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ZUSAMMENFASSUNG 

Endomucin-Expression und -Stammzellfunktionalität in Hämatopoese und Leukämie 

Rauwald, Linn 
 

Die Identifikation und Isolation von hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) anhand von 

Oberflächenmarkern hat Bedeutung sowohl für die Grundlagenforschung, beispielsweise zur 

funktionellen und molekularen Erfassung der Mechanismen von Selbsterneuerung und 

Differenzierung, als auch für die klinische Anwendung, insbesondere in der Transplantationsmedizin.  

Endomucin ist ein Sialomucin, welches ursprünglich als Oberflächenantigen endothelialer Zellen 

identifiziert wurde. Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle von Endomucin in der physiologischen und 

pathologischen Hämatopoese zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

murines Endomucin auch auf Zellen des hämatopoetischen Systems der Maus vorkommt, nämlich auf 

unreifen Zellen des Lin-Sca1+ckit+ hämatopoetischen Stammzellpools. Endomucin wird mit 

zunehmender Reife nicht mehr exprimiert und kann somit als muriner Stammzellmarker genutzt 

werden. Weiterhin konnte erstmals dargestellt werden, dass Endomucin auch beim Menschen auf 

Zellen des hämatopoetischen Systems exprimiert wird und hier speziell in der CD34-positiven 

Fraktion angereichert ist, in der die meisten HSCs enthalten sind. Der Nachweis gelang mittels FACS-

Analysen, RT-PCR und Tissue Array. Zellen, welche sowohl den Oberflächenmarker CD34 als auch 

das Oberflächenantigen Endomucin koexprimieren, wiesen in in vitro Assays 

Stammzellcharakteristika auf. Diese waren gekennzeichnet durch eine initial langsame 

Wachstumsrate, jedoch im Folgenden verlängerte Überlebenszeit durch anhaltende Selbsterneuerung 

und Proliferation. Darüber hinaus erreichten CD34+Endomucin+ Zellen, in verschiedenen Zellzahlen in 

NOD/SCID-Mäuse transplantiert, stets ein höheres Engraftment als CD34+Endomucin- Zellen 

(Genehmigungsbescheid zur Durchführung von Versuchen an Wirbeltieren vom 14.04.2003, Az.: 

50.0835.1.0 (G25/2003)). Diese neuen Ergebnisse legen nahe, dass CD34+Endomucin+ Zellen länger 

anhaltende und ausgeprägtere funktionelle Stammzelleigenschaften besitzen als CD34+Endomucin- 

Zellen und somit Endomucin einen echten hämatopoetischen Stammzellmarker innerhalb der 

Population der CD34+ Zellen darstellt. Die gleiche Methodik wurde erstmalig an hämatopoetischen 

Stammzellerkrankungen angewandt. Hier konnte eine hohe Endomucin-Expression in immortalisierten 

Zelllinien und Knochenmarkproben von Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) 

nachgewiesen werden, während bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) die Endomucin-

Konzentrationen niedrig waren. Zusätzlich durchgeführte statistische Analysen konnten keine 

Korrelation zwischen Endomucin-Expression und verschiedenen Krankheitsparametern und -verläufen 

von AML-Patienten feststellen.  
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1  Einleitung 

 
1.1 Hämatopoese 

 
Im menschlichen Organismus werden täglich ca. 1 Billionen (1012) Blutzellen, darunter  200 

Milliarden Erythrozyten und 70 Milliarden Neutrophile, gebildet, um den normalen 

Verbrauch an Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten zu kompensieren.[40, 45] Neben 

der kontinuierlichen hohen Produktivität kann sich die Blutproduktion zusätzlich schnell und 

stabil besonderen Belastungen wie Blutungen oder Infektionen anpassen und die Homöostase 

aufrechterhalten. Diesen komplexen und fein abgestimmten Prozess nennt man Hämatopoese. 

Beim erwachsenen gesunden Menschen findet die Hämatopoese im Knochenmark statt. Die 

aktive Menge an Knochenmark beträgt etwa 2600g und enthält schätzungsweise 1,3 x 1012 

Markzellen.[67] Die Bedeutung der Hämatopoese sowie die typische Lebensdauer der reifen 

Blutzellen der einzelnen Reifungslinien lassen sich an den Auswirkungen einer 

Knochenmarksschädigung verdeutlichen: Granulozyten, Teil der Infektabwehr, bleiben nur 6-

7 Stunden intravaskulär, so dass es zunächst zu einem Granulozyten-Abfall kommt.[49, 166] So 

ist z.B. die  Chemotherapie-induzierte Zytopenie eine der Hauptursachen für Morbidität und 

Mortalität in der Behandlung von Krebs.[158] Eine Thrombozytopenie erscheint bei einer 

mittleren Lebensspanne der Thrombozyten von 10 Tagen erst danach und erhöht das 

Blutungsrisiko.[33] Erythrozyten, u.a. Sauerstoff- und CO2-Transporter, haben mit 120 Tagen 

die längste Lebenserwartung, ein Produktionsausfall führt zur Anämie.[154] 

 

 

1.1.1 Hämatopoetische Stammzellen 

 

Die Basis der Hämatopoese bildet ein relativ kleiner Pool von Knochenmarkzellen, die 

hämatopoetischen Stammzellen (HSC), welche 0,05-0,5 % aller Zellen des Knochenmarks 

ausmachen.[19, 67, 181] Die hämatopoetischen Stammzellen haben die Fähigkeit, in alle 

Zelltypen jeder Reifungslinie der Hämatopoese zu differenzieren, und bilden so die Spitze des 

klassischen  hierarchischen hämatopoetischen Modells (Abb. 1).  

Die Existenz der hämatopoetischen Stammzelle wurde erstmals 1909 vom russischen 

Militärarzt Alexander Maximow postuliert. Maximows Stammzellkonzept sah eine einzige, 

morphologisch einem Lymphozyten entsprechende Zellart als Ursprung aller Blutzellen vor, 
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welche je nach Aufenthaltsort unterschiedliche Differenzierungsprodukte liefern könne.[115] 

Eine genauere Identifizierung der HSC begann Anfang der 1950er Jahre auf der Suche nach 

Therapien für die Auswirkungen von Körperbestrahlung[52, 113] und die erste putative HSC 

wurde 1961 durch Till und McCulloch beschrieben, die colony-forming unit-spleen (CFU-S). 

Damit konnte die Existenz von frühen hämatopoetischen Vorläuferzellen demonstriert 

werden, welche nach Transplantation in bestrahlte Mäuse multilineäre hämatopoetische 

Kolonien (CFU-S) in der Milz hervorbringen.[169] Becker et al. erkannten 1963 den klonalen 

Ursprung von hämatopoetischen Zellen der Maus.[8] Mit Beginn der 80er Jahre sammelten 

sich die Daten verschiedener Forschergruppen, dass es sich bei CFU-S-Zellen nicht um HSCs 

handelt, sondern um reifere differenziertere Vorläuferzellen.[78, 84, 85, 141] Der Beweis für die 

Präsenz der eigentlichen  HSCs wurde 1990 von Jordan und Lemischka gebracht, indem sie 

fetale Zellen aus der Leber von Mäusen durch Retroviren markierten und deren 

Nachkommenschaft in transplantierten Mäusen in vivo verfolgten.[86] Ein weiterer 

Wendepunkt in der Identifizierung der hämatopoetischen Stammzelle ergab sich durch die 

Anwendung der Durchflusszytometrie (FACS), mit deren Hilfe HSCs basiert auf ihrem 

Expressionsmuster an Zelloberflächenmolekülen erfolgreich angereichert werden konnten.[160] 

Dies führte zu rapiden Entwicklungen in der Charakterisierung von HSCs. Dennoch ist die 

exakte Identität der HSCs bis heute nicht vollständig aufgeschlüsselt.  

In der aktuellen, allgemein anerkannten Definition handelt es sich bei HSCs um multipotente 

erwachsene Stammzellen, die sich durch drei einzigartige und wichtige Fähigkeiten 

auszeichnen: Zum einen besitzen HSCs die Fähigkeit zur Selbsterneuerung, d.h. sie können 

über die gesamte Lebensdauer des Organismus ihre Stammzellpopulation erhalten, indem bei 

der Teilung in zwei Tochterzellen mindestens eine ebenfalls eine multipotente Stammzelle ist. 

Zum anderen haben hämatopoetische Stammzellen eine extensive Proliferations-und 

Differenzierungskapazität und können eine große Nachkommenschaft von allen 

Reifungslinien des hämatopoetischen Systems entwickeln. Die dritte Eigenschaft wird als 

Goldstandard zur Definition einer HSC verwendet, denn sie fasst das gesamte Potential von 

HSCs zusammen: die Fähigkeit der Rekonstitution des gesamten lymphohämatopoetischen 

Systems und der Etablierung einer stabilen Langzeithämatopoese bei Individuen in Aplasie 

durch Bestrahlung oder Chemotherapie. Da das “gesamte lymphohämatopoetische System” 

auch hämatopoetische Stammzellen beinhaltet, beinhaltet die strenge Definition des 

Goldstandards von HSCs auch die Fähigkeit, die Hämatopoese in sekundären Rezipienten zu 

rekonstituieren. Der Goldstandard eines HSC-Assays besteht also in der Transplantation von 

Individuen, der Beobachtung ihrer hämatopoetischen Rekonstitution und der erneuten 
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Transplantation mit HSC aus diesen Individuen auf neue Rezipienten.[47, 57, 59, 95, 125, 135, 158, 177] 

Weitere Merkmale von Stammzellen sind eine hohe Motilität, die Bildung von Pseudopodien, 

Expression zahlreicher Zytokinrezeptoren in niedriger Dichte und die Annahme, dass sich die 

meisten Stammzellen in einem ruhenden, den Zellzyklus nicht durchlaufenden Status (G0) 

befinden.  

Innerhalb der Population der Stammzellen findet man je nach Autor 2-3 Zellklassen, für die 

zwar die Definition der Rekonstitutionsfähigkeit zutrifft, die sich aber in ihrer 

hämatopoetischen Rekonstitutionskinetik nach einer Transplantation unterscheiden. 

Kurzlebige Zellen, sogenannte Short-term HSCs (ST-HSC), sind für das kurzfristige 

Engraftment (hämatopoetisch suffizientes „Anwachsen“ des Transplantats beim Rezipienten) 

nach Transplantation verantwortlich, allerdings auf einem niedrigen Level ohne die Fähigkeit 

des Langzeitüberlebens (< 3 Monate).[66] Sie begründen auch keine Re-

Transplantationsfähigkeit. Long-term HSCs (LT-HSCs) sind für die lebenslange 

Hämatopoese nach Transplantation zuständig, die jedoch erst ca. 3 Monate nach 

Rekonstitution einsetzt.[59, 95, 125, 158, 177] 

Das klassische Modell zur Beschreibung von Zelldifferenzierung und Selbsterneuerung sowie 

der Beziehung der einzelnen Zellreifungslinien untereinander ist das hierarchische Modell, 

welches die Unterscheidung der einzelnen Zellen anhand von Oberflächenmarkern 

berücksichtigt (Abb.1). LT-HSCs bringen ST-HSCs hervor, welche wiederum multipotente 

Progenitorzellen (MPPs) hervorbringen, die ihre Selbsterneuerungskapazität verloren 

haben.[59, 95, 125, 177] Multipotente Vorläuferzellen teilen sich in Progenitor-Zellen, die in der 

Bandbreite ihrer Entwicklungsmöglichkeiten beschränkt, also oligopotent sind, darunter die 

myeloischen (common myeloid progenitor, CMP) und die lymphoiden (common lymphoid 

progenitor, CLP) Vorläuferzellen. Am Ende der Reifungsketten stehen die terminal 

differenzierten Blutzellen, welche sich nicht mehr teilen können und nach einer bestimmten 

Zeitspanne (siehe oben) absterben.[59, 67, 95, 135, 145, 158, 177] 

Neuere Studien distanzieren sich allerdings zunehmend von der klassischen linearen 

Progenitor/Stammzell-Hierarchie. Aktuelle Daten weisen darauf hin, dass sich das 

Oberflächenrezeptorexpressionsmuster von Knochenmarkzellen während des Zellzyklus-

Transits kontinuierlich verändern kann und z.B. das Wiedererlangen von 

Stammzelleigenschaften von bereits liniengeprägten Zellen möglich ist.[145, 146, 158] Weiterhin 

konnte die Existenz von Progenitorzellen mit lymphoidem Expressionsmuster nachgewiesen 

werden, die noch myeloisch differenzieren konnten.[111] Und schließlich ist spätestens seit der 

Erstbeschreibung von induzierten pluripotenten Stammzellen bewiesen, dass 
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Dedifferenzierung möglich ist.[155, 165] Diese Untersuchungen eröffnen die Möglichkeit der 

Manipulation von Stammzell-Eigenschaften in beide Richtungen der Differenzierung. Dieser 

Flexibilität der Entwicklungsmöglichkeiten (die sogenannte Plastizität) und den alternativen 

Entwicklungspfaden, die sich aus diesen Beobachtungen ergeben, soll ein sogenanntes 

plastisches Stammzellkonzept gerecht werden, in dem die Linien-Zugehörigkeit und die 

Differenzierungs-Kapazität von Stammzellen molekularen und im Prinzip umkehrbaren 

Mechanismen zugeschrieben wird. 

 

 

 

 
 
Abb. 1: Schematische Darstellung der Hierarchie der Hämatopoese beim erwachsenen Menschen 

(basierend auf[59, 76, 112]). Die angezeigten Zellpopulationen können aufgrund ihres Zelloberflächen-Phänotyps 

isoliert werden. Eine phänotypische Differenzierung zwischen LT-HSCs und ST-HSCs steht noch aus. Nicht alle 

Differenzierungsstufen sind dargestellt. MPP, Multipotente Progenitorzelle; CLP, common lymphoid progenitor, 

CMP, common myeloid progenitor, GMP, Granulozyten/Makrophagen Progenitor; MEP, 

Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitor. 
 

 



Einleitung             5 

1.1.2 Entstehung des hämatopoetischen Systems 

 

Der Ursprung des hämatopoetischen Systems liegt in dem Mesoderm, einer der drei 

Keimschichten des Embryos. Die genauen Schritte, wie aus der mesodermalen Entwicklung 

die Hämatopoese geboren wird, sind größtenteils unbekannt, jedoch gibt es Hinweise für 

einen der HSC vorgeschalteten Vorläufer, den sie mit Endothelzellen gemeinsamen hat, den 

Hämangioblasten.[95, 134, 135] Ein bekannter regulierender Wachstumsfaktor in diesem 

Zusammenhang ist das sog. bone morphogenetic protein 4 (BMP-4). Sowohl die ersten HSCs 

als auch die ersten Endothelzellvorläufer in der Embryogenese treten transient extra-

embryonal in Blutinseln des Dottersacks auf (primitive Hämatopoese). Die definitive 

Hämatopoese findet später in der Aorta/Gonaden/Mesonephros (AGM)-Region innerhalb des 

Embryos statt. Die Beziehung zwischen primitiver und definitiver Hämatopoese ist noch nicht 

geklärt. Sowohl im Dottersack als auch im AGM konnten definitive hämatopoetische Zellen 

nachgewiesen werden. Ob Dottersack und AGM-HSCs unabhängig voneinander entstehen 

und gemeinsam die fetale Leber kolonisieren, ob alle fetalen hämatopoetischen Leberzellen 

mit dem Umweg über die AGM aus dem Dottersack stammen oder die AGM-Region die 

einzige Quelle von adulten HSCs ist, die daraufhin die fetale Leber besiedeln, ist noch 

Gegenstand von Diskussionen.[57, 95, 125, 134, 135] Die Übernahme der embryonalen 

Hämatopoese durch die fetale Leber ereignet sich ab der Mitte der Gestation, bis fetale Leber-

HSCs in das Knochenmark migrieren. Die Milz unterstützt den Übergang von Leber- zu 

Knochenmark-Hämatopoese. Dadurch ist das Knochenmark mit seinen Intersinusoidalräumen 

hauptverantwortlich für die Erzeugung von Blutzellen während der kompletten postnatalen 

Phase.[57, 95, 125, 134] Allerdings lassen sich beim Erwachsenen HSCs auch im peripheren Blut, 

in Nabelschnurblut und in geringen Zahlen auch in Leber und Milz finden.[158] Dabei kann die 

Hämatopoese unter pathologischen Bedingungen wieder von Leber und Milz übernommen 

werden.    

 

 

1.1.3 Identifikation primitiver hämatopoetischer Zellen 

 

Die Daten über HSCs und Progenitorzellen basieren auf den Ergebnissen von funktionellen 

Studien in vitro (zum Beispiel Koloniebildungs-Assays und Knochenmarklangzeit-Kulturen) 

und in vivo (zum Beispiel Transplantations-Untersuchungen in der Maus; für humane HSCs 

werden Xenotransplantations-Modelle in immundefizienten Mäusen verwendet), sowie auf 
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der Charakterisierung der Oberflächenmarkerexpression. Aktuell ist die Durchflusszytometrie 

(FACS) die gängige Methode zur Anreicherung und Charakterisierung von HSCs. Tabelle 1 

zeigt die wichtigsten Oberflächenantigene der humanen hämatopoetischen Stamm- und 

Vorläuferzellen.[59] Im Gegensatz zu reiferen Blutzellen fehlt allen HSCs die Linienprägung, 

also die Expression von linienspezifischen Oberflächenmarkern (lineage negative: Lin- ). 

Der wichtigste Positiv-Marker für menschliche Zellen mit Stammzelleigenschaften ist das 

1984 von Civin und Kollegen entdeckte Sialomucin CD34,[3, 30, 91] das sowohl auf adulten 

Stammzellen als auch auf HSCs in der embryonalen Entwicklung vorkommt.[42, 152] CD34-

positive hämatopoetische Zellen sind in der Lage, das gesamte hämatopoetische System in 

myeloablatierten Individuen zu rekonstituieren.[11, 31] CD34 ist außerdem noch auf 

endothelialen Zellen von kleinen Gefäßen lokalisiert[50] und fungiert bei entsprechender 

Glykosylierung als einer der Hauptliganden für L-Selektin im Rahmen des Leukozyten-

Homings z.B. bei entzündlichen Prozessen.[7, 105, 144] Ca. 40% der Fälle von akuter 

myeloischer Leukämie (AML) exprimieren CD34 (einer hoch malignen Erkrankung, bei der 

Mutationen in hämatopoetischen Vorläuferzellen zur Besiedlung des Knochenmarks durch 

reifungsgestörte, proliferationsfähige sogenannte “leukämische Blasten” führen).[30, 97] Die 

Funktion von CD34 in der Hämatopoese ist noch nicht vollständig geklärt. CD34 scheint eine 

Rolle in der Adhäsion von hämatopoetischen Zellen zum Stroma zu spielen[73, 164] und könnte 

so die Lokalisation und Adhäsion von Stamm- und Progenitorzellen an das Knochenmark 

steuern,[97] eine Beteiligung an Signalwegen wird aber ebenfalls vorgeschlagen.[46] Darüber 

hinaus reduziert sich die Koloniebildungsaktivität bei CD34–Ausfall, eine intakte 

Hämatopoese kann in diesem Fall jedoch immer noch stattfinden.[26] 

Die CD34+ Population hämatopoetischer Zellen ist allerdings sehr heterogen: nur 1-10% sind 

Lin-, 90-99% koexprimieren das Antigen CD38. CD38 tritt mit der Differenzierung von 

primitiven hämatopoetischen Zellen und dem damit einhergehenden Verlust der 

Rekonstitutionskapazität an der Zelloberfläche auf. Deswegen werden die primitivsten 

humanen hämatopoetischen Zellen zur CD34+CD38-Lin- Fraktion gerechnet. 

Interessanterweise wurden auch Populationen von CD34-CD38-Lin- Zellen gefunden, welche 

komplettes Langzeit-Engraftment-Potential besaßen und in CD34+ Zellen differenzieren 

konnten (0,2% aller CD34- Zellen).[12, 43, 140, 185] Als weiterer Positivmarker erwies sich 

deshalb CD133 bzw. AC133 als nützlich, der nicht nur auf den meisten CD34+ Zellen 

nachzuweisen ist, sondern auch auf der CD34-CD38-Lin- Zellfraktion identifiziert werden 

konnte und somit - zusammen mit weiteren Markern - primitive hämatopoetischen Zellen 

beschreibt.[41, 55, 120, 182] Einzelne Oberflächenmarker sind also vermehrt auf bestimmten 
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Subpopulationen von hämatopoetischen Vorläuferzellen zu beobachten. Dabei sind jedoch 

alle bisher identifizierten “Stammzellmarker” nicht spezifisch für bestimmte Sub-

Populationen. Daher versucht man, Kombinationen dieser Marker zu verwenden, um 

Stammzell-typische Muster zu beschreiben. Aber auch hier zeigen die funktionellen 

Untersuchungen, dass HSC auf Grund ihrer Oberflächenstruktur nicht zuverlässig isoliert, 

sondern nur angereichert werden können.[143] 

Die Anstrengungen zur Beschreibung des humanen HSC-Phänotyps resultierten in der 

Identifikation von einer Reihe von Antigen-Kombinationen: CD34+Lin-HLA-DR-, CD34+Lin-

Th-1+, CD34+c-kit+CD38-CD33-Rho123-, CD34+Lin-KDR+, CD133+Lin-ALDHhi, 

CD34+CD38-Lin-Rho123low und CD34+CD133+[CD53+CD62L+CD63-CD71low].[59, 67, 95, 125, 

131, 158]  

 
Tabelle 1: Oberflächenmarker auf humanen hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (nach [59, 112, 168]). 

GMP, Granulozyten/Makrophagen Progenitoren; MEP, Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitoren 

 

Zellpopulation 

 

Phänotyp 

HSC (mit Fähigkeit zur 

 Selbsterneuerung) 

Lin-, CD34+, CD38-, c-kit+, CD90+ 

MPP (ohne Fähigkeit zur 

 Selbsterneuerung ) 

Lin-, CD34+, CD38-, c-kit+, CD90- 

Zusätzliche Stammzellmarker  CD49f+, CD133+, ALDH high, HLA-DR low, CD 33- Rho 123-, CD71-, 

CD62L+, CD53+CD63-, CD45RA- 

CLP Lin-, CD34+, CD38+, CD10+, HLA-DR+, c-kit-, Thy1.1-, CD7+ 

CMP Lin-, CD34+, CD38+, IL-3Rαlow, CD45RA-, CD16-, CD32- 

GMP IL-3Rαlow, CD45RA+ 

MEP IL-3Rα-, CD45RA- 

 

 

Murine Oberflächenmarker für Stammzellen und Progenitorzellen unterscheiden sich von den 

humanen. CD34 eignet sich z.B. nicht für die Charakterisierung von murinen HSCs, da die 

Expression vom Aktivierungsstatus der Zelle abhängt. Murine LT-HSCs können durch das 

Antigenmuster Lin-Sca1+c-kit+Thy-1lowL-7Ra-FLK2-CD34-/low charakterisiert werden, ST-
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HSCs durch Lin-Mac1lowSca1+c-kit+Thy-1lowIL-7Ra-FLK2+CD34- und MPP durch Lin-

Mac1lowSca1+c-kit+Thy-1-IL-7Ra-FLK2+CD34+.[59, 95, 158, 168] 

Die Anreicherung von Stammzellen durch solche Kombinationen ist im humanen und 

murinen System unterschiedlich groß. Die besten Marker-Kombinationen im murinen System 

erreichen - bei strenger Stammzell-Definition - etwa eine Reinheit von 10-20%, im humanen 

System von 5-10%. Somit kommt der Identifikation neuer Stammzellmarker eine hohe 

Bedeutung zu. 

 

 

1.1.4 Regulation der Hämatopoese 

 

Die Hämatopoese wird durch ein komplexes Zusammenspiel von intrinsischen genetischen 

Prozessen der Blutzellen und extrinsischen Einflüssen reguliert. Dieses Zusammenspiel 

entscheidet, welchen der fünf möglichen Entwicklungswege HSCs, Progenitorzellen und 

reifere Zellen als nächstes belegen: ruhender Status, Proliferation, Differenzierung, 

Selbsterneuerung oder Apoptose. Durch Änderung der Relation dieser Stellgrößen zueinander 

kann die Blutzell-Produktion in jede entsprechende Richtung geleitet werden. Die meisten 

Stammzellen und viele Progenitorzellen befinden sich unter normalen Bedingungen im 

Ruhezustand in der G0-Phase des Zellzyklus. Mit zunehmender Reife nimmt auch der Anteil 

der Zellen im Ruhezustand ab.[70, 130] 

Von den extrinsischen Signalen sind Zytokine wohl am besten erforscht. Bei Zytokinen 

handelt es sich um eine große Familie an Glykoproteinen, die durch Bindung an spezifische 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche mit konsekutiver Aktivierung eines Signalwegs ihren 

Einfluss geltend machen können (Abb. 2). Dabei ist eine Unterscheidung in Positiv-

Regulatoren wie Colony-stimulating factors (CSF) und Interleukine sowie Negativ-

Regulatoren wie Transforming growth factor ß (TGF-ß) und Tumor Nekrose Faktor (TNF) 

möglich.[150] Darüber hinaus lässt sich noch zwischen linienspezifischen und breit wirksamen 

Zytokinen differenzieren. Zytokine modulieren auch Funktionen wie Migration und Adhärenz 

von Stammzellen. 

Eine andere Klasse extrinsischer Regulatoren ist die Klasse der Chemokine. Chemokine 

steuern Blutzell-Fortbewegung und -Homing, können aber auch als Wachstumsfaktoren 

agieren, und spielen eine Rolle bei Entzündungen, Angiogenese, Tumorwachstum und 

Metastasierung.  
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Eine wichtige extrinsische Einflussgröße ist die Interaktion mit dem hämatopoetischen 

Microenvironment, also dem umgebende Gewebe aus extrazellulärer Matrix, 

hämatopoetischen und nicht-hämatopoetischen Zellen, Nährstoffen, Vitaminen und 

physikalischen Einflüssen wie Scherkräfte und Sauerstoffgehalt. 

 

Neben den genannten extrinsischen Signalen sind intrinsische Prozesse für die Regulation der 

Hämatopoese entscheidend. Anhand von Genexpressionsprofilen lassen sich hämatopoetische 

Zellen ihrem Platz in der Differenzierungshierarchie zuordnen. Dabei sind Gene, die mit dem 

eingeschlagenen Reifungspfad assoziiert sind, hochreguliert, während Gene anderer 

hämatopoetischer Linien stillgelegt sind.[59, 95, 150, 158, 183] 

Die Interaktion zwischen diesen Genen und den extrinsischen Faktoren ist noch nicht 

vollständig geklärt und ist Basis vieler Diskussionen. Die verschiedenen Theorien lassen sich 

in zwei Hauptrichtungen unterteilen, nämlich intrinsische und instruktive. Instruktive Modelle 

postulieren extrinsische Faktoren wie Zytokine und Microenvironment als 

Entscheidungsträger über das Schicksal einer hämatopoetischen Zelle. Intrinsische Modelle 

lassen sich nochmals in ein stochastisches und ein deterministisches Konzept klassifizieren. 

Diese nehmen an, dass die Entwicklungsrichtung einer hämatopoetischen Zelle entweder 

festgelegt und vorhersehbar ist (deterministisch) oder zufällig eintritt (stochastisch).[1, 16, 70, 125, 

127, 130, 131, 158] 

Im Endeffekt konvergieren alle Signaltransduktionswege, egal ob intrinsisch oder extrinsisch, 

auf der Ebene der Genexpression und dem Knotenpunkt der Hämatopoese, nämlich dem 

Zusammenspiel von Positiv- und Negativ-Transkriptionsfaktoren. Diese sind ähnlich den 

extrinsischen Faktoren und den intrazellulären Signalwegen sehr komplex und noch nicht 

vollständig erforscht (Abb. 2). 
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Abb. 2: Signalkomponenten in der Steuerung von hämatopoetischem Zellwachstum, Differenzierung, 

Apoptose und spezialisierten Funktionen (nach [174]). Extrazelluläre Faktoren binden an Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche. Diese starten eine intrazelluläre Signalkaskade bestehend aus Tyrosinkinasen, Phosphatasen, 

Erhöhung des Phosphoinositol-Umsatzes usw. und führen zur Veränderung von Transkriptionsfaktoren und 

Zellzykluselementen und somit zur Neuregelung der Genexpression. 
 

 

1.1.5 Korrelation zur Klinik 

 

Das zunehmende Verständnis des hämatopoetischen Prozesses und des Stammzellkonzepts 

beeinflusst die Medizin in verschiedenster Weise. Störungen der Hämatopoese resultieren in 

einer Reihe von Erkrankungen wie Leukämie, aplastische Anämie, Myelodysplasie, 

Lymphome und myeloproliferative Erkrankungen. Die Kenntnis der physiologischen Abläufe 

der Hämatopoese ist Voraussetzung zur Kenntnis der Pathophysiologie dieser Erkrankungen 

und öffnet so neue Möglichkeiten in Diagnostik, Klassifikation, stadiengerechter Therapie 

und Nachsorge. So lässt sich durch Anwendung von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren 

und Hormonen (z.B. Erythropoetin und G-CSF) eine Chemotherapie-induzierte Zytopenie 

verkürzen und somit ihre Morbidität und Mortalität senken.  Durch die Charakterisierung der 

Gene im Zusammenhang mit der normalen und der leukämischen Hämatopoese gelang die 

Identifizierung molekularer Marker für die Leukämie. Zusammen mit 
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Zelloberflächenmarkern von hämatopoetischen und leukämischen Zellen haben sich 

Fortschritte in der Abschätzung der Prognose, der Wahl der angemessenen Therapie und der 

Diagnostik einer minimalen Resterkrankung ergeben. Außerdem dient das  Know-how der 

Pathogenese von Leukämien als Grundlage für die Entwicklung neuer Medikamente. Ein 

Beispiel, das für die Entwicklung von zielgerichteten Therapien für bösartige Erkrankungen 

paradigmatisch war, ist die Entwicklung des BCR-ABL-spezifischen Tyrosinkinase-Inhibitors 

Imatinib. Dieses Medikament hat die Therapie der Philadelphia-positiven chronischen 

myeloischen Leukämie (CML) revolutioniert und wäre ohne das Verständnis der CML als 

Stammzell-Erkrankung nicht gefunden worden.[47, 119]  

Die Transplantation hämatopoetischer Stammzellen ist eine wichtige therapeutische 

Maßnahme bei vielen Erkrankungen. Sie erfolgt entweder als sogenannte “autologe 

Stammzell-Transplantation”, also im Rahmen einer Therapie, bei der die Stammzellen 

zunächst vom späteren Empfänger gewonnen und ihm dann wieder gegeben werden, oder als 

“allogene Stammzelltransplantation”, bei der die Transplantation von einem Spender erfolgt. 

Die autologe Stammzell-Transplantation ist eine reine Stammzell-Ersatztherapie und wird in 

der Regel dann durchgeführt, wenn Patienten eine stark stammzell-toxische Behandlung 

erhalten sollen, meist im Rahmen von dosis-eskalierter zytotoxischer Therapie bei malignen 

Erkrankungen. Heute wird eine solche Therapie bei malignen Lymphomen, beim Multiplen 

Myelom und in sehr wenigen ausgewählten Fällen von soliden Tumoren durchgeführt. HSCs 

werden dafür durch Behandlung mit Zytokinen (G-CSF) ins periphere Blut mobilisiert, durch 

Leukapherese gewonnen und eingefroren. Die Patienten werden dann der eskalierten 

zytotoxischen Therapie unterzogen. Nach Ende der Therapie werden die HSCs den Patienten 

wieder intravenös infundiert, was zu einer raschen Regeneration der Hämatopoese (in der 

Regel innerhalb von 10 Tagen) führt. 

Die allogene Stammzelltransplantation wird am häufigsten bei malignen Erkrankungen der 

Hämatopoese (AML, Myelodysplasien, seltener: B-Zell-Neoplasien), aber auch bei 

Knochenmarkversagen (Aplastische Anämie, Strahlen-Unfälle) oder bei angeborenen 

Systemerkrankungen der Hämatopoese (Sichelzell-Anämie, Thalassämie) durchgeführt. 

Wichtigstes Therapie-Prinzip für die Anwendung bei Patienten mit malignen Erkrankungen 

ist die Ko-Transplantation von HSCs zur Regeneration der Hämatopoese und von Immun-

Effektor-Zellen (allen voran NK-Zellen und zytotoxische T-Zellen), die durch die Allo-

Reaktion vor allem gegenüber hämatopoetischem Empfängergewebe eine Abstoßung des 

malignen Geschehens verursachen sollen. 

 



Einleitung             12 

Bei beiden Formen der Stammzelltransplantation werden schon heute Oberflächen-Antigene 

zur Anreicherung von erwünschten Zellen und zur Depletion von unerwünschten Zellen 

angewandt [31]. Zudem wird beispielsweise die Zahl der CD34-positiven Zellen (die ja zwar 

eine Anreicherung von HSCs darstellen, die jedoch HSCs noch immer in einer Frequenz von 

<1:1000 enthalten) als Surrogat-Parameter für den HSC-Gehalt in den Transplantaten 

verwendet. Stammzellen lassen sich jedoch bisher in vitro nicht vermehren und mit großer 

Reinheit herstellen, was eine Vielzahl von Problemen bei ihrer Anwendung begründet. Beide 

Formen der Stammzell-Therapie würden also von einer besseren Charakterisierung von 

Stammzell-Eigenschaften und damit von einer besseren Möglichkeit zur Isolation von 

Stammzellen profitieren.[6, 20, 47, 67, 95, 119, 125, 177] 
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1.2 Akute myeloische Leukämie 

 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine heterogene maligne Neoplasie ausgehend von 

einer primitiven, myeloisch determinierten Vorläuferzelle, welche aufgrund von genetischen 

Veränderungen in ihrem Apoptose- und Differenzierungsverhalten beeinträchtigt ist und 

klonal expandiert. Die abnormen, funktionell unreifen Leukämie-Zellen akkumulieren 

aufgrund ihres Überlebensvorteils im Knochenmark und meist auch im Blut. Dort können sie 

lichtmikroskopisch wegen ihrer Myeloblasten entsprechenden Morphologie als leukämische 

Blasten identifiziert werden.  

Die AML tritt mit einer Inzidenz von 2-3 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohner/Jahr auf 

und steigt mit dem Lebensalter an.[29] Ein besonders steiler Anstieg der Neuerkrankungsrate 

ergibt sich ab 45 Jahren, so dass die AML mit 80 % die häufigste akute Leukämie des 

Erwachsenenalters ist, während sie bei Kindern nur 20 % der akuten Leukämien ausmacht.  

Als mitverantwortlich für die Mutationen in der transformierten Progenitorzelle werden eine 

Reihe von Noxen angesehen, welche bei Exposition mit einer erhöhten Inzidenz der AML 

assoziiert sind. Zu den Noxen gehören Chemikalien wie Benzol und seine Derivate, Rauchen, 

Zytostatika, insbesondere Alkylanzien und Topoisomerase-II-Inhibitoren sowie Strahlung 

z.B. durch eine Atombombe oder therapeutische Bestrahlung. Ab 1 Gy besteht ein linearer 

Zusammenhang zwischen Inzidenz und Strahlendosis.[107, 139, 148] Ein weiterer Risikofaktor ist 

eine genetische Prädisposition im Rahmen von Erkrankungen wie dem Down-Syndrom,[51] 

der aplastischen Anämie,[132] der Ataxia teleangiectatica,[175] der Osteogenesis imperfecta[60] 

oder der Fanconi-Anämie.[5]  

Trotz der Erkenntnis über den ätiologischen Zusammenhang mit den genannten 

Risikofaktoren geht man davon aus, dass die Entstehung einer AML ein eher multifaktorieller 

und auch mehrstufiger Prozess ist, der durch die Aktivierung von Onkogenen und 

Ausschaltung von Tumorsuppressorgenen zur Transformation einer Vorläuferzelle in eine 

„leukämische Stammzelle“ führt. Eine einzelne genetische Veränderung ist nicht in der Lage, 

eine Leukämie zu induzieren. Vielmehr geht die heute akzeptierte und durch eine Vielzahl 

von re-sequenzierten AML-Fällen bestätigte Theorie davon aus, dass mehrere sogenannte 

“Driver-Mutationen” in einer hämatopoetischen Vorläuferzelle zusammenkommen müssen, 

dass eine AML entstehen kann. Diese Mutationen sind in Genen zu finden, deren Funktion 

komplementär ist. So sind zum Beispiel sehr häufig Mutationen in Signal-vermittelnden 

Proteinen (wie etwa in der Rezeptortyrosinkinase FLT3 oder in Ras) in Kombination mit 
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Mutationen in epigenetisch modifizierenden Enzymen (wie etwa DNMT3A oder IDH1/2) und 

in Transkriptionsfaktoren (wie RUNX1 oder C/EBPalpha) zu finden. Selten kommen jedoch 

Mutationen in Genen gleichzeitig vor, die ähnliche Funktionen in Zellen erfüllten (wie etwa 

gleichzeitig in Ras und FLT3). [34, 48, 118, 167] 

Über 300 wiederkehrende chromosomale Translokationen wurden bei Leukämien 

identifiziert.[92] In den meisten Fällen resultieren diese Mutationen in der Expression von 

Fusionsproteinen, die Transkriptionsfaktoren betreffen und die damit die intrinsischen 

Expressionsprogramme in HSCs stören, die für eine normale Ausreifung der Zellen essentiell 

sind. 

Die ursprüngliche transformierte Zelle wird „leukämische Stammzelle“ (LSC) genannt. 

Ungeklärt ist noch die Frage, bei welcher Vorläuferzelle in der Hierarchie der Hämatopoese 

es sich um die LSC handelt, in der also die für die Entstehung der AML verantwortlichen 

Aberrationen aufgetreten sind, und welche Zellen aus der Nachkommenschaft dieser Zelle die 

Fähigkeit besitzen, den Tumor zu reinitiieren. Hierzu gibt es zwei unterschiedliche Modelle. 

Das eine Modell geht davon aus, dass jede Vorläuferstufe der Hämatopoese dazu in der Lage 

ist, maligne zu entarten und dabei die Fähigkeit zur Selbsterneuerung zu erlangen und somit 

auch jede Tumorzelle die Kapazität hat, den Tumor zu erneuern. Je nachdem, auf welcher 

Entwicklungsstufe sich die Transformation vollzieht, gibt es einen anderen Phänotyp mit 

einem anderen Reifegrad. 

Das andere Modell besagt, dass nur primitive pluripotente Stammzellen die leukämischen 

Stammzellen sind. Diese Zellen haben eine hohe Selbsterneuerungskapazität und eine lange 

Lebensdauer, so dass sie leichter die für die Entwicklung einer AML benötigte Anzahl an 

Mutationen ansammeln können. Die Heterogenität der AML bezüglich der unterschiedlichen 

möglichen Differenzierungsgrade erklärt dieses Modell durch die Vielzahl an kausalen 

Mutationen, die in der LSC auftreten können. Entsprechend den resultierenden Genprodukten 

wird der Reifegrad festgelegt. Gestützt wird diese These durch Mäuse-Versuche,[14] in denen 

nur Zellen mit primitivem Immunphänotyp Repopulationseigenschaften zeigten, unabhängig 

davon, welchen Reifegrad die vorherrschende Masse an leukämischen Zellen hatte.[35, 65, 118, 

138]  

 

Als Folge der Proliferation der leukämischen Blasten werden die normalen Zellen der 

Myelopoese, Megakaryopoese und Erythropoese im Knochenmark zunehmend verdrängt. Die 

resultierende Anämie führt zu den Symptomen Schwindel, Müdigkeit, Leistungsminderung, 

Blässe, Tachykardie, Tachypnoe, Kopfschmerzen und Belastungsdyspnoe. Der Mangel an 
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Thrombozyten erklärt Symptome wie Petechien, Epistaxis, Zahnfleischbluten und 

Sugillationen oder eine disseminierte intravasale Gerinnung. Fehlen reife, funktionsfähige 

Granulozyten im Sinne einer Granulozytopenie, kommt es zur Infektneigung, besonders 

durch opportunistische Erreger, mit Fieber und vermehrtem Schwitzen. Weitere Symptome 

einer akuten myeloischen Leukämie, ausgelöst durch das starke Blastenwachstum, sind 

Gewichtsverlust, Nachtschweiß, Knochenschmerz, Hepatosplenomegalie, Lymphadenopathie 

und extramedulläre Organmanifestationen, sog. Chlorome, wie z.B. Haut- und 

Zahnfleischinfiltrate, oder der Befall des ZNS. Auch paraneoplastische Syndrome wie das 

Sweet-Syndrom oder das Pyoderma gangraenosum sind beschrieben.[53]  

Liegt der Verdacht auf eine AML vor, gibt es mehrere diagnostische Instrumente zur 

Sicherung, Klassifikation und Klärung der prognostischen Bedeutung der Diagnose. Diese 

Instrumente sind die Zytomorphologie, die Zytochemie, die Immunphänotypisierung, die 

Zytogenetik und die Molekulargenetik. Grundlage der Diagnosestellung einer AML bilden 

die Zytomorphologie und Zytochemie. Laut der French-American–British (FAB) Co-

operative Group müssen zur Diagnosestellung einer AML mindestens 30 % der Zellen im 

Knochenmarksausstrich Blasten sein.  

Je nachdem, welche Morphologie und Anfärbbarkeit der Blasten vorliegt, lässt sich die AML 

dann in eine der 11 Subgruppen der 1976 etablierten und 1985 revidierten FAB-Klassifikation 

einteilen.[9, 10] 

Anhand von Tabelle 2 ist ersichtlich, dass die Subgruppen der FAB-Klassifikation nur 

bedingt den genetischen Veränderungen der AML entsprechen. Da jedoch die 

zytogenetischen Aberrationen jeweils eine eigene prognostische und therapeutische Relevanz 

besitzen, wurde von der WHO 2001 eine neue Klassifikation vorgeschlagen, die für die 

Einteilung eine genetische Charakterisierung der AML mit hinzuzieht und so an der Prognose 

orientiert ist (Tabelle 3).  
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Tabelle 2: FAB-Klassifikation und Assoziation der Subtypen mit genetischen Veränderungen und deren 

Häufigkeit. Typische Befunde stark grau hinterlegt.[9, 10]  

FAB-

Subtyp 

Granulozyto-

poese 

Mono-

zytopoese 

Erythro-

poese 

Immunolo-

gische 

Marker 

Zyto-

genetisch 

Molekular-

genetisch 

Häufig-

keit 

M0 < 10%  

POX < 3% 

< 20% < 50% Myeloisch 

positiv 

lymphatisch 

negativ 

   

M1 < 10% 

POX >3% 

< 20% < 50%  t(8;21) AML1/ETO 1,7% 

M2 > 10% < 20% < 50%  t(8;21) AML1/ETO 12,5% 

M3 Hypergranulär 

Auer-Stäbchen 

< 20% < 50% HLA-DR 

negativ 

t(15;17) PML/RARα 98% 

M3v Mikrogranulär 

Monozytoide 

Kerne 

< 20% < 50% HLA-DR 

negativ 

t(15;17) PML/RARα  

M4 > 20% > 20% < 50%     

M4eo > 20% > 20% < 50%  inv(16) 

t(16;16) 

CBFβ/MYH11 100% 

Abnorme 

Eosinophilie 

M5a < 20% > 80% 

unreif 

< 50%  11q23- 

Aberration 

MLL-

Aberration 

31% 

M5b < 20% > 80% reif < 50%  11q23- 

Aberration 

MLL-

Aberration 

17% 

M6 > 30%  Variabel > 50%     

M7 > 30% 

Megakaryo-

blasten 

Variabel < 50% CD41/CD61 

positiv 
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Tabelle 3: WHO-Klassifikation der AML.[76] 

1. AML mit rekurrenten zytogenetischen Aberrationen 

 AML mit Translokation t(8;21)(q22;q22), AML1/ETO 

Akute Promyelocytenleukämie (AML mit t(15;17)(q22;q11-12), PML/RAR-α und Varianten) 

AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark (inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22), CBF-β/ 

MYH11) 

AML mit 11q23(MLL)-Abnormalitäten 

2. AML mit multilineärer Dysplasie 

 mit vorangegangenem myelodysplastischen Syndrom 

ohne vorangegangenes myelodysplastisches Syndrom  

3. AML und myelodysplastisches Syndrom, therapieassoziiert 

 assoziiert mit alkylierenden Substanzen 

assoziiert mit Epidopophyllotoxin (Topoisomerase II Inhibitor) 

andere Typen 

4. AML ohne weitere Spezifizierung 

 AML mit minimaler Differenzierung 

AML ohne Ausreifung 

AML mit Ausreifung 

Akute myelomonozytäre Leukämie 

Akute monozytäre Leukämie 

Akute erythroide Leukämie 

Akute megakaryozytäre Leukämie 

Akute basophile Leukämie 

Akute Panmyelose mit Myelofibrose 

Myeloisches Sarkom 
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Die WHO-Klassifikation teilt die AML in vier Untergruppen ein, wobei die vierte 

Untergruppe im Wesentlichen der FAB-Klassifikation entspricht. Eine weitere Änderung der 

WHO ist die Neulegung der Grenze zur Diagnosestellung von 30 % Blasten im Knochenmark 

auf 20%.[21] 

 

Als Grundlage für die Zytomorphologie dient die Aspiration von Knochenmark. Anhand des 

Knochenmarkausstriches in Pappenheim-Färbung können Zelldichte, Zellmorphe im Sinne 

von leukämischen Blasten sowie der Anteil anderer Zellen der hämatopoetischen Linie 

beurteilt und die Diagnose Leukämie bestätigt werden. Eventuell ist schon eine Diagnose 

einer bestimmten AML-Subgruppe möglich. Zytochemische Färbungen mit Myeloperoxidase 

erlauben die Zuordnung zur myeloischen Reihe, α-Naphthylacetatesterase-positive Zellen 

gehören zur monozytären Reihe.  

Für die Immunphänotypisierung werden die Oberflächenantigene der leukämischen Zellen 

mit monoklonalen fluoreszenmarkierten Antikörpern konjugiert und mittels Fluorescence-

Activated Cell Sorting analysiert, so dass anhand des Oberflächenantigenmusters eine 

Charakterisierung hinsichtlich der hämatopoetischen Zellreihe und des 

Differenzierungsstadiums möglich wird. Dieses Verfahren wird eingesetzt zur 

Diagnosesicherung, bei Unsicherheiten in der Klassifikation der AML aufgrund 

morphologischer Unschärfe, wie es bei den FAB-Klassen M0 und M1 gegenüber unreifer 

Lymphoblastenleukämien der Fall sein kann, und zur Diagnostik einer AML mit der FAB-

Gruppe M7. Auch zur Erkennung einer bilineären Leukämie oder einer biphänotypischen 

Leukämie ist die Immunphänotypisierung hilfreich.[87] 

Die Zytogenetik ist die Methode mit der wichtigsten prognostischen Bedeutung und sollte 

deswegen bei jedem Patienten durchgeführt werden.[27, 76] Bei etwa 50 % der erwachsenen 

Patienten lässt sich eine chromosomale Veränderung in der leukämischen Population 

finden.[126] Die verschiedenen Chromosomenaberrationen haben meist eine eigene 

Morphologie sowie einen eigenen charakteristischen klinischen Verlauf, weshalb sie die 

Grundlage für die WHO-Klassifikation sind. Die wichtigsten Anomalien sind: 

- die Translokation t(8;21) (q22;q22) mit dem Fusionsprotein AML1/ETO und die Inversion 

inv(16) (p13;q22) mit dem Fusionsprotein CBFβ/MYH11, welche die „core-binding“ 

Transkriptionsfaktoren CBFα und CBFβ betreffen, so dass die myeloide Differenzierung 

inhibiert wird.  
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- die Translokation t(15;17) (q21;q11) mit dem Fusionsprotein PML/RARα, das aus der 

Verschmelzung des  Retinolsäurerezeptors (RARα) mit dem möglicherweise als Tumor-

Suppressor wirkenden PML entsteht und durch Transkriptionsinhibition einen 

Differenzierungsstopp bewirkt. Die resultierende Promyelozytenleukämie (AML M3) kann 

aufgrund der Pathogenese gezielt mit all-trans-Retinolsäure (ATRA) therapiert werden. 

- Translokation, die das MLL-Gen (mixed lineage leukemia) auf Chromosom 11q23 mit über 

40 beschriebenen Translokationspartnern betreffen und zur mangelnden Differenzierung und 

Apoptose führen.  

- die Inversion inv(3) (q21q26) bzw. die Translokation t(3;3) (q21q26), welche meist mit 

einer Dysmegakaryopoese einhergeht 

- Aberrationen an Chromosom 5 und 7 

- die Trisomie 3 

Die Karyotypisierung erlaubt eine Analyse des gesamten Chromosomensatzes, ist aber 

begrenzt in ihrer Auflösung (eine sichtbare Bande entspricht 150 Genen) und ihrer Sensitivität 

(abhängig von der Anzahl an beurteilten Metaphasen). Die Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung (FISH) bietet zwar eine hohe Auflösung, eignet sich allerdings weniger als 

Screening-Methode, sondern nur bei gezielten Fragestellungen, z.B. Verlaufskontrollen einer 

bekannten Aberration. 

Obwohl 50 % der Patienten keine identifizierbaren Karyotypaberrationen aufweisen, können 

trotzdem molekulare Veränderungen vorliegen. Diese können durch molekulargenetische 

Analysen mit einer hohen Sensitivität und Spezifität gefunden werden, allerdings nicht im 

Rahmen eines Screenings, sondern wenn man gezielt nach bestimmten Mutationen sucht. 

Deshalb eignen sich molekulargenetische Detektionsverfahren vor allem zum Monitoring 

einer minimalen Resterkrankung (MRD) und zur Früherkennung von Rezidiven. Beispiele für 

molekulargenetische Mutationen bei der AML sind Längenmutation der FMS-ähnlichen 

Tyrosinkinase 3 (FLT3-LM) oder die partielle Tandemduplikation des MLL-Gens (MLL-

PTD).[53, 61, 68, 76] 

 

Der Karyotyp der leukämischen Zellen ist neben dem Alter des Patienten der wichtigste 

Prognosefaktor. Die Translokationen t(15;17), t(8;21) und die Inversion inv(16) sind mit einer 

guten Prognose assoziiert, während komplexe Aberrationen und Aberrationen der 

Chromosomen 3, 5, 7 und 11 eher eine schlechte Prognose bedeuten. Ein normaler Karyotyp 

und die Trisomie 8 sind mit einer intermediären Prognose assoziiert.[76]  
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1.3 Akute lymphatische Leukämie 

 
Ebenso wie die akute myeloische Leukämie ist die die akute lymphatische Leukämie (ALL) 

eine maligne Vorläuferzellerkrankung. Die entartete Zellpopulation besteht aus Blasten aus 

dem Knochenmark, dem lymphatischen System oder dem Thymus, die phänotypisch 

verschiedenen Reifestadien der lymphatischen Entwicklung entsprechen, jedoch funktionell 

inaktiv sind. Die Erkrankung entsteht durch genetische Läsionen in hämatopoetischen 

Vorläuferzellen, welche eine T-Zell- oder B-Zell-Entwicklung einschlagen werden. Diese 

Mutationen führen zu unbegrenzter Selbsterneuerung und Arrest auf einer Reifestufe. 

Die Inzidenz der ALL liegt bei 1,1/100 000 im Jahr. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 

12 Jahren und fast zwei Drittel aller Fälle werden bei Kindern diagnostiziert. Während unter 

intensiver Chemotherapie Heilungsraten bei Kindern von 85-90% erreicht werden, liegen 

diese im Erwachsenenalter bei 40-50 %, abhängig vom genetischen Subtyp und der klinischen 

Präsentation bei Diagnose. 

Zur Diagnosestellung der ALL gehört die Beurteilung der Blastenmorphologie, die 

Immunphänotypisierung mittels Durchflusszytometrie und die Identifikation zytogenetisch-

molekularer Aberrationen. Die French-American-British Co-operative Group unterscheidet 

drei ALL-Subtypen anhand von morphologischen Kriterien, die Gruppen L1, L2 und L3, 

wobei nur die Gruppe L3 durch die Übereinstimmung mit der reifen B-ALL klinisch 

bedeutsam ist. Diese Unterteilung wurde von der World Health Organization durch eine auf 

Immunphänotypisierung basierende Klassifikation abgelöst  (Tabelle 4). Dabei erfolgt 

zunächst eine Zuordnung zur B- oder T-Linie. Weiterhin kann nach dem Reifegrad in pro-B-

ALL, c-ALL, prä-B-ALL und reife B-ALL sowie in pro-T-ALL, prä-T-ALL und reife T-ALL 

differenziert werden. Von therapeutischer Konsequenz ist allerdings nur die Unterteilung in 

Vorläufer-B-ALL, reife B-ALL und T-ALL.[36, 82, 144] 
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Tabelle 4: Immunphänotypische Klassifikation der ALL.[82] CALLA, common ALL antigen. 

B-Linien-ALL T-Linien-ALL 

Pro-B-ALL CD19/CD79a/CD22 Pro-T-ALL CD7 

Common ALL CD10 (CALLA) Prä-T-ALL CD2, CD5, CD8 

Prä-B-ALL zytoplasmatisches IgM Kortikale T-ALL CD1a 

Reife B-ALL zytoplasmatisches oder 

Oberflächen-Ig, oder Ketten 

Reife T-ALL Oberflächen-CD3 (und ein 

anderer T-Zell-Marker) 
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1.4 Endomucin 

 
Endomucin ist ein Typ I integrales Membranprotein und gehört wie CD34 zur Klasse der 

Sialomucine. Mucine sind Glykoproteine mit einem hohen Anteil an O- und N-glykosidisch 

gebundenen Oligosacchariden (60-90% Kohlenhydrate 1,4,7) und einem hohen 

Molekulargewicht (2-20 x 105 Da).[72, 79, 149] Das charakteristische Merkmal von Mucinen sind 

Tandem-repeat-Domänen als Grundgerüst des Moleküls: Wiederholungen von Serin-, 

Threonin- und Prolinreichen Sequenzen, wobei die Serin- und Threoninreste als O-

Glykosylierungsstellen fungieren.[122, 149] 

 

Während Mucine zunächst nur als Hauptkomponente des von Epithelzellen sezernierten 

Mucus bekannt waren, wurde später gezeigt, dass einige Zelloberflächen-assoziierte Mucine 

integrale Membranproteine sind.[122, 149, 162] So lassen sich Mucine klassifizieren in 

membrangebundene Proteine mit Tandem-repeats, sezernierte Proteine mit Tandem-repeats 

und Mucine ohne Tandem-repeats, zu denen auch Endomucin gehört.[149]   

Eine andere Möglichkeit der Einteilung ist die Unterscheidung zwischen Epithelialen 

Mucinen (MUC-1 bis MUC-8) und Leukozyten/Endothelialen Mucinen, welche auch 

Sialomucine genannt werden und Sialinsäure enthalten.[18, 156] 

Die Funktion von Mucinen wird durch ihre dichte Besetzung mit O-glykosidisch gebundenen 

Seitenketten bestimmt. Diese verlängern das Gerüst der Mucine so sehr, dass sie aus der 

Glykokalix herausragen und optimal von außen erreichbar sind. Dadurch können Mucine 

einer Zelle pro-adhäsive und anti-adhäsive Eigenschaften verleihen. Anti-adhäsive 

Wechselwirkungen entstehen durch ihre negative Ladung  und ihre komplexe Struktur. Pro-

adhäsiv wirken Mucine, indem sie als Liganden für Zellen dienen, die entsprechende 

Rezeptoren besitzen.[156] Auf Epithelzellen sezerniert, etablieren Mucine so - neben einer 

Erhöhung der hygroskopischen Eigenschaft von Mucus - eine selektive molekulare Barriere 

gegen Pathogene und beeinflussen als Membranproteine im Rahmen der Zell-Zell-Interaktion 

und Signaltransduktion entzündliche Prozesse, Differenzierung, Reifung, Aktivierung von B-

und T-Zellen und Metastasierung.[54, 72, 79, 81] 

 

Endomucin wurde erstmals 1999 bei Mäusen auf der Suche nach Endothel-spezifischen 

Antigenen mittels Expression Cloning identifiziert. Morgan et al. entwickelten monoklonale 

Antikörper gegen Oberflächenmoleküle einer Maus-Endotheliom-Zelllinie und entdeckten 
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dabei ein 75 kDa großes Oberflächenantigen, welches sich spezifisch auf Endothelien in 

jedem Gewebe des Körpers finden ließ. 

Murines Endomucin wurde charakterisiert als ein 248 Aminosäuren langes Typ I integrales 

Membranprotein, codiert durch einen ORF von 744 Basenpaaren, das eine 157 Aminosäuren 

lange extrazelluläre Domäne, eine 23 Aminosäuren lange transmembranöse Domäne und eine 

48 Aminosäuren lange zytoplasmatische Domäne besitzt. N-terminal wird Endomucin bis 

nach der Insertion des Peptids in das Endoplasmatische Retikulum durch eine 20 

Aminosäuren lange Signalsequenz flankiert. In der zytoplasmatischen Domäne sind 3 putative 

Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen, was an eine Involvierung von Endomucin in die 

Signaltransduktion denken lässt. 35 % der Aminosäuren in der extrazellulären Domäne 

weisen Serin- und Threoninreste auf, welche auf eine mögliche Mucin-typische starke O-

Glykosylierung hinweisen. Des Weiteren enthält die extrazelluläre Domäne zwei Stellen, an 

denen eine N-Glykosylierung stattfinden könnte. Für die Zugehörigkeit von Endomucin zur 

Gruppe der Sialomucine spricht die Sensitivität von murinem Endomucin für O-

Sialoglykoprotein Endopeptidase sowie die dichte Bestückung mit Sialinsäure-reichen O-

glykosidisch gebundenen Kohlenhydratseitenketten, welche für die Formation des Epitops 

notwendig sind. Die Reduktion des Molekulargewichts bei Entfernung der 

Kohlenhydratseitenketten weist ebenfalls auf eine dichte Glykosylierung von Endomucin 

hin.[123] 

Kinoshita und Kollegen berichteten 2001 von zwei cDNA-Sequenzen für humanes 

Endomucin, Endomucin-1 und -2 genannt.[93] Das humane Endomucin –1 wurde später von 

Samulowitz et al. dahingehend korrigiert, dass es sich um ein murines Gen handelt und somit 

dem ebenfalls von Kinoshita identifizierten murinem Endomucin –1 entspricht, welches 39 

Nukleotide mehr besitzt als die murine Variante von Morgan et al.[151, 172]  

 Sowohl die murine als auch die humane Variante gemäß Kinoshita kodieren für ein Protein 

aus 261 Aminosäuren mit einer berechneten molekularen Masse von 27,8 und 27,5 kDa. In 

glykosyliertem Zustand erhöht sich das Molekulargewicht auf 80-100 kDa  bei murinem und 

90-120 kDa bei humanem Endomucin, da beide Proteine in der extrazellulären Domäne reich 

an Serin-, Threonin- und Prolinresten sind. Die Aminosäuresequenzen von murinem und 

humanen Endomucin zeigen insgesamt eine Homologie von 53%, die meisten 

Übereinstimmungen lassen sich in der zytoplasmatischen Domäne mit 96% und in der 

transmembranösen Domäne (86%) finden; die Signalsequenzen haben eine Homologie von 

40% und die extrazelluläre Domäne von 38%. Subzelluläre Lokalisationsversuche und das 
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Vorhandensein einer putativen transmembranösen Komponente legen nahe, dass Endomucin 

nicht sezerniert wird, sondern als Typ I integrales Membranprotein vorliegt.[93] 

Ueno et al. identifizierten insgesamt vier Varianten von murinem Endomucin, Endomucin -

1a, -1b, -1c und –1d genannt, indem eine „verschachtelte“ nested PCR mit cDNAs von E10.5 

dorsaler Aorta, erwachsener Niere und Herz angewandt wurde. Dabei zeigte sich, dass 

Endomucin –1a dem von Kinoshita vorgelegten murinem “Endomucin-1” entspricht und 

Endomucin –1b mit einer Deletion von 39 Nukleotiden bzw. 13 Aminosäuren in der 

zytoplasmatischen Domäne des Moleküls mit der murinen Endomucin-Sequenz von Morgan 

et al. übereinstimmt. Endomucin –1c fehlt ein Fragment von 114 Nukleotiden aus der 

zytoplasmatischen Domäne von Endomucin –1a und Endomucin –1d weist sowohl die 39-

Nukleotid-Deletion von Endmucin –1b als auch die 114-Nukleotid-Deletion von Endomucin 

–1c auf. Ueno et al gehen davon aus, dass es sich bei allen vier Sequenzen um Splice-

Varianten aus demselben Endomucin-Gen handelt. Die Variante 1a wird dabei am stärksten 

exprimiert.[172] 

Im Rahmen ihrer Suche nach potentiellen Markern für Tumorangiogenese isolierten Liu, Shao 

et al. ebenfalls humanes Endomucin. Ihre Sequenzanalyse ergab, dass humanes Endomucin 

auf Chromosom 4 liegt, 21 stark basische Aminosäuren, 20 stark saure Aminosäuren, 78 

hydrophobe Aminosäuren und 106 polare Aminosäuren besitzt, die 36 Serinreste und 42 

Threoninreste beinhalten, und der isoelektrische Punkt bei 7,93 liegt. Aminosäuren 1-190 

stellen die extrazelluläre Domäne dar, Aminosäuren 191-214 den transmembranösen Teil und 

Aminosäuren 215-261 sind die zytoplasmatische Sequenz. Humanes Endomucin hat sechs N-

Glykosylationsstellen, neun Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen, vier Caseinkinase II 

Phosphorylierungsstellen und sechs N-Myristoylationsstellen, wovon drei Proteinkinase C- 

und eine Caseinkinase II-Stellen in der zytoplasmatischen Domäne lokalisiert sind. Liu, Shao 

et al. geben eine Homologie von humanem zu murinem Endomucin von 63% auf dem 

Nukleotid-Level und 49% auf dem Peptid-Level an.[108]  

2002 veröffentlichten Samulowitz et al. neben der von Kinoshita et al identifizierten humanen 

Endomucin-Sequenz (“Endomucin-2”, open reading frame 783 bp/261 aa) drei weitere 

mögliche Splice-Varianten für humanes Endomucin (Abb. 3). Analog zu der von Ueno et al 

beschriebenen Splice-Varianten bei murinem Endomucin fehlt der zweitlängsten Isoform 

ebenfalls ein 13 Aminosäuren langes Exon (Exon 5). Die dritte mögliche Splicevariante c 

besitzt kein Exon 6, 7 und 8 und damit ebenso wie Isoform d (kein Exon 7 und 8) keine 

transmembranöse Domäne. Damit stellen die Isoformen c und d sezernierte Proteine dar 

sofern sie translatiert werden.[151] 
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Abb. 3: Schematische Darstellung der vier Splicevarianten von humanem Endomucin (nach [108, 151]). Die 

Formation enthält ein Signalpeptid von 16 AS (Aminosäuren) (#1-16, hellgrau hinterlegt) und eine 

transmembranöse Domäne von 24 AS (#191-214, dunkelgrau hinterlegt). Im zytoplasmatischen Teil sind drei 

Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen (#232-234, #236-238, #241-243) und eine Caseinkinase II-

Phosphorylierungsstelle gekennzeichnet. Isoform b fehlen AS #126-138, Isoform c AS #139-222 und Isoform d 

#170-222.  

 

 

 

Wie bereits erwähnt, wurde murines Endomucin zunächst auf vaskulären 

Endothelzelloberflächen in zahlreichen Geweben erwachsener Mäuse entdeckt, darunter 

Venen und Kapillaren, allerdings nicht Aorta und Arteriolen.[123] Beim Menschen ist 

Endomucin zusätzlich auch, aber schwächer, auf arteriellen Endothelien exprimiert und lässt 

sich somit besonders gut in gefäßreichen Organen wie Herz, Niere und Lunge detektieren.[93, 

99, 108] Weiterhin konnte Endomucin auf der luminalen Seite von high endothelial venules 

(HEV, hochendotheliale Venolen) in lymphatischen Organen nachgewiesen werden, 

allerdings durch spezielle Oligosaccharide spezifisch modifiziert.[89, 151] 

Expressionsanalysen für Endomucin in Geweben aus verschiedenen Entwicklungsstufen des 

Mausembryos ergaben, dass Endomucin schon ab embryo day 8.0 (Entwicklungsstufe des 8 

Tage alten  Mausembryos) auf Kapillaren und größeren Blutgefäßen exprimiert wird. Ab 
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embryo day 8.5-11.0 wird Endomucin auf dem Endothel der dorsalen Aorta sowie auch auf 

nicht-endothelialen Zellen gebildet, nämlich auf putativen hämatopoetischen Progenitorzellen 

in Zellclustern assoziiert zur luminalen Oberfläche. Allerdings reduziert sich die Expression 

von murinem Endomucin auf der Aorta während der weiteren Entwicklung des Embryos und 

ist ab embryo day 15.5 und auf der Aorta der erwachsenen Maus nur noch fokal und schwach 

nachweisbar.[18, 172] 

Im Knochenmark der Maus stießen Matsubara et al. auf Endomucin auf nicht-liniengeprägten 

hämatopoetischen Zellen mit murinem HSC-Phänotyp, nämlich auf CD34- c-Kit+ Sca-1+ Lin- 

Zellen. Endomucin+ CD34- c-Kit+ Sca-1+ Lin- Zellen zeigten die höchste Effizienz in der 

Bildung von Kolonien und hatten die höchste multilineare Differenzierungskapazität. Im in 

vivo Modell etablierten nur Endomucin-positive Zellen nach Transplantation eine stabile 

Langzeitrepopulation. Ähnliche Ergebnisse konnten für Endomucin-positive hämatopoetische 

Zellen im Maus-Embryo gezeigt werden.[114] Ob eine Expression von Endomucin auf 

humanen hämatopoetischen Zellen stattfindet, konnte bisher noch nicht geklärt werden.   

Samulowitz und Koll. beschrieben Endomucin ebenfalls auf dem Endothel von 

Lymphgefäßen ansässig sowie auf dem Epithel und auf ekkrinen und apokrinen Drüsen der 

Haut.[151] Die Expression auf nicht-endothelialen Zellen wurde allerdings durch Kuhn et al. 

bei der Untersuchung der Verteilung von  Endomucin in humaner Haut nicht bestätigt.[99] 

Auf allen anderen Zelltypen des Körpers ist Endomucin nicht zu lokalisieren[18, 151] und ist 

somit ein für Endothel und, zumindest bei der Maus, für primitive hämatopoetische Zellen 

spezifisches Antigen. 

 

Die Frage nach der Funktion von Endomucin ist noch nicht vollständig geklärt. Abhängig 

vom Zelltyp, auf dem es exprimiert wird, sowie von seiner Glykosylierung und Sulfatierung 

scheint Endomucin verschiedene, teilweise sogar entgegengesetzte Rollen zu spielen.  

Auf Endothel-Zellen konnte für Endomucin im Rahmen von Rollen (engl. Rolling, temporäre 

Anheftung) und Adhäsion von Leukozyten eine pro-adhäsive Funktion nachgewiesen werden. 

Mit entsprechender Glykosylierung ist Endomucin als Träger des MECA-79-Epitops Ligand 

für L-Selektin, ähnlich dem strukturell eng verwandten CD34.[7, 89, 151] MECA 79 definiert 

eine Gruppe von Oligosacchariden, die zusammen ein L-Selektin-reaktives Epitop bilden und 

auf Glykoproteinen auf der Endotheloberfläche von HEVs vorkommen. Dort vermitteln sie 

das Auswandern von Lymphozyten in periphere Lymphknoten.[161] Endomucin lässt sich 

sowohl von Antikörpern gegen L-Selektin als auch gegen MECA-79 anfärben. Da 

Endomucin auf Venen aller untersuchter Gewebe vorkommt, könnte es bei chronischen 
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Entzündungen durch die Ausbildung des MECA-79-Epitops für die Leuko-Diapedese von 

Bedeutung sein. In der Tat unterstützt Endomucin in vitro L-Selektin-abhängiges Rolling 

unter physiologischen Bedingungen, wenn entsprechende Kohlenhydrat-modifizierende 

Enzyme vorliegen.[89]  

Andere Studien weisen auf eine anti-adhäsive Wirkung von Endomucin hin. Überexpression 

von Endomucin inhibiert die Adhäsion von humanen embryonalen Nieren-Zellen und 

Endothelzellen zur Oberfläche der Petrischale sowie die Zell-Zell-Aggregation dieser Zellen. 

Durch die vorherige Beschichtung der Kulturschale mit Proteinen der extrazellulären Matrix 

wie Laminin, Kollagen-I und Fibronectin konnte dieser Effekt aufgehoben werden. Da auch 

der Proteinkinase-Inhibitor Staurosporine den anti-adhäsiven Effekt von Endomucin 

unterdrückt, ist eine Beteiligung von Endomucin in intrazellulären anti-adhäsiven 

Signalgeschehnissen wahrscheinlicher als eine physikalische Verhinderung von 

Zellkontakten.[93, 172] Die anti-adhäsive Rolle von Endomucin wäre im Zusammenhang der 

Ablösung früher HSCs von ihrem Ursprungsgewebe, der dorsalen Aorta, plausibel. Darüber 

hinaus wurde entgegen den Ergebnissen von Samulowitz et al. gezeigt, dass die Endomucin-

Expression auf ruhenden, nicht-entzündeten Endothel-Zellen die Adhäsion von neutrophilen 

Granuloyzten in vitro verhindert und durch pro-inflammatorische Zytokine herunterreguliert 

wird.[184]  

Weiterhin ist wie bei CD34 eine Involvierung von Endomucin in die Signaltransduktion 

möglich,[164] denn Endomucin weist 3 putative Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen und 

eine Caseinkinase II-Phosphorylierungsstelle auf.[108, 123] Auch die große Homologie der 

zytoplasmatischen Domäne zwischen murinem und humanem Endomucin unterstützt diese 

Hypothese. Außerdem scheint Endomucin eine wichtige Rolle in der Angiogenese zu spielen, 

da endotheliales Zellwachstum, Migration und Röhrenbildung nach Unterdrückung seiner 

Genexpression beeinträchtigt waren.[90, 137]  
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2 Zielsetzung 

 
Das Sialomucin Endomucin ist in seiner Eigenschaft als Marker von Endothelien entlang des 

Gefäßbaums hinreichend untersucht und etabliert. Das Vorkommen von Endomucin auf 

Zellen des hämatopoetischen Systems wurde bis jetzt lediglich in einer Studie von Matsubara 

et al. beschrieben und zwar nur für die Hämatopoese der Maus. Über Vorkommen und Rolle 

auf humanen Blutzellen ist bisher nichts bekannt. 

Wesentliches Ziel vorliegender Arbeit ist zu klären, ob Endomucin tatsächlich eine Rolle als 

Oberflächenmarker in der murinen und humanen Hämatopoese spielt und  welchem Reifegrad 

diese Zellen angehören. Da humane hämatopoetische Stammzellantigene selten sind und 

bisher die Kombination von mehreren Positiv- und Negativmarkern nur eine Anreicherung 

von hämatopoetischen Stammzellen erlaubt, jedoch keine reine HSC-Population identifizieren 

kann, ist von großem Interesse, ob Endomucin ähnlich dem ihm verwandten Sialomucin 

CD34 auf Zellen, die nach immunphänotypischer und funktioneller Definition 

hämatopoetische Stammzellen darstellen, exprimiert wird.  

Die Endomucin-Produktion soll dazu auf mRNA-Level, Proteinlevel und auf der 

Zelloberfläche untersucht werden. Herausselektierte Endomucin-positive Zellen sollen in in 

vitro und in vivo Funktionsanalysen auf typische Stammzelleigenschaften hin untersucht 

werden, nämlich Selbsterneuerungsfähigkeit, Proliferations- und Differenzierungsfähigkeit 

sowie Rekonstitution aller Blutzellen bei Individuen in Aplasie. 

 

Der zweite Teil vorliegender Arbeit beschäftigt sich mit der möglichen Relevanz von 

Endomucin in der Klinik. Ist Endomucin Oberflächenmolekül auf HSCs, ist auf diesem 

Befund aufbauend zu analysieren, ob Endomucin auch auf Zellen hämatopoetischer 

Stammzellerkrankungen wie der akuten myeloischen Leukämie und der akuten lymphatischen 

Leukämie vorkommt. Darüber hinaus sollen mittels Korrelationsanalysen Zusammenhänge 

zwischen Endomucin-Expression und den Parametern verschiedener Krankheitsverläufe der 

AML ermittelt werden.  
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3 Material und Methoden 

 
3.1 Material 

 
3.1.1 Geräte 

 

ABI PRISM 7700 Sequence Detector PE Applied Biosystems, Foster City, USA 

Begasungsbrutschrank Cytoperm Heraeus Sepatech, Osterode 

Bio Dancer New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, USA 

BioPhotometer Eppendorf, Hamburg 

Blockthermostat BT200 Kleinfeld Labortechnik, Gehrden 

Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg 

Centrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 

Cleanbench Hera Safe Heraeus Sepatech, Osterode 

Cryofuge M 7000 Heraeus Sepatech, Osterode 

Elektroporationsküvetten Eurogentec, Seraing, Belgien 

Elektrophoresekammer Sub Cell GT BioRad, München 

Entwicklermaschine Agfa Curix 60 Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgien 

EpiChemie3 Darkroom Intas, Göttingen 

FACS Calibur Becton Dickinson, San José, USA 

FACSvantage SE Systems Becton Dickinson Labware, San José, USA 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan Zeiss, Göttingen 

Innova 4230, Refrigerated Incubator 
Shaker 

New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, USA 

Labofuge M Heraeus Sepatech, Osterode 
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Mastercycler personal Eppendorf, Hamburg 

Mikrowelle AEG, Nürnberg 

Mini-Protean II Bio-Rad, München 

Phasenkontrastmikroskop IMT-2 Olympus, Hamburg 

Phasenkontrastmikroskop IM 35 Zeiss, Jena 

pH-Meter MP225 Mettler-Toledo GmbH, Schwerzenbach, Schweiz 

Pipettboy Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald 

Pipette Typ Reference 1-10 µl, 10-100 
µl, 20-200 µl, 100-1000 µl 

Eppendorf, Hamburg 

Pipetus-Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Power Pac 200/300 Bio-Rad, München 

Pulse Generator EPI 2500 Dr. Fischer, Heidelberg 

Research Pipetten Eppendorf, Hamburg 

Sigma 4K15 Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode 

Sterilbank VFB 1806 Clan Laf, Dänemark 

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg 

UV-1202 Spectrophotometer Shimadzu 

UV-Transilluminator Gel Doc 1000 Bio-Rad, München 

Vortex VF2 IKA-Labortechnik, Staufen 

Waage Mettler AM100 Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Waage Mettler PM2000 Mettler-Toledo GmbH, Gießen 

Wasserbad Typ 1004 GFL mbH, Burgwedel 

Zählkammer Thoma, Tiefe 0,100 mm, 
0,0025 mm2 

Marienfeld laboratory glasware, Lauda-
Königshofen 
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3.1.2 Kunststoffwaren und Einwegartikel 

 

96-Well-PCR-Platten Abgene, Epsom, Großbritannien  

Amersham HyperfilmTM ECL GE Healthcare Home 

FACS-Tubes Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 

USA 

Falcon Blue Max Centrifuge Tubes (15 
ml und 50 ml) 

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 
USA 

Falcon Serologische Pipetten Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 

USA 

Filter Millex-GV, Millex-FG Millipore  

Gel Blotting Paper Schleicher & Schuell BioScience GmbH, 
Dassel 

Halb-Mikro-Küvetten, 10x4 mm Sarstedt, Nümbrecht 

Immobilon™PVDF Transfer Membran Millipore Corporation, Bedford, USA 

Injekt® Solo Einmalspritzen steril B/Braun Melsungen AG, Melsungen 

MicroAmp Optical 96- well reaction 

plate 

PE Applied Biosystems, USA 

MicroAmp Optical caps PE Applied Biosystems, USA 

Millipore low protein filter, Ø 0,4 µm Millipore, Corporation, Bedford, USA  

Nunc Cryotubes Nunc GmbH, Wiesbaden 

PCR-Reaktionsgefäße 0,2 ml Biozym, Hessisch Oldendorf 

Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1 ml und 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

Round Bottom Tubes Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, 
USA 

Pipettenspitzen Sarstedt, Nümbrecht 

Plastikware für die Zellkultur NUNC Brand Products, Roskilde, Dänemark 
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SDS-PAGE Ready Gel, 4%, 15% BioRad, München 

Sterican® Einmal-Injektions-Kanülen B/Braun Melsungen AG, Melsungen 

 

 

3.1.3 Programme und Datenbanken 

 

Adobe® Illustrator® Adobe® Systems Inc. San Jose, USA 

Adobe® Photoshop® Adobe® Systems Inc. San Jose, USA 

Cellquest® Becton Dickinson, Heidelberg 

Chromas http://www.technelysium.com.au/chromas.html 

EndNote X Thomson 

Microsoft® Office Excel 2003 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Microsoft® Office Word 2003 Microsoft Corporation, Redmond, USA 

NEBcutter V2.0 http://tools.neb.com/NEBcutter2/ 

NCBI Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 

Primer Express® Applied Biosystems 

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov 

Sequence Detector v1.6 Applied Biosystems, USA 

SPSS 16.0 SPSS Inc., Chicago, USA 

 

 

3.1.4 Chemikalien und Reagenzien 

 

10x DNAse I Reaktionspuffer  New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

10× Puffer 2  New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

10× Puffer 3 New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 
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40 % Glucose-Lösung (steril) B/Braun Melsungen AG, Melsungen 

5× LR ClonaseTM-Reaktions-Puffer Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

5× T4 DNA-Ligase Puffer Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

5-Amino-2,3-dihydro-1,4-Phtalzinedion Sigma, Taufenkirchen 

Agar  Difco, Detroit, USA 

Agarose  Eurogentec, Seraing, Belgien 

Ampicillin Sigma, Taufenkirchen 

ß-Mercaptoethanol Sigma, Taufenkirchen 

Buprenorphin (Temgesic®) Essex Pharma GmbH, München 

Biocoll-Trennlösung  Biochrom AG, Berlin 

Bovines Serumalbumin (BSA)  New England Biolabs, Ipswich, MA, USA 

Bromphenolblau  Sigma, Taufkirchen 

Carprofen (Rimadyl®) Pfizer Pharma GmbH, New York, USA 

Chloroform Merck, Darmstadt 

dATP, dTTP, dCTP, dGTP (100 mM) Eppendorf, Hamburg 

Desoxycholat Sigma, Taufenkirchen 

DEPC (Pyrokohlensäurediethylester) Canberra-Packard GmbH, Dreieich 

dH2O Zentralapotheke der Universitätskliniken, Münster 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, Taufenkirchen 

Ethanol 99,8% Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe  

Ethidiumbromid  Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäuresalz (Na-

EDTA) 

Serva, Heidelberg 

FACS Lysing solution Becton Dickinson, Heidelberg 
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Heparin (Liquemin®) Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz 

HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazin-ethansulfonsäure) 

Serva, Heidelberg 

Isopropanol Zentralapotheke der Universitätskliniken, Münster 

Isotone Kochsalzlösung 0,9 % B/Braun Melsungen AG, Melsungen 

Kanamycin-Disulfat Merck, Darmstadt 

Lipofectamine™ Transfection Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Lymphoprep™ Axis-Shield, Oslo, Dänemark 

Methanol  Honeywell, Morristown, NJ, USA 

M-MLV-RT 5x-Reaktionspuffer Promega GmbH, Mannheim 

Natriumnitrat (NaN3) Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat  Aldrich, Steinheim 

NP40 (Igepal CA-630) Sigma, Taufenkirchen 

p-coumaric acid Sigma, Taufenkirchen 

Pfu 10× Reaktionspuffer Promega GmbH, Mannheim 

PLUS™ Reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Polybrene® Sigma-Aldrich, Milwaukee, USA 

Proteinase Inhibitor CompleteTM Boehringer, Mannheim 

Propidiumiodid  Sigma, Taufenkirchen 

qPCRTM Mastermix for SYBR® Green I 
QGS 

Eurogentec, Seraing, Belgien 

qPCRTM Mastermix Quick Gold Star Eurogentec, Seraing, Belgien 

Random Primer (3µg/µl) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Sephadex G-50 GE Healthcare Home 

SDS (Natriumdodecylsulfat)  Sigma, Taufenkirchen 
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Tris Base Sigma, Taufenkirchen 

Tris-HCl Sigma, Taufenkirchen 

TRIzol® Reagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Trypanblau  Serva, Heidelberg 

Trypsin  Gibco, Carlsbad, CA, USA 

Tween-20 Merck, Darmstadt 

Xylen Cyanol FF Sigma, Taufenkirchen 

 

Nicht aufgeführte Standardchemikalien waren von höchstem käuflichen Reinheitsgrad und 

stammten von den Firmen Sigma-Aldrich (Milwaukee, USA), Amersham Pharmacia 

(Freiburg), Serva (Heidelberg), Riedel-de-Häen (Seelze), Bio-Rad (München) oder Merck 

(Darmstadt). 

 

 

3.1.5 Zellkulturmedien und Zusätze 

 
Tabelle 5: Verwendete Medien und Zusätze. 

Medium/Zusatz Hersteller 

GIBCO®RPMI 1640 Medium ohne L Glutamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

RPMI 1640 Medium mit 20 mM HEPES Biochrom AG, Berlin 

Fötales Kälber Serum (fetal calf serum, FCS) 

(vor Verwendung 30 min bei 56°C 

hitzeinaktiviert) 

PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

Penicillin/Streptomycin (100x) 

10000 U, 10 mg/ml in PBS 

PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

L-Glutamin  

29,3 mg/ml in normal saline (200 mM) 

PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

Natriumpyruvat (100 mM) Biochrom AG, Berlin 
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WEHI (IL3-haltiger Überstand der Zelllinie WEHI 

3B) 

Kultivierung von WEHI 3B in IMDM mit 10% FCS, 1 

% Penicillin/Streptomycin und ß-Mercaptoethanol 

(2,5x105 M), Zentrifugation (400 g, 5 min), 

Sterilfiltration, Lagerung bei -20 °C  

GIBCO® DMEM (high glucose) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

GIBCO® IMDM Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Complete Methylcellulose Medium with Agar 

Leukocyte Conditioned Media and Erythropoetin   

StemCell Technologies Inc, Vancouver, Kanada 

Metolose Shin-Etsu Chemical Co., Tokyo, Japan 

ES-Cell-FCS, an embryonalen Stammzellen 

getestet 

PAA Laboratories GmbH, Linz, Österreich 

Conditioned Medium (Überstand der murinen 

Fibroblastenzelllinie L-cells)  

Kultivierung von L-cells in DMDM mit 10% FCS, 1 % 

Penicillin/Streptomycin und 4mM Glutamin bis zur 

Konfluenz. Waschen der Zellen mit PBS, Inkubation 

mit 2 ml Trypsin für 2-5 min und Aufnahme der Zellen 

in 8 ml PBS. Je 300 µl der Suspension werden in 10 ml 

DMEM gegeben und bei 37 °C kultiviert. Abnahme 

des Überstands nach 4 Tagen (Charge 1) und nach 7 

Tagen (Charge 2). Sterilfiltration der Chargen und 

Mischen im Verhältnis 1:2. 

IL-3 Eigene Herstellung des Labors für molek. 

Hämatologie/Onkologie der med. Klinik und Poliklinik 

A, UKM 

Humanes rekombinantes Erythropoetin Sigma, Taufenkirchen 

Transferrin Eigene Herstellung des Labors für molek. 

Hämatologie/Onkologie der med. Klinik und Poliklinik 

A, UKM 

Lipids cholesterol rich Sigma, Taufenkirchen 

Linoleic Acid, Oleic Acid, Arachidinic Acid Sigma, Taufenkirchen 

Monothioglycerol Sigma, Taufenkirchen 

Humanes rekombinantes Insulin Sigma, Taufenkirchen 

Humanes rekombinantes IL-6 CellSystems Biotechologie, St. Katharinen 

Rekombinanter muriner Stammzellfaktor CellSystems Biotechologie, St. Katharinen 
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3.1.6 Hergestellte Puffer und Lösungen 

 

5x Running-Buffer (pH 8.3) 0,125 M Tris Base 

0,96 M Glycin 

0,5 % SDS 

in ddH2O 

  

5x SDS gel loading Buffer (Laemmli-

Buffer) 

1 M Tris-HCL (pH 6.8) 2,5 ml 

SDS 3,75 g 

Glycerol 12,5 ml 

Bromphenol 50 mg 

ß-Mercaptoethanol 500µl add 50 ml H2O 

  

50x TAE-Puffer 242 g Tris-Base 

51 ml Eisessig 

50 µM EDTA 

aufgefüllt auf 1 l H2O  

  

6x DNA-Ladepuffer 0,25 % Bromphenolblau 

0,25 % Xylen Cyanol FF 

30 % Glycerol 

  

Ammoniumchlorid-

Kaliumhydrogencarbonat- (AKC-) 

Puffer 

4,145 g NH4Cl 

0,5 g KHCO3 

 0,0186 g EDTA ad 500 ml H2O 

  

DEPC-Wasser 1:1000 DEPC in Wasser, zweimal autoklaviert 

  

dNTPs (10 mM) 10 µl dATP, 10 µl dTTP, 10 µl dCTP, 10 µl dGTP 

60 µl H2O 
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Enhancer 0,11% (w/v) p-coumaric acid in DMSO 

  

FACS-Puffer 0,5 % humanes Serumalbumin 

 0,1 % NaN3 in PBS 

  

LB-Medium und –Agar 12,5 g LB 

7,5 g Agar (nur für Platten) 

500 ml H2O 

  

Luminol 0,025 %  (w/v) 5-Amino-2,3-dihydro-1,4-Phtalzinedion 

in 0,1 M Tris (pH 6,8) 

  

Methylcellulose nach Dr. F. Kiefer 

(MPI Münster), selbstsynthetisiert 

(Ansatz mit 90 ml) 

50 % Methylcellulose 

10 % ES-Cell-FCS 

5 % BSA 

15 % Conditioned Medium 

1,5 % IL3 

0,76 % Transferrin 

0,05 % Erythropoetin 

0,1 % Lipid (cholesterol rich) 

0,025 % Lipid (Linoleic Acid, Oleic Acid, Arachidinic 

Acid) 

0,1 % Monothioglycerol 

0,1 % humanes rekombinantes Insulin 

0,011% humanes rekombinantes IL6 

0,0125 % rekombinanter muriner Stammzellfaktor 

mit IMDM auf 100 % auffüllen 
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Milchpulverlösung 1:20 Milchpulver in PBST 

  

PBS 0,8 % (w/v) NaCl 

0,02 % (w/v) KCL 

0,025 % (w/v) KH2PO4 

0,135 % (w/v) KH2PO4•H2O 

  

PBST 0,1 % Tween-20 in PBS 

  

Proteinase Inhibitor 1 Tablette Proteinase Inhibitor CompleteTM in 2ml H2O 

auflösen 

  

Radioimmunoprecipitation assay 

Puffer (RIPA-Puffer) 

150 mM NaCl 

1 % NP 40, 

0,5 % Desoxycholat 

0,1 % Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 

50 mM Tris (pH 8.0) 

  

Self-made Luminol 1,6 ml Luminol 

25 µl Enhancer 

2,5 µl H2O2 

  

SOB-Medium 20 g/l Bactotrypton 

5 g/l Yeast Extract 

10 mM NaCl 

2,5 mM KCl 

10 mM MgCl2 

10 mM MgSO4  
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SOC-Medium 20 mM MgCl2 

10 mM MgSO4 

2 mM Glukose in SOB-Medium 

  

Transferpuffer  3,03 g Tris-Base 

14,3 g Glycin 

200 ml Methanol 

800 ml ddH2O 

 

 

3.1.7 Enzyme 

 

BamH1 New England Biolabs, Ipswich, USA 

  

DNase I (2 U/µl) New England Biolabs, Ipswich, USA 

  

LR ClonaseTM-Enzym-Mix  Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

  

M-MLV-Reverse Transkriptase H (-) 
Point Mutant (20 U/µl) 

Promega, Madison, USA 

  

Pfu DNA Polymerase (3 U/µl) Promega, Madison, USA 

  

RNAse OutTM Recombinant 
Ribonuclease Inhibitor (40 U/µl) 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

  

T4 DNA Ligase (3 U/µl) Promega, Madison, USA 

  

Taq DNA Polymerase QIAGEN GmbH, Hilden 

  

XhoI New England Biolabs, Ipswich, USA 
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3.1.8 Primer und Oligonucleotide 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Invitrogen synthetisiert. 

 
Tabelle 6: Primer und Sonden für Real-time PCR und Sequenzierung. 

Name Sequenz (5’ to 3’) Basen 

hu-EMCN fw Primer GGG TGG AAA AAA TGC AAG CA 20 

hu-EMCN rev Primer GCA ATA ACC ACC GGC AAA AT 20 

hu-EMCN fw Primer 2 RT TGG TGG GTT TGT ACC GAA TGT 21 

hu-EMCN rev Primer 2 RT TCA GAC TGA GGT TGATCA TTT CCA 24 

hu Endomucin Probe FAM-TTC AGC AAC CAG CCG GTC TTA TTC CAG TA-

TAMRA 

29 

mu-EMCN fw Primer AAG ATT GCA ACC ACT CCA TCA A 22 

mu-EMCN rev Primer ACA ACC AGC GCG ATA ACC A 19 

fw RT GAPDH GAA GGT GAA GGT CGG AGT C 19 

rev RT GAPDH GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 20 

GAPDH Probe VIC-CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC-TAMRA 20 

Fw BamH1 pENTR1A Endomucin CGG GAT CCC GAT GGA ACT GCT TCA AGT GAC 30 

Rev XhoI pENTR1A Endomucin CCG CTC GAG CGG TCA GTT CTT GGT TTT TCC TTG 33 

 

 

3.1.9 Antikörper 

 
Tabelle 7: Verwendete Antikörper. 

Antikörper  Label Spender-

Spezies 

Herkunft Verwendung 

Verdünnung 

L6H10 Endomucin - Rat Dr. Friedemann Kiefer 

(Max-Planck-Institut für 

molekulare Biomedizin, 

Münster) 
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Purified IgG2a, κ 

Monoclonal Immunglobulin 

Isotype   

- Rat BD Biosciences 

Pharmingen 

Isotypenkontrolle 

AffiniPure Anti-Rat IgG (H+L) FITC Goat Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

FACS 

Sekundärantikörper 

Fragment AffiniPure F(ab’)2  Anti-

Rat IgG (H+L) 

Peroxidase Donkey Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

Westernblot 

α-Aktin - Mouse Sigma, Taufenkirchen Westernblot 

Fragment AffiniPure F(ab’)2  Anti-

Mouse IgG (H+L) 

Peroxidase Goat Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc. 

Westernblot 

CD34 (Anti-HPCA-2) PE Mouse Becton Dickinson 

Immunocytometry 

Systems 

FACS 

IgG1, κ PE Mouse BD Biosciences 

Pharmingen 

Isotypenkontrolle 

Anti-Human CD45 FITC Mouse BD Biosciences 

Pharmingen 

FACS 

 

IgG1, κ 

 

FITC 

 

Mouse 

 

BD Biosciences 

Pharmingen 

 

Isotypenkontrolle 

Anti-Mouse CD45 PE Rat BD Biosciences 

Pharmingen 

FACS 

IgG2b, κ PE Rat BD Biosciences 

Pharmingen 

Isotypenkontrolle 

 

 

3.1.10 Zelllinien 

 
Tabelle 8: Verwendete eukaryotische und prokaryotische Zelllinien. 

Zelllinie Beschreibung 

HL-60 Humane Zelllinie der akuten myeloischen Leukämie, promyelozytärer 

Zelltyp. C-Myc positiv[56] 
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KG-1 Humane Zelllinie der akuten myeloischen Leukämie, myeloblastärer 

Zelltyp[94] 

NB-4 Humane Zelllinie der akuten myeloischen Leukämie, promyelozytärer 

Zelltyp. Trägt t(15;17) PML-RARA Fusionsgen[102] 

U-937 Humane histiozytäre Lymphom-Zelllinie[163] 

Kasumi-1 Humane Zelllinie der akuten myeloischen Leukämie, myeloblastärer 

Zelltyp (AML FAB M2). Trägt t(8;21) AML1-ETO Fusionsgen[4] 

KCL-22 Humane Zelllinie der chronischen myeloischen Leukämie in Blastenkrise, 

Philadelphia-Chromosom positiv[98] 

32D-Zellen Murine myeloische Progenitor-Zelllinie. IL-3-abhängig[64, 173] 

CD34+ Zellen Humane hämatopoetische Knochenmark-Zellen, aufgereinigt auf CD34  

Escheria coli DH5α E.coli, Fα80dlacZΔM15, Δ(lacZYAaegF)U169, deoR, recA1, 

endA1, hsdR17 (rKi,mK+), phoA, supE44, α-thi-1, gyrA96, relA1 

PlateE-Zellen Retrovirus-Verpackungszelllinie mit stabil integrierten Kopien von viralen 

Strukturgenen (gag, pol, env) und EF1α-Promotor. Stammen von 293T-

Zellen (humane embryonale Nierenzellen) ab[124] 

SC1 Murine Fibroblasten-Zelllinien aus Wildtypmaus-Embryos[71] 

HMEC-1 Humane mikrovaskuläre Endothelzelllinie[2] 

HCT Humane kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie[170] 

HEK 293 Humane embryonale Nieren-Zelllinie[63] 

Hela Humane Zervix Adenokarzinom Zelllinie[153] 

Jurkat Humane Zelllinie der akuten lymphatischen Leukämie, T-lymphozytärer 

Zelltyp[62] 

K562 Humane Zelllinie der chronischen myeloischen Leukämie in Blastenkrise, 

Philadelphia-Chromosom positiv[110]  

mC6 2 Hybridomzelllinie[186] 

ML-1 Humane Zelllinie der akuten myeloblastischen Leukämie[133] 

MV4-11 Humane akute biphänotypische Leukämie-Zelllinie, B-lymphozytär und 

myelomonozytärer Zelltyp[101] 

U87 Humane neuronale Glioblastom-Zelllinie[142] 
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3.1.11 Patientenproben 

 

Patientenproben stammen von Patienten, welche in der Klinik und Poliklinik für Innere 

Medizin A, Universitätsklinikum Münster, behandelt wurden. Knochenmarksproben wurden 

von gesunden Spendern gesammelt. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete 

Nabelschnurblut erhielt ich durch die freundliche Unterstützung der Hebammen und Ärzte 

des Clemenshospitals Münster. Das Nabelschnurblut wurde bei einer natürlichen Geburt 

direkt nach der Abnabelung durch Punktion der Nabelvene gewonnen. Ein Ethikvotum für die 

wissenschaftliche Verwendung von Stammzellen gesunder Spender, Nabelschnurblut und 

Patientenproben liegen vor (Ethikvotum 2007-524-f-S, Ethik-Kommission der Ärztekammer 

Westfalen-Lippe und der Medizinischen Fakultät der Westfälischen Wilhelms-Universität 

Münster, 07.03.2008). 
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3.2 Zellbiologische Methoden 

 
3.2.1 Zellkultur 

 

Um standardisierte homogene Zelllinien kultivieren zu können, ist steriles Arbeiten mit einer 

mikrobiologischen Sicherheitswerkbank nötig sowie die Kultivierung bei 37 °C in 

wasserdampfgesättigter Atmosphäre mit 5 % CO2-Anteil in einem Inkubator. Als Medium für 

humane Zelllinien (HL60, NB4, Kasumi) wurde RPMI 1640 unter Zugabe von 10 % FCS 

(fetal calf serum), 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet. Die 32D 

Zellen wurden in RMPI 1640 mit 20 mM Hepes (komplettiert mit 10 % FCS, 1 % L-

Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Natriumpyruvat) und 10 % WEHI kultiviert. Für 

Plate E Zellen und SC1-Zellen wurde DMEM (High Glucose) mit 1 % L-Glutamin, 1 % 

Penicillin/Streptomycin und 10 % FCS eingesetzt.  

 

 

3.2.2 Gefrierkonservierung von Zellen  

 

Um Zellvorräte anzulegen wurden Zellen bei -80°C gefrierkonserviert. Dabei wurden die 

Zellen  nach Zentrifugation in einem Konservierungsmedium bestehend aus 1,8 ml FCS und 

10 % kryoprotektivem Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. Zum langsamen 

Herunterkühlen wurden die Kryoröhrchen mehrmals in Zellulose eingewickelt und dann bei -

80°C weggefroren. 

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz in 37°C warmen Wasserbad geschwenkt, in 10 ml 

Medium aufgenommen, zentrifugiert (400 g, 5 min, Raumtemperatur), der Überstand 

abgenommen und in dem entsprechenden Medium resuspendiert. 

 

 

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl 

 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer Zählkammer verwendet. Mit Hilfe einer 

Trypanblau-Färbung wurden tote Zellen markiert, da die Zellmembran toter Zellen defekt und 

somit durchlässig für Trypanblau ist. Die Zellzahl wurde nach der Auszählung der vier 

Großquadrate einer Neubauer Zählkammer folgendermaßen berechnet:   
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     X   =                                                                                                    

 
X = Zellkonzentration [Zellen/ml]; N = gezählte Zellzahl; Q = Anzahl der ausgezählten Großquadrate; VK  = 10-

4 ml (Kammervolumen über einem Großquadrat); VG = eingesetztes Gesamtvolumen [ml]; Vz = Volumen der 

eingesetzten Zellsuspension [ml] 

 

 

3.2.4 Aufbereitung von Nabelschnurblut mittels Ficollseparation 

 

Jeweils maximal 15 ml des Nabelschnurblutes wurden mit sterilem PBS auf 35 ml verdünnt. 

Mit dem verdünnten Nabelschnurblut wurden dann jeweils 15 ml Lymphoprep/ Biocoll-

Lösung vorsichtig überschichtet und bei 400 g 20 Minuten lang ohne Bremse zentrifugiert. 

Die sich daraufhin gebildete Interphase wurde entnommen, abzentrifugiert (400 g, 5 min, 

Raumtemperatur), mit 40 ml PBS gewaschen und mit 2 ml AKC-Puffer 5 min auf Eis 

inkubiert. Nach erneutem Waschen mit 40 ml PBS wurde das Pellet in 2ml RPMI-Medium 

aufgenommen und mittels Neubauer Zählkammer gezählt. Die Zellen wurden dann entweder 

zu RNA- oder Protein-Lysate weiterverarbeitet oder für Colony Assays verwendet.  

 

 

3.2.5 Colony Assay 

 

Die Koloniebildungsversuche gehören zu den funktionellen Assays und ermöglichen 

Aussagen zu Eigenschaften und hämatopoetisch-proliferativem Potential von Zellen, die dann 

als sogenannte Kolonien bildende Einheiten (colony-forming units, CFU) bezeichnet werden. 

 Aufgereinigte humane CD34+ Zellen bzw. mittels Ficollseparation aufgearbeitetes 

Nabelschnurblut wurden in PBS aufgenommen, gezählt und mit einer Färbung mit FACS-

Antikörpern gegen Endomucin und ggf. CD34 behandelt (s. Kap. 3.2.6). Anschließend 

wurden die Proben mittels eines Fluorescence-Activated Cell Sorter in Fraktionen sortiert. Je 

nachdem, welche Färbung angewandt wurde, waren dies eine Endomucin-

Oberflächenantigen-positive Fraktion, eine Endomucin-Oberflächenantigen-negative 

Fraktion, eine CD34-positive Fraktion oder eine CD34- und Endomucin-positive Fraktion. 

Die Fraktionen wurden in verschiedenen Zellzahlen (siehe Ergebnisse) eingesetzt, mit je 4 ml 

Humaner Methylcellulose Komplett kultiviert und je 1 ml auf einer 35 mm Petrischale 

N 
• 

VG 

Q • VK VZ 

 



Material und Methoden  47 

ausgestrichen (in dreifacher Ausführung). Nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen bei 37 °C 

und 5% CO2 erfolgte eine mikroskopische Quantifizierung der gewachsenen Kolonien sowie 

mehrere Replatings der Zellen. Hierfür wurde je 1ml PBS in jede der drei Petrischalen eines 

Ansatzes gegeben, die Methylcellulose der drei Petrischalen zusammengeführt und für 10 min 

bei 400 g und RT zentrifugiert. Der dabei entstandene Überstand wurde verworfen und das 

Pellet mit 500 µl PBS resuspendiert. Dann wurden die Zellkonzentrationen der verschiedenen 

Ansätze ermittelt und jeweils eine bestimmte Zellzahl der Ansätze auf 4 ml Humaner 

Methylcellulose Komplett gebracht. Danach erfolgte wie zuvor eine siebentägige 

Inkubationszeit mit nachfolgender Auswertung. Die Ergebnisse wurden auf einer weiteren, 

nach den Angaben von Dr. Friedemann Kiefer (Max-Planck-Institut für molekulare 

Biomedizin, Münster) selbstsynthetisierten Methylcellulose, welche eine individuelle 

Zytokingabe erlaubt, reproduziert (s. Kap. 3.1.6). 

 

 

3.2.6 Durchflusszytometrie 

 

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS= Fluorescence-Activated Cell Sorter) lassen sich 

die einzelnen Zellen einer Zellsuspensionen innerhalb eines Durchflusssystems hinsichtlich 

ihres Streulicht- und ihres Fluoreszenzverhaltens charakterisieren und zusätzlich noch 

sortieren. Dabei lassen sich über das Streulichtverhalten Aussagen zu Größe (forward angle 

light scatter, FSC) und Granularität (sideward angle light scatter, SSC) der einzelnen Zelle 

machen. Dadurch ist eine Diskrimination zwischen lebendigen Zellen und Zellschrott oder 

zwischen verschiedenen Zellpopulationen in einer gemischten Probe möglich. Anhand des 

Fluoreszenz-Musters können Aussagen über die spezifische Expression von 

Oberflächenantigenen einer Zelle gemacht werden.  

Dafür werden die Zellen mit monoklonalen Antikörper gefärbt, welche entweder selbst 

Fluorochrome-konjugiert sind oder primäre Antikörper für die relevante Spezifität, welche im 

nachfolgenden Schritt mit Fluorochrome-konjugierten Antikörpern gekoppelt werden. 

Übliche Fluorochrome sind FITC (fluorescein isothiocyanate) und PE (phycoerythrin) 

(Tabelle 7). 

Die Zellsuspension wird während der Messung über eine Kapillare aufgesogen und in einen 

feinen Flüssigkeitsstrahl innerhalb einer Hüllflüssigkeit umgewandelt, so dass die Zellen 

einzeln den Analysepunkt am Laser passieren. Das Laser-Licht wird gestreut und regt 

zusätzlich die Fluoreszenzfarbstoffe an. Photodetektoren messen sowohl das gestreute Licht 
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als auch die emittierten Photonen. Ein Computer kann die Daten analysieren und sowohl als 

ein- als auch als zweiparametrische Histogramme darstellen. Dabei können sog. „Regions of 

Interest“ (Gates) definiert werden, um gewisse Zellpopulationen für weitere Histogramme 

und Auswertungen auswählen zu können. Einige Durchflusszytometer sind zusätzlich noch in 

der Lage die so charakterisierten Zellen physikalisch zu trennen und zu sortieren. 

 

Zur Vorbereitung von Zellen für die FACS-Analyse wurden 1 x 106 Zellen mit PBS 

gewaschen und jeweils 5 x 105 Zellen mit dem monoklonalen Antikörper (rat-Endomucin-Ak 

(L6H10)) bzw. mit einer Isotypenkontrolle (IgG2a) 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Die 

verwendeten Antikörper werden im Kapitel 3.1.9 (Tabelle 7) im Detail erläutert. 

Anschließend wurden überschüssige Antikörper durch Waschen mit 500 µl PBS (Zentrifuge: 

400 g, 4°C, 5 min) entfernt. Das dabei gewonnene Zellpellet wurde mit dem sekundären 

Antikörper (anti-rat-Antikörper, FITC-konjugiert, 1µl auf 200 µl PBS) resuspendiert. Im Falle 

einer Doppelfärbung wurde hier noch ein weiterer Antikörper hinzugegeben (CD34-Ak (Anti-

HPCA-2), PE-konjugiert).  Es erfolgte eine weitere Inkubationszeit von 30 min bei 4°C und 

Dunkelheit. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen in 200µl PBS 

aufgenommen, in ein Messgefäß überführt und bis zur durchflusszytometrischen Analyse bei 

4°C im Dunkeln aufbewahrt, um ein Ausbleichen de Färbung zu verhindern.  

 

 

3.2.7 Transplantation in NOD/SCID-Mäuse 

 

Die Transplantation humaner Zellen in immunsupprimierte Mäuse dient als Modell zur 

Abschätzung der Langzeitrepopulationsfähigkeit hämatopoetischer Zellen und somit zur 

Identifikation und Charakterisierung von humanen Stammzellen, sowohl normale als auch 

leukämische.[103] Dabei sollte der Empfänger das Transplantat nicht durch eine 

Immunreaktion eliminieren und ein passendes Microenvironment für Engraftment und 

Differenzierung bieten. Bosma und Carrol entdeckten, dass Mäuse mit der Mutation im scid-

Gen einen schwerwiegenden Defekt der B- und T-Lymphozyten haben und etablierten SCID 

(= severe combined immune-deficient)-Mäuse in der Xenotransplantation. Der Defekt beruht 

auf einem Rekombinationsunvermögen für Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptor-Gene.[17] Da 

SCID-Mäuse noch eine Restimmunität besitzen durch Natürliche Killerzellen (NK-Zellen), 

das Komplementsystem und myeloide Zellen, wurden aus den SCID-Mäusen durch 

Rückkreuzung NOD (nonobese diabetic)/SCID Mäuse entwickelt. Diese weisen Defekte im 
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Komplementsystem sowie in der Makrophagenfunktion auf und haben geringere Anzahl an 

NK-Zellen. Aufgrund des Lymphozyten-Defekts bilden sie keinen Autoimmundiabetes 

aus.[157] Wegen ihrer guten Engraftment-Kapazität und der niedrigen benötigten Dosis an 

Transplantat-Zellen bilden NOD/SCID-Mäuse zur Zeit den Goldstandard für in vivo 

Hämatopoese-Modelle und primitive humane Vorläuferzellen mit dem Potential zur 

multilineären Repopulation in SCID und NON/SCID-Mäusen werden SCID repopulierende 

Zellen (SRC=SCID repopulating cells) genannt.[12, 88, 104, 116, 117] 

 

Alle Experimente wurden freundlicherweise durch Dr. Marc Hotfilder und seine 

Arbeitsgruppe (Pädiatrische Hämatologie/Onkologie, Universität Münster) gemäß 

Tierschutzgesetz § 8 Abs. 2 durchgeführt und unterlagen sterilen Bedingungen an einer 

mikrobiologischen Sicherheitswerkbank. Eine Genehmigung der Bezirksregierung Münster 

(Genehmigungsbescheid zur Durchführung von Versuchen an Wirbeltieren/Tierschutz vom 

14.04.2003, Az.: 50.0835.1.0 (G25/2003)) liegt vor. Die unter festgelegten mikrobiellen 

Konditionen und in individuell klimatisierten (HEPA-gefilterte Luft) Mikroisolatoren 

gehaltenen NOD/SCID-Mäuse wurden im Alter von 8-14 Wochen subletal mit einer Dosis 

von 3,75 Gy aus einer Cobalt-60-Quelle bestrahlt und am nächsten Tag transplantiert. Die zu 

transplantierenden auf CD34 aufgereinigten Knochenmarkszellen wurden aufgetaut und in 

einer Zellzahl von 2,3 x 107 Zellen entsprechend den Angaben in Kap. 3.2.6 mit einer FACS-

Färbung gegen Endomucin versehen und in eine Endomucin-Oberflächenantigen-positive und 

eine Endomucin-Oberflächenantigen-negative Sektion sortiert. Je Sektion wurden 2,5 x 104, 5 

x 104 und 1 x 105 Zellen in 0,5 ml RMPI-Medium mit 20 % FCS in je zwei Mäuse 

intrafemoral injiziert. Für die Transplantation wurden die Mäuse mit einem Isofluran-

Sauerstoff-Gemisch (2,5 % Isofluran und 0,5 l O2 pro Minute) anästhesiert und mit 3 µg 

Buprenorphin oder 50 ng Carprofen pro 10 g Körpergewicht via subkutaner Injektion 

analgesiert. Die Punktion fand am rechten Femur mit einer 25 oder 27 G Nadel statt. Bis zu 

30 µl Probenvolumen wurden mit einer 0,5 ml Insulinspritze (27 oder 30 G) langsam injiziert.  

Nach 6 Wochen wurden die Mäuse wieder mit einer 25 oder 26 G Nadel femoral punktiert. 

Knochenmark wurde mit einer 25 G Nadel aspiriert und in 400 µl PBS Puffer mit 10 % 

Heparin gelagert. 

Um die humanen hämatopoetischen Zellen in den transplantierten Mäusen zu quantifizieren 

und charakterisieren, wurde das aspirierte murine Knochenmark via Durchflusszytometrie 

ausgewertet. Dabei wurden zuerst die Erythrozyten lysiert (FACS Lysing solution) und die 

Zellen mit Antikörpern in sättigender Konzentration entsprechend den Anweisungen in Kap. 
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3.2.6 inkubiert. Humane anti-CD45-FITC-Antikörper sollten die humanen Zellen im murinen 

Knochenmark identifizieren, während murine anti-CD45-PE-Antikörper gegen murine 

Knochenmarkszellen gerichtet waren (Tabelle 7).    

 

 

3.2.8 Tissue Microarray-Herstellung und Immunhistochemie 

 

Tissue Microarrays (TMA) sind Zusammenstellungen verschiedener Gewebepräparate 

eingebracht in einen einzigen Paraffinblock. TMAs ermöglichen die Analyse von bis zu 1000 

Proben gleichzeitig. Durch Verwendung mehrerer Schnitte desselben TMA-Paraffinblocks 

kann die gleiche Gewebebiopsie sowohl histologisch, auf DNA- (Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung (FISH)), RNA- (RNA-in-situ-Hybridisierung) oder Protein-Level 

(Immunhistochemie (ICH)) untersucht werden.   

Für die Herstellung eines TMA werden morphologisch repräsentative oder blastenreiche 

Regionen einer in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeprobe (in diesem 

Fall Knochenmarkstanzbiopsien) mittels eines Giemsa gefärbten Schnittpräparates 

ausgewählt und aus dem Donor-Paraffinblock gestanzt (Durchmesser 0,6 mm, Höhe 3-4 mm). 

Die ausgestanzten Biopsien werden in einen neuen und leeren Rezipienten-Paraffinblock (45 

x 20 mm) eingebracht. Durch digitale Präzisionssteuerung können die Proben in 

kontrollierten Abständen platziert werden und ergeben ein Gewebsraster von einigen hundert 

bis eintausend Biopsien pro Array. Von jedem Tissue Array-Block können 200-300 

aufeinanderfolgende Schnitte von 4-8 µm Dicke erzeugt werden. Dadurch können Biopsien 

von einer großen Anzahl von Patienten auf verschiedene molekulare Marker konsekutiv 

gescreent werden.   

In dieser Arbeit wurde die vorliegende Methode zur immunhistochemischen Analyse benutzt. 

Konstruktion des Tissue Microarrays und immunhistochemische Färbung und Auswertung 

wurden freundlicherweise durch Prof. Dr. Horst Bürger (Gerhard-Domagk-Institut für 

Pathologie, Universität Münster) durchgeführt. Im konkreten Experiment wurden 

Knochenmarkbiopsien von 172 Patienten mit primärer unbehandelter AML, 10 Proben mit 

angereicherten CD34-positiven Knochenmarkzellen, 19 verschiedene Zelllinien (Tabelle 8) 

und 72 Knochenmarkstanzbiopsien von gesunden Patienten im Array angeordnet. Pro 

Patient/Biopsie wurden zwei Stanzen eingesetzt um die intratumorale Heterogenität von 

Endomucin zu analysieren. Die 4 µm dicken Schnittpräparate des Rezipienten-Paraffinblocks 

wurden auf SuperFrost/Plus Objektträger aufgebracht und mit Xylene deparaffiniert. Im 
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Anschluss wurden die Tissue Array-Schnitte rehydriert und in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) 

für 10 min bei 121 °C autoklaviert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die 

Schnittpräparate mit dem Primärantikörper gegen Endomucin L6H10 (Tabelle 7) inkubiert. 

Zur Detektion wurde die D-APAAP Methode verwandt. Endomucin-Expression wurde als 

positiv oder negativ eingestuft.  
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3.3 Proteinbiochemische Methoden 

 
3.3.1 Protein-Lysate 

 

Um Gesamtzelllysate zu gewinnen wurden die Zellen abzentrifugiert (400 g, 5 min, 

Raumtemperatur), mit 1 ml PBS gewaschen und anschließend 30 min auf Eis in 

Radioimmunoprecipitation assay Puffer (RIPA-Puffer – enthält 150 mM NaCl, 1 % NP 40, 

0,5 % Desoxycholat, 0,1 % Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), 50 mM Tris (pH 8.0) )mit 

Proteinase Inhibitor und 1mM Sodium Orthovadanat lysiert. Danach wurden die Zellen für 10 

min bei 4 °C mit 17900 g zentrifugiert. Der resultierende proteinhaltige Überstand konnte 

direkt weiterverwendet oder bei –80 °C eingefroren werden.  

 

 

3.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA-Test) 

 

Der Proteingehalt der Proben wurde vor jeder SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese mit dem 

BCA-Test bestimmt. Diese Methode kombiniert die Biuret-Reaktion, die die Reduktion von 

Cu2+ zu Cu1+ durch Proteine in alkalischer Lösung beschreibt, mit der colorimetrischen 

Detektion der entstandenen Cu1+-Ionen durch eine Chelatkomplexbildung mit je zwei 

Molekülen Bicinchoninsäure, wodurch sich ein violetter Komplex bildet. Dieser Komplex 

zeigt eine Absorption bei 562 nm, die fast linear zur Proteinkonzentration ist und somit 

photometrisch bestimmt werden kann. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration dient eine 

Eichgrade, die mit Hilfe einer BSA-Standardreihe erstellt wird.[159] 

Zunächst wurde die Proteinstandardreihe mit BSA-Lösungen der Konzentration 5 mg/ml, 2,5 

mg/ml, 1mg/ml, 0,5 mg/ml und 0,25 mg/ml erstellt. Dann wurde das Testreagenz angesetzt. 

Beim BCATM Protein Assay Kit (Pierce, Bonn) müssen die gegebenen Reagenzien A und B in 

einem Verhältnis von 50:1 gemischt werden. Je 1 ml dieses Gemisches wurde mit je 5µl der 

Probe bzw. der Standardreihe versetzt und für 30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde die 

Absorption bei 562 nm gemessen und unter Verwendung der Kalibrationskurve der 

Standardreihe die Proteinkonzentration errechnet.  
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3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

 

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) ermöglicht die Auftrennung eines 

Gemisches von Proteinen anhand deren Molekulargewicht. Als Träger dient ein 

hochvernetztes Polyacrylamidgel mit definierter Porengröße, das die Proteine entlang eines 

elektrischen Feldes durchlaufen, wobei die Wanderungsgeschwindigkeit umgekehrt 

proportional zum Logarithmus der Molekularmasse der Proteine ist. Durch den Vergleich der 

Wanderungsstrecken mit mitgelaufenen Markerproteinen mit bekanntem Molekulargewicht 

ist eine Identifikation einzelner Proteine möglich.[100] 

Im Rahmen der Probenvorbereitung wurden je 30 µg des Proteingemisches mit RIPA-Puffer 

auf ein einheitliches Volumen aufgefüllt, 1:5 mit 5x SDS gel loading Buffer versetzt und 

zusammen mit dem Proteinmarker 5 min bei 95°C erhitzt. 

Als Standard wurde der Restained Protein marker, broad range der Firma Cell Signalling 

Technologies, USA mit Proteinbanden bei 175/83/62/47,5/32,5/25/16,5/6,5 kDa verwendet.  

Das anionische Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet mit seinem Fettsäureanteil an die 

hydrophoben Bereiche der Proteine, die durch die Hitzebehandlung in Untereinheiten 

zerfallen sind, entfaltet diese und gibt ihnen somit eine negative Ladung. Dadurch wandern 

die Proteine während der Elektrophorese in Richtung der Anode. Das Mercaptoethanol spaltet 

zusätzlich noch die Disulfidbrücken. 

Die vorbereiteten Proben sowie 10µl des Standards wurden auf ein Gradientengel der Firma 

BioRad (Ready Gel, 4%, 15%) aufgetragen.  

Die Elektrophorese wurde in den ersten 15 min bei 70 V, dann bei 120 V durchgeführt. 

Erreicht der Bromphenolblau-Farbstoff des Ladepuffers den Boden des Gels, ist die 

Elektrophorese beendet.  

 

 

3.3.4 Western Blot 

 

Die Western-Blotting-Technik impliziert den Transfer der in der Elektrophorese 

aufgetrennten Proteine mittels eines angelegten elektrischen Feldes auf eine PVDF-Membran 

und die Detektion von bestimmten Proteinen durch spezifische Antikörper.[171] 

Vor dem eigentlichen Transfer muss die Membran 15 s lang in Methanol aktiviert und 

zusammen mit dem Polyacrylamidgel, zwei Filterpapieren und Schwämmen in Transferpuffer 

5 min getränkt werden. Dann wird die Membran ohne Luftblasen auf das Gel gelegt und 
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zwischen den Filterpapieren und den Schwämmen in die Blot-Kassette eingebracht. Die 

Blotkassette kommt zusammen mit einem Eistank und Transferpuffer in die Western-Blot-

Kammer. Die Übertragung erfolgt bei 4 °C entweder für 3 h bei 60 V oder über  Nacht bei 22 

V. Der Erfolg ist an den transferierten farbigen Proteinbanden des Markers auf der PVDF-

Membran zu erkennen.  

Nach einem 10 min Waschschritt mit PBST wurde die zusätzliche Bindungskapazität der 

Membran durch eine 5 % Milchpulverlösung für 1 h auf dem Schüttler blockiert. Dann 

erfolgten drei weitere Waschschritte mit PBST.  

Der primäre, spezifische Antikörper (rat-Endomucin-Ak (L6H10), 2,5 µg/ml) wurde 

zusammen mit der Membran eingeschweißt und bei 4 °C über Nacht inkubiert. Anschließend 

wurde die Membran wieder insgesamt dreimal mit PBST für je 10 min gewaschen und für 

eine weitere Stunde mit einem sekundären, Meerrettichperoxidase-gekoppelten Antikörper 

(Donkey anti Rat, 1:10 000) bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 

PBST und PBS konnten die Antikörper-konjugierten Proteine auf der PVDF-Membran 

mittels „Self-made“-Luminol oder dem ECL Advance Kit (Amersham Biosciences, Uppsala, 

Schweden) detektiert werden. Dabei oxidiert die Meerrettichperoxidase in Gegenwart von 

Wasserstoffperoxid das Luminol und setzt somit Licht frei, welches zur Belichtung eines 

Röntgenfilms benutzt werden kann und so die Proteinbanden visualisiert.      

Als Ladekontrolle der Proteinproben wurde die Membran in einem zweiten Färbeverfahren 

mit Aktin-Ak (1:6500) sowie einem Meerrettichperoxidase-konjugiertem Goat anti Mouse-

Ak (1:10 000) inkubiert. Die verwendeten Antikörper werden im Kapitel 3.1.9 (Tabelle 7) im 

Detail erläutert. 
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3.4 Molekularbiologische Methoden 

 
3.4.1 RNA-Isolierung 

 

Die Isolation der RNA wurde mit TRIzol® Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe), einer Lösung aus 

Phenol und Guanidin-Isothiocyanat, nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll 

durchgeführt.[28] 

 

1. Homogenisation 

Um RNA aus Zellen extrahieren zu können müssen die Zellen als Zellpellet zuerst in Trizol 

aufgenommen werden. Dabei wurden 1ml Trizol pro 1x107 Zellen verwendet. Nach 

fünfminütiger Inkubationszeit bei RT konnten die Zellen bei –80°C eingefroren oder sofort 

weiterbehandelt werden.  

 

2. Phasenseparation 

Pro 1 ml verwendeten Trizol wurden 200 µl Chloroform dazugegeben und für etwa 15 s durch 

Schütteln vermischt. Dann folgte eine Inkubationszeit von 2-3 min bei RT. Das Gemisch 

wurde darauf für 15 min bei 4 °C und 12 000 g zentrifugiert, so dass sich drei Phasen 

bildeten.  

 

3. RNA-Fällung 

Die oberste, wässrige und klare Phase wurde abgenommen, mit 500 µl Isopropanol (pro 1 ml 

Trizol) vermengt und wieder geschüttelt. Anschließend wurde 10 min bei RT inkubiert und 

10 min bei 4 °C und 12 000 g zentrifugiert.   

 

4. Waschen der RNA 

Nachdem der gesamte entstandene Überstand verworfen worden war, wurde die präzipitierte 

RNA 2x mit je 1 ml (pro 1 ml Trizol) 75% Ethanol gewaschen (Zentrifugation 5 min bei 7500 

g und 4 °C). Der ethanolische Überstand wurde dabei entfernt und anschließend wurde das 

RNA-Pellet bei RT getrocknet bis sämtliches Ethanol verdunstet war. Nach Zugabe von 20 µl 

DEPC RNase freiem Wasser konnte die Probe im 60 °C warmen Wasserbad 10 min 

inkubieren und dann die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt werden.  
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3.4.2 Bestimmung der Konzentration von RNA und DNA 

 

Mittels einer 1:60 Verdünnung der Nukleinsäure-Probe wurde die Absorption bei einer 

Wellenlänge von 260 nm und 280 nm gemessen. Da die optische Dichte von 40 µg/ml RNA 

bzw. 50 µg /ml DNA bei ihrem Absorptionsmaximum von 260 nm definitionsgemäß 1 

entspricht, ergibt der OD260-Wert multipliziert mit 40 µg/ml bzw. 50 µg/ml und multipliziert 

mit der Verdünnung die Nukleinsäure-Konzentration in µg/ml. Zusätzlich kann die Reinheit 

der Probe durch Berechnung des Quotienten OD260/OD280 bestimmt werden, welcher 

zwischen 1,8 und 2 liegen soll.  

 

 

3.4.3 DNase-Behandlung  

 

Da in der isolierten RNA-Probe noch Kontaminationen durch DNA sein können und diese 

falsche Ergebnisse in den folgenden Experimenten erzeugen können, muss vor der reversen 

Transkription eine Behandlung mit DNase durchgeführt werden.  

Dazu wurden 1 µg der RNA-Probe mit 1 µl 10x DNase I Reaktionspuffer und 1µl DNase I 

(bei 1 U/µl) vermischt und mit DEPC-Wasser auf 10 µl aufgefüllt. Das Gemisch wurde für 15 

min bei RT inkubiert. Die DNase I wurde dann durch Zugabe von 1 µl einer 25 mM EDTA-

Lösung inaktiviert. Nach 10 minütiger Inkubation bei 65 °C war die RNA bereit für die 

Reverse Transkription.   

 

 

3.4.4 Reverse Transkription 

 

Die reverse Transkription bietet die Möglichkeit RNA in ihre komplementäre DNA (cDNA) 

umzuschreiben. Als Grundlage dient das Prinzip der komplementären Basenpaarung 

katalysiert durch eine DNA-Polymerase wie bei der normalen Replikation. Da hier als 

Matrize eine RNA dient, wird ein spezielles Enzym benötigt, welches aus Retroviren stammt, 

die RNA-abhängige DNA-Polymerase Reverse Transkriptase. Diese synthetisiert in 

Anwesenheit von Mg2+-Ionen nach Anlagerung eines Primers unter Verwendung von 

Desoxynukleosidtriphophaten (dNTPs) einen komplementären DNA-Strang.  

Die reverse Transkription erfolgte nach dem Protokoll der Firma Promega, bei dem die 

Polymerase dem moloney murine leukemia-Virus (M-MLV) entstammt und als Primer ein 
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Thymin-Oligonuceotid verwendet wird, welcher spezifisch am PolyA-Sequenz am 3’-Ende 

der mRNA anhybridisiert, so dass rRNA und tRNA nicht transkribiert werden.  

Jeweils 1 µg DNase-behandelte RNA wurde mit 1 µl Random Primer, 1 µl RNaseOUTTM und 

14,75 µl DEPC-behandeltem Wasser versetzt. Durch Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 70 

°C für 5 min wurde die mRNA denaturiert, dann für weitere 5 min auf Eis gesetzt und 

anschließend 10 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 5 µl M-MLV-5x-Reaktionspuffer, 1 

µl M-MLV-Reverse Transkriptase und 1,25 µl dNTPs (10mM) erfolgten zwei weitere 

Inkubationsperioden von 1 h bei 42 °C und anschließend 15 min bei 70 °C. Die fertige cDNA 

wurde mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 µl aufgefüllt und bis zur weiteren 

Verwendung bei –20 °C gelagert.  

 

 

3.4.5 Real-time RT-PCR (Taqman) 

 

Um Aussagen über die Expression von Endomucin in verschieden Zellpopulationen auf dem 

Level der Transkription machen zu können wurde die Methode der Real-time RT-PCR 

eingesetzt. Sie kombiniert Amplifikation, Detektion und Quantifizierung vom mRNA, 

nachdem diese wie oben beschrieben in cDNA transkribiert worden ist. Schlüsselenzym ist 

eine temperaturstabile DNA-abhängige DNA-Polymerase, in den meisten Fällen die Taq 

DNA Polymerase mit 5’-3’-Exonuclease-Aktivität. Diese benötigt Template-spezifische 

Primer, die sich an die beiden Endpunkte des Amplikons anlagern und somit für die Spezifität 

der Reaktion sorgen. Um das amplifizierte Produkt zu detektieren wurden zwei verschiedene 

Techniken eingesetzt.  

Beim TaqManTM Probe-Ansatz hybridisiert zusätzlich zu den Primern ein drittes 

Oligonukleotid, die Sonde, an die Zielsequenz. Die Sonde besitzt an ihrem 5’-Ende einen 

fluoreszierenden Reporterfarbstoff (FAM (6-Carboxy- Fluorescein), dessen Fluoreszenz 

durch einen Quencherfarbstoff, der an ihrem 3’-Ende lokalisiert ist (TAMRA (6-Carboxy-

Tetramethylrhodamin), durch die räumlich Nähe unterdrückt wird. Während der Expansion 

des Primers durch die Taq DNA Polymerase hydrolysiert deren Exonuklease-Aktivität die 

Sonde und setzt somit den Reporterfarbstoff frei. Durch die fehlende Unterdrückung entsteht 

ein relativer Anstieg der Reporterfluoreszenz, welcher durch den ABI PRISM 7700 Sequence 

Detektor in Echtzeit gemessen wird.  

Ungebundene Sonden können die Messung nicht verfälschen, da die 5’-3’-Exonuclease-

Aktiviät doppelstrangspezifisch ist und die Sonden somit intakt bleiben. 
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Die zweite Detektionsmethode, die angewandt wurde, nutzt den Fluoreszenzfarbstoff SYBR® 

Green, der sich in doppelsträngige DNA einlagert. Da dieser Farbstoff ungebunden wenig 

Fluoreszenz abgibt, entsteht während des Denaturierungsschritts des PCR-Zyklus nur ein 

schwaches Fluoreszenzsignal. Im Polymerisationsschritt nimmt die Fluoreszenz dann zu. 

Deswegen wird immer nur am Ende eines jeden PCR-Zyklus die entstandene Fluoreszenz 

gemessen, welche somit proportional zur Anzahl vorhandener Doppelstränge ist.  

Wichtig ist hierbei die Spezifität der Primer. Die verwendeten Primer werden im Kapitel 3.1.8 

(Tabelle 6) im Detail erläutert.   

Sowohl beim TaqManTM Probe-Ansatz als auch beim SYBR Green Ansatz wird der Anstieg 

der Fluoreszenz nach jedem PCR-Zyklus aufgezeichnet und in einer Amplifikationskurve in 

Relation zur Zykluszahl dargestellt. Je höher die Kopienzahl der Ziel-cDNA in der Probe zu 

Reaktionsbeginn ist, desto weniger Amplifikationszyklen werden gebraucht um einen 

Schwellenwert zu erreichen, an dem das Fluoreszenzsignal als statistisch signifikant 

gegenüber dem Hintergrund gilt. Dieser Wert wird Threshold Cycle, kurz Ct-Wert, genannt 

und tritt in der exponentiellen Phase der Amplifikation auf. Bei einem PCR-System mit 100% 

Effizienz verringert sich der Ct-Wert um 1, wenn sich die Startkopienzahl verdoppelt. Die 

relative Konzentration lässt sich durch den Vergleich der Ct-Werte mit den Ct-Werten einer 

selbsthergestellten Standardreihe berechnen. Dividiert man die Werte der relativen 

Konzentration durch die Ct-Werte einer endogenen Referenz, also mRNA mit konstanter 

Expression, hier GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), erhält man das 

normalisierte Expressionsniveau, das den Schluss auf die Unterschiede in der initialen 

mRNA-Menge der einzelnen Proben zulässt.[22, 58, 74, 77, 109, 128, 180] 

Die Reaktionsansätze für die Real-time RT-PCR wurden nach folgendem Protokoll erstellt 

und in eine 96 well-Platte pipettiert (Tabelle 9). 
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Tabelle 9: TaqMan-Ansätze mit und ohne Sonde. 

 TaqManTM Probe-Ansatz SYBR® Green-Ansatz 

cDNA 2,5 µl 2,5 µl 

Mastermix (eurogentec, Applied 

Biosystems) 

6,25 µl 6,25 µl 

5’-Primer (10 µM) 0,3 µl 0,3 µl 

3’-Primer (10 µM) 0,3 µl 0,3 µl 

Sonde (5 µM) 0,3 µl 0,3 µl 

H2O 2,85 µl 3,15 µl 

 

Die PCR erfolgte mittels des ABI PRISM 7700 Sequence Detector nach folgendem 

Programm: 

1.  50 °C, 2 min 

2.  95 °C, 3 min 

3.  95 °C, 15 s (Denaturierung) 

4.  60 °C, 1 min (Annealing und Extension) 

 

Schritt 3. und 4. werden 40-mal wiederholt entsprechend der PCR-Zyklenzahl. Ein 

zusätzlicher Extensionsschritt bei 72 °C entfällt, da die verwendete Taq DNA-Polymerase 

bereits ab >55°C genügend Aktivität zeigt.  
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3.5 Datenanalyse und Statistik 

 
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe der Programme Microsoft Office Excel 2003 

(Microsoft Corporation, Redmont, USA) und SPSS 16.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Sofern 

nicht anders angegeben, wurden Mittelwerte und Standardabweichungen von mindestens drei 

unabhängigen Experimenten gezeigt. Die Korrelationsanalysen wurden mittels Student’s T-

Test, einfaktorieller Varianzanalyse, Chi-Quadrat-Test und Kaplan-Meier-Methode 

durchgeführt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant interpretiert. 
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4  Ergebnisse 

 
4.1 Expression von Endomucin auf murinen hämatopoetischen Zellen 

 
Über die Expression von Endomucin in der Hämatopoese war zur Zeit der Bearbeitung dieser 

Arbeit wenig bekannt. Daher führten wir zunächst in verschieden weit ausgereiften 

Subpopulationen der Hämatopoese Untersuchungen zur Expression von Endomucin aus. 

Folgende Subpopulationen wurden untersucht, die für diese Arbeit von Mitarbeitern der 

Arbeitsgruppe aus Maus-Knochenmark isoliert wurden: 1. Lin-Sca1+c-kit+-Zellen, 2. Lin-

Sca1-c-kit+ Zellen, 3. Lin-Sca1-c-kit- Zellen, 4. Lin+Sca1-c-kit- Zellen. Die Bestimmung der 

Endomucin mRNA-Expression erfolgte wie unter Materialien und Methoden beschrieben 

mittels quantitativer real-time RT PCR mit Hilfe der SYBR® Green-Methode. Die 

Auswertung basiert auf der ∆Ct-Methode. 

In allen Versuchsreihen zeigte sich die höchste Endomucin-Expression in Lin-Sca1+c-kit+ 

Zellen. Lin-Sca1-c-kit+ Zellen wiesen im Durchschnitt nur 4,8 % des Endomucin-mRNA-

Gehaltes der Lin-Sca1+c-kit+ Zellen auf. Lin-Sca1-c-kit- Zellen exprimierten im Durchschnitt 

nur 0,6 % der Endomucin-mRNA-Menge von Lin-Sca1+c-kit+ Zellen. Lin+Sca1-c-kit- Zellen 

exprimierten kaum oder gar kein Endomucin (Abb. 4). 
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Abb. 4: mRNA-Expressionslevel von murinem Endomucin in primitiven murinen hämatopoetischen 

Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung zweier Versuchsreihen aus dem Knochenmark 

von drei Mäusen mit je vier Zellpopulationen aus Lin-Sca1+c-kit+ Zellen, Lin-Sca1-c-kit+ Zellen, Lin-Sca1-c-kit- 

Zellen und Lin+Sca1-c-kit- Zellen. Die RT-PCR wurde im SYBR® Green Format durchgeführt und das Ergebnis 

als normalisiertes Expressionsniveau in Relation zum GAPDH-Level angegeben. 
 

Damit konnte zum einen bestätigt werden, dass Endomucin auch ein Oberflächenantigen auf 

hämatopoetischen Zellen der Maus ist. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass mit 

Zunahme des Reifegrades und zunehmender Differenzierung die Expression von Endomucin 

herunterreguliert wird. Der große Unterschied der Endomucin-Expression in unreifen, HSC-

angereicherten Populationen und der reiferen Subpopulationen weist auf eine mögliche Rolle 

von Endomucin als muriner Stammzellmarker hin. 

 

 

4.2 Expression von Endomucin auf humanen Zellen 

 
Aufbauend auf den Ergebnissen in der murinen Hämatopoese stellte sich die Frage nach dem 

Expressionsmuster von Endomucin in humanen Vorläuferzellen. Es sollte geklärt werden, ob 

Endomucin ebenfalls auf humanen Zellen des hämatopoetischen Systems vorkommt und 
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welchen Phänotyp und Differenzierungsgrad diese Zellen besitzen. Als Versuchsmaterial 

wurde normales humanes Knochenmark verwandt. Als Aufreinigungsmarker für humane 

Progenitor-Zellen verwendeten wir CD34. Zudem untersuchten wir die Expression von 

Endomucin in verschiedenen AML Zell-Linien (Tabelle 8). Als Positiv-Kontrolle verwandten 

wir HMEC1-Zellen, eine Zell-Linie aus humanen mikrovaskulären Endothelzellen, für 

welche die Expression von Endomucin bekannt war.[93, 99, 108] Wie bereits für den Nachweis 

der murinen Endomucin mRNA-Level verwendeten wir wieder die in den Materialien und 

Methoden beschriebene real time RT-PCR. 
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Abb. 5: Real-time PCR zur Analyse von Endomucin in humanen hämatopoetischen Zellen. Insgesamt 

wurden in mehreren Versuchsreihen die humanen Zelllinien HL-60, NB-4, KG-1 (nicht gezeigt), Kasumi-1(nicht 

gezeigt), U-937 (nicht gezeigt)und KCl-22 (nicht gezeigt), Knochenmarkzellen gesunder Probanden (NBM 1-3), 

CD34+ Knochenmarkzellen (CD34+ 1-3) und als Positivkontrolle HMEC-1-Zellen untersucht. RT-PCR-

Analysen wurden sowohl im SYBR® Green Format als auch im TaqManTM Probe erstellt und erbrachten 

übereinstimmende Ergebnisse. Angegeben ist jeweils das normalisierte Expressionsniveau in Relation zum 

GAPDH-Level. 

 

 

Während in humanen immortalisierten Zelllinien keine signifikante Endomucin-Expression 

gemessen werden konnte, ließ sich Endomucin in Zellpopulationen des humanen 

hämatopoetischen Systems in unterschiedlicher Stärke nachweisen (Abb. 5): 
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Die höchste relative Endomucin mRNA-Expression zeigte sich in CD34+ Zellen. Im 

Durchschnitt ergab sich sogar eine höhere Endomucin mRNA-Menge als in den endothelialen 

HMEC-1-Zellen. Zellen aus dem normalen Knochenmark hingegen wiesen nur einen 

geringen Gehalt an Endomucin mRNA auf. Berücksichtigt man, dass in gesundem 

Knochenmark nur weniger als 0,05-0,5 % aller Zellen Progenitorzellen sind,[19, 67, 181] 

unterstützt dieses Resultat die These, dass Endomucin auch beim Menschen vermehrt von 

Stammzell-angereicherten Populationen exprimiert wird. Dies würde mit den Ergebnissen bei 

der Maus übereinstimmen. 

 

Zur Bestätigung dieser Ergebnisse wurden FACS-Analysen verschiedener humaner 

leukämischer Zelllinien und aus Knochenmark selektierter CD34+ Zellen durchgeführt.  

2 x 107 CD34+ Zellen wurden mit dem Anti-Endomucin-Antikörper L6H10 sowie dem FITC-

gelabelten anti-rat-Antikörper, der gegen L6H10 gerichtet ist, gefärbt. Weitere 2 x 106 CD34+ 

Zellen wurden mit einem Kontrollantikörper desselben Isotyps wie L6H10 inkubiert sowie 

mit demselben Sekundärantikörper. In der Auswertung wurden nur die lebendigen Zellen 

berücksichtigt, welche anhand von Größe und Granularität diskriminiert werden konnten. Die 

Zellen wurden im Anschluss mittels eines Sorters in Endomucin-positive und –negative 

Fraktionen separiert und für funktionelle Assays verwendet. Die Ergebnisse sind in Abb. 6 

dargestellt.  

Auch mit der FACS-Methode ließ sich eine eindeutige Endomucin-Produktion auf humanen 

hämatopoetischen Zellen nachweisen. 8,36 % ± 5,58 % der CD34+-Zellen gehörten zu der 

Subpopulation, die eindeutig positiv für Endomucin gegated werden konnte. Durch die 

schwache Anfärbung der Zellen durch die Isotypenkontrolle konnte das Ergebnis verifiziert 

werden. Von auf CD34 aufgereinigten Zellen besitzen nur weniger als 20 % Progenitor-

Eigenschaften wie Koloniebildungsaktivität und weniger als 0,1 % sind HSCs.[181] Ob die 

gemessene Überschneidung von CD34-Expression und Endomucin-Expression bei 

hämatopoetischen Zellen im Bereich des HSC-Anteils stattfindet, sollte durch funktionelle 

Assays geklärt werden. 
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Abb. 6: FACS-Analysen von CD34+ Zellen auf Endomucin. (A) CD34+ Zellen gefärbt mit IgG2a 

Isotypenkontrolle. Im R2 Gate befinden sich nach Größe und Granularität nur lebendige Zellen. Gate R1 liegt im 

Endomucin-positiven Fluoreszenz-Bereich. (B) CD34+ Zellen gefärbt mit Anti-Endomucin-Antikörper. Gate R3 

schließt nicht lebendige Zellen aus, Gate R1 umfasst CD34+Endomucin+ Zellen, Gate R2 CD34+Endomucin- 

Zellen. 

  

 

Bei den Zelllinien handelte es sich um die promyelozytäre Zelllinien NB-4, die AML-Zell-

Linie HL-60 und die humane histiozytäre Lymphom-Zelllinie U937 mit den Subklonen 

U937-PMT und U937-PR9. Als Positivkontrolle wurden wieder endotheliale HMEC-1-Zellen 

verwendet. Die Färbung erfolgte mit dem Anti-Endomucin-Antikörper L6H10 sowie einem 

FITC-konjugierten Sekundärantikörper. Die Zellcounts der Antikörper-konjugierten Zellen 

wurden mit den Zellcounts der ungefärbten Zellen in einem Overlay analysiert. Die Overlays 

sind in Abb. 7 gezeigt. 
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Abb. 7: FACS-Analysen von humanen Leukämie-Zelllinien auf Endomucin-Expression. Abgebildet sind 

Overlays zwischen Endomucin-gefärbten Zellen und ungefärbten Zellen. Die hier dargestellten AML-Zelllinien 

HL-60, NB-4 und die Lymphomzelllinie U-937 mit den Subklonen U-937-pmt und U-937-pr9 zeigten keine 

Endomucin-Expression, während in der Positivkontrolle HMEC-1 eine leichte Rechtsverschiebung abzugrenzen 

ist. 

 

 



Ergebnisse  67 

Bei keiner der humanen Leukämie-Zelllinien konnte ein Fluoreszenzunterschied zwischen  

den gefärbten und den ungefärbten Zellpopulationen beobachtet werden. Auch auf anderen 

leukämischen Zelllinien (Kasumi, KCL-22, Daten hier nicht dargestellt) konnte Endomucin 

nicht detektiert werden. Das Overlay der Positivkontrolle HMEC-1 zeigt dagegen eine leichte 

Rechtsverschiebung des Peaks bei den mit Antikörpern markierten Zellen. Das weist darauf 

hin, dass Endomucin auf der Zelloberfläche der leukämischen Zelllinien nicht exprimiert 

wird. Was sich also in der Real-time PCR auf dem mRNA-Level schon erkennen ließ, konnte 

mittels der Durchflusszytometrie bestätigt werden.  

Tumorzelllinien verlieren im Zuge des Immortalisierungsprozesses einige der Charakteristika  

der nativen Tumorzellen, von denen sie abstammen. So gibt es für das Stammzellantigen 

CD34, welches häufig auf AML-Blasten exprimiert wird, nur wenige von der AML 

abstammende Zelllinien, auf deren Oberfläche CD34 zu finden ist. Diese Befunde lassen sich 

also entweder so deuten, dass die AML-Zellen aufgrund ihrer Immortalisierung Endomucin 

nicht mehr transkribieren, oder, dass Endomucin sehr selektiv auf unreifen, nicht 

differenzierten Blutzellen vorkommt und generell nicht auf AML-Zellen. 

  

Der Unterschied in der Expressionsausprägung der Positivkontrolle in der Real-time PCR und 

der FACS-Analyse lässt sich zum einen darauf zurückführen, dass aufgrund fehlender 

Kopplung des L6H10-Antikörpers eine indirekte Färbung durchgeführt werden musste, zum 

anderen darauf, dass die Expression von Endomucin auf der Zelloberfläche generell 

schwächer ist als auf dem RNA-Level. 

 

Um die in der Real-time PCR und im FACS generierten Daten noch auf dem Proteinlevel zu 

belegen, wurden umfangreiche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoresen durchgeführt und 

Western Blots angefertigt. Probenmaterial wurde aus den humanen Zelllinien HL-60, U-937, 

KG-1, KCL-22 und Kasumi-1 sowie aus gesundem Knochenmark, dem Knochenmark 

verschiedener Patienten mit AML und aus auf  CD34 aufgereinigten Zellen gewonnen.  

Dabei lieferten die Westernblots leider keine eindeutigen Resultate, da sich der Antikörper an 

zu viele Proteinbanden anlagerte, unter denen Endomucin nicht mehr identifiziert werden 

konnte. Demnach eignet sich der monoklonale rat-Endomucin-Antikörper (L6H10) nicht für 

die Western Blot-Technik, der somit nicht weiter nachgegangen wurde.  
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4.3 Colony Assays 

 
Um die funktionellen Charakteristika Endomucin-positiver hämatopoetischer Zellen 

hinsichtlich Wachstumsverhalten, Koloniebildung und Langzeitüberleben zu analysieren 

wurden CD34+ humane Knochenmarkzellen in eine Endomucin+ und eine Endomucin- 

Fraktion geteilt und in Methylcellulose-Kulturen ausgesät. Nach einer Woche wurden die 

entstandenen Kolonienzahlen ermittelt und die Zellen unter denselben Bedingungen wie in 

der Primärkultur wieder ausplattiert (Abb. 8).  
 

Abb. 8: Colony Assay von CD34+Endomucin- 

Zellen und CD34+Endomucin- Zellen mit 2 

Replatings  

(A) Je Zellpopulation wurden 2,5×104 Zellen 

entsprechend der Beschreibung im Methodenteil 

ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 

einer Woche wurden die Kolonienzahlen 

ermittelt (p< 0,05 beim Vergleich der primären 

Plating Effizienz von CD34+Endomucin- Zellen 

und CD34+Endomucin- Zellen). 

(B) 1. Replating mit 3,25×104 Zellen pro 

Petrischale. Nach einer Inkubationszeit von einer 

Woche wurden die Kolonienzahlen ermittelt 

(kein signifikanter Unterschied) 

(C) 2. Replating mit 1x105 Zellen pro 

Petrischale. Nach einer Inkubationszeit von einer 

Woche wurden die Kolonienzahlen ermittelt 

((p< 0,05 beim Vergleich der  Replating 

Effizienz von CD34+Endomucin- Zellen und 

CD34+Endomucin- Zellen). 

Angegeben ist die durchschnittliche 

Kolonienzahl pro Petrischale (n=3) mit 

Standardabweichung. Weitere  Versuchsreihen 

mit anderen Zellzahlen beim Aussähen sowie 

alternativer Methylcellulose lieferten 

übereinstimmende Ergebnisse. 
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CD34+Endomucin+ Zellen wuchsen nach dem ersten Aussäen langsamer als 

CD34+Endomucin- Zellen und brachten weniger Kolonien hervor. Nach dem ersten Replating 

allerdings stieg die Koloniebildungsaktivität der CD34+Endomucin+ Fraktion deutlich an und 

lag 1,5 fach über der der CD34+Endomucin- Fraktion. Nach einem zweiten Replating 

tendierten die Kolonienzahlen der CD34+Endomucin- Zellen gegen Null, während 

CD34+Endomucin+ Zellen weiterhin die Fähigkeit besaßen, hohe Koloniezahlen zu 

produzieren (25,5 fach höher als die Kontrolle; p=0,02) und somit über einen längeren 

Zeitraum eine in vitro Hämatopoese aufrechtzuerhalten.   

In weiteren Versuchen wurden die Colony Assays  um CD34- Endomucin+  und CD34- 

Endomucin- Zellen erweitert (Daten hier nicht dargestellt). Nach dem oben beschriebenen 

Replating-Regime wiesen CD34+Endomucin+ Zellen die höchste Replating-Effizienz auf, 

gefolgt von CD34- Endomucin+ Zellen und danach CD34+Endomucin- Zellen. CD34- 

Endomucin- Zellen generierten die niedrigsten Kolonienzahlen in allen Ansätzen. Somit 

enthält die durch die Koexpression von CD34 und Endomucin gekennzeichnete 

Zellpopulation primitivere hämatopoetische Zellen mit den Charakteristika der langsamen 

Proliferation, jedoch längerem Überleben durch Selbsterneuerung.  

 

 

4.4 Transplantation in NOD/SCID Mäuse 

 
Nachdem die in vitro-Experimente gezeigt hatten, dass die Expression von Endomucin auf 

mit dem Immunphänotyp von humanen und murinen hämatopoetischen Vorläuferzellen 

korreliert und dass Endomucin-positive, CD34-positive Zellen einen primitiveren Vorläufer-

Phänotyp zeigen als Endomucin-negative/CD34-positive Zellen, wollten wir wissen, ob in 

mehr definitiven in vivo-Versuchen hämatopoetische Stammzellen in der Endomucin-

positiven Fraktion gefunden werden können. Während das Erneuerungspotential, das in in 

vitro Assays nachgewiesen wird, in Wochen gezählt wird, wird in vivo Assays 

Erneuerungspotential in Monaten gemessen.[37] Zudem gehört zur Definition von 

Stammzellen auch die funktionelle Komponente, nämlich die Bildung einer multilineären 

Nachkommenschaft und damit die Fähigkeit zur Repopulation des Knochenmarks 

myeloablativer Individuen.[47, 57, 59, 95, 125, 135, 158, 177] Die Transplantation in NOD/SCID Mäuse 

wird derzeit zu diesem Zweck am häufigsten verwendet. Transplantiert wurden humane 

CD34+ Knochenmarkszellen, welche zuvor in Endomucin+ und Endomucin- Populationen 
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unterteilt worden waren (siehe Methoden). In der Auswertung wurden die Zellen des murinen 

Knochenmarks 6 Wochen p.t. auf die Expression von humanem und murinem CD45 hin 

untersucht. CD45, auch „common leukocyte antigen“ (allgemeines Leukozytenantigen) 

genannt, ist eine Protein-Tyrosin-Phosphatase und kommt auf fast allen kernhaltigen Zellen 

des hämatopoetischen Systems vor. Damit lässt er sich als Marker für humane Blutzellen im 

murinem Knochenmark verwenden. 

Von den insgesamt 12 zu transplantierenden Mäusen schlug eine Transplantation fehl und 

drei weitere Mäuse starben im Vorfeld der Knochenmarkanalyse, so dass sie nicht in der 

Auswertung berücksichtigt wurden. Die durchflusszytometrischen Analysen der 

Knochenmarkspunktate der transplantierten Mäuse sind in Abb. 9 und Tabelle 10 dargestellt. 

Der Anteil an humanen CD45+ Zellen im Knochenmark der NOD/SCID Empfänger mit 1 x 

105 CD34+Endomucin+ Zellen betrug 56,66 % und 23,05 % gegenüber 1,94 % und 1,83 % bei 

CD34+Endomucin- Zellen. Alle vier Mäuse entwickelten eine murine Hämatopoese mit einer 

Quote an murinen CD45+ Zellen von 12,23 % ± 3,45 %. Die Mäuse mit einer transplantierten 

Zellzahl von 5 x 104 Zellen zeigten bei den CD34+Endomucin+ Zellen eine CD45-Expression 

auf 8,27% und bei den CD34+Endomucin- Zellen auf 2,76 % der Zellen. Im Knochenmark der 

Mäuse mit 2,5 x 104 Transplantatzellen ließ sich nur eine starke murine Hämatopoese 

nachweisen. Die Variabilität in den Prozentzahlen der CD45+ Zellen ist durch die relativ 

kurze Zeit zwischen Transplantation und Auswertung zu erklären, erst ab 10-12 Wochen p.t. 

stabilisieren sich die Werte.[136] Mit diesen Ergebnissen konnte eindeutig gezeigt werde, dass 

Endomucin auf CD34+ Zellen nicht nur zur Selbsterneuerung fähige Zellen, sondern auch den 

rekonstituierenden Anteil markiert. 
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CD34+ Endmucin+ 

 
 Maus 1       Maus 2  

 

CD34+ Endomucin- 

 
 Maus 3      Maus 4 

 

Abb. 9: Immunphänotyp der Knochenmarksproben von mit 1,0×105 Zellen transplantierten NOD/SCID 

Mäusen. Maus 1 und Maus 2 wurden 1×105 CD34+Endomucin+ Zellen, Maus 3 und 4 1×105 CD34+Endomucin- 

Zellen transplantiert. Mit CD34+Endomucin+ Zellen transplantierte NOD/SCID Mäuse wiesen einen hohen 

Anteil humaner CD45+ Zellen auf. Prozentangaben sind Tabelle 10 zu entnehmen. 
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Tabelle 10: Ergebnisse der Transplantation humaner CD34+Endomucin+ Zellen und CD34+Endomucin- Zellen 

in NOD/SCID Mäuse. Die Repopulationsfähigkeit der transplantierten Zellen wurde quantifiziert mittels FACS-

Analyse des Anteils humaner CD45+ Zellen und muriner CD45 + Zellen am Knochenmark der Mäuse. 

Transplantierte 

Zellzahl 

 CD45 human [%] CD45 murin 

[%] 

1.0 × 105 Maus 1 CD34+Endomucin+ 56.66 15.11 

1.0 × 105 Maus 2 CD34+Endomucin+ 23.05 8.15 

1.0 × 105 Maus 3 CD34+Endomucin- 1.94 15.07 

1.0 × 105 Maus 4 CD34+Endomucin- 1.83 10.85 

    

5.0 × 104 Maus 5 CD34+Endomucin+ 12.04 8.27 

5.0 × 104 Maus 6 CD34+Endomucin- 3.13 27.18 

    

2.5 × 104 Maus 7 CD34+Endomucin+ 4.91 4.87 

2.5 × 104 Maus 8 CD34+Endomucin- 2.38 33.74 
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4.5 Tissue Array 

 
Der Tissue Array erlaubte die Analyse der Expression von Endomucin innerhalb einer großen 

Anzahl von Stanzen aus normalem und leukämischen Knochenmark sowie die Korrelation 

von Endomucin-Expression zu verschiedenen Krankheitsverläufen und Subtypen der AML. 

Des Weiteren wurden verschieden Tumorzelllinien (Tabelle 8) und CD34+ Zellen auf ihre 

Endomucin-Expression hin untersucht.    

Die Beurteilung erfolgte anhand der immunhistochemischen Anfärbbarkeit auf Endomucin. 

Dabei wurde eine positive Expression in schwach und stark differenziert (Abb. 10). In der 

Auswertung ergab sich in beiden Proben des jeweiligen Spenders eine Homogenität bezüglich 

der Anfärbbarkeit, so dass die Auswertungen nur eine Stanze pro Person berücksichtigen. 
 

A  B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

C  D 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10: (A+B) Negative immunhistochemische Färbung einer Knochenmarksstanzbiopsie auf 

Endomucin. (A) 40fache Vergrößerung. (B) 100fache Vergrößerung. 

(C+D) Positive immunhistochemische Färbung einer Knochenmarksstanzbiopsie auf Endomucin. (C) 

40fache Vergrößerung. (D) 100fache Vergrößerung 
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4.5.1 Vergleich der Expression von Endomucin zwischen Proben aus normalem 

Knochenmark,  CD34+ Zellen und AML-Knochenmark 

 

Während Knochenmark ein heterogenes Gemisch verschiedener Zellreihen und 

Reifungsstadien hämatopoetischer Zellen darstellt, handelt es sich bei CD34+ Zellen um eine 

Population mit höherem Anteil an unreifen Zellen. Dieser Zusammenhang ist mit den 

Resultaten des Tissue Arrays vereinbar: der prozentuale Anteil der Proben mit schwacher 

Färbung, also der Proben mit einem nur geringen Anteil Endomucin produzierender Zellen 

bzw. mit Zellen mir nur geringer Endomucin-Produktion, ist ausgeprägter im normalen 

Knochenmark als bei den CD34-positiven Zellen (Tabelle 11). Dagegen besaßen die Proben 

der CD34+  Zellen den höchsten Prozentsatz an Stanzen mit starker Endomucin-Expression.  

 
Tabelle 11: Statistische Auswertung der Ergebnisse des Tissue Microarrays. Angegeben sind die absoluten 

Häufigkeiten (Count), die erwarteten Häufigkeiten (Expexted Count) und der Prozentanteil der jeweiligen 

Färbung an der Gesamtzahl der Proben der jeweiligen Knochenmarksart (Percentage). 

   Endomucin Färbung 

Total 

   keine 

Färbung 

schwache 

Färbung 

Starke 

Färbung 

Art des 

KM 

AML Count 44 86 12 142 

Expected Count 40.4 81.4 20.2 142.0 

Percentage 31.0% 60.6% 8.5% 100.0% 

normales KM Count 13 31 15 59 

Expected Count 16.8 33.8 8.4 59.0 

Percentage 22.0% 52.5% 25.4% 100.0% 

CD34+ Count 3 4 3 10 

Expected Count 2.8 5.7 1.4 10.0 

Percentage 30.0% 40.0% 30.0% 100.0% 

Total Count 60 121 30 211 

% of Total 28.4% 57.3% 14.2% 100.0% 
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Die Biopsien von AML Patienten zeigten im Vergleich zu gesundem Knochenmark einen 

höheren Prozentsatz an negativen oder an schwach Endomucin exprimierenden Proben. Die 

Ergebnisse vermitteln, dass sich Endomucin offensichtlich nicht als genereller AML-Marker 

eignet. Statistische Analysen mittels SPSS sollten klären, ob dennoch ein Zusammenhang 

zwischen den wenigen stark positiven Patientenproben und einzelnen AML-Subtypen oder 

Krankheitsverläufen besteht. Korrelationsanalysen zur Endomucin-Expression wurden 

durchgeführt hinsichtlich der FAB-Klasse, Outcome, leukämischer Blastenanteil im 

Knochenmark und im Blut vor und während der Therapie, Blutbild bei Diagnosestellung, 

LDH-Konzentration bei Diagnosestellung, Alter bei Diagnosestellung, Existenz von 

genetischen Aberrationen (z.B. Translokation t(8;21), Translokation t(15:17), Inversion 

inv(16), Deletion del(5q), Monosomie 7 oder Trisomie 8) sowie Kaplan-Meier-

Überlebenszeitanalysen. Insgesamt konnte ein statistischer Zusammenhang zwischen 

Endomucin-Expression und einem dieser Parameter ausgeschlossen werden.  

 

 

4.5.2 Endomucin auf Tumorzelllinien 

 

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analyse der einzelnen Zelllinien auf Endomucin 

sind in Tabelle 12 dargestellt. Sämtliche ursprünglich aus akuten myeloischen Leukämien 

gewonnenen Zelllinien wiesen nur eine schwache Endomucin-Expression auf, darunter die 

Zelllinie 32D nativ oder mit den Genen für humanes FLT3 Wildtyp, eine 

Rezeptortyrosinkinase, deren Mutation ITD zu 30% in der AML vorkommt, und für MNK 1, 

eine Serin-Threonin-Kinase mit potenzieller Rolle in der AML, des Weiteren die Zelllinien 

MC6 und ML 1. Auch die CML-Zelllinie K562 bot nur eine schwache Endomucin-Färbung. 

Tumorzelllinien solider Tumoren zeigten eine starke Expression von Endomucin. 

Bemerkenswerterweise konnte in den Leukämiezelllinien mit lymphatischem Phänotyp 

(JURKAT, MV411) eine starke Endomucin-Produktion demonstriert werden. 
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Tabelle 12: Immunhistochemische Anfärbbarkeit verschiedener Tumorzelllinien auf Endomucin.  

Zelllinie L6H10-Anfärbbarkeit 

32 D parental schwach 

32 D hFLT3 WT schwach 

HCT P53 +/+ stark 

HCT P53 -/- stark 

HEK 293 schwach 

Hela stark 

JURKAT stark 

K562 schwach 

mC6     2 schwach 

ML 1 schwach 

32 D + MNK 1 stark 

MV411 stark 

NB4 nicht auswertbar 

NIH3T3 nicht auswertbar 

Oci AML5 nicht auswertbar 

T47 D    1 nicht auswertbar 

U87 + Ly stark 

U87 ohne Ly stark 

U 937 stark 
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4.6 Endomucin in der ALL 

 
Endomucin hatte sich in den vorherigen Versuchen als nicht charakteristisch für die AML 

erwiesen, jedoch hatten sich Hinweise aus dem Tissue Array ergeben, dass Endomucin auf 

Leukämien mit lymphatischem Phänotyp exprimiert wird. Real-time PCR-Messungen sollten 

klären, ob Endomucin tatsächlich auf Knochenmarkproben von Patienten mit akuter 

lymphatischer Leukämie vorhanden ist oder nur auf immortalisierten Zelllinien. Das 

Endomucin-mRNA-Level von ALL-Proben sollte weiterhin mit dem von AML-

Patientenproben und der Positivkontrolle HMEC-1 verglichen werden. Die Daten sämtlicher 

Messungen sind in Abb. 11 zusammengefasst. 
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Abb. 11: Vergleich der mRNA-Expressionslevel von Endomucin zwischen Knochenmarksproben von 

ALL-Patienten und Knochenmarksproben von AML-Patienten. HMEC-1-Zellen fungierten als 

Positivkontrolle. Angegeben ist jeweils das normalisierte Expressionsniveau in Relation zum GAPDH-Level der 

einzelnen Patientenproben. 
 

 

ALL-Patientenproben hatten im Mittel 2,4- bis 46-fach höhere Endomucin-mRNA-Level als 

AML-Patientenproben. Interessanterweise überstieg die relative Endomucin-mRNA-

Expression in manchen ALL-Patientenproben sogar diejenige der HMEC-1 Zellen. 
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Diese Ergebnisse deuten an, dass Endomucin als Oberflächenexpressionsmarker für die ALL 

dienen kann und Endomucin in der ALL möglicherweise sogar hochreguliert wird. Eine 

Bestätigung mittels FACS und Tissue Array sowie Korrelationsanalysen analog zur AML 

sollten Gegenstand nachfolgender Untersuchungen sein. 
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5  Diskussion 

 
5.1 Endomucin in der Hämatopoese 

 
Die Identifikation und Isolation von hämatopoetischen Stammzellen beschäftigt die 

Forschung seit Jahrzehnten. Ihre Relevanz liegt zum einen im Rahmen der 

Grundlagenforschung wie der funktionellen und molekularen Erfassung der Mechanismen 

von Selbsterneuerung, Differenzierung und Festlegung auf eine Reifungslinie oder 

Stammzell-Ontogenese. Zum anderen sind Weiterentwicklungen auf diesem Gebiet von 

großem Nutzen in der klinischen Anwendung wie der Transplantationsmedizin, wo eine 

genaue Abschätzung des Gehalts an HSCs und Progenitorzellen eines Transplantats oder eine 

auf den Patienten zugeschnittene Transplantatgröße, -komposition und supportive Therapie 

ermöglicht wird. Auch in der Zytokintherapie und ex vivo-Expansion von Stammzellen ist sie 

von Interesse. 

Bei der Maus ist die Charakterisierung von Knochenmarkszell-Populationen mit einem hohen 

Gehalt an HSCs bereits weit fortgeschritten. Dabei umfassen Lin-Sca1+ckit+ Zellen im 

Wesentlichen alle Zellen mit der Fähigkeit zur multilineären Repopulation bei Mäusen in 

Aplasie. Allerdings etablieren Lin-Sca1+ckit+ Zellen nur in 10-20% aller transplantierten 

Mäuse eine stabile Langzeithämatopoese.[136, 176] Es wurde postuliert, dass das als 

endothelialer Marker bekannte Endomucin auf murinen HSCs vorkommt, Zellen mit Long-

term-Repopulationsfähigkeit kennzeichnet und somit als muriner Stammzellmarker genutzt 

werden kann.[114] In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit eindeutig bestätigt werden, 

dass bei der Maus Endomucin auch auf Zellen des hämatopoetischen Systems vorkommt, 

nämlich auf den unreifen Zellen des Stammzellpools Lin-Sca1+ckit+ und mit zunehmender 

Reife nicht mehr exprimiert wird.  

Beim Menschen konnte bisher  kein einzelner exklusiver molekularer Marker für HSCs 

identifiziert werden. Kombinationen von Markern erlauben zwar eine Eingrenzung der 

Zielzellen auf homogenere Subpopulationen. Dennoch ist ein definitiver HSC-Phänotyp, 

welcher ausschließlich Zellen mit HSC-Eigenschaften enthält, bisher nicht beschrieben. Die 

reinste humane HSC enthaltende Population erwies sich als immer noch heterogener als ihr 

murines Gegenstück mit einer geringeren Transplantationseffizienz in immundefizienten 

Mäusen.[23] 
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Die in vitro und in vivo Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass das 

Membranprotein Endomucin beim Menschen in der Identifikation von HSCs Verwendung 

finden kann, da CD34+Endomucin+ Zellen langlebiger sind und ausgeprägtere funktionelle 

Stammzelleigenschaften besitzen als CD34+Endomucin- Zellen und somit die HSC 

enthaltende Fraktion innerhalb der Population der CD34+ Zellen markieren. Hierfür wurde 

zunächst gezeigt, dass Endomucin - parallel zur Maus - ebenfalls auf Blutzellen in humanem 

Knochenmark existiert und angereichert in der heterogenen CD34+ Population auftritt, was 

mittels FACS-Analysen, RT-PCR und Tissue Array in dieser Arbeit bestätigt werden konnte.  

In der Literatur kann das Oberflächenmolekül CD34 auf sämtlichen HSCs nachgewiesen 

werden, abgesehen von einer Gruppe mit dem Phänotyp Lin-CD34-133+,[55] jedoch ist nur ein 

Bruchteil aller CD34+ Zellen eine Stammzelle.[15, 44, 179]  

Der Schlüssel zur Identifikation dieser Stammzelle liegt in ihren funktionellen Eigenschaften: 

die Fähigkeit zur Selbsterneuerung, also durch Zellteilung eine zur Mutterzelle identische 

Zelle zu erschaffen, und zur Proliferation und Differenzierung in alle reifen Blutzellen. 

Vereint werden diese Eigenschaften in der Fertigkeit, eine vollständige langfristige 

Hämatopoese zu rekonstituieren. Multipotente Progenitorzellen besitzen zwar die 

Differenzierungs- und Proliferationskapazität, weniger jedoch die Fähigkeit der 

Selbsterneuerung.  ST-HSCs können sich zwar selbsterneuern, allerdings nur für einen 

beschränkten Zeitraum von etwa 10 Wochen.[179] In den funktionellen Assays dieser Arbeit 

konnte zuerst in vitro gezeigt werden, dass hämatopoetische Zellen mit dem 

Oberflächenantigen Endomucin zur Stamm- und Progenitorzell-Fraktion des Knochenmarks 

gehören, da sie noch nach zwei aufeinanderfolgenden Replatings die höchste Zahl an 

Kolonien hervorbrachten. Da hier CD34+Endomucin+ Zellen die allerhöchste 

Koloniebildungskapazität aufwiesen, ist es schlüssig, dass die Koexpression von CD34 und 

Endomucin eine unreifere Subpopulation markiert als die Expression von Endomucin oder 

CD34 allein. Ähnlich der hämatopoetischen Rekonstitutionskinetik nach Transplantation, in 

der ST-HSCs kurzfristig, aber zeitlich begrenzt für die Blutbildung zuständig sind und in der 

nach einer Latenzzeit LT-HSCs diese Rolle übernehmen, übertraf die Proliferation von 

CD34+Endomucin- Zellen die von CD34+Endmucin+ Zellen nach dem ersten Ausplattieren 

signifikant. Erst nach weiterem Replating und somit einer Latenzzeit überstieg die 

Proliferationskapazität der CD34+Endomucin+ Zellen die von CD34+Endomucin- Zellen und 

hielt auf hohem Level an.  

Die Stammzellcharakteristika von CD34+Endomucin+ Zellen konnten darüber hinaus in vivo 

dargestellt werden durch ihre Kapazität, eine Hämatopoese in myeloablatierten NOD/SCID-
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Mäusen zu rekonstituieren. Die Transplantation von CD34+Endomucin+ Zellen in 

verschiedenen Zellzahlen über 6 Wochen resultierte stets in einem höheren Engraftment als 

die Transplantation von CD34+Endomucin- Zellen. 

Zusammengefasst belegen die erzielten Ergebnisse, dass Endomucin den Anteil unter den 

CD34+ Zellen markiert, der den größten Stammzellcharakter besitzt, und somit humanes 

Endomucin in Kombination mit CD34+ ebenso wie murines Endomucin ein potentieller 

Marker für HSCs ist.  

 

 
 
Abb. 12: Potentielles Modell für die Einordnung von Endomucin exprimierenden Zellen in die Hierarchie 

der Hämatopoese (basierend auf [59, 76, 112]). CD34+Endomucin+ Zellen stellen die primitivsten Stammzellen dar.  

Eine Zuordnung von CD34+Endomucin-Zellen zum Stammzellmarker CD90 und somit zur ST-HSC- oder MPP-

Zellfraktion steht noch aus. Nicht alle Differenzierungsstufen sind dargestellt. CLP, common lymphoid 

progenitor, CMP, common myeloid progenitor, GMP, Granulozyten/Makrophagen Progenitor; MEP, 

Megakaryozyten/Erythrozyten Progenitor 

 

Um zu klären, ob es sich bei CD34+Endomucin+ Zellen - analog zur Maus - sogar um LT-

HSCs handelt, wie die Proliferationskinetik in den Colony Assays andeutet, sind weitere 

Repopulationsassays über mehrere Monate notwendig. Des Weiteren sollte die Endomucin-
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Expression hämatopoetischer Zellen im Zusammenhang mit der Expression anderer 

potentieller Stammzellmarker wie CD133+[55] oder CD90 (Thy1)+[112] und CD49f+,[129] welche 

zwischen HSCs und MPP differenzieren sollen, jedoch < 20% Langzeit-Engraftment nach 

Transplantation auf Einzelzell-Niveau erreichten, sowie auf CD34–Lin–CD38– Zellen 

untersucht werden. Wie bereits erwähnt wurden mit CD34–Lin–CD38– Zellen HSC-

Populationen ohne CD34-Expression beschrieben,  welche von einigen Autoren als 

möglicherweise unreifer als CD34+ Zellen eingestuft werden, da Lin-CD34- Zellen in 

Repopulationsversuchen am Schaf Lin-CD34+ Zellen hervorbrachten.[15] Eine denkbare 

Einordnung von CD34+Endomucin+ Zellen in das bestehende hierarchische Hämatopoese-

Modell stellt Abb. 12 dar. 

 

 

5.2 Endomucin und die leukämische Stammzelle 

 
Ebenso wie die Identifikation der hämatopoetischen Stammzelle ist die Identifikation 

leukämischer Stammzellen wichtig, um neoplastische Zellen innerhalb eines Transplantats 

aussortieren zu können, Mutationen und Signalwege zu präzisieren, mit denen der Ausbruch 

der Leukämie begann und die mögliche Ziele für therapeutische Intervention darstellen. 

Nach dem meistverbreiteten Modell zum Ursprung von Leukämien ist die leukämische 

Stammzelle eine primitive pluripotente hämatopoetische Stammzelle mit der Fähigkeit sich 

selbst zu erneuern und eine aberrant differenzierte Nachkommenschaft zu generieren.[35] 

Entsprechend wurden häufig Oberflächenmarker-Kombinationen benigner HSCs wie 

CD34+CD38- oder Lin-CD34- auf AML-Zellen mit der Fähigkeit, eine Leukämie in 

immundefizienten Mäuse auszulösen, gefunden.[15, 69] Diese Ergebnisse führten hier zu der 

Hypothese, dass auch Endomucin auf leukämischen Stammzellen exprimiert wird.  

In der vorliegenden Arbeit konnte in immortalisierten Zelllinien von Patienten mit AML (HL-

60, NB-4, KG-1, ML-1, Kasumi-1) keine erhöhte Endomucin-Expression auf mRNA-Level, 

in FACS-Analysen oder im Tissue Array beobachtet werden. Auch in Knochenmarkproben 

von Patienten mit AML ließ sich Endomucin nur schwach oder gar nicht nachweisen. 

Endomucin-Expression korrelierte weder mit dem Vorliegen bestimmter AML Subtypen noch 

mit unterschiedlichen Krankheitsparametern oder –verläufen.  

Der schwache oder negative Endomucin-Nachweis kann für das seltene oder fehlende 

Vorkommen von Leukämie-initiierenden Stammzellen (LSC) in der untersuchten 
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Tumorhauptmasse sprechen bei einem durchschnittlichen Anteil leukämischer Stammzellen 

am AML-Knochenmark von nur 0,0001-6 %[69, 178] (Abb. 13, Modell 1) oder für die fehlende 

Endomucin-Expression auf LSCs der AML (Abb. 13, Modell 2). Auch CD90 (Thy1) konnte 

nicht auf LSCs der AML nachgewiesen werden.[13, 121] Vielmehr wurden weitere  

immunphänotypische Unterschiede von LSCs und HSCs publiziert.[69, 83] Alternativ dazu 

kann eine Entstehung der AML-LSC auf einer späteren Differenzierungsstufe als auf der der 

HSC eine fehlende Endomucin-Expression erklären (Abb. 13, Modell 3). Analog dazu wurde 

berichtet, dass LSCs der CML in der Phase der leukämischen Blastenkrise von festgelegteren 

Progenitor-Zellen abstammen.[25] Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich nur eine 

schwache Endomucin-Expression in CML-Zelllinien (K562, KCL-22) von Patienten in der 

Blastenkrise.  

 

 

 
Abb. 13: Denkbare Modelle für Endomucin-Expression in der AML. Modell 1: Die maligne Transformation 

findet auf der Stufe der HSC statt und Endomucin wird von der leukämischen Stammzelle (LSC) exprimiert, 

nicht jedoch auf der differenzierteren Nachkommenschaft, welche die Tumorhauptmasse ausmacht. Modell 2: 

Endomucin wird nach der malignen Transformation nicht mehr exprimiert. Modell 3: Die leukämische 

Stammzelle stammt von einer reiferen Zelle als der HSC ab, trägt deswegen weder Endomucin noch CD90.  
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Interessanterweise konnte in humanen Leukämie-Zelllinien mit lymphatischem Phänotyp eine 

hohe Endomucin-Produktion nachgewiesen werden. Darüber hinaus zeigten 

Knochenmarkproben von Patienten mit ALL gegenüber Proben von AML-Patienten und 

teilweise auch gegenüber der Referenzkontrolle HMEC-1 eine signifikant höhere Endomucin-

Produktion. Im Gegensatz zur AML sind in der ALL Existenz und Charakteristika von 

leukämischen Stammzellen umstritten. Während einige Berichte das Vorkommen von ALL-

LSCs auf das primitive CD34+CD38-CD19- bzw. CD133+CD19- Zellkompartiment 

begrenzen,[32, 38, 39] fanden andere Gruppen Leukämie induzierende Zellen nur im reiferen 

CD19+ lymphatischen Kompartiment oder in aberranten CD19+CD38- Zellen.[24, 80] Andere 

Daten  zeigten, dass Blasten verschiedenster Differenzierungsstadien (CD34+/-, CD38+/-, 

CD19+/-, CD20+/-) Leukämien in NOD/SCID-Mäusen erzeugen können.[96, 106]  

Diese Beobachtung könnte durch das Fehlen einer Stammzell-Hierarchie in der ALL zu 

Gunsten eines stochastischen Modells mit höheren Frequenzen von Leukämie-initiierenden 

Zellen, in welchen Stammzellfunktionen unabhängig vom Reifegrad durch endogene und 

exogene Signale aktiviert werden, erklärt werden.[147] 

Eine erhöhte Nachweisbarkeit von Endomucin ließe sich hiernach durch die höhere Rate an 

LSCs (1 LSC in 4 Tumorzellen)[75] in der ALL erklären, wobei die LSC Endomucin durch 

ihre Abstammung von einer HSC oder durch Reaktivierung eines „Stammzellprogramms“ in 

einer reiferen Zelle produziert. Ob Endomucin tatsächlich perspektivisch auch als Marker für 

leukämische Stammzellen eingesetzt werden kann, muss in weiteren Versuchen eruiert 

werden. 
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6  Zusammenfassung 

 
Die Identifikation und Isolation von hämatopoetischen Stammzellen (HSCs) anhand von 

Oberflächenmarkern hat Bedeutung sowohl für die Grundlagenforschung, beispielsweise zur 

funktionellen und molekularen Erfassung der Mechanismen von Selbsterneuerung und 

Differenzierung, als auch für die klinische Anwendung, insbesondere in der 

Transplantationsmedizin.  

Während auf Knochenmarkszellen der Maus die Expression des Oberflächenmarkerprofils 

Lin-Sca1+ckit für das Vorliegen einer murinen HSC spricht, ist die Charakterisierung der 

humanen HSC bisher nicht so weit fortgeschritten. Endomucin ist ein Sialomucin, welches 

ursprünglich als Oberflächenantigen endothelialer Zellen identifiziert wurde. Ziel dieser 

Arbeit war es, die Rolle von Endomucin in der physiologischen und pathologischen 

Hämatopoese zu untersuchen. 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass murines Endomucin auch auf Zellen 

des hämatopoetischen Systems der Maus vorkommt, nämlich auf unreifen Zellen des Lin-

Sca1+ckit+ hämatopoetischen Stammzellpools. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass 

Endomucin mit zunehmender Reife nicht mehr exprimiert wird und somit als muriner 

Stammzellmarker genutzt werden kann. 

Weiterhin konnte erstmals dargestellt werden, dass Endomucin auch beim Menschen auf 

Zellen des hämatopoetischen Systems exprimiert wird und hier speziell in der CD34-positiven 

Fraktion angereichert ist, in der die meisten HSCs enthalten sind. Der Nachweis gelang 

mittels FACS-Analysen, RT-PCR und Tissue Array. Zellen, welche sowohl den 

Oberflächenmarker CD34 als auch das Oberflächenantigen Endomucin koexprimieren, 

wiesen in in vitro Assays Stammzellcharakteristika auf. Diese waren gekennzeichnet durch 

eine initial langsame Wachstumsrate, jedoch im Folgenden verlängerte Überlebenszeit durch 

anhaltende Selbsterneuerung und Proliferation. Darüber hinaus erreichten CD34+Endomucin+ 

Zellen, in verschiedenen Zellzahlen in NOD/SCID-Mäuse transplantiert, stets ein höheres 

Engraftment als CD34+Endomucin- Zellen. Diese neuen Ergebnisse legen nahe, dass 

CD34+Endomucin+ Zellen länger anhaltende und ausgeprägtere funktionelle 

Stammzelleigenschaften besitzen als CD34+Endomucin- Zellen und somit Endomucin einen 

echten hämatopoetischen Stammzellmarker innerhalb der Population der CD34+ Zellen 

darstellt.  
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Die gleiche Methodik wurde erstmalig an hämatopoetischen Stammzellerkrankungen 

angewandt. Hier konnte eine hohe Endomucin-Expression in immortalisierten Zelllinien und 

Knochenmarkproben von Patienten mit akuter lymphatischer Leukämie (ALL) nachgewiesen 

werden, während bei der akuten myeloischen Leukämie (AML) die Endomucin-

Konzentrationen niedrig waren. Zusätzlich durchgeführte statistische Analysen konnten keine 

Korrelation zwischen Endomucin-Expression und verschiedenen Krankheitsparametern und -

verläufen von AML-Patienten feststellen.  

. 
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