
Prazosin konnte man die beschriebene GréoRenzunahme der K-562-Zellen nach Inkubation
mit Prazosin nicht beobachten, stattdessen war die Viabilitdt der Zellen im Vergleich zur
Kontrolle stark herabgesetzt (nicht gezeigt). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der
serumhaltigen Kulturansatze in denen hohe (> 20 uM) Prazosin Konzentrationen eingesetzt
wurden. Durch Herabsetzen der Prazosin Konzentration auf 7 yM im serumfreien Medium
konnte man partiell die Induktion von Polyploidie beobachten (Abb.47D). Jedoch war der
Effekt von Prazosin weniger deutlich ausgepragt als im serumhaltigen Medium bei Zugabe

von 10 uyM Prazosin.
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4 Diskussion

4.1 a1-adrenerge Agonisten hemmen das in vitro Wachstum von
erythroiden Progenitorzellen aus dem humanen Nabelschnurblut

In den CFU-Assays zeigte sich, dass die beiden a1-adrenergen Agonisten Naphazolin und
Oxymetazolin das in vitro Wachstum von hamatopoietischen Progenitoren aus dem
humanem Nabelschnurblut gemessen an der Bildung von Kolonien und der Gesamtzellzahl
pro CFU-Dish inhibieren. Der a2-adrenerge Agonist Clonidin hemmt das Wachstum der
Progenitoren hingegen nur schwach. Dieser Befund lasst darauf schlielRen, dass der Effekt
primar Uber al-adrenerge Rezeptoren und nicht Uber a2-adrenerge Rezeptoren vermittelt
wird. Uber welche(n) a1-Rezeptor-Subtyp(en) lésst sich aus den bisher durchgefiihrten
Experimenten nicht ableiten. Eine molekularbiologische Untersuchung der Expression der
Rezeptorsubtypen auf den erythroiden Progenitoren ware dazu nétig. Der Effekt von
Naphazolin und Oxymetazolin ist bei 10 pM-Konzentrationen nur schwach, bei 100 yM
jedoch hoch signifikant ausgepragt. Die hohen bendtigten Konzentrationen der Agonisten
sprechen gegen einen rezeptorspezifischen Effekt der Substanzen, die Selektivitat der
beobachteten Effekte auf das erythoide Wachstum jedoch flir eine Rezeptorabhangigkeit. Zu
den hohen eingesetzten Wirkstoffkonzentrationen ist anzumerken, dass bei Verwendung von
nicht-physiologischen Rezeptor-Agonisten nicht nur die Konzentration des Effektors, sondern
auch die Affinitdt der synthetischen Agonisten zum Rezeptor im Vergleich zum
physiologischen Agonisten eine Rolle spielt. Es wurde nachgewiesen, dass die
synthetischen adrenergen Agonisten Naphazolin und Oxymetazolin zwar eine recht hohe
Spezifitat fur die Bindung von ail-adrenergen Rezeptoren aufweisen, im Vergleich zum
physiologischen Agonisten Noradrenalin jedoch nur eine sehr niedrige Affinitat zu a1-
adrenergen Rezeptoren zeigen [122, 123]. Hohere Konzentrationen der synthetischen
Agonisten sind daher vonnéten, um denselben Effekt wie der physiologische Agonist zu
erzielen.

Die Auszahlung und die Bestimmung der einzelnen Kolonien in den CFU-Assays ergab eine
starke Praferenz der inhibierenden Wirkung von Oxymetazolin und Naphazolin auf das
erythroide Kolonienwachstum. Schon bei makroskopischer Evaluierung der Naphazolin- und
Oxymetazolin behandelten CFU-Dishes konnte man erkennen, dass durch den Zusatz der
beiden Substanzen weniger rote Spots, die durch erythroide Kolonien gebildet werden, zu
sehen waren. Da Oxymetazolin eine signifikant hdhere Potenz aufweist, das erythroide
Kolonienwachstum total zu supprimieren, kann man davon ausgehen, dass Oxymetazolin
auf erythroide Progenitorzellen eine starkere wachstumssupprimierende und/oder Zelltod
induzierende Wirkung aufweist als Naphazolin. Die FACS-Analyse in der eine

Dreifachfarbung gegen CD34, CD45 und GPA durchgefiuhrt wurde, zeigte, dass es sowohl
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zu einer leichten prozentuellen und gemessen an der Gesamtzellzahl/Dish zu einer starken
Inhibition der GPA-exprimierenden Zellen durch die Behandlung mit Naphazolin und
Oxymetazolin kommt. Dies bestatigt, dass das erythroide Wachstum durch adrenerge
Agonisten gehemmt wird. Im Gegensatz dazu kommt es durch die Behandlung mit den
adrenergen Agonisten zu einer Anreicherung von Zellen die den Panleukozytenmarker CD45
exprimieren. CD45 wird auf Leukozyten exprimiert, wahrend Zellen der erythroiden Reihe
CD45" sind. Der Marker ist daher gut geeignet, um die erythroiden Zellen von den
myeloischen  Zellen im CFU-Dish zu diskriminieren. Umgerechnet auf die
Gesamtzellzahl/Dish der beiden CD45" Populationen sah man keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Kontrolle und den Agonisten-behandelten Ansatzen. Dies lasst
den Schluss zu, dass die Anreicherung der Leukozytenpopulationen aus der Hemmung der
erythroiden Population resultiert und es zu keiner parallelen Stimulation des myeloischen
Wachstums durch Agonisten-Behandlung kommt. Der Phénotyp der beiden CD45"
Populationen wurde nicht weiter bestimmt, jedoch dirfte es sich um Granulozyten- und
Monozyten-Vorstufen handeln, die von CFU-GEMM, CFU-GM oder noch weiter
ausdifferenzierten Progenitoren generiert wurden. Die Begutachtung von aufzentrifugierten
Zellen aus Naphazolin-behandelten Ansatzen zeigte eine Anreicherung von Makrophagen,
was diesen Schluss bestatigt.

Ein geringer Prozentsatz der CD45" Zellen exprimierte auch den Stammzellmarker CD34,
ein Indikator dafur, dass auch nach 14-tagiger Kultur Zellen mit Progenitoreigenschaften in
den CFU-Dishes vorkommen.

In CFU-Assays, in denen ein Stammzell-Medium verwendet wurde, in dem kein EPO
zugesetzt war, konnte man sehen, dass die Gesamtzellzahl pro Dish durch die Naphazolin-
Behandlung auch dann signifikant niedriger als bei der Kontrolle war, wenn kein EPO ins
Medium zugesetzt wurde. Dies weist darauf hin, dass auch das EPO-unabhangige
Kolonienwachstum (primar CFU-GM) durch Naphazolin inhibiert wird, jedoch der
(Naphazolin-)Effekt auf das erythroide Wachstum, aufgrund der hdéheren proliferativen
Kapazitat der erythroiden Progenitoren im Vergleich zu den myeloischen Progenitoren viel
offensichtlicher wird als beim myeloischen Kolonienwachstum. Durch die signifikante
Anreicherung der beiden CD45"-Fraktionen in den Anséatzen im Standardmedium (mit EPO)
lasst sich jedoch sagen, dass praferentiell das erythroide Wachstum gehemmt wird. Bei einer
gleichmaRigen Inhibition beider, der erythroiden- und der myeloischen Fraktion, ware es
namlich zu keiner Anreicherung der beiden CD45" Populationen gekommen.

Dass auch das myeloische Kolonienwachstum durch adrenerge Agonisten gehemmt wird,
steht im Einklang zu einer parallelen Studie im murinen System der Gruppe Schauenstein.
Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass Oxymetazolin das in vitro Wachstum

(gemessen an der Bildung von CFU-GM-Kolonien) von hamatopoietischen Progenitoren,
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isoliert aus dem Knochenmark, hemmt [52]. Da in dieser Studie jedoch kein EPO zum
Stammzellmedium zugesetzt wurde, kann kein Vergleich zwischen der murinen und der
aktuellen humanen Studie auf das erythroide Wachstum gezogen werden. Auch Maestroni et
al. beschreiben eine Inhibition des myeloischen Kolonienwachstum durch adrenerge
Agonisten [24]. Ebenfalls in einer in vitro Studie im murinen Modellsystem konnten Maestroni
et al. eine Hemmung des CFU-GM-Wachstums sowohl durch den naturlichen Agonisten
Noradrenalin als auch mit dem synthetischen, spezifischen a1-adrenergen Agonisten
Methoxamin feststellen. Das erythroide Wachstum wurde auch in dieser Studie nicht
beriicksichtigt. Uber eine Modulation des erythroiden Kolonienwachstums (iber einen a1-
adrenergen Mechanismus existieren bis dato noch keinerlei Daten. Aus der Frihzeit der
Stammzellforschung (70er-Jahre des 20. Jahrhunderts) stammen zwar Daten Uber eine
potentielle f2-adrenerge Stimulation des erythroiden Wachstums [25-29], doch Erkenntnisse
Uber einen a1-adrenergen Mechanismus fehlen bis dato. Die neuesten Studien rund um eine
adrenerge Modulation der Erythropoiese durch Fonseca et al. [30, 31] focusieren sich auf
einen stimulatorischen (-adrenergen Effekt auf das in vifro Wachstum von erythroiden
Progenitoren, wobei die beschriebenen wachstumsmodulierenden Eigenschaften von
Noradrenalin indirekt Uber Stromazellen vermittelt werden und nicht Uber adrenerge
Rezeptoren auf den Zellen selbst.

Der Versuch in den CFU-Assays den Effekt der a1-adrenergen Agonisten durch spezifische
Antagonisten zu blocken, blieb erfolglos. Prazosin inhibierte das Kolonienwachstum in den
CFU-Assays uber einen sehr breiten Konzentrationsbereich vollstandig. Interessanterweise
hatte der a1-adrenerge Antagonist Benoxathian eine ahnliche Wirkung wie Naphazolin auf
das Kolonienwachstum der Progenitoren aus dem Nabelschnurblut. Auch bei Zugabe des
Antagonisten wurde praferentiell das erythroide Wachstum in den CFU-Dishes inhibiert. Die
Kombination von Naphazolin mit Benoxathian verstarkte den Effekt sogar synergistisch.
Dass die adrenergen Antagonisten die inhibierende Wirkung von Naphazolin nicht
attenuieren konnten, spricht gegen eine Rezeptorabhangigkeit des Naphazolin-Effektes.
Allerdings spielen in den Experimenten in denen die Agonisten mit den Antagonisten
kombiniert wurden, mehrere, nicht determinierbare Faktoren eine Rolle, die den Ausgang der
Experimente mdglicherweise beeinflusst haben. Einerseits spielt sicher die Rezeptoraffinitat
der Agonisten und Antagonisten und die benétigten Konzentrationen der einzelnen
Substanzen um einen messbaren Effekt zu erzielen eine Rolle und andererseits auch die
Heterogenitat des biologischen Materials in Bezug auf den Gehalt der Progenitorzellen in der
eingesetzten MNC-Population und der unterschiedlichen proliferativen Kapazitat der
Progenitoren. Auch das generell sehr langsame Wachstum der Progenitoren und die
dadurch sehr lange Kulturdauer sind sehr ungunstig fir Agonisten/Antagonisten-

Experimente. Mdgliche unspezifische Effekte auf das Zellwachstum durch die adrenergen
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Agonisten als auch der Antagonisten kdnnen ebenso nicht ganz ausgeschlossen werden. So
weill man zum Beispiel, dass Prazosin Uber einen nicht Rezeptor-abhangigen Prozess
Apoptose in humanen Prostatakrebszellen induzieren kann [124]. Die Hypothese, dass es
sich beim Naphazolin-Effekt auf das erythroide Wachstum um einen rezeptormediierten
Effekt handelt, wurde jedoch durch die Tatsache untermauert, dass Benoxathian, ein
ausgewiesener spezifischer a1-adrenerger Antagonist, das erythroide Wachstum wie
Naphazolin hemmt.

Dieser Befund wirde daflir sprechen, dass die erythroide Progenitorzelle von einem a1-
adrenergen Stimulus abhangig ist, um in vitro Kolonien zu bilden, eine Uberstimulation der
Zelle durch den Zusatz des Agonisten zur Kultur, das Wachstum der Kolonien jedoch
inhibiert.

Als Quelle fir Katecholamine in den CFU-Assays wirde das enthaltene fetale Rinderserum
im Medium und/oder die Produktion von Katecholaminen durch die Zellen im CFU-Assay
selbst (z.B. durch Makrophagen) [42-44] in Frage kommen. Eine generelle Abhangigkeit der
in vitro Generierung von erythroiden Zellen von Katecholaminen im Medium kann jedoch
ausgeschlossen werden, da mehrere etablierte Modelle zur in vifro Kultur von erythroiden

Zellen ohne den Zusatz von Serum oder Katecholaminen auskommen [125-127].

4.2 al-adrenerge Agonisten hemmen das in vitro Wachstum,
induzieren Autophagocytose und supprimieren die Expression des
erythroiden Markers Glycophorin-a in humanen
Erythroleukamiezellen

In den CFU-Assays mit den Progenitoren aus dem Nabelschnurblut hat sich gezeigt, dass
Naphazolin und Oxymetazolin primar das erythroide Wachstum hemmen. Um
herauszufinden Uber welche Mechanismen und welche Signaltransduktionswege die a1-
adrenergen Agonisten das Wachstum erythroider Progenitoren modulieren, musste ein
Modellsystem etabliert werden, da bis dato kein geeignetes Protokoll zur selektiven Isolation
von erythroiden Progenitoren existiert. Durch eine Kombination von speziellen
Wachstumsfaktoren, wobei meist EPO und SCF in den Kombinationen enthalten sind, ist
eine Anreicherung von erythroiden Progenitoren zwar prinzipiell mdglich, doch ist diese
Kultivierung wie die CFU-Assays sehr zeit -und kostenintensiv. Als Alternative wurde deshalb
ein  Leukamiezell-Modell etabliert, in dem erste Erkenntnisse Uber mdgliche
Wirkungsmechanismen der adrenergen Modulatoren auf erythroide Zellen gesammelt
werden sollten. Die beiden Erythroleukédmie Zelllinien K-562 und HEL weisen beide
erythroide Eigenschaften auf und sind daher als Modellsystem als Ersatz fur erythroide
Progenitoren geeignet. Von Vorteil fur diese Studie war und ist, dass K-562 und HEL sehr

haufig verwendete Zelllinien sind und daher bereits recht gut charakterisiert sind.
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Langerfristig gesehen soll in weiterfihrenden Studien versucht werden, die Erkenntnisse die
im Erythroleukdmiezell-Modell gesammelt wurden, an physiologischen Progenitorzellen zu
verifizieren.

Als erster Schritt wurde Udberprift, ob der Zusatz der adrenergen Agonisten ins
Zellkulturmedium auch das Wachstum der Erythroleukdmiezellen beeinflussen kann. Es
stellte sich heraus, dass sowohl Naphazolin als auch Oxymetazolin, nicht jedoch Clonidin,
das Wachstum der K-562-Zelllinie dosisabhangig in einer dreitdgigen Kultur hemmen.
Jedoch sind héhere Konzentrationen der Wirkstoffe nétig als in den Nabelschnurblut-CFU-
Assays um das Wachstum der K-562-Zellen zu beeinflussen. Allerdings wurden die K-562-
Zellen im Gegensatz zu den UCB-Progenitoren auch nur drei Tage kultiviert. In héheren
Konzentrationen sank durch Naphazolin und Oxymetazolin dosisabhangig die Viabilitat der
Zellen, was nicht nur auf eine reine Wachstumshemmung, sondern auch auf die Induktion
von Zelltod durch die adrenergen Agonisten hinweist.

Im Gegensatz zu den K-562-Zellen zeigte sich die HEL-Zelllinie insensitiv gegen die
Behandlung mit Naphazolin. Wahrend jedoch in der K-562-Zelllinie kein grof3er Unterschied
in der Wirkung von Naphazolin und Oxymetazolin zu beobachten war, zeigten sich die HEL-
Zellen zwar insensitiv gegen Naphazolin, doch reagierten sie auf die Behandlung mit
Oxymetazolin mit starker Wachstumshemmung. Auch in den CFU-Assays wurde eine
starkere inhibierende Wirkung von Oxymetazolin im Vergleich zu Naphazolin beobachtet.
Eine Erklarung fir dieses Phanomen konnte die Rezeptorspezifitdt der beiden Substanzen
bieten. Aus dem Lehrbuch Pharmakologie und Toxikologie von Forth et al. [128] geht hervor,
dass sowohl Naphazolin als auch Oxymetazolin auch an a2-adrenerge Rezeptoren binden
kénnen, wobei Oxymetazolin jedoch eine hohere Affinitdt zu a2-adrenergen Rezeptoren
aufweist als Naphazolin. Clonidin als selektiver a2-Agonist hingegen beeinflusste das
Wachstum der HEL-Zellen nicht, was eine alleinige a2-vermittelte Beeinflussung des
Wachstums der HEL-Zellen ausschlie3t. Unspezifische Wechselwirkungen der Agonisten mit
den Zellen kénnen jedoch ebenso nicht ganzlich ausgeschlossen werden.

Dass die HEL-Zellen kaum auf die Behandlung mit Naphazolin ansprechen, die K-562-Zellen
jedoch stark im Wachstum inhibiert werden und zugleich Zelltod induziert wird, spricht fir
eine Rezeptorabhangigkeit des Naphazolin-Effektes und gegen einen unspezifischen
toxischen Effekt der Substanz.

Naphazolin inhibiert nicht nur das Wachstum der K-562-Zellen, sondern anderte auch das
Wachstumsverhalten der Zellen. In héheren Konzentrationen induzieren Naphazolin und
Oxymetazolin, nicht jedoch Clonidin, die Bildung von traubenférmigen Zellaggregaten, was
fur eine mogliche Regulation von Adhasionsfaktoren spricht. In den HEL-Zellen konnte nach
Behandlung mit den adrenergen Agonisten keine Bildung von Aggregaten beobachtet

werden.
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Eine ahnliche Induktion von Aggregatbildung wie durch Naphazolin-Behandlung wurde nach
Inkubation von K-562-Zellen mit dem PKC-Aktivator PMA beobachtet [129]. Es konnte
nachgewiesen werden, dass durch Behandlung mit PMA in den K-562-Zellen die Expression
von CD44, einem Rezeptor flr Hyaluronsaure, hinaufreguliert wird [129, 130]. Ebenso wird
die Expression von Perlecan, einem Proteoglykan und Bestandteil der extrazellularen Matrix,
durch PMA-Behandlung in den K-562-Zellen hinaufreguliert [131]. Ahrens Kkonnte
nachweisen, dass spezifische Antikorper gegen CD44 die durch PMA vermittelte
Aggregation der K-562-Zellen aufheben kdnnen [129]. Van der Velde-Zimmermann et al.
konnten auf den K-562-Zellen auch die Expression der Adhasionsfaktoren VLA-5 (Rezeptor
fur Fibronectin), ICAM-1 und VCAM-1 nachweisen [132], die ebenfalls als potentielle
Faktoren fur die Induktion der Aggregation durch die a1-adrenergen Agonisten in Frage
kommen wiarden. In der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Naphazolin
behandelten K-562-Zellen konnte man um die Zellen stellenweise ein Saum von kérnigen
Strukturen sehen, die als Exosomen identifiziert werden konnten [112]. Exosomen sind
kleine Mikrovesikel die von verschiedenen Zelltypen, unter anderen auch den K-562-Zellen
Uiber dem Weg der Exocytose freigesetzt werden [112, 133]. Uber die genaue Funktion von
Exosomen weil® man bis dato noch wenig [133]. Die als Exosomen identifizierten kérnigen
Strukturen zeigten eine enge Assoziation mit der Cytoplasmamembran der Zellen, sodass
diese Strukturen neben Adhasionsfaktoren oder gar alleine als Ursache fur die Aggregation
der Zellen in Frage kommen. Stoeck et al. stellen eine Verbindung zwischen CD44 und dem
zellularem Release von Exosomen her [134]. Stoeck et al. wiesen nach, dass sich aktiviertes
CD44 in Ovar-Carcinomzellen auf freigesetzten Exosomen befindet [134].

Ein mdgliches Szenario in den K-562-Zellen ware, dass es nach Aktivierung der Zellen mit
PMA oder Naphazolin Uber aktiviertes CD44 auf freigesetzten Exosomen zu einer
Kreuzvernetzung zwischen Zellen und den Exosomen kommt, die zur Formation von
Zellaggregaten fuhrt. Untermauert wird diese Hypothese durch die Beobachtungen, dass der
NO- Generator SNP die Aggregation der Zellen inhibiert. Es wurde namlich nachgewiesen,
dass Stickstoff-Monoxid Molekiile die Exocytose, der Mechanismus Uber den Exosomen
freigesetzt werden, supprimieren konnen [135]. Weiters wurde demonstriert, dass die
Freisetzung von Exosomen in K-562-Zellen durch Modulation des zellularen Calciumspiegels
beeinflusst werden kann [136]. Dies wiederum geht koform mit den eigenen Beobachtungen
dass durch Chelation des extrazellularen Calciums im Medium Aggregation der K-562-Zellen
induziert werden kann und durch Erhoéhung des extrazellularen Calciumspiegels die

Naphazolin induzierte Aggregation aufgehoben wird.

Um zu uUberprifen, tGber welchen grundlegenden Mechanismus Naphazolin in den K-562-

Zellen Zelltod induziert (Nekrose, Apoptose oder Autophagie), wurden die Zellen mittels
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CASY-Cellcounter, Comet Assay, Aktive Caspase 3-Assay, DAPI-Farbung und mittels
Elektronenmikroskopie analysiert. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch Naphazolin-
Behandlung in den K-562-Zellen weder Kernfragmentation auftritt, noch Aktivierung der
Caspase 3 erfolgt. Im Comet-Assay sah man auch keine signifikante Steigerung des
prozentuellen Anteiles der DNA im Schweif des Kometen im Vergleich von unbehandelten
Zellen mit Naphazolin behandelten Zellen. Diese drei Befunde sprechen dafiir, dass der
Zelltod in den K-562-Zellen nicht durch Apoptose erfolgt. Das Ergebnis stimmt mit den
Resultaten der parallel durchgefiihrten murinen Stammzellstudie Uberein, in der nach
Behandlung von Progenitorzell-Kulturen mit Oxymetazolin ebenfalls keine Caspase-
Aktivierung und keine signifikante Zunahme von DNA-Schadigung gesehen werden konnte
[52].

Bei elektronenmikroskopischer Betrachtung der K-562-Zelllinie sah man in Naphazolin-
behandelten Zellen Anzeichen eines autophagolytischen Prozesses. Es kamen vermehrt
Zellen vor, die eine grofle Zahl von Autophagosomen sowie riesige Telolysosomen
aufwiesen.

Autophagie (aus dem Griechischen: Autophagie = Selbst-Aufessen) ist an und fir sich ein
physiologischer Prozess der in allen eukaryontischen Zellen vorkommt um
cytosplasmatische Proteine oder degradierte Organellen intrazellular zu recyceln [110, 111,
137-139]. Der Prozess der Autophagie dient daher der Aufrechterhaltung der zellularen
Homdostase. Ausgehend von einem bis dato unbestimmten Endomembransystem der Zelle
werden cytosplasmatische Komponenten oder Organellen der Zelle von einer Membran
umhadllt und es entstehen Vesikel mit einer Doppelmembran. Die Autophagosomen
fusionieren mit Lysosomen, die Enzyme in das Autophagolysosom freisetzen, welche das
autophagocytierte Material degradieren. Exzessive Autophagie, fihrt zu einer Art Selbst-
Kannibalismus, in der sich die Zelle quasi selbst auffrisst [110]. Autophagie induzierter
Zelltod wird auch als Typ 2-Zelltod (Typ 1 = Apoptose, Typ 3 = Nekrose) bezeichnet und lauft
unabhangig von der Aktivierung von Caspasen ab. Die urspringliche Funktion von
autophagolytischen Prozessen liegt jedoch nicht in der Induktion von Zelltod, sondern zur
Vermeidung von Zelltod [111, 140] bei metabolischem Stress oder Nahrstoffmangel sowie in
der Tumorsuppression. Die parallele Inhibition von Apoptose und Autophagie induziert
nekrotischen Zelltod [140].

Da Autophagieprozesse induziert werden um nekrotischen (und auch apoptotischen) Zelltod
zu verhindern, kann nicht ausgeschlossen werden, dass in einigen K-562-Zellen nach
Naphazolin Behandlung dber nekrotischen Mechanismus Zelltod induziert wird. Es kann
jedoch konstatiert werden, dass der durch Naphazolin induzierte Zelltod von einem

Autophagieprozess begleitet wird.
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Fader et al. konnten nachweisen, dass in der K-562-Zelllinie generell eine hohe
autophagolytische Aktivitat beobachtet werden kann [112]. Durch Naphazolin scheint dieser
autophagolytische Prozess so stimuliert zu werden, dass er schlie3lich im Zelltod endet. In
der K-562-Zelllinie wurde kirzlich auch verstarkte autophagolytische Aktivitat nach
Inkubation mit dem Phorbolester PMA beobachtet [141]. Mishima et al. postulieren aus ihren
Beobachtungen, dass durch die Inhibition von autophagolytischen Prozessen die Sensitivitat
gegenuber Zelltod induzierenden Substanzen in malignen Zellen gesteigert werden kann,
dass die Inhibition von Autophagie eine neue Strategie in der Bekdmpfung der Chronischen
Myeloischen Leukamie darstellen konnte [141].

In den Mitochondrien der Naphazolin-behandelten Zellen konnte man punktférmige
elekronendichte Strukturen ausmachen, deren Natur nicht naher bestimmt wurde. Bei diesen
Strukturen koénnte es sich entweder um Proteinakkumulationen [142] oder um Calcium-
Prazipitate handeln [143]. Das Auftreten der elektronendichten Strukturen weist darauf hin,
dass auch die Mitochondrien durch die Naphazolin-Behandlung beeinflusst werden. Fir die
Hypothese, dass es sich dabei um Calcium-Prazipitate handelt, spricht die Tatsache, dass in
Reaktion auf a-adrenerge Stimulierung von Zellen der intrazellulare Calciumspiegel ansteigt
und die Mitochondrien Calcium als Calcium-Puffersystem aufnehmen wenn in der Zelle
aufgrund eines Stimulus ein gewisser Calciumspiegel erreicht wird [107, 144, 145].

Um zu uberprifen, ob auch in den Erythroleukdmiezellen, wie schon in den CFU-Assays
beobachtet, durch die adrenergen Agonisten die Expression von Glycophorin-a beeinflusst
wird, wurde die GPA-Expression der Zellen nach Inkubation mit den Agonisten gemessen.
Es zeigte sich, dass die Zahl der GPA-exprimierenden Zellen der K-562 Zelllinie nicht jedoch
bei den HEL-Zellen dosisabhangig zuriickgeht. Naphazolin und Oxymetazolin zeigten eine
ahnlich starke Wirkung auf die GPA-Expression der Zellen, wahrend Clonidin keinen Einfluss
hatte.

Die beobachtete Wachstumshemmung und die Inhibition der GPA-Expression durch
Naphazolin in den K-562-Zellen legen nahe, dass die Erythroleukamiezellen ein ideales
Modell darstellen, um den Effekt der a1-adrenergen Agonisten auf erythroide Progenitoren
zu untersuchen, da sich die Effekte der Agonisten auf die Erythroleukamiezellen mit jenen
ahneln, die auch mit den UCB-Progenitoren beobachtet wurden. Die HEL-Zelllinie kann im
Vergleich zu den K-562-Zellen, da sie sich als insensitiv gegen die Naphazolin-Behandlung
erwiesen hat, als Kontrolle eingesetzt werden. Der Grund dass die HEL-Zellen weniger
sensitiv _gegen die Naphazolin-Behandlung sind als die K-562-Zellen, kénnte in der
unterschiedlichen Expression der Rezeptoren liegen und/oder auch an zellspezifischen
Eigenheiten wie das Vorhandensein von BCR-ABL in den K-562-Zellen. Nach Radioactive-
Ligand-Binding Assays in HEL-Zellen wurde postuliert, dass die adrenergen Rezeptoren auf

HEL-Zellen primar zum a2-Subtyp gehdren [33]. Obwohl auch der offizielle Nachweis fir die
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Expression von a1l-adrenergen Rezeptoren auf K-562-Zellen noch nicht erbracht wurde,
zeigten Gauwerky und Golde, dass die K-562-Zelllinie unter Hormon-depletierten
Bedingungen auf die Behandlung mit dem a1-adrenergen Agonisten Phenylephrin mit einer
leichten Wachstumssteigerung reagieren, wahrend unter Standard-Zellkulturbedingungen
(Kultivierung mit fetalem bovinen Serum) keine Wachstumsbeeinflussung gesehen werden
konnte [95].

Neben den Experimenten von Gauwerky und Golde stellt diese Arbeit die erste Studie
(soweit nach umfangreicher Reserche bekannt) dar, welche die Wirkung von a1-adrenergen

Agonisten auf Erythroleukamiezellen zum Inhalt hat.

4.3 Die Wirkung von Naphazolin auf Wachstum und Differenzierung der
K-562-Zellen erfolgt in Abhangigkeit von der Generierung von
reaktiven Sauerstoffradikalen

In zwei Studien der Gruppe Schauenstein konnte nachgewiesen werden, dass adrenerge
Agonisten in hdmatopoietischen Zellen die Generierung von reaktiven Sauerstoffradikalen
induzieren. Einerseits konnte in einem in vivo Versuch gezeigt werden, dass Noradrenalin
ROS in peripheren Lymphozyten der Ratte induzieren kann [51] und andererseits konnte
demonstriert werden, dass Oxymetazolin in vitro das Wachstum von murinen
hamatopoietischen Progenitoren durch Generierung von ROS hemmt [52]. Dass
Noradrenalin die Generierung von reaktiven Sauerstoffradikalen induzieren kann wurde von
einer amerikanischen Gruppe auch in der PC12 Phaochromozytom-Zelllinie und in
Cardiomyozyten nachgewiesen [146-148].

Die Generierung von intrazelluldren reaktive Sauerstoffradikalen wird mit zahlreichen
negativen Einflissen auf den menschlichen Organismus wie DNA-Schadigung, Zelltod, dem
natlrlichen Alterungsprozess [149-151] oder neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer oder Parkinson [152] verbunden. Neben diesen zahlreichen belegten negativen
Effekten spielen ROS jedoch auch eine wichtige Rolle im zellularen Signalsystem als second
messenger-Molekile. So konnte demonstriert werden, dass ROS essentielle Komponenten
im zellularen Signalsystem von hamatopoietischen Cytokinen und Wachstumsfaktoren wie
SCF oder EPO darstellen [153, 154]. Dass auch die EPO-Signaltransduktion von ROS-
Generierung abhangig ist, weist darauf hin, dass auch in der erythroiden Differenzierung
Sauerstoffradikale notwenig sind. Nagata et al. [155] demonstrierten, dass N-Acetyl-Cystein
in der Funktion als Antioxidants die Generierung von TER119" Zellen aus murinen
erythroiden Progenitoren gewonnen aus der fetalen Leber inhibiert. Das murine Antigen
TER119 entspricht dem humanem Glycophorin-a. Auch das (EPO-unabhangige) Wachstum
der HEL-Zellen ist abhangig von Sauerstoffradikalen. Die Kultivierung der HEL-Zellen in

Anwesenheit von Antioxidantien (NAC und PDTC inklusive) hemmt das Wachstum von HEL
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Zellen, da fur das Funktionieren des JAK-STAT-Signalweges ein bestimmter ROS-Spiegel in
der Zelle notwendig ist [156].

Ein ahnliches Ergebnis konnte auch in den K-562-Zellen gesehen werden. mM-
Konzentrationen von NAC hemmen das Wachstum der Zellen und senken folglich auch die
Zahl der GPA" Zellen in den Wells. Allerdings hat NAC einen umgekehrten Effekt, wenn die
K-562-Zellen zugleich mit Naphazolin behandelt werden. In diesem Fall fuhrt die Zugabe von
NAC zu einem Ansteigen der GPA" Zellen. Auch die Inhibition der Expression von GPA in
den nicht toxischen Naphazolin-Konzentrationen konnte in den K-562-Zellen durch das
Antioxidants riickgangig gemacht werden. Jedoch hat die Generierung von ROS durch den
ROS-Generator Menadion oder das Antioxidants selbst keinen oder nur einen sehr geringen
Einfluss auf die GPA-Expression. Es lasst sich daraus ableiten, dass der durch Naphazolin
induzierte zellulare Prozess der Inhibition der GPA-Expression von der Generierung von
ROS abhangig ist, erhdhte ROS-Produktion in den Mitochondrien alleine die erythroide
Differenzierung der Zellen jedoch nicht beeinflusst.

Aus diesem Vorwissen heraus wurde die Generierung von ROS in K-562-Zellen nach
Behandlung mit Naphazolin bestimmt. Die Messung ergab, dass Naphazolin dosisabhangig
die Generierung von ROS induziert. Bei einer hohen Konzentration des Wirkstoffes konnte
jedoch Uberraschenderweise keine Erhdhung der ROS detektiert werden, sondern im
Gegenteil, eine signifikante Erniedrigung des ROS-Levels in den Zellen. Auch in der HEL
Zelllinie fuhrte die Behandlung mit Naphazolin zu einem erniedrigtem zelluldrem ROS Level.
In weiteren Experimenten wird es noch nétig sein, den mdglichen Einfluss von Hamproteinen
auf die ROS — Messung in den Erythroleukamie Zelllinien zu Uberprifen. Ohashi et al. haben
namlich nachgewiesen, dass Hamproteine und Hemin in den K-562-Zellen DCFH-DA
ebenfalls oxidieren kdnnen und somit moglicherweise mit der ROS-Bestimmung interferieren
[157]. Dass der toxische Effekt von Naphazolin durch Induktion von Sauerstoffradikalbildung
erfolgt, wird jedoch durch den protektiven Effekt der antioxidativen Behandlung der Zellen
bewiesen.

Die Quelle fur die ROS-Produktion nach Stimulation mit Naphazolin in den K-562-Zellen
wurde zwar nicht bestimmt, doch kann die NADPH-Oxidase, die neben den Mitochondrien
auch in vielen nicht phagozytierenden Zelltypen, wie Fibroblasten, glatten Muskelzellen oder
Endothelialzellen die Hauptquelle von ROS in eukaryontischen Zellen darstellt [145, 158,
159], als ROS-Generator ausgeschlossen werden, da die K-562-Zellen per se keine
funktionelle NADPH-Oxidase besitzen [159]. Als weitere mogliche Quellen fur die Naphazolin
induzierte ROS-Produktion kommen Enzyme wie die Xanthin-Oxidase, Cyclooxygenasen,
Lipoxygenasen oder auch ROS Generierung im Zuge von ER-Stress in Frage [145, 160].

Die wahrscheinlichsten Verursacher der ROS-Generierung durch Naphazolin in den

Erythroleukdmiezellen sind jedoch die Mitochondrien und/oder ER-Stress.

97



Wichtige Indizien fur eine Beteiligung der Mitochondrien an der ROS-Generierung sind, dass
die Mitochondrien die primaren Verursacher von zelluldren Sauerstoffradikalen in den K-562
Zellen sind und ROS aus den Mitochondrien eine wichtige Funktion in der Regulation von
Autophagieprozessen innehaben [161, 162]. Darlber hinaus sind Mitochondrien auch direkt
in der Biogenese von Autophagosomen involviert [161, 162].

In den Mitochondrien sind die Komplexe | und lll der Atmungskette in der inneren
Mitochondrienmembran die Bildungsorte von ROS, wobei Superoxidradikale bei niedrigen
Elektronentransportraten primar in Komplex | und bei hohen Elektonentransportraten in
Komplex lll entstehen [145]. Die ROS-Generierung in den Mitochondrien steht dabei in
einem sehr engen Zusammenhang mit Calcium-lonen [107, 145, 163] und dem ER. In den
Mitochondrien fungiert Calcium einerseits als ein Schlissel-Regulator der Mitochondrien-
Funktion, andererseits kann eine Dysregulation der mitochondrialen Calcium-Homdostase -
primar das Uberladen von Mitochondrien mit Calcium- zur Generierung von reaktiven
Sauerstoffradikalen fihren [107]. Andere Studien kamen hingegen zum Schluss, dass ein
Uberladen der Mitochondrien mit Calcium das Mitochondrienpotential negativ beeinflusst und
dadurch die Funktion der Atmungskette und die ROS-Produktion hemmt [163, 164]. Ein
weiterer Mechanismus wie Calcium-Einstrom in die Mitochondrien mitochondriale
Dysfunktion hervorrufen kann zeigten Arrington et al. auf [165]. Arrington et al. wiesen nach,
dass der Einstrom von Calcium in die Mitochondrien die Mitochondrien-standige Calcium-
abhangige Protease Calpain 10 aktiviert, die zwei funktionelle Komponenten des Komplexes
| der Atmungskette zerschneidet und so zu einer Dysfunktion der Atmungskette fuhrt.

In den K-562-Zellen nach Naphazolin-Behandlung kdénnten in den Mitochondrien beide
Szenarien auftreten - Ankurbelung der ROS-Produktion in niedrigen Dosen- und
Suppression der ROS-Produktion in hohen Konzentrationen. Gegen die mdgliche Annahme,
dass die Mitochondrien durch die bei hoch dosiertem Naphazolin bedingte Radikalbildung so
stark beschadigt werden, dass sie generell keine ROS mehr produzieren kénnen, spricht das
Ergebnis der Ultrastrukturanalyse der mit hohen Naphazolin Dosen behandelten K-562-
Zellen. Es konnten zwar in den Mitochondrien der behandelten Zellen elektronendichte
Strukturen (Calcium-Prazipitate?) entdeckt werden, jedoch keine Anzeichen flir sonstige
morphologische Abnormalitdten wie eine angeschwollene Form oder eine deformierte
Struktur der Cristae. Ganz im Gegenteil wiesen die Cristae in den Mitochondrien in den
Naphazolin behandelten Zellen sogar eine deutlichere Strukturierung auf als die
unbehandelten Zellen.

Auch im ER stehen Calciumionen und die Generierung von Sauerstoffradikalen in enger
Verbindung. Das ER fungiert als wichtiger zelluldrer Calciumspeicher, aus dem nach
Aktivierung der Zelle durch bestimmte Agonisten (z.B. Noradrenalin, Naphazolin)

Calciumionen ins Cytosol freigesetzt werden die dort ihre Rolle als second messenger
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ausfihren. UbermaRiges Calcium aus dem Cytosol wird durch die Mitochondrien gepuffert.
Vollstandige Calcium-Depletion im ER fuhrt zu ER-Stress der mit Fehler in der Faltung von
Proteinen, der Induktion von reaktiven Sauerstoffradikalen, Autophagieprozessen und
letztlich mit dem Zelluntergang einhergeht [160, 166-168]. Malhodra et al. konnten
nachweisen, dass oxidativer Stress und Zelltod bedingt durch ER-Stress in CHO-Zellen
durch Antioxidantien (inklusive NAC) attenuiert werden kann [160]. Im Zuge der Freisetzung
von Calcium aus dem ER ins Cytosol stromt durch spezielle lonenkanadle Calcium auch
durch die Zellmembran in die Zelle ein (= store operated calcium influx, SOC). Dieser SOC-
Prozess spielt eine wichtige Rolle zur Verstarkung des Calcium-Signals im Cytosol und vor
allem beim Wiederauffillen des Calciumspeichers des ERs [169]. Der SOC wurde als
essentieller Vorgang identifiziert um die Viabilitat der Zellen zu erhalten [167, 169, 170].

In den HEL-Zellen wird die Generierung von Sauerstoffradikalen von Naphazolin
dosisabhangig inhibiert. Naphazolin beeintrachtigt die Viabilitat der HEL-Zellen im Vergleich
zu den K-562-Zellen jedoch kaum. Mdgliche Erklarungen fiir dieses Phanomen kénnten sein,
dass in den HEL-Zellen als Reaktion auf die ROS-Generation durch Naphazolin in den HEL-
Zellen mitochondriale Dysfunktion auftritt und/oder Schutzmechanismen in Form von
Antioxidantien und ROS-degradierenden Enzymen aktiviert werden. Es zeigte sich auch,
dass die HEL-Zellen nicht nur weniger sensitiv gegen Naphazolin sind, sondern auch gegen
den ROS-Generator Menadion im Vergleich zu den K-562-Zellen eine geringere Sensitivitat
aufweisen. Ein moglicher Grund fur diesen Unterschied konnte das etwas langsamere
Wachstum der HEL-Zellen im Vergleich zu den K-562-Zellen sein. Die ROS-Generierung
durch Menadion erfolgt in den Mitochondrien und ist daher vom Energiestoffwechsel der
Zelle abhangig. Ein hoher Energiestoffwechsel ist zugleich mit einem hohen Mall an ROS-
Produktion in den Mitochondrien verbunden, die durch das Vorhandensein von Menadion
noch verstarkt wird. Ein weiterer Grund fir die niedrigere Sensitivitat der HEL-Zellen gegen
ROS koénnte in der Produktion von niedermolekularen antioxidativen Metaboliten und/oder
ROS-degradierenden Enzymen sein, die den HEL-Zellen eine héhere antioxidative Kapazitat
im Vergleich zu den K-562-Zellen verleihen. Eine Schlisselrolle kénnte hier dem
Transkriptionsfaktor FOXO3 zukommen. Der Transkriptionsfaktor FOXO3 fungiert als
wichtiger Regulator der erythroiden Differenzierung und spielt aulRerdem eine essentielle
Rolle in der Regulation von Mechanismen zur Abwehr von oxidativen Stress in erythroiden
Zellen [171]. Ghaffari et al. demonstrierten, dass das Onkogen BCR-ABL die Aktivierung von
FOXO3 verhindert, indem es die Akt-Kinase aktiviert [172]. Dies fluhrt dazu, dass die
proapototische Wirkung von FOXO3 supprimiert wird, hat aber auch die Folge, dass nur
ungenutgend antioxidative Enzyme wie Catalase oder Superoxid-Dismutase von den Zellen

exprimiert werden [172]. Die Zugabe von N-Acetyl-Cystein zu Kulturen FOXO3-defizienter
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erythroiden Zellen konnte diese Zellen effektiv vor oxidativem Stress schitzen [171], was
auch in der eigenen Arbeit bestatigt werden konnte.

Da der Effekt von Naphazolin auf die K-562-Zellen durch Modulation der extrazellularen
Calciumkonzentration beeinflusst wird, kann eine funktionelle Beteiligung von Calciumionen
am toxischen Effekt von Naphazolin auf die K-562-Zellen angenommen werden. Wie genau
Calcium am Naphazolin-Effekt beteiligt ist, muss noch geklart werden, doch ein mogliches
Szenario ware es, dass durch Naphazolin in den K-562-Zellen die zellulare Calcium-
Homdostase, an deren Regulation sowohl das ER als auch die Mitochondrien beteiligt sind,
gestort wird (Abb.48). Beim Prozess der Mobilisierung von Calcium aus dem ER der K-562-
Zellen kommt zusatzlich noch eine weitere Eigenart von BCR-ABL" Zellen zum Tragen. Von
BCR-ABL" Zellen (K-562 = BCR-ABL") ist seit kurzem bekannt, dass sie einerseits in
Vergleich zu BCR-ABL" Zellen ein reduziertes Level an mobilisierbarem Calcium im ER
vorliegen haben und andererseits auch eine eingeschrankte Kapazitat aufweisen, Calcium
aus dem extrazellularen Raum aufzunehmen [173]. Diese Eigenschaft konnte sie anfalliger
gegen ER Stress induzierende Mechanismen machen.

Eine mdgliche Hypothese ware, dass im Zuge der a1-adrenergen Aktivierung der Zelle durch
Naphazolin aus dem ER Calciumionen ins Cytosol freigesetzt werden, die von den
Mitochondrien aufgenommen werden und dort die Produktion von ROS ankurbeln, bzw. bei
zu hoher Konzentration die Funktion der Mitochondrien lahm legen. Der durch BCR-ABL
bedingte verzdgerte SOC-Prozess in Reaktion auf die Aktivierung mit Naphazolin kénnte ER
Stress und einen intrazellularen Calciummangel bewirken, der durch Steigerung der
extrazelluldren Calciumkonzentration abgeschwacht werden kann. Die Stérung der Calcium-
Homoostase flhrt schliellich zu einem autophagolytischem Prozess der die Zelle in den
Zelltod treibt. Die Hypothese wirde auch zu den Ergebnissen der Studien von Mao et al.
passen, die in zwei Studien schildern, dass Noradrenalin in PC12-Zellen ER-Stress durch
Generierung von oxidativem Stress auslost [146, 147]. Im Gegensatz zu den
Erythroleukdmiezellen wo Naphazolin einen autophagolytischen nekrotischen Zelltod
induziert, fihrt Noradrenalin in den PC12-Zellen jedoch zu einem apoptotischem Zelltod
[146, 147]. Mao et al. konnten auch nachweisen, dass im Zuge des Noradrenalin induzierten
ER-Stress auch die Aktivierung der Akt-Kinase attenuiert wird [147].

Calciumionen spielen jedoch nicht nur eine wichtige Rolle in der Induktion bzw. Prevention
von Zelltod, sondern sind auch malgeblich am Differenzierungsprozess von erythroiden
Zellen beteiligt, da Calciumionen als second messenger Molekile in der EPO-
Signaltransduktion fungieren [174-177]. Es konnte demonstriert werden, dass bei
eingeschrankter Verflugbarkeit von Calcium die erythroide Differenzierung von murinen

Erythroleukdmiezellen gehemmt wird [178]. Weiters konnte festgestellt werden, dass durch
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Abb.48: Hypothese zur Toxizitdt von Naphazolin auf die K-562-Zellen. A: Der Zustand der K-562-
Zellen in der Kulturflasche ohne den Zusatz von Naphazolin. BCR-ABL sorgt flir eine
uneingeschrankte Teilungsfahigkeit der Zellen, die ca® -Speicher im ER der Zellen sind gefillt und in
den Mitochondrien werden in einem geringen Ausmal} reaktive Sauerstoffradikale (ROS) gebildet. B:
Der Zustand der K-562-Zellen inkubiert mit niedrigen, nicht toxischen Naphazolinkonzentrationen.
Durch Naphazolin wird die Phospholipase C (PLC) aktiviert, die Inositol-1,4,5 triphosphat (IP3)
produziert. Uber IP3 abhangige Ca”" Kanéle werden Calciumionen aus dem ER freigesetzt, die in die
Mitochondrien aufgenommen werden und dort die Produktion von ROS angekurbelt. Zusatzlich wird
Ca” aus dem extrazelluldren Raum (iber lonenkanale aufgenommen. Der erythroide Phanotyp der
Zellen wird durch ER-Stress bedingte Inhibition der Akt-Kinase unterdriickt. C: Der Zustand der K-562-
Zellen inkubiert mit hohen, toxischen Naphazolin Konzentrationen. Durch Naphazolin wird die PLC
aktiviert und es werden Calciumionen aus dem ER freigesetzt, die in die Mitochondrien aufgenommen
werden und dort die Produktion von ROS stimulieren. Schlielich kommt es durch die hohe
Naphazolindosis zur vollstandigen Depletion von Ca® im ER, was zu ER-Stress fiihrt. Die Funktion
der Mitochondrien wird schlieRlich durch eine Uberladung mit ca® lahmgelegt. BCR-ABL verstarkt
den Effekt von Naphazolin indem es den store operated calcium influx hemmt und auch die
antioxidative Kapazitat der Zellen erniedrigt. Die Suppression des erythroiden Phanotyps sowie die
Induktion von Zelltod (Autophagie/Nekrose) ist die Folge dieses Prozesses.

Durch den PLC-Inhibitor U-73122, dem Antioxidants N-Acetyl-Cystein (NAC) und durch Erhéhung der
extrazellularen Ca®* Konzentration kann der toxische Effekt von Naphazolin auf die K-562-Zellen
partiell attenuiert werden. Durch Chelation von extrazelluldren Ca** durch den Ca®* Chelator 1,2-
Bis(O-Aminophenoxy)ethan- N,N,N',N'-Tetraacetat (BAPTA) wird der Effekt von Naphazolin imitiert
oder der Effekt von Naphazolin in Kombination mit BAPTA verstarkt. ADRA1: a1l-adrenerger
Rezeptor, N: Naphazolin, LY-294,002: Akt-Kinase-Inhibitor, U-73122: PLC-Inhibitor.

lonomycin, eine Substanz die das Durchdringen der Cytoplasmamembran von Calciumionen

ermoglicht, das Wachstum von erythroiden in vitro Kolonien der Maus gesteigert werden
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kann [179]. Durch die Stérung der Calcium-Homd&ostase durch Naphazolin kénnte auch die
erythroide Differenzierungsfahigkeit der K-562-Zellen beeintrachtigt worden sein, was sich an
der fehlenden GPA — Expression auf3ert. Calcium-lonen kdnnten folglich eine Schlusselrolle
im Effekt von Naphazolin auf den Zelltod und die erythroide Differenzierung der K-562-Zellen
einnehmen.

Durch Modulation des extrazelluldren Calciumspiegels wurde die Expression von GPA mit
und ohne Naphazolin Behandlung jedoch nur marginal beeinflusst. Da jedoch auch der
schitzende Effekt gegen hohe Naphazolin Konzentrationen in den K-562-Zellen durch eine
erhéhte Calciumkonzentration im Medium nur schwach war, kann davon ausgegangen
werden, dass die alleinige Steigerung des extrazellularen Calciumspiegels mdéglicherweise
nicht ausreichend ist, um einen Effekt von Calcium auf die GPA-Expression dingfest zu
machen.

Um hier eine sichere Aussage treffen zu kénnen, sollen in weiterfiihrenden Versuchen
intrazellulare Calciumchelatoren wie die membrandurchgangige Form von BAPTA, BAPTA-
AM oder Substanzen, die den Calciumspiegel in Zellen steigern (z.B. lonomycin) verwendet
werden. Ganz generell wird es auch nétig sein, den Einfluss von Calcium auf den Naphazolin
Effekt durch intrazellulare Calciummessungen zu untermauern.

Bei den UCB-Progenitorzellen in den CFU-Assays kann man davon ausgehen, dass sie den
natirlichen oxidativen Schutz den FOXO3 den erythroiden Zellen verleiht noch aufweisen
und auch die Calcium Homdostase der Progenitoren nicht beeintrachtigt ist. Dadurch Iasst
sich moglicherweise auch erklaren, warum die Progenitorzellen auch in Anwesenheit von
Naphazolin immerhin noch Kolonien gebildet haben und nicht gleich beim Start der Kultur
zugrunde gingen.

Die Erkenntnis, dass durch die Zugabe eines Antioxidants der Effekt von Naphazolin auf das
Wachstum der K-562-Zellen reversibel war, schirte die Hoffnung, durch den Zusatz von
spezifischen pharmakologischen Inhibitoren, gerichtet gegen Komponenten aus der a-
adrenergen Signaltransduktionskette, bzw. der erythroiden Differenzierung, den Effekt von
Naphazolin auf das Wachstum und die Differenzierung der K-562-Zellen ebenso beeinflusst
werden kann wie mit dem Antioxidants. Der Einsatz von klassischen PKC-Inhibitoren wie
Staurosporin erschien kontraproduktiv wegen bereits beschriebener Differenzierungseffekte
solcher Substanzen auf Erythroleukdmiezellen [85-89].

Als einziger der angewandten pharmakologischen Inhibitoren hatte der PLC-Inhibitor U-
73122 einen leicht protektiven Effekt auf die K-562-Zellen gegen die toxische Wirkung von
Naphazolin, was dafir spricht, dass durch Inhibition einer Komponente der adrenergen
Signaltransduktion der Effekt von Naphazolin zumindest attenuiert werden kann. Allerdings

sind die Ergebnisse vorsichtig zu interpretieren, da nachgewiesen wurde, dass U-73122
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neben der Inhibition der PLC auch unspezifische Wechselwirkungen mit der zellularen
Calcium-Homoostase zeigt [180, 181].

Der p38-Inhibitor SB203580 wurde getestet, da in einer rezenten Studie gezeigt worden war,
dass reaktive Sauerstoffradikale tber die Aktivierung von p38 das Uberleben von murinen
Stamm- und Progenitorzellen limitieren [182]. In der parallel im Labor laufenden murinen
Studie wurde nachgewiesen, dass durch Inhibition von p38 der wachstumsinhibierende
Effekt von Oxymetazolin auf murine GM-CFU-Progenitorzellen aus dem Knochenmark
rickgangig gemacht werden kann [52]. Die Zugabe des p38-Inhibitors zu Naphazolin
behandelten K-562-Zellen schitzt diese jedoch nicht vor der toxischen Wirkung von
Naphazolin. Es konnte weder durch die Zugabe des p38-Inhibitors der
wachstumsinhibierende Effekt, noch der Einfluss von Naphazolin auf die Expression von
GPA rickgangig gemacht werden. Im Gegenteil, der Effekt von Naphazolin wurde durch
Inhibition von p38 noch verstarkt, bzw. der Inhibitor imitierte den Effekt von Naphazolin
sogar. In den Naphazolin behandelten Kulturen bewirkte der p38-Inhibitor, dass die Zahl der
GPA exprimierenden Zellen noch weiter zurlickging, die Zahl der GPA negativen Zellen
jedoch nahezu konstant blieb. Naphazolin und der p38-Inhibitor hatten folglich eine
synergistische Wirkung, was auf eine Wechselwirkung zwischen dem p38 Signalweg und
dem Signalwege/n der/die durch Naphazolin aktiviert werden hindeutet. Dass der p38-
Inhibitor einen Einfluss auf die erythroide Differenzierung aufweist, geht konform mit den
Ergebnissen friherer Studien, in denen demonstriert werden konnte, dass p38 eine
Komponente der EPO-Signaltransduktionskette darstellt und essentiell fir den Prozess der
erythroiden Differenzierung ist [183, 184]. In den Naphazolin behandelten K-562-Zellen
scheint die Aktivierung von p38 nicht die Ursache flir die Toxizitat und den Einfluss auf das
Differenzierungsverhalten von Naphazolin zu sein. In diesem Punkt gab es folglich keine
Ubereinstimmung mit der murinen Studie, in der der inhibierende Effekt von Oxymetazolin,
der ebenfalls mit ROS-Generierung verbunden war, durch pharmakologische Inhibition von
p38 aufhebbar war. Die mdglichen Griinde fir diese Unterschiede sind recht mannigfaltig.
Einerseits spielen sicher Spezies-Unterschiede (Maus vs. Mensch) eine Rolle, der Zelltyp
der untersucht wurde (CFU-GM versus erythroide Zellen) und vor allem auch der Umstand,
dass in der vorliegenden Studie Leukamiezellen und keine physiologischen Progenitoren
untersucht wurden. In einer rezenten Studie konnte nachgewiesen werden, dass p38 nicht
nur in der Signaltransduktion von erythroiden Zellen eine essentielle Rolle spielt, sondern
auch an der megakaryozytaren Differenzierung der K-562-Zellen beteiligt ist [130]. In K-562-
Zellen, in denen durch PMA-Behandlung megakaryozytare Differenzierung induziert wird,
wird der megakaryozytare Phanotyp der Zellen durch die Zugabe von p38-Inhibitoren noch
zusatzlich verstarkt [130]. Die Effizienz von p38-Inhibitoren megakaryozytare Differenzierung

zu induzieren konnte in dieser Studie ansatzweise bestatigt werden. Die Zugabe des p38-
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Inhibitors filhrte namlich parallel zur Abnahme der GPA-Expression zu einer leichten
Zunahme der Expression des megakaryozytaren Markers CD41a, ohne jedoch Endomitose
zu induzieren (nicht gezeigte Daten).

Ahnlich wie der p38-Inhibitor SB203580 zeigte auch der PI3-Kinase-Inhibitor LY-294,002
einen suppressiven Effekt auf die Expression von GPA. Der PI3-Kinase-Inhibitor wurde
getestet, da Zhu et al. gezeigt hatten, dass der Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-
CSF) in Granulozyten Uber Aktivierung der P13-Kinase die Akt-Kinase aktiviert und im Zuge
dieses Prozesses Sauerstoffradikale produziert werden [185]. Die in dieser Studie
demonstrierte Sauerstoffradikalbildung konnte erfolgreich durch Behandlung mit NAC
supprimiert werden [185]. Dartber hinaus konnte gezeigt werden, dass die Akt-Kinase in
vaskularen glatten Muskelzellen in Reaktion auf Agonistenbindung an a1-adrenerge
Rezeptoren aktiviert wird [52] und Akt auch als essentieller Faktor in der EPO-
Signaltransduktion und im erythroiden Differenzierungsprozess fungiert [186-189]. Jedoch
zeigte sich bei der Behandlung der K-562-Zellen mit LY-294,002 ein &hnliches Ergebnis wie
es schon beim p38-Inhibitor SB203580 beobachtet werden konnte. Der toxische Effekt von
Naphazolin konnte nicht attenuiert werden und der Effekt von Naphazolin auf die GPA-
Expression wurde imitiert oder in Kombination mit Naphazolin verstarkt. Auch LY-294,002
weist eine synergistische Wirkung mit Naphazolin auf die GPA-Expression auf.

Dass der PI3-Inhibitor den Effekt von Naphazolin auf die GPA-Expression imitieren kann ist
dahingehend interessant, da Mao et al. nachgewisen haben, dass durch Noradrenalin
induzierten ER-Stress in PC-12-Zellen die Akt-Kinase supprimiert wird [147]. Diese
Erkenntnis kénnte einen Ansatz fir eine Erklarung bieten, warum die Inhibition der PI3-
Kinase dieselbe Differenzierungsblockade auslést wie Naphazolin. Diese Hypothese wird
auch von den Beobachtungen gestiitzt, dass die Zugabe von NAC, das nachweislich ER
Stress attenuieren kann, auch die Naphazolin bedingte GPA Expressionshemmung aufhebt.

Auch eine Verknupfung der Signalwege der Akt-Kinase mit jenem der p38-Kinase ist
denkbar, da sich die beobachteten Effekte von LY-294,002 und SB203580 auf die GPA
Expression ahneln. In der Literatur wird diskutiert, ob die Akt-Kinase ein mogliches Target
der p38-Kinase darstellt in der Funktion als Phosphoinositide-Dependent Kinase-2
(PDK?2). Die Akt-Kinase weist namlich zwei Phosphorilierungsstellen (Thr*®® und Ser*’®) auf,
nach deren Phosphorilierung durch zwei PDK (PDK1 und PDK2) die Aktivierung der Akt-
Kinase erfolgen kann [190]. Wahrend jedoch die PDK1 erfolgreich identifiziert werden
konnte, liegt die Identitdt der PDK2 noch im Dunkeln [190]. In humanen Neutrophilen
Granulozyten konnte p38 als solche PDK2 identifiziert werden [190]. Ob dies jedoch auch in
der K-562-Zelllinie zutrifft, muss erst geklart werden. Ein weiterer Grund warum sich die
Effekte von SB203580 und LY-294,002 gleichen, konnte in einer ebenfalls inhibierend
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wirkenden Wechselwirkung von SB203580 mit der PDK1 sein, die von Lali et al. entdeckt
wurde [191].

Weitere Vertreter der MAP-Kinase Familie, die MAP-Kinasen ERK1/2, wurden ebenfalls
pharmakologisch inhibiert und die Auswirkungen auf Proliferation, Viabilitdt und
Differenzierung der Naphazolin behandelten K-562-Zellen bestimmt. Auch durch
Manipulation des ERK1/2-Signalweges konnte weder der Differenzierungseffekt, noch der
Zelltod induzierende Effekt von Naphazolin in den K-562-Zellen attenuiert werden.

Aus den vorliegenden Daten der Experimente kann man die Erkenntnis ziehen, dass der
Einsatz von pharmakologischen Inhibitoren gerichtet gegen Komponenten der MAP-Kinase
Familie den toxischen Effekt von Naphazolin auf die K-562-Zellen nicht abschwachen kann.
Es kann jedoch postuliert werden, dass sich die Wirkung von Naphazolin durch Inhibition von
p38 oder der Akt-Kinase imitieren 1aRt. Diese Ergebnisse liefern die Grundlage fir weitere
(Western-Blot) Experimente, ob durch Naphazolin wirklich die Aktivierung der beiden
Kinasen inhibiert wird und so die Inhibition der GPA Expression bewirkt wird.

Zur Anwendung von pharmakologischen Inhibitoren in in vitro Experimenten sind generell
einige Fakten zu bedenken, die das Versuchsergebnis und die Interpretation der Daten
betreffen. Viele der kommerziell angebotenen Kinase-Inhibitoren sind (wie fur U-73122 und
SB203580 erklart) nicht spezifisch fur ein bestimmtes zelluldres Target und kdnnen somit zu
Fehlinterpretationen fuhren. Auch die Stoffeigenschaften von einigen Substanzen kénnen fir
einen in vitro Versuch problematisch sein. Viele Kinase-Inhibitoren sind nicht wasserldslich
und erfordern den Einsatz von organischen Ld&sungsmitteln (z.B. DMSOQO), die das
Versuchsergebnis unspezifisch beeinflussen kénnen. Auch Uber die Stabilitdt von diversen
Kinase-Inhibitoren unter Kulturbedingungen gibt es meist nur wenig verfigbare
Informationen.

Unabdingbar ist es, die Aktivierung oder die Inhibition von Signaltransduktionskomponenten
z.B. durch Westernblotting nachzuweisen. Eine neue Technologie und gute Alternative oder
Additiv zu Kinase-Inhibitor-Experimenten zur gezielten Ausschaltung von Kinasen oder

anderen Proteinen stellt neuerdings der Einsatz von spezifischen siRNAs dar.
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4.4 al1-adrenerge Antagonisten hemmen das in vitro Wachstum,
induzieren Apoptose und verandern das
Differenzierungsverhalten von humanen Erythroleukamiezellen in
Richtung megakaryozytarer Linie

Im UCB-Progenitorzell-Modell konnte man sehen, dass der adrenerge Antagonist
Benoxathian anstatt die Wirkung von Naphazolin aufzuheben, den Effekt von Naphazolin in
Bezug auf die Inhibition der Generierung von erythroiden Zellen noch verstarkte. Der
Antagonist alleine konnte den Effekt teilweise sogar imitieren. Analog zu den UCB-
Experimenten flihrte der Zusatz von Benoxathian zu den Kulturen der beiden
Erythroleukamie Zelllinien ebenfalls zu einer Inhibition des Wachstums und zu einem Abfall
der GPA-Expression. Die Wachstumshemmung war mit dem Auftreten von
Apoptosemerkmalen verbunden. Da im Erythroleukdmiezell-Modell nach Behandlung mit
Benoxathian ahnliche Effekie auftreten wie bei den UCB-Progenitorzellen, sind die
Erythroleukamiezellen als Modellsystem auch geeignet, die Wirkung von Benoxathian auf
das erythroide Wachstum zu untersuchen. Parallel zu Benoxathian wurde auch die Wirkung
von Prazosin auf das Wachstum der Erythroleukdmiezellen untersucht, da sich in den UCB-
Ansatzen gezeigt hatte, dass der Antagonist das in vitro Wachstum der UCB-Progenitoren
total unterbinden kann.

Schon bei der routinemafigen lichtmikroskopischen Untersuchung der Prazosin behandelten
Kulturen nach Ablauf der Inkubationszeit zeigte sich ein sehr interessantes Ergebnis. Eine
starke Inhibition des Wachstums und eine GréRenzunahme der Zellen waren ersichtlich.
Eine hamatologische Farbung der behandelten Zellen zeigte, dass ein Gros der
Erythroleukdmiezellen nach Behandlung mit Prazosin einen polylobulierten Kern aufweist.
Die Grolkenzunahme der Zellen, das Auftreten von polylobulierten Zellkernen und die
ebenfalls nachgewiesene Expression des Oberflachenarkers CD41a deuten darauf hin, dass
Prazosin die Differenzierung der Erythroleukamiezellen in Richtung megakaryozytarer Linie
verschiebt [192]. Benoxathian reguliert die Expression von GPA in den
Erythroleukdmiezellen ebenfalls herunter, doch die Induktion von CD41a ist schwacher als
bei Prazosin und auch das Auftreten von polylobulierten Kernen ist nicht zu beobachten. Die
beiden a1-adrenergen Antagonisten Benoxathian und Prazosin zeigen folglich Unterschiede
in ihrer Potenz einen megakaryozytaren Phanotyp in den beiden Erythroleukamiezelllinien zu
induzieren. Auch in der Fahigkeit Apoptose in den beiden Zelllinien auszulésen, zeigen sich
Unterschiede zwischen den beiden Substanzen. Im Gegensatz zur K-562-Zelllinie induziert
Benoxathian in der HEL-Zelllinie nach 48h-Kultivierung nur schwache Caspase 3
Aktivierung. Prazosin hingegen induziert in den HEL-Zellen starkere Caspase Aktivierung als
in den K-562-Zellen, was allerdings zu keinem prozentuellen Unterschied in der

Wachstumshemmung nach 72h-Kultivierung mit Prazosin zwischen den beiden Zelllinien
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fuhrt. Die Induktion von Apoptose durch Prazosin geht einher mit den Ergebnissen einer
chinesischen Gruppe, die demonstrieren konnte, dass Prazosin Apoptose in der K-562
Zelllinie auslést [94]. Die Autoren dieser Studie beschreiben jedoch nicht den
Differenzierungseffekt (vor allem Grélkenzunahme, komplexe Kernstruktur) den Prazosin auf
die K-562-Zellen ausibt. Der Grund dafiir, dass die chinesische Studie den Effekt nicht
beschreibt, kdnnte darin liegen, dass Prazosin den Differenzierungseffekt nur in einem sehr
engen Konzentrationsbereich (10-15 uM) ausldst. Bei Konzentrationen unter oder auch Uber
diesem Konzentrationsbereich ist der Effekt auf die Kernkomplexizitat nicht, oder nur
schwach ausgepragt. Vermutlich spielen neben der Wirkstoffkonzentration auch
Unterschiede in der Zelleinsaat oder der Inkubationsdauer eine Rolle, warum He und He den
offensichtlichen Effekt von Prazosin auf die Zellmorphologie der K-562-Zellen nach Prazosin
Behandlung in ihrer Studie nicht beschreiben.

Die K-562-Zellen unterschieden sich beim Prazosin-Effekt nicht nur dahingehend von der
HEL-Zelllinie dass Prazosin in den K-562-Zellen erst in hdheren Konzentrationen Apoptose
induziert, sondern auch in der Induktion von Endomitose sieht man einen Unterschied
zwischen den beiden Zelllinien. In der K-562-Zelllinie sieht man nach 48h Kultivierung mit
Prazosin schon bei 10 uM Prazosin eine signifikante Steigerung der Zellen mit
polylobulierten Nucleus, wahrend bei der HEL-Zelllinie 15 pM Prazosin notwendig sind, um
eine signifikante Anreicherung von Zellen mit komplexem Kern zu erreichen. Bei 15 yM war
dann der Effekt von Prazosin dafir deutlich starker ausgepragt als bei den K-562-Zellen, was
vermutlich auch mit der parallelen starkeren Induktion von Apoptose zusammenhangt.

Die Grinde fur die Wirkungsunterschiede der beiden getesteten a1-adrenergen
Antagonisten Prazosin und Benoxathian im Bezug auf Wachstumshemmung, Induktion von
Endomitose und Apoptose auf die beiden Erythroleukamie-Zelllinien kénnten neben
zelllinienspezifischen Parametern wie Wachstumsverhalten oder Toleranz gegen
Xenobiotika, an einer - noch zu Uberprifenden - zahlenmaliigen und
rezeptorsubklasseabhangigen unterschiedlichen Rezeptorexpression der beiden Zelllinien
liegen. Es unterscheiden sich namlich nicht nur die groRen adrenergen Rezeptorsublassen
(a1, a2, B) in ihrem Signalsystem untereinander, sondern auch innerhalb der a1-
Rezeptorsubklasse existieren Unterschiede im nachgeschaltenen Signalsystem. So wurde
nachgewiesen, dass der a1-adrenerge Agonist Phenylephrin abhangig davon ob er a1B oder
a1D-adrenerge Rezeptoren auf Ratten-Fibroblasten bindet, verschiedene Vertreter der MAP-
Kinase-Familie wie p38, JNK oder ERK mit unterschiedlicher Starke aktiviert [193].

Die p38 MAP-Kinase und ERK1/2 sind mafigeblich an der Induktion von megakaryozytarer
Differenzierung in Erythroleukamie-Zelllinien beteiligt [130, 194].

Prazosin weist zwar eine héhere Affinitdt zu a1-Rezeptoren auf als Benoxathian [195], eine

starke selektive Praferenz fiir einen der drei a1-Rezeptorsubtypen (al1a, alb, a1d) zeigt
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jedoch keine der beiden Substanzen [196]. Auffallend bei Vergleich der Rezeptoraffinitat von
Prazosin und Benoxathian ist jedoch, dass die relative Affinitdt von Prazosin im Vergleich der
drei a1-Rezeptorsubtypen am a1b-Rezeptor am hdéchsten ist, bei Benoxathian jedoch am
niedrigsten, was die Hypothese unterstitzt, dass die unterschiedliche Wirkung von Prazosin
und Benoxathian doch aufgrund unterschiedlicher Rezeptoraffinitat erfolgen kénnte. Neben
Faktoren wie Rezeptorexpression oder Rezeptoraffinitat der beiden Agonisten spielen auch
chemische Eigenschaften der verwendeten Substanzen wie die Hydrophilitat/Lipophilitat, die
strukturelle Stabilitat unter Zellkulturbedingungen oder unspezifische Wechselwirkungungen
mit zellularen Prozessen oder Komponenten eine Rolle, warum Benoxathian und Prazosin
eine unterschiedliche Wirkung auf die beiden Erythroleukamie-Zelllinien aufweisen.

Der a2-adrenerge Antagonist Yohimbin hat auf beide Zelllinien, der Wachstumshemmung,
Induktion von Apoptose und Differenzierung betreffend, nur einen schwachen Effekt im
Vergleich zu den getesteten a1-adrenerge Antagonisten, was wiederum auf einen primar a1-
vermittelten Effekt schlieRen lasst. Dies geht analog mit dem Ergebnis, dass der ail-
adrenerge Agonist Clonidin ebenfalls nur eine marginale oder keine Wirkung auf das
Wachstums- und Differenzierungsverhalten der beiden Erythroleukamiezellininien zeigt.
Ausgehend von der Beobachtung, dass der a1-adrenerge Agonist Naphazolin die Wirkung
von Prazosin in Bezug auf die megakaryozytare Differenzierung und Wachstumshemmung in
den K-562-Zellen attenuiert, kdnnen drei verschiedene Hypothesen aufgestellt werden,
warum  die  megakaryozytare  Differenzierung der Zellen unter  Standard-
Zellkulturbedingungen nicht auftritt, bzw. bei Zugabe von Prazosin auftritt.

Die erste Hypothese ist, dass die Wirkung der Antagonisten darin besteht, die Bindung von
im Zellkulturmedium enthaltenen Katecholaminen (aus dem zugesetzten FBS) an adrenerge
Rezeptoren auf der Zellmembran zu blocken. Aufgrund des geringen Anteils des Serums am
Kulturmedium (10%), der geringen Stabilitdt von Katecholaminen, unter in vitro
Kulturbedingungen (primar bedingt durch Autooxidation [197, 198]) kann davon
ausgegangen werden, dass Serum-Katecholamine kaum eine Rolle am Ausgang der
Experimente spielen. Unterstutzt wird die Hypothese jedoch durch Experimente, in denen
statt Serum ein Serumersatz zum Zellkulturmedium zugesetzt wurde. Es stellte sich heraus,
dass unter serumfreien Bedingungen in der K-562-Zelllinie vermehrt Polyploidie der Zellen
auftritt.

Die zweite Hypothese ist, dass die Erythroleukdmiezellen selbst Katecholamine produzieren
und Uber einen autokrinen/parakrinen Mechanismus ihre Differenzierungsverhalten tUber
adrenerge Rezeptoren selbst steuern koénnen. Ein solcher autokriner/parakriner
Mechanismus Uber Produktion von Katecholaminen und autokriner Modulation von
adrenergen Rezeptoren wurde bereits in Makrophagen beschrieben [199]. In den HEL-

Zellen, jedoch nicht in den K-562-Zellen konnte der Nachweis der Expression der Dopamin-
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B-Hydroxylase erbracht werden. Die HEL-Zellen zeigen dadurch Ahnlichkeit mit den
makrophagenartigen RAW 264.7-Zellen, die ebenfalls Dopamin-B-Hydroxylase exprimieren
[44]. Einige HEL-Zellen tendieren in der Kultur dazu, an das Kulturgefal® zu adharieren und
eine spindelférmige polare Zellform auszupragen. Dieser neben anderen Zelltypen wie
Fibroblasten flir Makrophagen typische Phanotyp in den HEL-Zellen wird durch die Zugabe
von PMA zur Zellkultur, die einen Makrophagen-megakaryozytaren Phanotyp der Zellen
induziert, noch verstarkt [86, 88]. Bei der Expression der Dopamin-B-Hydroxylase kénnte es
sich um eine Auspragung des Potentials der HEL-Zellen handeln, in Richtung der
Monozyten/Makrophagen Linie zu differenzieren. Dafiir spricht, dass die K-562-Zelllinie, die
keine spindelférmigen Zellen in den Kulturen aufweist, auch negativ fir die Expression der
Dopamin-B-Hydroxylase ist.

Da die DBH das Schlisselenzym der Synthese von Noradrenalin darstellt, kann davon
ausgegangen werden, dass der Mechanismus der adrenergen Antagonisten nicht darin
besteht, ausschlielich eine autokrine Modulation Uber Katecholamine zu inhibieren, zumal
beide Zelllinien nach Prazosin-Behandlung einen ahnlichen Phanotyp aufweisen. Der
Nachweis von Katecholaminen in den K-562- und HEL-Zellen selbst oder im
Zellkulturiberstand konnte aufgrund einer zu geringen Sensitivitdt der HPLC-Messung nicht
erbracht werden. Es empfiehlt sich daher, fur die Messung von Katecholaminen eine
sensitivere Methode wie die verwendete HPLC- Methode heranzuziehen.

Die dritte Mdoglichkeit wie die Antagonisten die beobachteten Effekt ausgelost haben
kénnten, besteht in einer besonderen pharmakologischen Eigenschaft von Prazosin und
Benoxathian.

Beide Antagonisten (wie viele andere adrenerge Antagonisten auch, inklusive Yohimbin
[200]) wirken namlich nicht als so genannte neutrale Antagonisten, sondern agieren nach
Bindung an adrenerge Rezeptoren als so genannte inverse Agonisten [200-205]. Die Theorie
des inversen Agonismus geht von der Grundlage aus, dass G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren zu denen auch alle adrenergen Rezeptoren zahlen, in zwei verschiedenen
Aktivitatszustanden vorliegen [203]. Einerseits kdnnen sie einem inaktivem Zustand
vorliegen, oder andererseits in einem Aktivitatszustand, in den sie auch spontan ohne nétige
Bindung eines spezifischen Agonisten gelangen koénnen. Die spezifischen Agonisten
verschieben den Zustand des Rezeptors in Richtung aktiven Zustand, wahrend inverse
Agonisten den Aktivitdtszustand des Rezeptors in Richtung inaktiven Zustand verschieben
[203]. Dadurch wird die spontane Aktivierung des Rezeptors unterbunden. Neutrale
Antagonisten binden zwar den Rezeptor, beeinflussen den Aktivitatszustand des Rezeptors
nicht, sondern blockieren einfach die Bindung des Agonisten.

Die Konsequenzen des inversen Agonismus flr die Zelle bestehen darin, dass es zu einer

Hinaufregulation des entsprechenden Rezeptors kommt und in der Zelle der umgekehrte
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(=inverse) Effekt der Agonistenbindung erfolgt, wie im Falle der a1-adrenergen Antagonisten
ein Abfall des Calciumspiegels im Cytoplasma und ein vermindertes Level an IP3 [203, 204].
Da bei einer Prazosin-Konzentration von 7 pM im serumfreien Medium Zellen mit
polylobuliertem Zellkern auftreten, kann davon ausgegangen werden, dass es sich beim
Prazosineffekt entweder um inversen Agonismus oder schlichtweg um einen unspezifischen
Effekt des Wirkstoffes (= Hypothese 4) handelt.

Gegen diese Hypothese des unspezifischen Effektes spricht jedoch, dass der a1-adrenerge
Agonist Naphazolin die Wirkung des a1-adrenergen Antagonisten Prazosin teilweise
aufheben kann. Die parallele Zugabe von fir die K-562-Zellen nicht toxischen
Konzentrationen an  Naphazolin  attenuiert die durch  Prazosin  induzierte
Wachstumshemmung und setzt den Prozentsatz der Zellen mit polylobuliertem Zellkern
signifikant herunter. Auch die Zunahme des DNA-Gehaltes der K-562-Zellen kann durch
Naphazolin reversibel gemacht werden. Die Abschwachung der Prazosin bedingten
Wachstumshemmung lasst sich durch die Suppression der durch Prazosin induzierten
Apoptose durch Naphazolin erklaren, da die Prazosin bedingte Aktivierung der Caspase 3
durch Naphazolin unterdriickt werden kann.

Es kann aus den erzielten Ergebnissen der Agonist versus Antagonist - Versuche abgeleitet
werden, dass durch die Aktivierung von a1-adrenergen Rezeptoren auf
Erythroleukdmiezellen sowohl die Induktion von Apoptose als auch der Shift in Richtung
megakaryozytdren Phanotyps supprimiert wird. Ob sich die Apoptose supprimierende
Wirkung von Naphazolin nur auf Prazosin beschrankt, oder ob die Naphazolin-Behandlung
auch die Apoptose Induktion von typischen Chemotherapeutika hemmt, muss noch tberprift
werden.

Uberraschenderweise konnte Naphazolin den Effekt von Prazosin attenuieren, aber nicht
umgekehrt Prazosin den wachstumsinhibierenden Effekt von hohen Naphazolin
Konzentrationen. Das Problem bei der Kombination der Antagonisten und Agonisten war,
dass Antagonisten und Agonisten alleine bereits Zelltod induzieren. Ist die Dosis von
Prazosin zu hoch fuhrt das zu einem apoptotischen Zelltod, wird Naphazolin zu hoch dosiert
fihrt dies zu einem autophagolytischen/nekrotischen Zelltod. Auch Yohimbin und
Benoxathian konnten die wachstumshemmende Wirkung von hohen Naphazolin-Dosen auf
die K-562-Zelllinie nicht aufheben. Dass Yohimbin keine Wirkung gegen Naphazolin zeigt,
steht im Einklang mit der Erkenntnis, dass die beobachteten Effekte von Naphazolin primar
Uber a1-Rezeptoren mediiert werden und nicht Uber a2-Rezeptoren. Das Ergebnis von
Benoxathian ist jedoch widerspruchlich zum Ergebnis von Prazosin. Es kann gemutmaldt
werden, dass Benoxathian einen oder mehrere a1-Rezeptor Subtypen bindet, den
Naphazolin nicht aktiviert, oder Benoxathian hat neben der Eigenschaft als adrenerger

Antagonist noch andere, bislang nicht beschriebene Wirkungen auf erythroide Zellen.
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Auch fir die Rezeptorabhangigkeit der Effekte der adrenergen Antagonisten spricht, dass
Benoxathian und Prazosin chemisch gesehen nicht derselben Strukturklasse (Benoxathian =
1,4-Benzodioxan- Derivat [206], Prazosin: Quinazolin-Derivat [124]) angehéren und dennoch
ein Spektrum derselben Effekte verursachen, wahrend der a2-adrenerge Antagonist
Yohimbin die Wirkungen der beiden a1-adrenergen Antagonisten nur sehr schwach oder gar
nicht imitieren kann.

Dass Prazosin Apoptose in humanen Zellen induzieren kann, wurde nicht nur in den K-562-
Zellen demonstriert [94], sondern zuvor schon in Prostatakarzinomzellen [124]. Die Apoptose
induzierende Wirkung auf Prostatakrebs wird jedoch als rezeptorunabhangige Wirkung von
Prazosin beschreiben, sodass man eine unspezifische Wirkung von Prazosin in Bezug auf
die Induktion von Apoptose nicht ganz ausschlieRen konnte. Apoptosemessungen ergaben
jedoch, dass Naphazolin den proapototischen Effekt von Prazosin attenuieren kann, was auf
eine rezeptorspezifische Induktion von Apoptose durch Prazosin hinweist.

Prazosin wurde bereits in zwei in vivo Studien Mausen injeziert und danach Zellen des
peripheren Blutes der Tiere analysiert [23, 38]. lzaguirre et al. wiesen nach, dass die
Administration von Prazosin in normoxische oder hypoxische Mause die Erythropoiese
gemessen am Hamatokrit und an der Aufnahme von radioaktivem Eisen in erythroide Zellen
inhibiert [38]. Die Studienautoren erkldren den Effekt von Prazosin auf die Erythropoiese
Uber eine verstarkte renale Durchblutung, die die renale Sauerstoffversorgung verbessert
und folglich die Erythropoietinbildung herunterreguliert. Die vorliegenden Ergebnisse dieser
Arbeit weisen darauf hin, dass die Erythropoiese nicht nur indirekt Uber die Produktion von
Erythropoietin in den Nieren beeinflusst werden kann, sondern auch durch a1-adrenerge
Rezeptoren auf erythroiden Zellen selbst. Maestroni et al. konnten zeigen dass durch
Injektion von Prazosin in Mausen die Zahl der Granulozyten, CFU-GM- Progenitoren und
Thrombozyten im peripherem Blut der Tiere zunahm [23]. Ob auch die Erythropoiese in den
Mausen beeinflusst wurde, wird in der Studie von Maestroni nicht berichtet. Eine Zunahme
der Thrombozyten im peripheren Blut deutet auf jeden Fall darauf hin, dass Prazosin auch in
vivo die Megakaryozytose bzw. die Bildung von Thrombozyten beeinflussen kann.

Die Erkenntnis, dass adrenerge Antagonisten die Differenzierung von Erythroleukamiezellen
in Richtung megakaryozytare Linie verschieben ist absolut neu, doch wurden sowohl in der
HEL, als auch in der K-562-Zelllinie mit diversen Kinase-Inhibitoren oder Aktivatoren wie
den PKC-Modulatoren Phorbolester Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) und Staurosporin
bereits dhnliche oder die selben Effekte beschrieben [85-89]. Benoxathian und vor allem
Prazosin sind jedoch (soweit eruierbar) die ersten Substanzen die einen Membranrezeptor
als primares biologisches Target haben und den megakaryozytaren Differenzierungseffekt

auslosen.
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Die Zugabe von PMA oder Staurosprin zu HEL- oder K-562-Zellen fuhrt zu einem Verlust
des erythroiden Phanotyps der Zellen und zu einem Shift in Richtung Makrophagen bzw.
megakaryozytarer  Differenzierung [85-89]. Interessant an der Induktion der
megakaryozytaren Differenzierung durch Modulatoren der PKC in der K-562-Zelllinie ist,
dass sowohl der klassische PKC-Aktivator PMA, als auch der PKC-Inhibitor Staurosporin
megakaryozytare Differenzierung induzieren und parallel dazu erythroide Eigenschaften der
Zellen unterdriicken. Erklart wird die Ahnlichkeit der Effekte von PMA und Staurosporin
dadurch, dass PMA die PKC bei kurzzeitiger Bindung (in der Rolle von Diaglycerol) aktiviert,
die langere Inkubation mit PMA die Expression der PKC jedoch hinunterreguliert und so die
megakaryozytare Differenzierung auslost [207, 208]. Ein ahnliches Phanomen wie bei der
Wirkung von PMA und Staurosporin in den K-562-Zellen tritt bei Naphazolin und Prazosin
auf. Sowohl die Zugabe von Naphazolin als auch Prazosin fiihren zur Unterdriickung des
erythroiden Phanotyps gemessen an der Expression von GPA, jedoch nur Prazosin (und
teilweise auch Benoxathian) kdnnen megakaryozytare Eigenschaften induzieren.

Wenn man in der Literatur beschriebene Effekte des PKC-Inhibitors Staurosporin und des
PKC-Aktivators PMA mit den Wirkungen von Prazosin (a1-adrenerger Antagonist) und
Naphazolin (a1-adrenerger Agonist) vergleicht, kann man mehrere Uberschneidungen der
Wirkungen der beschriebenen Substanzen in der K-562-Zelllinie feststellen.

So fiihrt im Gegensatz zu Prazosin und Staurosporin die Behandlung der K-562-Zellen mit
PMA und Naphazolin zu keiner Groenzunahme, Endomitose und Induktion von Apoptose
[90, 130, 194, 209]. PMA als auch Naphazolin induzieren jedoch in der K-562-Zelllinie
Aggregation, Prazosin und Staurosporin jedoch nicht [90, 129]. Auch die Induktion von
Autophagie konnte in der K-562-Zelllinie sowohl nach PMA-Behandlung als auch nach
Naphazolin-Behandlung beobachtet werden [141].

Es scheint folglich so zu sein als ob Naphazolin in den K-562-Zellen teilweise Eigenschaften
des PKC-Aktivators imitieren kénnte und Prazosin teilweise die des PKC-Inhibitors.

Auch bei den HEL-Zellen konnte man Unterschiede zwischen der Wirkung von PMA und
Prazosin auf das Wachstumsverhalten und die Morphologie der Zellen beobachten. In einem
in dieser Arbeit nicht gezeigten Versuch und auch in in anderen publizierten Studien,
bewirkte die Zugabe von PMA eine massive Zunahme von adharenten Zellen innerhalb
weniger Stunden [86, 88]. Bei Prazosin-Behandlung der HEL-Zellen jedoch sieht man dieses
Phanomen nicht. Man kann zwar tendentiell eine leichte Zunahme von adhéarenten Zellen
nach Prazosin(-als auch Benoxathian)-Behandlung beobachten, jedoch weist die Mehrheit
der Zellen eine runde Zellform und keine adhéarente, ausgestreckte Zellform wie sie fir
Makrophagen typisch ist, auf.

Der Unterschied in der Inhibition der GPA-exprimierenden (K-562-)Zellen zwischen Agonist-

und Antagonist-Behandlung besteht darin, dass Naphazolin in niedrigen Konzentrationen die
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Zellzahl nicht beeinflusst, die GPA-Expression der (K-562-)Zellen jedoch supprimiert. Die
Antagonisten senken jedoch lediglich die Zahl der GPA-exprimierenden Zellen ohne die Zahl
der GPA™ Zellen zu erhéhen. Es kann daraus postuliert werden, dass der Effekt der
Agonisten darin beruht, primar den erythroiden (und auch den megakaryozytaren) Phanotyp
der Zellen zu unterdricken. Der Mechanismus der Agonisten ist zugleich mit der
Generierung von reaktiven Sauerstoffsradikalen verbunden, die die Zellen schadigen und im
Extremfall zum Zelltod fuhren. Die Behandlung mit den Antagonisten jedoch flhrt in
niedrigeren Konzentrationen zu einem Shift in Richtung megakaryozytaren Phanotyp der
Zellen, in héheren Konzentrationen jedoch zu einem apoptotischen Zelltod. Der Effekt der
Antagonisten kann dadurch erklart werden, dass sie nicht wie die Agonisten die erythroide
und megakaryozytare Differenzierung unterdriicken, sondern Zellen, die bereits einen
bestimmten Grad an Differenzierung (erythroid/megakaryozytar) aufweisen, einerseits in den
erythroiden Zellen einen apoptotischen Zelltod und andererseits in den Zellen mit
megakaryozytaren Differenzierungstyp Endomitose induzieren.

Die maoglichen intrazellularen Signalwege die die megakaryozytare Differenzierung auslosen,
dirften die gleichen sein, die durch Naphazolin aktiviert oder inhibiert werden, da Naphazolin
die Wirkung von Prazosin teilweise aufheben kann. Als mogliche intrazellulare Signalgeber
sind wiederum primar die Proteinkinase C zu nennen, die MAP-Kinasen Erk1/2 und p38,
sowie die Akt-Kinase, da die genannten Signalkomponenten alle am megakaryozytaren
Differenzierungsprozess in  Erythroleukédmiezellen, sowie in der adrenergen
Signaltransduktionskette involviert sind [121, 130, 194].

Von Lindern et al. und Myklebust et al. konnten zeigen, dass der PKC Subtyp PKC- a an der
durch EPO-induzierten erythroiden Differenzierung von humanen Progenitoren aus dem
Knochenmark beteiligt ist [207, 211]. Die beiden Studien konnten zwar einen intrazellularen
Schalter fur die erythroide Differenzierung finden, jedoch nicht den Ausldser, der den
Schalter umlegt. Von Lindern et al. postulierten, dass als solcher Schalter ein G-Protein
gekoppelter Rezeptor in Frage kommen wirde, der die PKC- a Uber eine Gaq - Untereinheit
aktiviert [207]. Bislang konnte ein solcher Rezeptor jedoch noch nicht identifiziert werden.

Die Daten aus dieser Arbeit wirden rechtfertigen, die Rolle von a1-adrenergen Rezeptoren
als typische Vertreter der G-Protein gekoppelten Rezeptoren, die auch die besagte Gag —
Untereinheit aufweisen [213] auf die Aktivierung verschiedener PKC Subtypen und der PKC-
a im besonderen in erythroiden Zellen zu untersuchen.

Auch eine Beteiligung der PKC an der Regulation von autophagolytischen und apoptotischen
Zelltod konnte bereits nachgewiesen werden [212]. Zhang et al. konnten demonstrieren,
dass das Pharmakon Oridonin unter Standardbedingungen Autophagie in der HeLa-Zelllinie

induziert, bei gleichzeitiger Inkubation der HeLa-Zellen mit Oridonin und einem PKC-Inhibitor
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der Autophagieprozess jedoch unterdriickt wird und in den Zellen ein apoptotischer Zelltod

induziert wird [212]. Ein dhnlicher Effekt kdnnte bei Naphazolin/Prazosin zutreffend sein.

4.5 Medizinisch relevante Aspekte der Dissertation und Ausblick

Die Tatsache, dass durch adrenerge Antagonisten in den Erythroleukdmiezellen Apoptose
und Differenzierung induziert wird, kann ein mdglicher Ausgangspunkt flr weitere Studien
sein Uber den Einsatz von adrenergen Antagonisten als mégliche Alternative oder Zusatz zu
gangigen Chemotherapeutika die zur Behandlung von Leukd&mie eingesetzt werden.
Prazosin, das bereits in den 60iger Jahren des 20. Jahrhunderts entwickelt wurde, wird noch
heute in Tablettenform (Minipress®) routinemafig zur Behandlung von Bluthochdruck
eingesetzt. Genligend Daten Uber die Eigenschaften der Substanz im Menschen missten
also vorhanden sein. Auch in der Therapie von Prostatakrebs zeigte die Behandlung mit
Prazosin oder anderen a1-Antagonisten aus der Klasse der Quinazoline bereits gute Erfolge
[124, 213, 214], was fir weitere Forschungen Uber den Einsatz von Prazosin auch bei

anderen Krebs-Arten (Leukadmie) sprechen wiirde.

Auch die Eigenschaft von Naphazolin in Krebszellen Autophagie zu induzieren konnte in
medizinischen Fragestellungen von Bedeutung sein.

Mishima et al. sehen in der Bekdmpfung von autophagolytischen Prozessen in CML-Zellen
einen moglichen Ansatz um die Resistenz von leukdmischen Zellen gegen Tyrosinkinase-
Inhibitoren herabzusetzen [141]. In diesem Zusamenhang ware es interessant, ob
Katecholamine auch in vivo in hdmatopoietischen Progenitoren oder CML-Zellen Autophagie
induzieren um so die Zellen vor dem Zelltod schutzen.

Die Induktion von Autophagie wird auch als Therapiekonzept von neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Huntington Disease diskutiert. Durch die Induktion von
Autophagieprozessen wird verhindert, dass im Cytoplasma Proteine akkumulieren, die sich
schadigend auf die Zellen auswirken [216]. Clonidin, das in seiner Eigenschaft Autophagie in
Erythroleukdmiezellen zu induzieren in dieser Studie zwar nicht untersucht wurde, konnte
als eine Substanz identifiziert werden die Autophagieprozesse in Neuronen induziert und
somit als mdgliche Medikamentation zur Bekdmpfung von neurodegenerativen
Erkrankungen in Frage kommen wirde [216]. Eine Untersuchung, ob Naphazolin auch in
Neuronen Autophagie induzieren kann, ist jedoch auf klinische Sicht hin gesehen eher
kontraproduktiv, da bekannt ist, dass Naphazolin ab einer Dosis von 0,05 mg/kg
Korpergewicht im Menschen (vor allem bei Kindern) toxisch wirkt [219]. Die Toxizitat von
Naphazolin manifestiert sich in Form von cardiovaskularen und Zentralnervensystem

bedingten Symptomen [217].
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Die Beobachtung der Hemmung des Wachstums der erythroiden Zellen aus dem
Nabelschnurblut und der K-562-Zelllinie durch a1-Agonisten konnte eine mogliche Erklarung
daflr bieten, warum Trauma-Patienten oft Andmien auspragen [218]. Livingston et al. stellten
bereits fest, dass in Trauma-Patienten die Zahl der hamatopoietischen Progenitorzellen im
Knochenmark erniedrigt sind, im peripheren Blut jedoch erhéht sind [218]. Dies ist analog zu
den Ergebnissen die im Schauenstein-Labor nach Administration von implantierbaren
Noradrenalin-Tabletten in Ratten erzielt wurden (Quan et al. unpublizierte Daten, 2008). In
zwei Folgestudien der Arbeitsgruppe von Livingston konnte ein mdglicher Zusammenhang
zwischen der Auspragung von Anamie in Traumapatienten und einem erhdhtem
Katecholaminspiegel im Urin der Patienten gefunden werden [30, 31]. Jedoch kam diese
Gruppe zu recht widersprichlichen Ergebnissen in ihren weiteren Untersuchungen.
Entgegen der Annahme, dass Noradrenalin das Wachstum von BFU-E Kolonien in vitro
inhibiert, kam die Studie zur Erkenntnis, dass Noradrenalin das Wachstum von BFU-E Uber
einen B-Rezeptor abhangigen Mechanismus in Anwesenheit von Stromazellen stimuliert [30,
31]. Zum experimentellen Design dieser Studie ist jedoch anzumerken, dass fir die
erythroiden Kulturen eine extrem hohe Zellzahl eingesetzt wurde und auch die EPO-
Konzentration sehr niedrig dosiert war [30]. Die Ergebnisse von Fonseca et al. spiegeln
somit gut die Ergebnisse von Byron und Brown/Adamson wider, die bereits in den 70ern des
20. Jhd. zum Schluss kamen, dass unter suboptimalen EPO Konzentrationen das erythroide
in vitro Wachstum stimuliert werden kann [25, 29]. Da in der Studie von Fonseca et al. keine
al-spezifischen Agonisten verwendet wurden, steht die Studie prinzipiell auch nicht im
Widerspruch mit den eigenen Ergebnissen.

Jedoch geht die Erkenntnis, dass a1-adrenerge Agonisten mit hoher Selektivitat in vitro die
Genese von erythroiden Zellen inhibieren, analog zur Erkenntnis von Livingston et al. dass in
Traumapatienten zwar die Zahl der Erythrozyten im peripherem Blut herabgesetzt wird, die
Leukozyten jedoch nur funktionell retardiert, aber nicht zahlenmaRig reduziert sind [218]. Die
Ergebnisse der eigenen Studie wirden auf eine ROS bedingte Inhibition der Genese von
Erythrozyten im Knochenmark von Traumapatienten Uber al-adrenerge Rezeptoren auf
erythroiden Progenitoren hindeuten. Man kann der Studie von Fonseca et al. auch
entnehmen, dass der Katecholaminspiegel im Urin (= reprasentativ fur Katecholaminspiegel
im Organismus) von Traumapatienten Uber mehrere Tage nach dem traumatischen Ereignis
(z.B. Unfall) hinweg erhoht ist [30]. Es ist davon auszugehen, dass durch die erhohten
Katecholaminspiegel im Serum der Traumapatienten der naturliche Rhythmus der Abgabe
von Noradrenalin in das Knochenmark, wie von Maestroni et al. beschrieben wurde, gestort
wird und dies die sympathische Regulation der Hdmatopoiese ,aus dem Takt bringt* [8].

Auch in den in vitro Nabelschnurblut-Assays waren die Progenitoren einem chronischem
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adrenergem Stress ausgesetzt, was eine weitere Ahnlichkeit zu der Situation in den

Traumapatienten ware.

Adrenerger Stress bzw. erhdhte sympathische Aktivitdt wird nicht nur in Zusammenhang
gebracht mit der Auspragung von Anamie nach Traumata, sondern auch mit physiologischen
Veranderungen im menschlichen (und tierischen) Organismus wahrend des naturlichen
Alterungsprozesses [219]. Es konnte gezeigt werden, dass die sympathoadrenale Aktivitat
im Menschen pro Lebensdekade um 10 - 15% zunimmt [219]. Aus den rezenten Studien
(inklusive dieser Dissertation) der Gruppe Schauenstein kann man entnehmen, dass
adrenerger Stress sowohl in vivo, als auch in vitro zu einem eingeschranktem
Proliferationspotential von hamatopoietischen Progenitorzellen im Menschen sowie in Maus
und Ratte fuhrt. [51, 52, Quan et al. unpublizierte Daten, 2008]. Die Wachstumshemmung
der Progenitorzellen war dabei stets mit der intrazelluldren Generierung von reaktiven
Sauerstoffradikalen verbunden, was eine Verbindung zwischen der Generierung von
adrenergen Stress und oxidativem Stress herstellt. In einer Studie in der Ratte wurde die
Replating Capacity von GM-CFU Kolonien aus dem Knochenmark zwischen juvenilen und
alten Tieren verglichen [220]. Der Vergleich zeigte eine hochsignifikante altersabhangige
Abnahme der Proliferationskapazitat der Progenitorzellen [220]. Dieses Ergebnis war analog
zu den Ergebnissen der Noradrenalin behandelten Ratten, in denen ebenso eine Abnahme
des Proliferationspotentials im Vergleich zu Placebo-behandelten Tieren gesehen werden
konnte (Quan et al. unpublizierte Ergebnisse, 2008). Kurzeitiger adrenerger Stress flhrt
folglich zu &hnlichen Effekten in Bezug auf die Proliferationskapazitat der Progenitorzellen
wie der der natirliche Alterungsprozess.

Reaktive Sauerstoffradikale sind laut der free radical theory of ageing, die bereits 1956 von
Harman entwickelt wurde, die treibende Kraft des Alterungsprozesses [149, 150]. Ito et al.
demonstrierten, dass reaktive Sauerstoffspezies Uber p38 das Self renewal und das
Uberleben von murinen hamatopoietischen Stammzellen hemmen und so zu einer
Erschopfung des Stammzellenpools flihren [182]. In der murinen Studie von Schraml et al.
konnte ein Zusammenhang zwischen adrenergem Stress, der Generierung von oxidativem
Stress und der Aktivierung von p38 belegt werden [52], was auf eine Beteiligung von
adrenergem Stress am Alterungsprozess von HSC hindeutet.

Im verwendeten Erythroleukamiezell-Modell konnte zwar der toxische Effekt der adrenergen
Agonisten auf die Zellen durch Inhibition von p38 nicht rickgangig gemacht werden, doch
fuhrte die Agonisten bedingte Sauerstoffradikalproduktion ebenso zu Wachstumshemmung
und Zelltod.

Die Daten aus dieser und anderen Studien bezlglich der Wirkung von adrenergem Stress

auf Stamm- und Progenitorzellen lassen den Schluss zu, dass chronischer Stress und die
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erhdhte sympathische Aktivitdt wahrend des natirlichen Alterungsprozesses auch den
Stammzellpool im Knochenmark schadigen und somit auch die Generierung von allen

Zelltypen des peripheren Blutes beeinflusst.

Die gesammelten Daten aus dieser Arbeit weisen darauf hin, dass durch Modulation von
intrazellularen Signalsystemen Uber a1-adrenerge Rezeptoren sowohl auf physiologischen
Progenitoren wie auch leukdmischen Progenitorzellen das Wachstum, die Differenzierung
und die Induktion von Zelltod von Progenitorzellen beeinflusst werden kann. Die Studie zeigt
damit eine mogliche bis dato noch unbekannte Wechselwirkung des sympathischen
Nervensystems auf die Regulation der Erythropoiese und der Megakaryopoiese auf.

Es ist jedoch anzumerken, dass durch diese Studie nur der Grundstein fir weiterfihrende
Arbeiten gelegt werden konnte. Es wurden zwar prinzipielle zellulare Mechanismen
betreffend der Wirkung von adrenergen Modulatoren in hamatopoietischen Zellen und
Zelllinien, wie die Induktion von Zelltod oder Differenzierung aufgeklart, jedoch blieben die
intrazellularen Signalsysteme, die durch die adrenergen Modulatoren aktiviert bzw. inaktiviert
werden noch im Dunklen. Weitere intensive Forschungen sind noch vonnéten, vor allem auf
dem Gebiet der Molekularbiologie, um das Signalsystem der a1-adrenergen Rezeptoren in
erythroiden Progenitoren zu entschlisseln. Auch wird es ndtig sein, die in den
Erythroleukdmiezellen etablierten Methoden betreffend der Wirkungen der a1-adrenergen
Antagonisten auf die megakaryozytare Differenzierung in physiologischen Progenitoren

sowohl in vitro als auch in vivo zu untersuchen.
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Abb.49: In einer Ubersicht werden die Haupteffekte der adrenergen Modulatoren Naphazolin,
Benoxathian und Prazosin auf Wachstumsverhalten, Zelltod und Differenzierungseigenschaften der
K-562 Zelllinie dargestellt.
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5 Anhang

5.1 Abklrzungen

= BFU-E: Burst Forming Unit- Erythrocyte

= CASY: Cell Counter & Analyser System

= CD: Cluster of Differentiation

= CFU: Colony Forming Unit

= CFU-Assay: Colony Forming Unit-Assay

= CFU-E: Colony Forming Unit- Erythrocyte

= CFU-G: Colony Forming Unit- Granulocyte

= CFU-GEMM: Colony Forming Unit Granulocyte-Erythroid-Macrophage-
Megakaryocyte

= CFU-GM: Colony Forming Unit-Granulocyte-Macrophage

= CFU-M: Colony Forming Unit-Macrophage

= BAPTA: 1,2-Bis(O-Aminophenoxy)ethan- N,N,N',N'-Tetraacetat

= CMF-PBS: Calcium/Magnesium freier Phosphatpuffer

=  COMT: Catechol-O-Methyltransferase

= DAPI: 4',6-Diamidino-2-Phenylindol

= DBH: Dopamin 3- Hydroxylase

= DCFH-DA: 2,7-Dichlorofluorescein-Diacetate

=  DMSO: Dimethylsulfoxid

= EDTA: Ethylen-Diamin-Tetraacetat

= EPO: Erythropoietin

= EPOR: Erythropoietin-Rezeptor

= ELMI: Elektronenmikroskopie

= ERK: Extracellular Signal-Regulated Kinases

» FACS: Fluorescence Activated Cell Sorting/Durchflusscytometrie

* FBS: Fetal Bovine Serum/fetales Rinderserum

» FITC: Fluorescein Isothiocyanat

= FSC: Forewardscatter

» G-CSF: Granulocyte- Colony stimulating Factor

= GPA: Glycophorin-a

= HEL: Human Erythroleukemia

= HIF: Hypoxia Inducable Factor

= HPC: Hematopoietic Progenitor Cell

= HPLC: High Performance Liquid Chromatography

= HSC: Hematopoietic Stem Cell/ Hamatopietische Stammzelle
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IMDM: Iscove’s Modified Dulbeccos’s Medium
iPS: induced Pluripotent Stem Cell

KHCF: Kaliumhexacyanoferrat

L-NNA: N®-nitro-L-Arginine

LT-HSC: Long Time-Repopulating-HSC

MAO: Monoaminooxidase

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase
MEM-a: Minimal Essential Medium-a

MEK1/2: Mitogen Activated Kinase Kinases 1/2
NAC: N-Acetyl-Cystein

NO: Nitric Oxide/ Stickstoff-Monoxid

PARP: Poly ADP-Ribose Polymerase

PDTC: Pyrollidin-Dithiocarbamat

PE: Phycoerythrin

PECy5: Phycoerythrin-Cy5 Tandem-Fluoreszenzfarbstoff
PKA: Proteinkinase-C

PKC: Proteinkinase-A

PLC: Phospholipase-C

PMA: Phorbol 12-Myristat 13-Acetat

ROS: Reactive Oxygen Species

RT-PCR: Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction
SCF: Stem Cell Factor

SNP: Sodium Nitroprussid

SSC: Sidescatter

STATS: Signal Transducer and Activator 5
ST-HSC: Short Time-Repopulating-HSC

TEM: Transelektronenmikroskopie

TRIS: Tris(Hydroxymethyl)-Aminomethan
UCB: Umbilical Cord Blood /Nabelschnurblut
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Schraml E, Stelzer |, Fuchs R, Quan P, Schauenstein K:

120



Adrenergic/Oxidative Stress and the Ageing of Hemopoietic Stem Cells.
4TH EUROPEAN CONGRESS OF REPRODUCTIVE IMMUNOLOGY GRAZ, AUSTRIA,
JULY 5-9, 2006. Abstract in: Am J Reprod Immunol.2006;56:1-61.

5.3 Losungen, Medien und Puffer

Calcium und Magnesium freier Phosphatpuffer (CMF-PBS)

NaCl 8g/l
KCI 0,3g/l
Glucose x 1H,0O 29/l
KH,PO, 20mg/l
Na,HPO, x 2H,0 91,44/l
pH: 7,4

Pufferlosungen fir den Comet-Assay

Lyse-Puffer

NacCl 146,19/l
Na, EDTA x2H,0 37,29/l
TRIS 1,29/l
NaOH 84/l
Triton X-100 * 1%

pH: 10

*erst kurzfristig vor Verwendung zugeben

Elektrophorese-Puffer

Der Elekrophoresepuffer wird fir jede Anwendung frisch zubereitet.

NaOH 129/l
Na, EDTA x2H,0O 372,2mg/l
pH: >13

Neutralisationslosung
TRIS | 48,59/
Mit rauchender HCI auf pH 7,4
einstellen.

Agarosen
1% Low melting geldstin
Agarose (LE) CMF-PBS
(BMA)

1% Normal Melting Agarose (ME)
(Promega) geldst in Aqua bidest
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Stammzellmedium zur In vitro Kultivierung von Stamm- und Progenitorzellen
aus dem humanen Nabelschnurblut

METHOCULT™ GF H4434

Human Methylcellulose Complete “COMPLETE” METHYLCELLULOSE
Media without Epo (R&D Systems) MEDIUM WITH RECOMBINANT
CYTOKINES (Stem Cell Technologies)

1,3% Methylcellulose (1500 cps) 1% Methylcellulose (4000 cps)

25% Fetales Bovines Serum 30% Fetales Bovines Serum

2% Bovines Serum Albumin 1% Bovines Serum Albumin

2 mM L-Glutamin 1XE™* M 2-Mercaptoethanol

5x 10" M 2-Mercaptoethanol 2 mM L-Glutamin

50 ng/ml rh Stem Cell Factor 50 ng/mL rh Stem Cell Factor

10 ng/ml rh GM-CSF 10 ng/mL rh GM-CSF

10 ng/ml rh IL-3 10 ng/mL rh IL-3

Iscove's MDM 3 U/mL rh Erythropoietin

Iscove's MDM

Losungen fur die HPLC-Bestimmung von Katecholaminen

Extraktionslosung 1

2M NH,CI *
0,5% EDTA
0,2% Diphenylboratethanolaminkomplex
*: pH mit 2M NH,OH auf 8,5 einstellen

Extraktionslosung 2

99 ml n-Heptan
1 ml n-Octanol
0,25% Tetraoctylammoniumbromid

Laufmittel

Zu 500 ml 0,05 M Trichloressigsaure (pH 4 mit Na-Acetat eingestellt) werden

100 mg EDTA

80 mg NaCl
400 mg Heptansulfonsaure

zugesetzt und auf 11 mit Aqua bidest aufgeflit.
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Farbeldsung fiir die Propidiumiodid-Farbung der DNA

Auf der Basis von CMF-Puffer :

50pg/ml Propidiumiodid (Sigma)

0,1 mg/ml RNAse A (Sigma)

0,1% Natrium Citrat

0,1% lgepal CA-630 Detergens (Sigma)
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5.5 Kurzzusammenfassung der Dissertation

5.5.1 Deutsche Kurzusammenfassung

Charakterisierung der adrenergen Beeinflussung von
adulten hdmatopoetischen Stammzellen

Zahreiche Studien in den letzten Jahren konnten belegen, dass das sympathische
Nervensystem Uber dessen primare Transmittersubstanz Noradrenalin Einfluss auf die
Zellen des Immunsystems nimmt. Uber eine mdgliche modulatorische Wirkung des
sympathischen Nervensystems auf die Hamatopoiese im Knochenmark existieren jedoch bis
jetzt nur sehr wenige Daten. Um eine mdgliche Einflussnahme des sympathischen
Nervensystems auf das Wachstum und die Differenzierungskapazitdt von Stamm- und
Progenitorzellen nachweisen zu kénnen, wurden in einem in vitro Versuch Stamm- und
Progenitorzellen aus dem humanen Nabelschnurblut isoliert und in klassischen Colony
forming unit-Assays unter Zusatz von rezeptorspezifischen adrenergen Agonisten und
Antagonisten kultiviert.

Es zeigte sich, dass in Stammzellkulturen durch alpha1-adrenerge Agonisten mit groRer
Selektivitat das erythroide Wachstum supprimiert wird und es zu einer parallelen
Anreicherung von myeloischen Zellen kommt. In einem parallel zu den Nabelschnurblut
Progenitoren etablierten erythroiden Modellsystem mit humanen Erythroleukamie-Zelllinien
konnte demonstriert werden, dass alpha1-adrenerge Agonisten in den Leukamiezellen die
Generierung von reaktiven Sauerstoffradikalen induzieren, die sowohl an der Suppression
des erythroiden Phanotyps der Zellen beteiligt sind, als auch an der Induktion von
autophagolytischem/nekrotischem Zelltod. Im Gegensatz dazu fihrt die Behandlung von
humanen Erythroleukdmiezellen mit alpha1-adrenergen Antagonisten zu einem Umschalten
des Differenzierungstypes der Zellen in Richtung megakaryozytarer Linie und zu einem
apoptotischem Zelltod. Sowohl der Switch in Richtung megakaryozytarer Differenzierung als
auch die Induktion von Apoptose durch die adrenergen Antagonisten kann durch adrenerge
Agonisten attenuiert werden, was die Rezeptorabhangigkeit der beobachteten Effekte
beweist.

Die erzielten Ergebnisse dieser Dissertation lassen darauf schlieRen, dass die Prozesse der
erythroiden und megakaryozytaren Differenzierung von unreifen Progenitorzellen im
Knochenmark durch das sympathische Nervensystem Uber alpha1-adrenerge Rezeptoren
moduliert wird. Es konnte somit eine neue mdgliche Wechselwirkung zwischen dem
sympathischen Nervensystem und der Hamatopoiese enthullt werden.

Eine pathophysiologische Relevanz der Studie besteht in der Erkenntnis, dass chronischer
adrenerger Stress die Genese von erythroiden Zellen hemmt. Dies geht einher mit der
klinischen Beobachtung, dass Traumapatienten, die hohe Katecholaminspiegel im Serum

aufweisen, oft Anamien auspragen.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit besteht darin, dass durch adrenerge Antagonisten
in Leukadmiezellen reversibel Apoptose und Differenzierung induziert werden kann. Dieser
Befund kdénnte zur Grundlage fur weitere Studien werden, betreffend den Einsatz von

adrenergen Antagonisten als Chemotherapeutika zur Behandlung von Leukamie.

5.5.2 Englische Kurzzusammenfassung (Abstract)

Characterisation of the adrenergic impact on growth and differentiation of
adult hematopoietic stem cells

In the recent years the point of view got more and more pronounced that the stem cell
compartment in the bone marrow is not only controlled through the cytokine network but also
by signals from the nerve system through secreted neurohormons. As norepinephrine, the
major transmitter substance of the sympathetic nerve system, was shown to be a potent
modulator of peripheral immune functions, the role of norepinephrine on hematopoiesis
should be investigated.
In an in vitro approach, stem and progenitor cells from human umbilical cord blood were
cultivated in classical colony forming unit assays in the presence of receptor specific
adrenergic agonists and antagonists.
The main result of these experiments is, that a1-adrenergic agonists inhibit with high
selectivity the generation of erythroid cells, while myeloic cells were enriched in the cell
culture.
In a parallel established erythroid model system, using human erythroleukemia cell lines, it
could be demonstrated that a1-adrenergic agonist treatment induces the generation of
reactive oxygen species which are participated both in the suppression of the erythroid
phenotype and in the induction of an autophagolytic/necrotic cell death in erythroleukemia
cells. In contrast to a1-adrenergic agonists, a1-adrenergic antagonists induce a switch
towards megakaryocytic differentiation and apoptotic cell death in erythroleukemia cells. The
effect of megakaryocytic differentiation and apoptosis by adrenergic antagonist treatment can
be reversed by adrenergic agonists, revealing a receptor-dependent effect of the adrenergic
drugs.
The obtained results of this study points out a new interaction between the sympathetic
nerve system and hematopoiesis providing a new potential control mechanism of
differentiation capacity and viability of immature progenitor cells through modulation of a1-
adrenergic receptors.
The obtained data also show pathophysiological relevance, as trauma patients often achieve
severe anemia wich was previously related to elevated plasma catecholamines. The
suppression of erythropoiesis through a1-adrenergic receptors on eryhroid progenitors could

by an explanation for this phenomen. Furthermore concerning the proapoptotic and
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differentiation inducing effects of adrenergic antagonists on leukemia cells, this study could
be the basis for further research for the use of adrenergic antagonists as chemotherapeutic

drugs treating leukemia.
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5.6 Posterprasentationen

5.6.1 Poster bei der Jahrestagung der Osterreichischen Gesellschaft fiir
Allergologie und Immunologie, Graz, 12/2005.

DIFFERENTIAL IN VITRO EFFECTS OF ALPHA- AND BETA-
ADRENERGIC AGONISTS ON GROWTH AND DIFFERENTIATION
OF HEMOPOIETIC STEM CELLS

DERIVED FROM HUMAN UMBILICAL CORD BLOOD

Fuchs R, Schauenstein K
Dept. of Pathophysiology, Center of Molecular Medicine, Med. Univ. Graz, Austria

Introduction

Catecholamines are important regulators of peripheral immune functions. Preliminary evidence exists that they also influence
hematopoesis in the bone marrow, even though the data are partially conflicting. In the present experiments we examined in
vitro effects of o - and B -adrenergic agonists on growth and differentiation of hematopoietic stem cells (HSCs) derived from
human umbilical cord blood (UCB). To assess adrenergic effects on cell growth, CD34* cells were immunomagnetically
isolated from UCB and further cultivated in liquid medium with addition of either naphazoline (o.1-adrenergic agonist) or
isoprenaline (non selective B-adrenergic agonist). To examine adrenergic effects on differentiation of HSCs, the formation of
hematopoietic colonies was determined in the classical colony forming unit (CFU) assay with/without addition of naphazoline

or isoprenaline.

Material and Methods

Fresh UCB was obtained from the Department
of Obstetrics, Graz. Mononuclear cells were
isolated by means of Ficoll separation.

CD34* cells were purified
immunomagnetic sorting (MACS).
CD34* cells were cultivated for 8 days in
serum free medium with IL-6, flt-3 ligand,
SCF and TPO. Cell numbers and growth were
determined by means of a CASY analyser
(Schaerfe). Naphazoline or isoprenaline were
added in concentrations of 10-4 to 10-8 M.

using

For the CFU-Assay, the semiliquid Medium
MethoCult™ (StemCell technologies Inc.)
was used. 1xE4 MNCs/ml medium were
cultivated 14 days with or without either
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Results and Discussion
High concentrations (10-4 — 10-6M) of both isoprenaline and naphazoline resulted in a significant and dose dependent
supression of cell growth in the liquid culture.(Fig. 1, 2).

In the CFU-assay,100 pM isoprenaline fully inhibited the growth of colonies (not shown). In contrast, naphazoline (10uM-
100uM) appeared to selectively affect the growth of erythroid colonies. This effect could be seen macroscopically, with less
or no red (erythrocyte) colonies in comparison to controls (Fig.3). Microscopic analysis of the naphazoline-treated CFU’s
revealed that the number of BFU-E was significantly (p< 0,01) reduced (Fig.4, 5) and the shape of remaining erythroid
colonies was less distinctive as BFU-E’s of controls. This effect could also be seen at the level of CFU-GEMM where the
erythroid component was also clearly less developed.

As the viability of the cells was not affected by either of the adrenergic agonists in the liquid culture, a receptor mediated
effect is likely, even though the expression of adrenergic receptors on CD34" on umbilical cord blood cells has not yet been
formally proven.

Our data suggest that adrenergic immune regulation occurs not only at the level of mature cells, but acts also on the growth
and differentiation capacity of hematopoietic precursors. Experiments with receptor specific blockers are on the way to
confirm these differential adrenergic effects.
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5.6.2 Poster bei der 9. Multinationalen Konferenz fiir Mikroskopie, Graz,
08/2009

Control of differentiation and cell death
of human erythroleukemia cells
by a1-adrenergic mechanisms

Ica niversity
Robert Fuchs', Ingeborg Stelzer?, Gerd Leitinger23, Helga Susanne Haas', Anton Sadjak’

nstitute of Pathophysiology and Immunology, Center of Molecular Medicine, Medical University of Graz, Austria
1) Institute of Pathophysiol dl I Center of Molecular Medicine, Medical Uni ity of G Austri
(2) Institute of Histology and Cell Biology, Medical University of Graz, Austria
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Norepmephrlne, the major neurotr i b of the sy hetic nervous system, plays an important role in the regulation of homeostasis in higher
Few di have d the issue that norepinephrine can also infl poiesis in the bone marrow through adrenerglc sugnalmg

The interacti of h ling ¢ ys and h 1t iesis can be disturbed by adrenergic stress which is refl d b!

levels in the cm:ulatlon Recent expenments in our laboratory showed that the in vitro tr of human erythr cell lines with a1-adrenergic

antagonists results in growth inhibition, the i ion of apoptosis and a shift towards karyocytic differ To confirm the receptor dependence of
these observed effects, erythroleukemia cells were either treated with the a1-adrenergic antagonist prazosin alone or in combination with the a1-adrenergic
agonist naphazoline.

MATERIAL & METHODS

K562 cells were treated 48 or 72 h with the a1-adrenergic agonist naphazoline, the a1-adrenergic antagonist prazosin or combinations of both drugs. After cultivation, cells
were analyzed by a CASY cell counter and analyzer (Innovatis) for testing proliferation and by flow cytometry for induction of apotosis using a BD Active Caspase 3 Kit.
Endomitosis of the cells was analyzed by microscopically inspection and staining with propidium iodide (PI). The erythroid phenotype of the cells was determined by flow
cytometry using an anti glycophorin- a (GPA) antibody and by determination of hemoglobin synthesis by benzidine staining. Transmission electron microscopy using a
Zeiss EM 902 electron microscope was performed to characterize the ultrastructure of drug treated and untreated K562 cells.

RESULTS Ultrastructure Analysis
Treatment of human erythroleukemia cells with uctu Yy

either the al-agonist naphazoline or the al- Fig.2 Control Naphazoline [200 uM] Prazosin [10 uM]
antagonist prazosin results in concentration I "

dependent  growth inhibition  (Fig.3),
accompanied by the induction of cell death.
Interestingly, a1-agonist treatment at high drug
concentrations (200uM) induces aggregation
(Fig.1) and autophagoloytic/necrotic cell death
(Fig.2), whereas low dose a1l-antagonist
treatment causes an apoptotic cell death in
K562 cells, detected by a dose dependent
increase of cells with active caspase 3 (Fig.3).

Naphazoline treatment attenuated rowth -

Napha uenuated g Fig.2: Treatment of K562 cells with the adrenerg-c agonist naphazoline induces an autophagolytic cell death, indicated by autophagosome
'”h'b't"?" and caspase activation induced by formation (arrows), and enhances exosome (Ex) release. On the other hand, treatment of K562 cells with the adrenergic antagonist prazosin
prazosin (Fig.3). yields in endomitosis - a major hallmark of megakaryocytic di iation - and ity. N: nucleus, M:

Aside from growth and viability, also Proliferation and Apoptosis Differentiation
differentiation characteristics of K562 cells .
are influenced by a1-agonist and a1- antagonist Fig.3
treatment. a1-agonist treatment suppresses the a)
expression of the erythroid marker GPA (Fig.5)
and also hemoglobin synthesis (not shown),
indicating inhibition of the erythroid phenotype
of K562 cells. On the contrary, a1-antagonist
treatment results in an increase in cell size, the
appearance of polylobulated nuclei (Fig.2-4),
an increase in DNA content up to 16N (Fig.4) r;v:; L L L
and weak expression of the megakaryocytic e

marker CD41a parallel to a loss of GPA* and b.) s,
hemoglobin producing cells (not shown). The o T
described effects observed after a1-antagonist
treatment are all typical signs of a shift towards
megakaryocytic differentiation of K562 cells.
Combined prazosin and naphazoline treatment
abolishes the induction of endomitosis by
prazosin, indicated by a significant percental
decrease of cells with polylobulated nucleus
(Fig.4b) as well as less DNA content in e) @ poos
comparison to cells treated with prazosin alone
(Fig.4a, c). These observations suggest that
through a1-adrenergic activation of K562 cells
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Fig.3: Naphazoline (naph) counteracts the growth  Fig.4: Prazosin (prazo) induces endomitosis in the ~ Fig.5: Naphazoline  (naph)
inhibitory (a) and pro apoptotic (b, c) effect of K562 cell line, resulting in huge, dose
prazosin (prazo) on K562 cells, indicating receptor  cells (arrows) with a DNA-content up to 16N. the expression of the erythroid
- S - dependence of the observed drug actions. The red i ine (naph) antigen (GPA).
Fig.1: Naphazoline induced aggregation of K562 arrows in b indicate the caspase3* cell peaks. a:  endomitotic cell cycles. Original magnification of
cells. Original magnification: 100x. n=5, b, c: n=3. cells in a: 100x, in c: 630x. b: n=5, c: n=3.
We explored a novel p ial a-adi ic r p diated p y for the control of differentiation as well as survival of human erythroleukemia cells,
even though the relevance of the effect on physi ic erythroid/i karyocytic pr itor cells must still be examined in more detail. The fact that adrenergic
antagonist treatment can reversibly induce diff iation as well as apoptosis in ia cells could be the basis for further research about the use of

adrenergic antagonists in the treatment of leukemia.
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