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1. Einleitung 

 

Ruhende Stamm- und Vorläuferzellen verbleiben im menschlichen Körper im Knochenmark 

oder anderen Geweben. Zudem zirkulieren sie zum Teil im Blut und werden für die 

physiologische oder pathologische Geweberegeneration durch verschiedene Stimuli aktiviert 

(Asahara and Kawamoto, 2004). In den letzten Jahren haben viele Forscher eine große Zahl 

an Stamm- und Vorläuferzellen für unterschiedliche Zellarten gefunden, siehe hierzu 

Abbildung 1. Unter diesen Stamm- und Vorläuferzellen soll hier näher auf die 

Endothelvorläuferzellen (EPC) und deren Rolle bei der Angiogenese eingegangen werden. 

Mehrere Forschergruppen zeigten, dass Endothelvorläuferzellen bei pathologischen 

Prozessen aktiviert werden und vermehrt im Blut sowie in den Entzündungsherden zu finden 

sind. Es konnte festgestellt werden, dass EPC durch Herzinfarkt sowie bei starken 

Verbrennungen mobilisiert werden (Gill et al., 2001; Shintani et al., 2001). Takahashi et al. 

zeigten, dass Zytokin-induzierte EPC die Neovaskularisierung von ischämischem Gewebe 

verstärkten (Takahashi et al., 1999). Neben der Rolle der EPC bei pathologischen Prozessen 

wie Herzinfarkt, Verbrennungen und Trauma wurde auch eine Rolle der 

Endothelvorläuferzellen bei der Tumorangiogenese postuliert, wie in Abschnitt 1.4 dargestellt 

wird. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Zahl der zirkulierenden Endothelvorläuferzellen 

und der zirkulierenden Endothelzellen im Blut mit dem Grad der Tumorangiogenese 

korrelieren (Shaked et al., 2005). Die Behandlung von Patienten mit Darmtumoren mit einem 

anti-VEGF Antikörper, der die Tumorangiogenese hemmt, verminderte die Zahl der 

zirkulierenden Endothelvorläuferzellen (Willett et al., 2004). Diese Ergebnisse legen nahe, 

dass Endothelvorläuferzellen als mögliche Surrogatmarker für antiangiogene Therapien 

verwendet werden könnten. De Palma et al. nutzten EPC als Angiogenese-selektive 

Zielvektoren, die zytotoxische Gene trugen, wodurch die Tumorangiogenese gehemmt wurde 

(De Palma et al., 2003). In einem Tumormodell in der Maus konnte gezeigt werden, dass 

genetisch modifizierte EPC, die das Protein Thymidinkinase exprimierten, bei der 

Angiogenese eine wichtige Rolle spielten. Nach der Behandlung der Tiere mit Ganciclovir 

konnte eine signifikante Nekrotisierung des Tumors festgestellt werden (Ferrari et al., 2003). 

Diese und andere Ergebnisse deuten auf eine entscheidende Rolle der 

Endothelvorläuferzellen bei der Tumorangiogenese hin, und zeigen die klinische Bedeutung 

dieser Zellen bezüglich ihrer Verwendung als Vehikel oder als Surrogatmarker zur 

Therapiekontrolle auf.  

Der Nachweis, dass endotheliale Vorläuferzellen eine direkte und wichtige Rolle bei der 

Tumorangiogenese spielen, konnte bisher nicht eindeutig erbracht werden. Auf Grund 
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dessen sollen in der vorliegenden Arbeit die Endothelvorläuferzellen genauer charakterisiert 

werden und ihr Einfluss bei der Angiogenese speziell der Tumorangiogenese weiter 

untersucht werden. 

 

 
 
Abbildung 1: schematische Darstellung der postnatalen Stamm- und Vorläuferzellen. 
SC: stem cell (Asahara and Kawamoto, 2004). 
 

 

1.1 Hämatopoetische Stammzellen und Hämatopoese 

 

Hämatopoetische Stammzellen sind dadurch charakterisiert, dass sie sich asymmetrisch 

teilen, d.h. aus ihnen entsteht eine neue Stammzellen und eine Progenitorzelle 

(Vorläuferzelle). Aus der Vorläuferzelle können dann die verschiedenen Blutzelltypen 

differenzieren. Durch diesen Mechanismus der Selbsterneuerung und der gleichzeitigen 

Bildung von Vorläufer- und daraus resultierenden Effektorzellen ist es möglich die enorme 

Zahl an Zellen, die für die Bildung des Blutsystems notwendig sind, zu bilden. Im humanen 

adulten Organismus werden ca. 1010 Erythrozyten und 108 bis 109 Leukozyten (Williams-DA 

1995) pro Stunde produziert. Die hämatopoetischen Stammzellen befinden sich zum größten 

Teil im Knochenmark, in dem unter anderem auch mesenchymale Stammzellen nachweisbar 

sind. 
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1.1.1 Der Hämangioblast 

 

Der erste Hinweis, dass Blut- und Endothelzellen aus einer gemeinsamen Ursprungszelle 

gebildet werden, wurde vor mehr als 80 Jahren von Sabin et al. (1920) formuliert. Es 

konnten in der frühen Phase der Entwicklung des Hühnerembryos die Entstehung von Blut- 

und Endothelzellen aus dem primitiven Mesoderm beobachtet werden. Risau und Flamme 

beschrieben 1995 die Bildung des vaskulären Systems im Säugerembryo (Risau and Flamme, 

1995). Der erste Schritt zu einem vollständig ausgebildeten Blutgefäßsystem erfolgt im 

fötalen Dottersack durch die starke Proliferation von mesodermalen Zellen. Die 

mesodermalen Zellen lagern sich zu Blutinseln zusammen. Die peripheren Zellen dieser 

Inseln werden als Angioblasten und die Zellen im Inneren als hämatopoetische Stammzellen 

bezeichnet. Aus den Angioblasten, die einige der charakteristischen Endothelzellmarker 

aufweisen, bilden sich im Verlauf der Embryonalentwicklung Endothelzellen, die dann die 

ersten Kapillargefäße auskleiden, siehe hierzu Abbildung 2 (Risau and Flamme, 1995).  

 

1. Bildung des
Mesoderms

2. Differenzierung
der Blutinsel

3. Fusion der
Blutinseln

4. Primärer 
Kapillarplexus

1. Bildung des
Mesoderms

2. Differenzierung
der Blutinsel

3. Fusion der
Blutinseln

4. Primärer 
Kapillarplexus

 

Abbildung 2: Bildung des Blutgefäßsystems im Embryo (Vasculogenese) (Risau and Flamme, 
1995). Die Blutinseln entwickeln sich aus migrierenden und proliferierenden Mesodermzellen. 
Die äußeren Zellen der Blutinseln, die sog Angioblasten entwickeln sich zu Endothelzellen 
und die inneren zu Blutzellen. Die Blutinseln fusionieren und bilden die ersten Kapillargefäße 
im Embryo. 
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Die räumliche Nähe von Endothelzellen und hämatopoetischen Zellen legt die Hypothese 

nahe, dass beide Zellarten aus einen gemeinsamen Vorläufer gebildet werden, dem 

Hämangioblasten, siehe Abbildung 3. Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstützt, 

dass in Endothel- und hämatopoetischen Zellen eine Vielzahl der exprimierten Gene gleich 

sind. Beispielsweise die Tyrosinrezeptorkinasen Tie1, Tie2 und VEGFR-2 werden sowohl auf 

Endothelzellen als auch auf frühen hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert (Yano et al., 

1997). Das Oberflächenprotein CD34, das als Marker für Vorläuferzellen verwendet wird, 

wird auch in Endothelzellen exprimiert (Fina et al., 1990). 

 

Hämangioblast

VEGFR2,Tie-2,CD133,
CD34, c-Kit, CD31

VEGFR2, Tie-2, CD133,
CD34, c -Kit, CD31

HPC EPC

Hämangioblast

VEGFR2,Tie-2,CD133,
CD34, c-Kit, CD31

VEGFR2, Tie-2, CD133,
CD34, c -Kit, CD31

HPC EPC

ThrombozytenMonozytenLymphozyten Endothelzellen

 
 
Abbildung 3: Der Hämangioblast als Vorläuferzelle von Endothel- und Blutzellen. 
Endothelvorläuferzellen (EPC) tragen zum größten Teil die selben Marker auf der 
Zelloberfläche wie hämatopoetische Vorläuferzellen (HPC). Zudem weisen die differenzierten 
Zellen ebenfalls eine Vielzahl dieser Oberflächenproteine auf. Auf Grund dessen wird 
angenommen, dass ein gemeinsamer Vorläufer von Blut- und Endothelzellen existiert, der 
Hämangioblast.  (Choi, 1998; Choi, 2002; Choi et al., 1998). 
 

Des weiteren wird die Existenz des Hämangioblasten durch die Zebrafisch Mutante cloche 

unterstützt, bei der sowohl die Differenzierung von Endothelzellen als auch die 

Differenzierung von hämatopoetischen Zellen durch ein Knock-out des Gens cloche 

verhindert wird (Stainier et al., 1995). In vitro konnte die These einer gemeinsamen 

Ursprungszelle durch die Bildung von „Embryoid Bodies“ aus embryonalen Stammzellen, die 

während ihrer Differenzierung entstehen, bestätigt werden (Keller, 1995). Bei den „Embryoid 

Bodies“ handelt es sich um dreidimensionale Strukturen embryonaler Stammzellen in denen 

verschiedene Zelltypen, wie neuronale Zellen, Muskelzellen, Endothelzellen und 

hämatopoetische Zellen ausdifferenzieren können (Keller et al., 1993; Nakano et al., 1994; 

Risau and Flamme, 1995; Wiles and Keller, 1991). Die Bildung von Endothel- und 
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hämatopoetischen Zellen innerhalb dieser „Embryoid Bodies“ spiegelt Aspekte der 

natürlichen Entwicklung im Dottersack wider. In den „Embryoid Bodies“ wurde eine 

bestimmte Zellart, die Blastkolonie bildenden Zellen (BL-CFC) nachgewiesen. Diese 

exprimieren unter anderem die Gene CD34 und VEGFR-2, die sowohl auf hämatopoetischen 

und Endothelzellen gefunden werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass durch Zugabe 

von hämatopoetischen beziehungsweise Endothelzellwachstumsfaktoren aus diese BL-CFC 

primitive, definierte, hämatopoetische Zellen sowie Endothelzellvorläufer werden (Choi et al., 

1998; Kennedy et al., 1997). Die aus den Blastkolonien gebildeten Endothelzellen waren 

adherent und wurden an Hand der Expression charakteristischer Marker wie CD31, VEGFR-1, 

VEGFR-2, Tie2 sowie der Aufnahme von Ac-LDL detektiert. Die hämatopoetischen Zellen 

blieben in Suspension und wurden durch die Expression der Gene ßH1, ß-major und c-fms 

charakterisiert. Des weiteren konnte gezeigt werden, dass die hämatopoetischen Zellen und 

Endothelvorläuferzellen in den Blastzellkolonien gleichen Ursprungs sind. Diese Ergebnisse 

weisen daraufhin, dass es sich bei den BL-CFC um Hämangioblasten handelt (Choi et al., 

1998). 

 

 

1.2 Endothelvorläuferzellen 

 

Lange Zeit wurde angenommen, dass die Vaskulogenese auf die frühe 

Embryonalentwicklung beschränkt sei und im ausgewachsenen Lebewesen nicht mehr 

stattfindet. Durch die Entdeckung von Endothelvorläuferzellen (EPC), basierend auf der 

Expression von VEGFR-2 und CD34, wird in neuerer Zeit davon ausgegangen, dass auch im 

adulten Organismus Vaskulogenese durch die Ausbildung neuer Gefäße mit Hilfe von 

Endothelvorläuferzellen stattfinden kann (Asahara et al., 1997). Bisher ist aber noch nicht 

eindeutig geklärt, ob diese Zellen in schon vorhandene Gefäßsysteme mit integriert werden 

können oder mittels der EPC gar neue Gefäße gebildet werden. Die Endothelvorläuferzellen 

sollen auch eine Rolle bei der Tumorangiogenese spielen. Tumorzellen scheinen durch 

Ausschüttung von angiogenen Faktoren in der Lage zu sein die Endothelvorläuferzellen zu 

mobilisieren, und sie dazu zu veranlassen, dass sie zum Tumorgewebe migrieren. Durch die 

gleichzeitige Co-mobilisierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen ist es den EPC dann 

möglich in das bestehende Gefäßsystem des Tumors zu integrieren (Rafii et al., 2002). Die 

Endothelvorläuferzellen werden wie auch die hämatopoetischen Zellen im Knochenmark 

gebildet. Die Definition von Endothelvorläuferzellen ist bisher noch nicht einheitlich, wodurch 

Vergleiche zwischen den Ergebnissen einzelner Gruppen erschwert werden. Zudem gibt es 

bisher noch keine einheitliche Beschreibung der Endothelvorläuferzellen. Es werden viele 
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verschiedene Isolationsmethoden verwendet beziehungsweise die Zellen werden an Hand 

verschiedener Marker isoliert. Zudem werden unterschiedliche Ressourcen wie Knochenmark, 

Nabelschnurblut und peripheres Blut für die Gewinnung eingesetzt, wodurch nicht gesichert 

ist, dass die daraus isolierten EPC den selben Differenzierungsgrad aufweisen. 

Endothelvorläuferzellen werden z.B. aus peripherem Blut mittels CD34 Magnetbeads isoliert 

(Asahara et al., 1997), oder es werden mononukleäre Zellen aus dem peripheren Blut 

gewonnen, in Endothelzellmeduim kultiviert und die adherenten Zellen als EPC klassifiziert 

(Badorff et al., 2003). Des weiteren werden EPC direkt aus dem Knochenmark über CD34 

Isolation (Bagley et al., 2003) oder aus mit G-CSF mobilisiertem Blut über eine Isolation 

mittels des Oberflächenmarker AC133 gewonnen (Gehling et al., 2000). Es gibt bisher keine 

einheitliche Methode wie Endothelvorläuferzellen zu gewinnen sind, außerdem bleibt die 

genaue Definition der Endothelvorläuferzellen weiterhin im Unklaren. 

 

 

1.3 Vaskulogenese und Angiogenese 

 

Das Gefäßsystem in Säugern wird schon im frühen Stadium der Embryonalentwicklung 

gebildet. Diesen Vorgang nennt man Vaskulogenese. Wie in Abschnitt 1.1.1 dargestellt, 

werden aus Stammzellen über mehrere Differenzierungsstufen Endothelzellen gebildet, 

wodurch es zusammen mit Bindegewebszellen zur Ausbildung von Blutgefäßen kommt. Im 

Gegensatz hierzu bezeichnet die Angiogenese den Vorgang aus einem schon vorhandenen 

Gefäßsystem neue Verzweigungen durch Aussprossung zu bilden, wodurch neue 

Gefäßsysteme entstehen. Der Vorgang der Angiogenese stellt einen invasiven zellulären 

Prozess dar, der die Aktivität vieler Moleküle wie Wachstumsfaktoren, proteolytische Enzyme, 

Proteine der Extrazellulärmatrix sowie Adhäsionsproteine benötigt (Blood and Zetter, 1990; 

Ingber and Folkman, 1989a; Ingber and Folkman, 1989b). Die Angiogenese kann in 

verschiedene einzelne Schritte unterteilt werden, siehe hierzu Abbildung 4 (Sage, 1997). Auf 

einen angiogenen Reiz hin beginnen die Endothelzellen nach ihrer Aktivierung mit der Lyse 

der extrazellulären Matrix und lösen die Zelladhäsion. Danach kommt es zur Proliferation und 

Migration in das umgebende Gewebe. Als letzter Schritt kommt es zur Lumenbildung und 

zum Stopp des Wachstums der Zellen. Es entsteht eine neue Gefäßkapillare. 
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Abbildung 4: Prozess der Angiogenese (Sage, 1997). Nach Aktivierung der Endothelzellen 
lysieren diese die Extrazellulärmatrix und die Zelladhäsion wird gelöst. Die Endothelzellen 
beginnen zu proliferieren und zu migrieren. Als letzter Schritt kommt es zur Lumenbildung 
und zum Stopp des Wachstums der Zellen. Es entsteht eine neue Gefäßkapillare.  
 

Angiogenese findet vor allem im Dottersack und im Embryo, während der Organogenese, 

sowie in der Wachstumsphase statt. Zudem spielt die Angiogenese beim Erwachsenen in 

physiologischen Prozessen wie dem Menstruationszyklus und der Schwangerschaft eine 

wichtige Rolle. Des weiteren sind pathophysiologische Vorgänge wie Tumorwachstum, 

Bildung von Metastasen, Wundheilung und rheumatoide Arthritis durch eine deutliche 

Angiogenese charakterisiert oder werden durch diese verursacht (Carmeliet and Jain, 2000; 

Polverini, 2002). 

 

 

1.3.1 Tumorangiogenese 

 

Tumore weisen auf Grund ihres extremen Zellwachstums große Bereiche auf, die nicht mit 

Sauerstoff beziehungsweise Nährstoffen versorgt werden können, sofern nicht ein Anschluss 

an das existierende Blutsystem sowie innerhalb des Tumorgewebes ein eigenes Blutsystem 

gebildet wird. Tumore ohne diesen Anschluss können nur bis zu einer Größe von 1-3 mm3 

wachsen (Folkman and Ingber, 1992). Die Regulation der Angiogenese wird sowohl durch 

pro- und antiangiogenetische Faktoren gesteuert (Bikfalvi, 1995). Speziell bei der 

Tumorangiogenese kommt es in Folge von hypoxischen Zuständen im Tumorgewebe zur 
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Ausschüttung von Mediatoren aus den Wirtszellen und aus den Tumorzellen. Hierdurch 

werden die Endothelzellen zur Proliferation und Migration stimuliert. Die Endothelzellen 

wachsen in Richtung des Stimulus, sodass die hypoxischen Bereiche im Tumorgewebe 

wieder mit Nährstoffen versorgt werden. Die Endothelzellen im Tumorgewebe unterscheiden 

sich von denen in normalen Geweben. Sie scheinen ständig aktiviert zu sein, um so die 

Blutversorgung während des andauernden Wachstum des Tumors sichern zu können 

(Bergers and Benjamin, 2003). Zudem ist das Gefäßsystem im Tumor relativ chaotisch im 

Vergleich zu der geordneten Struktur in den normalen Geweben (Baluk et al., 2003), siehe 

hierzu Abbildung 5. 

 

 
 
Abb. 5: Unterschied in der Gefäßstruktur von Normal- und Tumorgewebe. Endothelzellen 
sind grün, Perizyten rot und die Basalmembran der Gefäße blau dargestellt. A: Gefäßstruktur 
im Normalgewebe. Arterien sind gut auf Grund ihrer Größe und Struktur zu unterscheiden.  
B: Gefäßstruktur im Tumorgewebe. In dieser desorganisierten Struktur lassen sich die 
einzelnen Gefäßarten kaum auf Grund der Größe und Form unterscheiden. Zudem sind die 
Perizyten nur locker mit den Endothelzellen verbunden. (Baluk et al., 2003). 
 

 

1.4 Rolle der Endothelvorläuferzellen in der Angiogenese 

 

In früheren Arbeiten zur Isolation von Endothelvorläuferzellen wurde der Oberflächenmarker 

CD34 eingesetzt. Da dieser auch von reifen Endothelzellen exprimiert wird, besteht die 

Möglichkeit, dass bei der Isolation von Endothelvorläuferzellen aus dem Blut auch 

zirkulierende Endothelzellen mit isoliert werden können. Durch die Entdeckung des 

Oberflächenproteins AC133 (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997) konnte ein neues Molekül 

identifiziert werden, das als spezifischer Marker für hämatopoetische Stamm- und 

Vorläuferzellen angesehen wird. Hierbei handelt es sich um ein glykosyliertes 

Transmembranprotein mit fünf transmembranen Domainen und einem Molekulargewicht von 

120 kDa. Der Anteil an AC133 positiven Zellen im Knochenmark liegt bei ca. 0,5 % und im 
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mobilisierten Blut bei 1,4 % (de Wynter et al., 1998). Mit Hilfe dieses Oberflächenrezeptors 

konnte eine neue Zellpopulation von AC133 positiven, CD34 positiven und VEGFR-2 positiven 

Zellen isoliert werden, bei denen es sich scheinbar um Endothelvorläuferzellen (EPC) handelt 

(Peichev et al., 2000).  

Kontrovers bleibt aber immer noch die Rolle der EPC in der Angiogenese. Bei in vivo 

Untersuchungen von transplantierten EPC wurden unterschiedliche Ergebnisse beschrieben. 

Zum einen konnte eine Einlagerung dieser Zellen in das vorhandene Blutsystem detektiert 

werden. Asahara et al. konnten Endothelvorläuferzellen in Entzündungsorten auf der Haut 

und im Herzen bei Mausmodellen nachweisen, zudem wurden teilweise EPC in 

Tumorgefäßen nachgewiesen (Asahara et al., 1999). Ähnliche Ergebnisse wurden auch von 

Murohara et al. erzielt. Sie zeigten, dass CD34 positive Zellen, isoliert aus humanem 

Nabelschnurblut, in einem Ischämiemodell in Ratten an der Ausbildung neuer Gefäße 

beteiligt waren (Murohara et al., 2000). In einem speziellen Angiogenesemodell konnte 

gezeigt werden, dass in Id-Gen mutieren Mäusen, Knochenmarkszellen eine wichtige Rolle 

bei der Tumorangiogenese spielen (Lyden et al., 2001). Peters et al. konnten ebenfalls 

nachweisen, dass Knochenmarkszellen in das Tumorendothel eingebaut wurden. Aber diese 

Gruppe zeigte auch, dass dies nur zu einem sehr geringen Teil, in ca. 5 % der Gefäße, 

auftrat (Peters et al., 2005). Eine andere Forschergruppe konnte einen Einfluss von 

Endothelvorläuferzellen bei der Vaskularisierung von ischämischem Gewebe feststellen 

(Murohara et al., 2000). Mehrere andere Gruppen zeigten, dass die Endothelvorläuferzellen 

nicht direkt in das Gefäßsystem integrierten, sondern außerhalb der Gefäße im umliegenden 

Gewebe gefunden wurden (Rajantie et al., 2004; Voswinckel et al., 2003; Ziegelhoeffer et 

al., 2004). Durch die unterschiedlichen Ressourcen aus denen Endothelvorläuferzellen 

gewonnen werden und durch die unterschiedlichen Definitionen was genau als 

Endothelvorläuferzellen bezeichnet wird, werden Vergleiche zwischen den einzelnen Gruppen 

erschwert.  
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1.5 Ziel der Arbeit 

 

In der hier vorliegenden Arbeit sollen die Endothelvorläuferzellen (EPC) genauer 

charakterisiert werden und ihre Rolle im Rahmen der Angiogenese weiter geklärt werden. 

Hierzu werden mit Hilfe des spezifischen Oberflächenmarkers AC133 Endothelvorläuferzellen 

aus humanem peripherem Blut sowie Nabelschnurblut isoliert. AC133 wird speziell auf 

Stamm- und Vorläuferzellen exprimiert. Somit können die hier gesuchten Zellen mittels 

spezifischer Antikörper gegen AC133 gut aus dem Blut isoliert werden. Diese aus den beiden 

Ressourcen gewonnenen EPC sollen dann auf die Expression einzelner Oberflächenmarker 

mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR sowie der FACS Analyse hin untersucht werden. 

Zudem soll die Veränderung der Expression dieser Marker in der Kokultur mit 

unterschiedlichen Zellarten analysiert werden, und die Differenzierung der Vorläuferzellen 

untersucht werden. Hierbei werden unterschiedliche Marker betrachtet, die zum einen 

spezifisch für Stamm- und Vorläuferzellen und zum anderen spezifisch für Endothelzellen 

sind. Mit Hilfe der Affymetrix Chip Analyse soll die Genexpression der Vorläuferzellen 

analysiert werden sowie Aussagen über vergleichbare Expressionsprofile mit anderen 

Zelltypen getroffen werden. Hierdurch soll der Verwandtschaftsgrad der Vorläuferzellen zu 

anderen Zelltypen geklärt werden. Die Vorläuferzellen sowie humane mikrovaskuläre 

Endothelzellen sollen in einem Mausmodell auf ihre Lokalisation und Rolle bei der 

Tumorangiogenese hin untersucht werden. Hierzu werden diese Zellen i.v. über die 

Schwanzvene der Maus appliziert und einzelne Gewebe entnommen. Diese werden mittels 

histologischer Untersuchungen auf das Vorhandensein von humanen Zellen hin analysiert. 

Um eine Aussage über den Einfluss von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark bei der 

Angiogenese treffen zu können, wird ein ähnlicher Versuch mit GFP-Knochenmarkszellen aus 

der Maus durchgeführt. Zudem wird versucht die i.v. applizierten Zellen in vivo durch ein 

Imaging System zu detektierten. Der schematische Ablauf der Arbeit ist in Abbildung 6 

dargestellt. Insgesamt soll mittels dieser Versuche eine Aussage über den Einfluss diese 

Vorläuferzellen bei der Tumorangiogenese getroffen werden können. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Versuchsabläufe der vorliegenden Arbeit. 
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2. Material und Methoden 

 

 

Tab. 1: Lieferanten von Pufferlösungen, Zusätzen und Medien  
 AlamarBlue Biosource 

 bFGF R+D 

 Biotect Schutzmedium Biochrom 

 Collagen G Biochrom 

 dH2O  (DNase, RNase frei)  PAA Laboratories 

 DMEM / HAM´S F-12 (1:1) Medium PAA Laboratories 

 Dulbecco´s PBS- (1X) GibcoBRL 

 Earle´s Medium M199 PAA Laboratories 

 ECGS Sigma 

 FCS GibcoBRL 

 Heparin Sigma 

 HEPES Biochrom 

 Humanserum Eigene Herstellung 

 Ketavet (Ketaminhydrochlorid) Bayer 

 L-Ascorbinsäure Sigma 

 L-Glutamin PAA Laboratories 

 Natriumpyruvat Sigma 

 Nicht essentielle Aminosäuren PAA Laboratories 

 Penicillin/ Streptomycin PAA Laboratories 

 Rompun (Xylazinhydrochlorid) Bayer 

 RPMI 1640 PAA Laboratories 

 SCF Strathmann Biotec 

 Tris (Tris-(hydroxymethyl-) 

aminomethan) 

ICN Biochemicals  

 Trypsin/EDTA (10X) PAA Laboratories 

 VEGF 165 Proqinase,Freiburg 
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Tab.2: Plastikware 
 Mikroreaktionsgefäße Eppendorf 

 Röhrchen (15, 50 ml)  TPP 

 div. Sterilfilter Pall Life Sciences 

 Transwellplatten Corning Inc. Costar® 

 Zentrifugationsröhrchen (500 ml) Corning Inc. Costar® 

 div. Zellkulturflaschen Corning Inc. Costar® 

 

 

Tab.3: Materialien für AC133 Zellisolation  
 AC133 Cell Isolation Kit Milteny Biotech 

 Biocoll Separationslösung 1077 g/ml Biochrom 

 Leucosep® Röhrchen Greiner-bione 

 MACS Magnet und Ständer Milteny Biotech 

 MACS Separationssäulen LS Milteny Biotech 

 MACS Separationssäulen MS Milteny Biotech 

 S-Monovetten (mit Citrat) Sarstedt 

 

 

Tab.4: Materialien für RNA Isolation  
 2-Mercaptoethanol Sigma 

 QIAshredder Mini Column Qiagen 

 RNase-freies DNase Set Qiagen 

 RNeasy® Mini Kit Qiagen 

 

 

Tab.5: Materialien für Messung der RNA -Konzentration  
 RNA 6000 Ladder Agilent Technologies 

 RNA 6000 Nano LabChip® Kit Agilent Technologies 

 

 

Tab.6 : Materialien für cDNA Synthese  
 Oligo(dT)20 Primer (50µM) Qiagen 

 SuperscriptTM First-Strand Synthesis 

System 

Qiagen 
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Tab.7 : Materialien für Semiquantitative PCR  
 Assay-on-Demand Applied Biosystems 

 Optische Folie Applied Biosystems 

 TaqMan® 2X PCR Mastermix Applied Biosystems 

 TaqMan® GAPDH Kontrollreagenzien Applied Biosystems 

 

 

Tab.8: Materialien für Zellfärbung  
 Calcein AM Molecular Probes 

 CFSE DA Molecular Probes 

 

 

Tab.9: Materialien für Cytospin  
 Deckgläschen Menzel-Gläser 

 Filterkarten 26x45mm (4,5mm ∅) Kendro Lab. 

 Formaldehydlösung 37 % Merck 

 Mikroreaktionsgefäß FRÖTEK-

Kunstofftechnik 

 Objektträger SuperFrost®Plus Menzel-Gläser 

 

 

Tab.10: Materialien für Durchflusszytometrie  
 FACS Clean Solution Becton Dickinson 

 FACS Rinse Solution Becton Dickinson 

 FACS Röhrchen Becton Dickinson 
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Tab.11: Materialien für Immunhistochemie  
 Aceton Merck 

 Einbetthüllen Histomold Leica 

 Fettstift SCI Science Service 

 Glycerin 87 % Merck 

 Hoechst 33342 Cambrex 

 Korkplättchen Enno Vieth 

 Methanol Merck 

 Mowiol® 4-88 Calbiochem 

 n-Pentan Merck 

 TissueTek® Sakura 

 

Tab.12: Geräte   
 Agilent Bioanalyzer 2100 Agilent Technologies 

 Brutschrank für die Zellkultur Heraeus 

 Cryostat Jung Frigocut 2800E Leica 

 FACSCaliburTM Becton Dickinson 

 Fluoreszenzmeßgerät Flx800 Bio-Tek Instruments 

 Laser LGA131 Laser Technologies 

 Mikroskop Axiophot Zeiss 

 Mikroskop Zeiss Stemi SV6 Zeiss 

 TaqMan® ABI Prism 7000 SDS Applied Biosystems 

 Wasserbad GFL® 

 Zellzähler CASY® Schärfe System 

 Zentrifugen Heraeus 

 

 

Tab.13: Primärzellen/ Zelllinien  
B16F10 Melanomzellen ATCC (CRL-6475) 

HL60 Promyeloblasten ATCC (CCL-240) 

MVEC Mikrovaskuläre Endothelzellen Eigene Herstellung 

AC133 positive Isoliert aus humanem Blut Eigene Herstellung 

PBMC Isoliert aus humanem Blut Eigene Herstellung 
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Tab.14: Mausstämme   
C57BL/6w Wildtyp Jackson Laboratory 

C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J transgen Jackson Laboratory 

NMRI nu/nu Nacktmaus Taconic M&B 

 

 

Tab.15: Verwendete Antikörper    
Anwendung Antikörper Markierung Eingesetzte 

Konzentration 

Hersteller 

Durchflusszytometrie 
Maus anti-Human 

AC133 

PE 1:10 Miltenyi Biotech 

 Maus anti-Human 

AC133 

Biotin 1:10 Miltenyi Biotech 

 Maus anti-Human 

CD34 

PE 1:10 Miltenyi Biotech 

 Maus anti-Human 

CD34 

FITC 1:10 Miltenyi Biotech 

 Maus anti-Human 

CD31 

- 50 µg/ml Becton 

Dickinson 

 Maus anti-Human 

vWF 

- 40 µg/ml Chemicon 

 Maus anti-Human 

cKit 

PE 1:10 DakoCytomation 

 Maus anti-Human 

Tie2 

- 1:10 Diaclone 

 Maus anti-Human 

CD45 

FITC 1:10 Miltenyi Biotech 

 Maus anti-Human 

CD13 

- 10 µg/ml Leinco 

Technologies 

 Maus anti-Human 

VEGFR-2 

- 10 µg/ml Reliatech 

 Anti-Biotin 

Komplex 

FITC 1:10 Miltenyi Biotech 

 Ziege anti-Maus 

IgG 

FITC 1:10 Becton 

Dickinson 
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Anwendung Antikörper Markierung Eingesetzte 

Konzentration 

Hersteller 

 Isotypkontrolle 

Maus IgG 

- 1:10 Immunotech 

 Isotypkontrolle 

Maus IgG 

PE 1:10 Immunotech 

Immunhistochemie Ratte anti-Maus 

CD31 

- 5 µg/ml Becton 

Dickinson 

 Smooth muscle 

Actin 

Cy3 11 µg/ml Sigma 

 Ziegenserum - 1:50 Jackson 

Immuno 

Research 

 

 

2.1 Isolation von Vorläuferzellen aus Blut 

 

 

2.1.1. Dichtegradienten-Zentrifugation 

 

Zur Trennung der PBMC (peripheral blood mononuclear cells), welche Lymphozyten und 

Monozyten umfassen, von den restlichen Bestandteilen des Blutes (Erythrozyten, 

Granulozyten, Thrombozyten und Plasma) wurde eine Dichtegradienten-Zentrifugation 

eingesetzt. Hierbei wurde das Blut auf eine Separationslösung geschichtet, so dass bei der 

folgenden Zentrifugation die Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte in 4 Schichten 

aufgetrennt wurden. In der obersten Schicht wird das Blutplasma mit den Thrombozyten 

angereichert, in der darunter liegenden Schicht sammeln sich die peripheren mononuklearen 

Zellen. Darunter befindet sich eine Schicht mit Separationslösung und als unterste Schicht 

findet man die Erythrozyten, die mit  Granulozyten bedeckt sind (siehe hierzu die 

Abbildung 7A). 

Zur Separation wurden Leucosep-Röhrchen verwendet. Diese besitzen eine poröse 

Trennscheibe, wodurch das Überschichten der Separationslösung mit dem Blut erleichtert 

wird. 15 ml der Biocoll 1.077 g/ml Separationslösung wurden in ein 50 ml Leucosep-

Röhrchen gegeben und für 1 min bei 1000 g zentrifugiert, sodass sich die Lösung unterhalb 

der porösen Trennscheibe befand. Danach wurden 30-40 ml Blut auf die Trennscheibe 
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pipettiert und bei 800 g für 15 min ohne Bremse zentrifugiert, um ein erneutes Vermischen 

der Schichten zu vermeiden. Nach der Trennung wurde der größte Teil des Plasmas 

abgesaugt und die weiße Zellschicht, die die PBMC enthielt, abgenommen. Diese Schicht 

wird in PBS-/ 2 mM EDTA/ 0,5 % BSA aufgenommen und bei 160 g für 10 min gewaschen. 

Danach erfolgten weitere Waschschritte zweimal bei 200 g und einmal bei 240 g für je 

8 min. Die gewonnenen PBMC wurden mit Hilfe des Zellzählers CASY® gezählt und für die 

Isolation der AC133 positiven Zellen aus diesen Zellen weiter verwendet. Alle Arbeitsschritte 

wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. 

 

 

2.1.2 Isolation von AC133 positiven Zellen  

 

Zur weiteren Auftrennung der PBMCs aus der Dichtegradientenzentrifugation  wurden  

AC133 positive Zellen mit Hilfe von AC133-Antikörpern, gekoppelt an Magnetpartikel, isoliert. 

Hierzu wurden 1 * 108 PBMC in 300 µl 4 °C kaltem Puffer (PBS-/ 2 mM EDTA/ 0,5 % BSA) 

aufgenommen und auf Eis gestellt. Jeweils 100 µl des FcR-Blocking Lösung und der AC133 

Mikrobead Lösung wurden zu diesen 1 * 108 Zellen pipettiert. Die Zellsuspension wurde bei 

4 °C für 30 min inkubiert. Bei höheren Ausgangszellzahlen wurden die Volumina 

entsprechend angepasst. Zellzahlen kleiner als 1 * 108 wurden ebenfalls mit 100 µl FcR-

Blocking Lösung beziehungsweise AC133 Mikrobeads sowie 300 µl Puffer versetzt. Nach der 

Inkubation wurden die Zellen in 50 ml Puffer aufgenommen und bei 250 g für 10 min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 µl pro 1 * 108 Zellen aufgenommen 

und auf eine Isolationssäule aus beschichtetem magnetisierbarem Feindrahtgewebe, die 

vorher in das Magnetfeld des MACS Separators gestellt wurde, gegeben. Zuvor wurde die 

Säule mit Puffer äquilibriert. Bis zu einer Gesamtzellzahl von maximal 2 * 108 Zellen wurde 

die MS Säule und darüber bis maximal 2 * 109 Zellen wurde die LS Säule verwendet. Die MS 

Säule wurde mit 500 µl und die LS Säule mit 5 ml Puffer äquilibriert. Nachdem die 

Zellsuspension vollständig durch die Säule gelaufen war, wurde mit 500 µl (MS Säule) 

beziehungsweise 3 ml (LS Säule) Puffer 4x gespült. Die Säule wurde dann aus dem 

Magnetfeld genommen und eine neue äquilibrierte Säule in das Feld gestellt. Die Zellen 

wurden aus der ersten Säule mittels 1 ml beziehungsweise 5 ml Puffer und einem Kolben 

herausgedrückt und auf die neue Säule gegeben. Nach weiteren 4 Waschschritten wurde 

auch diese Säule aus dem Magnetfeld genommen und 2 ml beziehungsweise 6 ml Puffer auf 

die Säule pipettiert. Nachdem ca. 1ml der Lösung mittels Gravitation aus der Säule getropft 

war, wurde der Kolben verwendet und das restliche Volumen mechanisch herausgedrückt. 

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde zur Zellzählung verwendet, und die restlichen Zellen zur 
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weiteren Untersuchung eingesetzt. Eine schematische Darstellung der Isolation ist in 

Abbildung 7B dargestellt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde der CASY® Zellzähler von 

Schärfe System entsprechend den Herstellervorschriften eingesetzt.  

 

 

 

2.2 Semiquantitative Expressionsanalyse  

 

 

2.2.1 RNA Isolation  

 

Die RNA Isolation erfolgte mit Hilfe des RNeasy™ Systems. Bei einer Zellzahl von kleiner 

5 * 106 Zellen wurde das Zellpellet  in 350 µl GITC-Puffer mit 1 % 2-Mercaptoethanol lysiert 

und mittels QiaShredder homogenisiert. Bei 5 * 106 bis 1 * 107 Zellen wurde 700 µl GITC mit 

1 % 2-Mercaptoethanol eingesetzt. Zu den lysierten Zellen wurde 1:1 70 % Ethanol 

hinzugegeben, und die gesamte Lösung auf die RNeasy™ Mini Säule pipettiert und bei 

14.000 g für 1 min zentrifugiert. Die Säule wurde zweimal mit je 350 µl RW1 Puffer für 1 min 

und zweimal mit 500 µl RPE Puffer für 1 min beziehungsweise im letzten Schritt für 2 min 

ebenfalls bei 14.000 g gewaschen. Die genomische DNA wurde direkt auf der Säule mittels 

Zugabe von  DNase I abgebaut. Der Verdau der DNA erfolgte nach dem ersten Waschschritt 

durch Zugabe einer Lösung von 10 µl einer 2,7 U/µl DNase I Lösung und 70 µl RDD Puffer 

auf die Säule und anschließender Inkubation für 15 min bei Raumtemperatur. Durch die 

nachfolgenden Waschschritte bei der RNA Isolation wurde die DNase I mit entfernt. Die RNA 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Isolation von 
AC133 positiven Zellen aus Gesamtblut. 
A: Dichtegradientenzentrifugation von Gesamtblut zur 
Isolation von PBMC. 
B: Separation der AC133 positiven Zellen von 
Durchflusszellen mittels MACS. 
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wurde am Ende der Isolationsschritte mit RNase-freiem dH2O eluiert und bei –80 °C 

gelagert. 

 

 

2.2.2 Messung der RNA-Konzentration 

 

Die Gesamt-RNA Konzentration wurde mit Hilfe der Aligent 2100 Bioanalyzer bestimmt. Die 

Durchführung erfolgte nach dem „RNA 6000 Nano Assay“ Protokoll und mit Hilfe der 

Komponenten des RNA 6000 Nano LabChip® Kits. Die Analyse mittels des Bioanalyzers 

erfolgt nach dem Prinzip der Elektrophorese. Die RNA Proben werden mit Hilfe eines 

Spannungsfeldes ihrer Größe nach getrennt und mittels eines Lasers können die einzelnen 

RNA Fragmente, die mit einem interkalierenden Farbstoff markiert wurden, detektiert 

werden. Die Ergebnisse werden dann als Histogramm und als Bandendarstellung 

ausgegeben. 

Hierzu wurden 550 µl der RNA 6000 Nano Gel Matrix in ein Filterzentrifugenröhrchen 

pipettiert und für 10 min bei 1500 g zentrifugiert. 65 µl des zentrifugierten Gels wurde mit 

1 µl RNA 6000 Nano Farbstoffkonzentrat versetzt. Das Farbstoffkonzentrat wurde zuvor 

30 min auf Raumtemperatur gebracht und kurz gemischt. Der Gel-Farbstoff-Mix wurde für 

10 min bei 13000 g zentrifugiert und diente anschließend zur Beladung des Chips. Es wurden 

5 µl RNA 6000 Nano Marker in jedes der 12 Probenwells sowie in das Well für den 

Größenmarker pipettiert. Jeweils 2 µl der RNA-Proben und des Größenmarkers wurden auf  

70 °C für 2 min erhitzt und danach sofort auf Eis abgekühlt. Je 1 µl der denaturierten RNA 

und des Markers wurden in die entsprechenden Wells pipettiert, und der Chip für 1 min bei 

2400 rpm geschüttelt. Danach wurde der Chip im Bioanalyzer mit Hilfe der 2100 Expert 

Software analysiert.  

 

 

2.2.3 Reverse Transkription der mRNA 

 

Die bei der RNA Isolation gewonnene Gesamt-RNA diente als Grundlage für die reverse 

Transkription. Hierbei wurde mit Hilfe von Oligo(dT)20 Primer und dem Enzym Reverse 

Transkriptase SuperscriptTM II RT die mRNA in cDNA umgeschrieben. Es wurden 40 µl 

Gesamt-RNA mit 4 µl Oligo(dT)20 Primer versetzt und für 10 min bei 70 °C erhitzt, um 

linearisierte, einzelsträngige RNA beziehungsweise Primer zu erhalten. Die RNA wurde 

danach sofort auf Eis abgekühlt.  
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Zu dieser Lösung wurden  8 µl 10X RT -Puffer (200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl)  

8 µl DTT (0,1 M) 

8 µl MgCl2 (25 mM) 

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

2 µl SuperscriptTM II RT (50 U/µl) 

6 µl DNase/RNase-freies dH2O 

zugegeben. Die reverse Transkription erfolgte bei 40 °C für 50 min, und anschließend wurde 

der Ansatz auf 70 °C für 15 min erhitzt, um cDNA-mRNA Doppelstränge zu trennen und die 

reverse Transkriptase zu inaktivieren. Die cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei –

20 °C gelagert.  

 

 

2.2.4 semi-quantitative RT-PCR (TaqMan®) 

 

Die cDNA wurde mit Hilfe der semi-quantitativen PCR auf die Genexpression einzelner Gene 

hin untersucht. Für die Durchführung wurde der TaqMan® ABI Prism 7000 SDS verwendet. 

Hierbei ist es durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter Sonden sowie den entsprechenden 

Primerpaaren möglich, eine Aussage über die Menge an cDNA, welche proportional zur 

Menge der mRNA sein sollte, und somit über die Expression eines Gens zu treffen.  

Es wurden die Gene AC133, CD34, vWF, CD31 und als Referenzgen GAPDH betrachtet. Jeder 

PCR-Ansatz wurde in Tripletts in eine 96-well Platte pipettiert, die mit einer durchsichtigen 

optischen Folie verschlossen wurde. Die Ansätze wurden für 10 min bei 95 °C denaturiert 

und dann 40 Temperaturzyklen (15 sec 95 °C, 60 sec 60 °C) unterzogen.  

 

Ein PCR-Ansatz bestand aus: 

 cDNA-Probe    5 µl 

 TaqMan® Universal Mastermix  12,5 µl  

 20X Assay on Demand  1,25 µl 

 DNase/RNase-freies dH2O  6,25 µl 

Der GAPDH PCR-Ansatz bestand aus: 

 cDNA-Probe    5 µl 

 TaqMan®Universal Mastermix 12,5 µl 

 Forward Primer (10 µM)  0,5 µl 

 Reverse Primer (10 µM)  0,5 µl 

 GAPDH Sonde (5 µM)   1,5 µl 

 DNase/RNase-freies dH2O  5,75 µl 
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Im TaqMan® Universal Mastermix sind die Enzyme AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, 

AmpErase® UNG sowie dNTPs mit dUTP, ROX (passive Referenz) und Pufferkomponenten 

enthalten. Der 20X Assay on Demand Mix beinhaltet die PCR Primer sowie die FAM markierte 

Sonde. 

Zur Bestimmung der relativen Expression wurde die Differenz (Delta Ct) aus dem vorher 

festgelegten Schwellenwert (Ct) des untersuchten Gens und dem Referenzgen GAPDH 

gebildet.  

Delta Ct = Ct Gen - Ct GAPDH 

 

Die relative Expression ergab sich dann mittels der Formel: 

 

rel. Expression = 2 – Delta C t 

 

 

2.2.5 Affymetrix Chip Analyse 

 

Mit Hilfe der Affymetrix Analyse sollten die AC133 positiven Zellen aus Nabelschnurblut sowie 

die Durchflusszellen auf die Expression einzelner Gene hin untersucht werden. Zudem 

wurden Expressionsdaten von verschiedenen Zelltypen analysiert, um möglicherweise 

Aussagen über den Verwandtschaftsgrad der AC133 positiven Zellen mit anderen Zelltypen 

treffen zu können. Es wurden der HG-U 133 2.0 (enthält 39500 Gene des humanen Genoms) 

sowie der saTIVa Chip (enthält ca. 6400 Gene wichtiger Signalwege sowie Gene für spezielle 

Targets) von Affymetrix eingesetzt. 

Die Prozessierung der isolierten RNA erfolgte nach dem von Affymetrix vorgegebenen 

Protokoll und unter Verwendung der empfohlenen Kits (vgl. GeneChip® Expression Analysis 

Manual, rev3, section 2). Hierbei wurde die zelluläre RNA zunächst durch reverse 

Transkription in einzelsträngige, dann in doppelsträngige cDNA umgeschrieben. Diese diente 

anschließend als Vorlage für eine in vitro Transkription zur Synthese biotin-markierter cRNA. 

Die cRNA wurde fragmentiert und auf dem Chip sequenzspezifisch mit den dort 

aufgebrachten DNA-Oligonukleotiden hybridisiert. Die Detektion erfolgte im Anschluss durch 

die Bindung eines Phycoerythrin gekoppelten Streptavidin-Antikörper-Komplexes, dessen 

Fluoreszenzsignal mit Hilfe des GeneArray Scanner 3000 gemessen wurde. Die Menge an 

emittiertem Licht ist der Menge an gebundenen cRNA-Fragmenten proportional. Die Array-

Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Expressionist Analyst Pro Software. 
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2.3 Zellfärbung 

 

 

2.3.1 FACS Analyse 

 

Mittels FACS können einzelne Zellen anhand ihrer Lichtstreuungseigenschaften und ihrer 

emittierten Fluoreszenz analysiert werden. Letzeres erfolgt durch Verwendung von 

Antikörpern, an die Fluorochrome gekoppelt sind. Hierdurch wird es möglich die Expression 

und die Dichte von Molekülen auf der Zelloberfläche und in der Zelle zu analysieren. Die 

Methode erlaubt die simultane Messung der relativen Zellgröße, der Granularität sowie 

verschiedener Fluorochrome für mehrere tausend Einzelzellen. Im Durchfluss werden die 

FITC-markierten Zellen über einen Laserstrahl mit einer Wellenlänge von 488 nm angeregt, 

und entsprechend der physikalischen Eigenschaften und der Fluoreszenzeigenschaften des 

Farbstoffs kommt es zur Streuung des Lichtes und zur Fluoreszenzlichtemission durch die 

Fluorochrome. Das gestreute und emittierte Licht wird durch Photodetektoren erfasst, und 

mit Hilfe der Software CellQuest Pro™ werden die Daten ausgewertet. Die Darstellung der 

Ergebnisse erfolgt in einem Punktdiagramm beziehungsweise Histogramm.  

Die aus humanem adultem Blut und Nabelschnurblut isolierten Zellen sowie die bei der 

Isolation gewonnenen Durchflusszellen wurden phänotypisch analysiert. Hierzu wurden die 

isolierten Zellen aliquotiert und in 100 µl PBS- aufgenommen und mit dem entsprechenden 

Antikörper für 30 min bei 4 °C inkubiert. Es wurden 1-2 * 105 AC133 positive sowie 1-2 * 106 

Durchflusszellen pro Antikörperinkubation eingesetzt. Nach dieser Inkubation erfolgte ein 

Waschschritt mit 2 ml PBS-. Sofern der Primärantikörper keine direkte Fluoreszenzmarkierung 

aufwies, wurde ein Fluoreszenz-markierter Sekundärantikörper, der gegen den 

Primärantikörper gerichtet war, eingesetzt. Die Inkubation mit diesem Antikörper wurde 

ebenfalls in 100 µl PBS- für 30 min bei 4 °C durchgeführt. Danach wurde zweimal 

gewaschen, um die nichtgebundenen Antikörper zu entfernen. Die Zellen wurden daraufhin 

mit 4 % Formaldehyd (in PBS-) fixiert und im FACSCaliburTM analysiert. Als Kontrolle der 

unspezifischen Bindungen und der Eigenfluoreszenz der Zellen wurden entsprechende 

Isotypkontrollen als Primärantikörper eingesetzt. Die verwendeten Antikörper und die 

eingesetzten Konzentrationen sind der Tabelle  15 zu entnehmen.  
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2.3.2 Beladung von Zellen mit Fluoreszenzreagenzien 

 

Die aus dem humanem Blut gewonnen AC133 positiven Zellen sowie die MVEC wurden mit 

Calcein AM beziehungsweise CFDA SE (Carboxyfluorescein-diacetatsuccinimidylester) 

inkubiert. Diese nicht-fluoreszierenden Farbstoffe gelangen während der Inkubation mit der 

Zellsuspension über Diffusion ins Cytoplasma und werden dort durch intrazelluläre Esterasen 

hydrolysiert. Die freigesetzten Carboxylatgruppen des Calceins verhindern eine Diffusion aus 

dem Zytoplasma in das Medium. Zudem werden sie dadurch in fluoreszierende Farbstoffe 

umgewandelt, wodurch eine Detektion der markierten Zellen über einen Zeitraum von 

mehreren Tagen möglich wurde.  

Die beiden verwendeten Farbstoffe wurden auf ihre Intensität hin untersucht. Es wurde eine 

Verdünnungsreihe der beiden Farbstoffe mit den Konzentrationen 0 µM, 2 µM, 6 µM, 10 µM, 

20 µM und 40 µM hergestellt. Je 3,5 * 105 AC133 positiven Zellen wurden mit den einzelnen 

Konzentrationsstufen von Calcein AM im Verhältnis 1:1 in PBS- für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in PBS- inkubiert und danach in 2 ml PBS- bei 120 g gewaschen. Die 

Inkubation mit CFDA SE erfolgte in zwei Schritten. Zuerst wurden 3,5 * 105 Ac133 positive 

Zellen im Verhältnis 1:1 mit den verschiedenen Konzentrationen an Farbstoff für 15 min in 

PBS- bei 37 °C inkubiert, danach erfolgte ein Waschschritt mit 2 ml PBS- bei 120 g und eine 

weitere Inkubation mit auf 37 °C vorgewärmten Dulbecco´s M199 Medium für 30 min bei 

37 °C. Die Zellen wurden danach ebenfalls in PBS- gewaschen. Nun wurden die markierten 

Zellen in Transwells (Durchmesser 6,5 mm, Porengröße von 0,4 µM) in dem entsprechenden 

Kulturmedium ausgesät (siehe Tabelle  16). In die Transwells wurden 4 * 105 PBMC pipettiert 

und die Zellen wurden für 4 Tage bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % r.H. kultiviert. Nach dieser 

Kulturperiode wurden die PBMC durch Abnahme der Transwells entfernt, und die 

Fluoreszenzintensität der AC133 positiven Zellen in einem Fluoreszenzmessgerät bei 

485/528 nm (Ex/Em) gemessen.  

 

 

2.3.2.1 Bestimmung der Toxizität von Calcein AM 

 

2 * 105 beziehungsweise 4 * 105 PBMC sowie 3 * 104 MVECs wurden in 200 µl PBS- 

aufgenommen und in 1,5 ml Gefäße pipettiert. Die PBMC dienten als Kontrollzellen für die im 

Versuch verwendeten AC133 positiven Zellen. Es wurde eine Verdünnungsreihe von 

Calcein AM mit den Konzentrationen 0 µM, 2 µM, 6 µM, 10 µM, 20 µM und 40 µM in PBS- 

hergestellt und im Verhältnis 1:1 mit den Zellsuspensionen versetzt. Die Inkubation erfolgte 

für eine Stunde bei Raumtemperatur in PBS-. Danach wurden die Zellen zweimal in 1 ml PBS- 
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gewaschen und in 500 ml Dulbecco´s M199 Vollmedium aufgenommen. Die Zellen wurden in 

Tripletts in eine 24 Well Platte ausgesät und für 4 Tage bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % r.H. 

kultiviert. Die Aufnahme des Farbstoffs Calcein AM wurde mit einem Fluoreszenzmessgerät 

bei 485/528 nm (Ex/Em) gemessen. Um die Vitalität zu bestimmen  wurden nach der 

Messung die Zellen mit AlamarBlue, einem Mitochondriums-spezifischen Farbstoff, im 

Verhältnis 1:10 versetzt und für 2 h inkubiert,. Die Zellmenge wurde durch eine 

Fluoreszenzmessung bei 528/590 nm (Ex/Em) bestimmt.  

 

 

2.3.2.2 Bestimmung der optimalen Fluoreszenzfarbstoffkonzentration 

 

Eine Verdünnungsreihe von Calcein AM mit den Konzentrationen 0 µM; 0,2 µM; 0,6 µM; 

1  µM; und 2 µM wurde in PBS- hergestellt und mit 2 * 106 PBMC im Verhältnis 1:1 für eine 

Stunde in PBS- bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in PBS- 

gewaschen, mittels Cytospin auf Objektträger transferiert und mit ‘Mouting Medium‘ 

eingedeckelt. Die Aufnahme von Calcein AM wurde mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops 

dokumentiert. 

 

 

2.3.2.3 Markierung des Zellen mit Calcein AM 

 

Für die in vivo Versuche wurden AC133 positive Zellen sowie MVEC mit Calcein AM gefärbt. 

Hierzu wurden die Zellen in 0,5 µM Calcein AM für eine Stunde bei Raumtemperatur in PBS- 

inkubiert und danach zweimal in PBS- gewaschen. Die markierten Zellen wurden in 400 µl 

PBS- aufgenommen. Die Applikation der Zellen in die Nacktmaus erfolgte i.v. über die 

Schwanzvene. 
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2.4 Zellkultur 

 

 

2.4.1 Kulturbedingungen 

 

Die Zellen wurden in einem CO2-Inkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % r.H. kultiviert. Die 

einzelnen Zelltypen und die verwendeten Medien sind in Tabelle  16 aufgelistet. 

Es erfolgte bei allen verwendeten Zelllinien und Primärzellen alle 2-3 Tage ein 

Mediumwechsel und sofern 80-90 % Konfluenz erreicht wurde, wurden die Zellen mittels 

einer 1x konzentrierten Trpsin/EDTA-Lösung passagiert. Bei der Suspensionszelllinie HL60 

wurde die Zellen durch Aufteilung der Zellsuspension auf neue Flaschen passagiert. Die 

AC133 positiven Zellen wurden nicht passagiert, da ihre Teilungsrate nur sehr gering war. In 

diesem Fall wurde das Kulturmedium alle 2-3 Tage zur Hälfte vorsichtig abgenommen durch 

frisches Meduim ersetzt.  

 

Tabelle 16: Übersicht über verwendete Zelltypen und deren Kulturbedingungen. 
Zelltyp Herkunft Medienzusammensetzung 

B16F10 

(Murines Melanom) 

ATCC (CRL-6475) DMEM / HAM´S F-12 (1:1) Medium 
10 % FCS (hitzeinaktiviert) 
100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin  
2 mM L-Glutamine 

HL60 

(Humaner 

Promyeloblast) 

ATCC (CCL-240) RPMI 1640 
10 % FCS (hitzeinaktiviert) 
100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin  
25mM HEPES 

MVEC 

(Mikrovasculäre 

Endothelzellen) 

Isolierung aus 

Vorhaut 

Earle´s Medium M199 
10 % FCS (hitzeinaktiviert) 
10 % HS (hitzeinaktiviert) 
10 µg/ml ECGS 
0,5 % (v/v) Biotect Schutzmedium 
5 U/ml Heparin 
1,27 mM L-Ascorbinsäure 
1 mM Natriumpyruvat 
1 % (v/v) Nicht essentielle Aminosäuren 
100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin 
Kulturflaschen gecoatet mit 3 % Collagen G in 
PBS (mit Mg2+/Ca2+) für 5 min bei RT 
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AC133 positive  

(Endotheliale 

Vorläuferzellen) 

Isoliert aus humanem 

adultem Blut und 

Nabelschnurblut 

Earle´s Medium M199 
10 % FCS (hitzeinaktiviert) 
10 % HS (hitzeinaktiviert) 
10 µg/ml ECGS 
0,5 % (v/v) Biotect Schutzmedium 
5 U/ml Heparin 
1,27 mM L-Ascorbinsäure 
1 mM Natriumpyruvat 
1 % (v/v) Nicht essentielle Aminosäuren 
100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin 
50 ng/ml VEGF 165 
5 ng/ml bFGF  
10 ng/ml SCF 
Kulturschale gecoatet mit 10 µg/ml 
Fibronectin für 10 min bei RT 

PBMC (periphere 

mononukleäre 

Blutzellen) 

Isoliert aus humanem 

adultem Blut und 

Nabelschnurblut 

Earle´s Medium M199 
10 % FCS (hitzeinaktiviert)  
10 % HS (hitzeinaktiviert) 
10 µg/ml ECGS 
0,5 % (v/v) Biotect Schutzmedium 
5 U/ml Heparin 
1,27 mM L-Ascorbinsäure 
1 mM Natriumpyruvat 
1 % (v/v) Nicht essentielle Aminosäuren 
100 U/ml Penicillin/ 100 µg/ml Streptomycin 

 

 

2.4.2 Herstellung von Humanserum 

 

Für die Herstellung von Humanserum wurden je Spender 400 ml Blut abgenommen und 

sofort in 500 ml Zentrifugationsröhrchen überführt. Das Blut wurde zur Koagulation 30 min 

bei Raumtemperatur stehen gelassen und dann für 15 min bei 2000 g zentrifugiert. Das 

Serum wurde abgenommen, in ein neues Zentrifugationsröhrchen überführt und wiederum 

für 15 min bei 2000 g zentrifugiert. Erst danach wurden die Seren der einzelnen Spender 

vereinigt, um eventuelle Blutgruppenunverträglichkeiten zu vermeiden. Die gepoolten Seren 

wurden für 30 min bei 56 °C hitzeinaktiviert und danach mit 0,2 µm Filterkartuschen 

sterilfiltriert. Aliquots à 50 ml wurden bei –20 °C gelagert. 

 

 



Material und Methoden 

 28 

2.5 Tiermodelle 

 

2.5.1 Zucht des GFP-Mausstammes 

 

Verwendet wurde der Mausstamm C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)1Osb/. Dieser Stamm exprimiert 

eGFP (enhanced green fluorescent protein) hemizygot, sodass sämtliches Gewebe mit 

Ausnahme der Haare und der Erythrozyten unter UV-Licht grün leuchten. Die Expression des 

GFP Proteins unterliegt der Kontrolle durch den ß-Actin Promotor aus Huhn und wird 

verstärkt durch den Cytomegalovirus Enhancer. Die Mäuse, die das Protein homozygot 

exprimieren, sterben innerhalb der ersten 2 Wochen nach der Geburt. Im ersten Wurf 

wurden 7 Mäuse geboren, wobei 5 innerhalb der ersten 2 Wochen starben. Die Expression 

des eGFP-Proteins wurde mittels eines Fluoreszenzmikroskops bestimmt, indem eine 

Schwanzbiopsie entnommen wurde, und diese auf die Expression hin untersucht wurde. Bei 

den 2 Jungtieren handelte es sich um eGFP negative Tiere. Auf Grund dessen wurde das 

erwachsene weibliche Tier für die Isolation von eGFP Knochenmark verwendet. Das 

männliche Tier wurde weiterhin für die Zucht hemizygot exprimierender Tiere eingesetzt. 

 

 

2.5.2 Entnahme von Knochenmark aus dem Oberschenkel der Maus 

 

Die Knochenmarkszellen wurden aus den beiden Oberschenkelknochen der C57BL/6-

Tg(ACTB-EGFP)1Osb/J Maus isoliert und für die i.v. Injektion in C57BL/6 Mäuse eingesetzt.. 

Die Gelenke an den Enden des präparierten Knochens wurde mit Hilfe einer Schere entfernt. 

Das Knochenmark wurde durch Zuhilfenahme einer Spritze mit einer aufgesetzten 27 G  

Kanüle mit 5 ml PBS-/2 mM EDTA in ein 50 ml Röhrchen herausgeschwemmt. Die 

Zellsuspension wurde für eine Minute stehen gelassen, sodass zum Teil vorhandene 

Knochen- beziehungsweise Fleischstücke sich am Boden des Röhrchen absetzen konnten. 

Die Zellsuspension wurde vorsichtig abgenommen und in PBS/2 mM EDTA gewaschen und 

vorsichtig resuspendiert, um eine gleichmäßige Zellsuspension zu erhalten. Die Zellzahl 

wurde im Casy® Zellzähler bestimmt. 

 

 

2.5.3 Herstellung von Allotransplantaten in Mäusen 

 

B16F10 Tumorzellen wurden für 3-4 Passagen kultiviert und bei ca. 80 % Konfluenz 

trypsiniert, um die Zellen in ihrem proliferativen Stadium zu erhalten. Für den Versuch mit 
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den humanen Calcein AM gefärbten Zellen wurden 0,5 * 106 B16F10 Tumorzellen in 100 µl 

PBS- aufgenommen und subkutan in die NMRI nu/nu Nacktmäuse injiziert. Für den Versuch 

mit den eGFP-Knochenmarkszellen wurden 1-2 * 106 B16F10 Tumorzellen in 50 µl PBS- 

aufgenommen und subkutan in C57BL/6w Mäuse injiziert. 

 

 

2.5.4 Injektion von humanen Zellen in tumortragende Nacktmäuse 

 

Die AC133 positiven Zellen aus der Nabelschnur wurden isolie rt und dann in M199 

Magermedium (M199, 2% FCS, 1,27 mM Ascorbinsäure) bei RT maximal über Nacht 

gelagert, um Veränderungen in ihrer Aktivität zu vermeiden. Die Endothelzellen wurden bis 

zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Am Tag der Injektion wurden die AC133 positiven 

Zellen und die Endothelzellen gefärbt. Hierzu wurden die Zellen für eine Stunde mit 0,5 µM 

Calcein AM inkubiert, gewaschen, in 400 µl PBS aufgenommen und i.v. in die Schwanzvene 

injiziert. Die Knochenmarkszellen der GFP-Maus wurden ebenfalls am Tag der Injektion 

entnommen. Es wurden je Gruppe 3 Mäuse verwendet, denen AC133 positive Zellen, 

beziehungsweise MVEC i.v. gespritzt wurden. Für die Injektion der MVEC direkt in den Tumor 

beziehungsweise die Tumorperipherie wurde eine Maus eingesetzt. Für den Versuch mit den 

eGFP-Knochenmarkszellen wurden 2 Gruppen von tumortragenden Mäusen verwendet. Zum 

einen wurden 3 C57BL/6w Mäuse mit 4 Tage alten (1 * 106 B16F10 Zellen implantiert) und 

zum anderen wurden 4 C57BL/6w Mäuse mit 8 Tage alten (2 * 106 B16F10 Zellen 

implantiert) Allotransplantaten verwendet, um den Einfluss der unterschiedlich stark 

ausgebildeten Gewebeorganisation im Tumor auf den Einbau der eGFP-Knochenmarkszellen 

zu untersuchen. Die Zeitpunkte und Zellzahlen der verschieden Zellarten sind der Tabelle 17 

zu entnehmen. 
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Tabelle 17: Zeitlicher Ablauf der i.v. Injektion von Calcein AM gefärbten Zellen 
beziehungsweise eGFP-Knochenmarkszellen sowie Angabe über die eingesetzte 
Zellzahlen. 
Zellart Injektionszeitpunkt Injizierte Zellen pro Maus 

AC133 positive i.v. Tag 5 

Tag 6 

Tag 7 

Tag 8 

1,0 * 106 

8,0 * 105 

3,0 * 105 

5,7 * 105 

MVECs i.v. Tag 5 

Tag 6 

Tag 7 

Tag 8 

1,0 * 106 

1,0 * 106 

1,0 * 106 

1,0 * 106 

MVECs direkt in den Tumor Tag 5 

Tag 7 

2,5 * 105 

1,0 * 106 

eGFP-Knochenmarkszellen Tag 4 

Tag 4 

Tag 8 

3,5 * 106 (1 Maus) 

1,5 * 106 (1 Maus) 

3,5 * 106 (3 Mäuse) 

 

 

2.5.5 In vivo Imaging von Mäusen 

 

Die mit den GFP-Knochenmarkszellen behandelten C57Bl6 Mäuse sowie die Kontrolltiere 

wurden mit einem 1:1 Gemisch aus 2 % Rompun (Xylazinhydrochlorid), 1:10 mit 

physiologischer NaCl-Lösung verdünnt, und 100 mg/ml Ketavet (Ketaminhydrochlorid), 1:5 

mit physiologischer NaCl-Lösung verdünnt, narkotisiert und die Haut über und um dem 

Tumor herum wurde rasiert. Die narkotisierten Mäuse wurden mittels eines Imagingsystems, 

bestehend aus dem Laser 131LGA und der Kamera Dual Mode cooled CCD camera (Mod. 

C4880 von Hamamatsu) auf das Vorhandensein von GFP positiven Zellen im Tumorgewebe 

untersucht. Zudem wurden der Tumor entnommen und getrennt analysiert, um auch die 

Innenseite untersuchen zu können. Des weiteren wurde die einzelnen Organe im Abdomen 

mit dem Imagingsystem analysiert. Die Mäuse beziehungsweise die Tumore und Abdomen 

wurden zudem mittels des Fluoreszenzmikroskops Stemi SV6 auf GFP positive Zellen hin 

untersucht. Die erzeugten Bilder wurde gespeichert und mit den Bildern der Kontrollmäuse, 

die keine GFP-Knochenmarkszellen gespritzt bekommen hatten, verglichen. 
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2.6 Anfertigung von Gefrierschnitten aus Mausgewebe 

 

Hierzu wurden die jeweiligen Gewebe (Lunge, Thymus, Tumor) aus den Mäusen 

entnommen. Die Gewebe wurden in kleine Plastikschalen in TissueTek eingebettet und sofort 

in einer Lösung aus n-Pentan und Trockeneis tiefgefroren. Zur besseren Justierung der 

Schnitte im Kryostaten wurden auf die eingebetteten Gewebe vor dem Einfrieren noch ein 

Korkplättchen gelegt. Die Lagerung der gefrorenen Gewebe erfolgte bei –80 °C. Zum 

Schneiden der Gewebe wurde der Kryostat Jung Frigocut 2800E verwendet. Die Gewebe 

wurden bei –20 °C geschnitten. Es wurden 10 µm Schnitte angefertigt, und diese auf 

Objektträger transferiert. Die Lagerung erfolgte wiederum bei –80 °C. 

 

 

2.7 Immunhistochemie von Gefrierschnitten 

 

Die entnommenen und geschnittenen Gewebe wurden hierbei auf das Vorhandensein von 

Calcein AM gefärbten beziehungsweise eGFP-transfizierten Zellen hin untersucht. Zudem 

wurden bestimmte Zellstrukturen des Gewebes immunhistologisch angefärbt, um eine 

bessere Aussage über die Lage der gesuchten Zellen zu erhalten. 

Die Gefrierschnitte wurden für 30 min bei Raumtemperatur aufgetaut und danach in einer 

eiskalten Aceton/Methanol Lösung (1:1) bei –20 °C fixiert und permeabilisiert. Die Schnitte 

wurden in einer Färbekammer in 1X TBS für 5 min unter leichten Schwenken gewaschen. 

Nach dem Waschschritt wurden die Schnitte mit einem Fettstift umrandet. Die unspezifischen 

Bindestellen auf den Gewebeschnitte wurden mittels Ziegen- oder fötalem Kälberserum (2 % 

in 1X TBS) für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Nach dem Blockierungsschritt 

wurde der Primärantikörper zugeben und für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Verdünnung der Antikörper wurde in 2 % fötalem  Kälberserum in TBS vorgenommen. Die 

Antikörper und deren jeweiligen Verdünnungen sind der Tabelle 15 zu entnehmen. Vor und 

nach der einstündigen Inkubation mit dem Fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper 

erfolgte ein Waschschritt für 5 min in TBS. Die Inkubation mit dem Sekundärantikörper 

erfolgte für 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln, und danach wurden die Schnitte 

wiederum für 5 min in 1X TBS unter leichtem Schwenken gewaschen. Es schloss sich eine 

Kernfärbung mit Hoechst 33342 (10 µg/ml) für 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln an. 

Nach einem erneuten Waschschritt für 5 min in PBS- wurden die Gewebeschnitte mit 

Mounting Medium (2,4 g Mowiol 4-88, 6 g Glycerin, 6 ml dH2O) und einem Deckgläschen 

eingedeckelt. Der Nachweis der Antikörperfärbung erfolgte mit Hilfe eines inversen 

Fluoreszenzmikroskops (Zeiss-Axiophot).  
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3. Ergebnisse 

 

Um die Rolle zirkulierender Endothelvorläuferzellen besser verstehen zu können, sollte im 

Rahmen dieser Arbeit die Vorläuferzellen isoliert und charakterisiert werden. In 

Kultivierungsexperimenten sollte ihre weitere Differenzierung untersucht werden. Schließlich 

sollte die Rolle der Vorläuferzellen im Tumorwachstumsgeschehen aufgenommen werden.  

 

3.1 Isolation von humanen AC133+-Vorläuferzellen aus Nabelschnur- und 

adultem Blut 

 

Die Aufarbeitung der Blutproben erfolgte innerhalb von 2 Stunden nach Abnahme, die aus 

Nabelschnurblut innerhalb von 12 Stunden nach der Geburt, da ansonsten die RNA zu stark 

degradiert war und die Zellvitalität zurückging. Die peripheren mononukleären Zellen (PBMC) 

wurden von den Erythrozyten, Thrombozyten und den Granulozyten mit Hilfe einer 

Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt. Anschließend wurden mittels Magnetbeads, die 

anti-AC133 Antikörper auf ihrer Oberfläche trugen, aus den PBMC die AC133+-Vorläuferzellen 

über einen Magneten separiert. Die Reinheit der Population wurde mittels FACS ermittelt und 

lag bei über 85 %. 

 

10 0 10 1 10 2 10 3 10 4

Ac133 PE

UL UR

LL LR

Quadrant Statistics

Quad Events % Gated % Total
UL 0 0.00 0.00
UR 0 0.00 0.00
LL 399 5.67 4.75

LR 6643 94.33 79.08

 
 
Abbildung 8: Beispiel einer FACS Analyse von AC133 isolierten Blutzellen. Lage der AC133+-
Vorläuferzellen dargestellt in einem dot-plot Diagramm. Färbung mit anti-AC133 Antikörper 
Phycoerythrin markiert. Die Reinheit lag bei 94 %, siehe Feld LR (lower right). 
 

Mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation wurden durchschnittlich 1,44 * 106 PBMC/ml 

adultem Blut (± 0,6 * 106, n=67) isoliert und aus diesen konnten durchschnittlich 1,2 * 103 

(± 1,09 * 103, n=68) AC133+-Vorläuferzellen/ml adultem Blut gewonnen werden. Dies 

entsprach einem Anteil an positiven Zellen von 0,08 % (± 0,06 %). Aus dem Nabelschnurblut 

konnten durchschnittlich 5,5 * 106 (± 4,5 * 106, n=38) PBMC pro ml Blut isoliert werden, und 
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daraus wurden durchschnittlich 4,89 * 104 (± 4,08 * 104, n=38) AC133+-Vorläuferzellen/ml 

Blut gewonnen, was einem Anteil von 1,08 % (± 0,6 %) entsprach. Im Laufe der 

Isolationsversuche aus dem humanem adultem Blut konnten die Ergebnisse der Zellzahlen 

der AC133 positiven Zellen verbessert werden. Im ersten Drittel der Isolationsversuche 

wurden durchschnittlich 0,05 % AC133+-Vorläuferzellen aus einem ml Blut gewonnen und im 

letzten Drittel steigerte sich dieser Wert auf durchschnittlich ca. 0,11 % (siehe Abbildung 9). 

Bei der Isolation der AC133+-Vorläuferzellen aus dem Nabelschnurblut konnte kaum eine 

Steigerung in der Ausbeute erreicht werden, da hier bereits die Technik schon weitgehend 

optimiert war. Hier wurden im ersten Drittel der Isolationen durchschnittlich ca. 0.9 % 

positive Zellen gewonnen und im letzten Drittel konnte der Anteil positiver Zellen auf 

durchschnittlich 1,15 % gesteigert werden (siehe Abbildung 10). 
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Abbildung 9: Der prozentuale Anzahl an AC133+-Vorläuferzellen in humanem adultem Blut. 
Der Anteil an AC133+-Vorläuferzellen steigerte sich im Verlauf der Isolationsversuche. Der 
durchschnittliche Wert lag bei 0,09 % (roter Balken). 
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AC133+-Vorläuferzellen pro ml Nabelschnurblut (n=38)
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Abbildung 10: Der prozentuale Anzahl an AC133+-Vorläuferzellen in humanem 
Nabelschnurblut. Der Anteil an isolierten Zellen variierte stark im Verlaufe der 
Isolationsversuche, was auf die unterschiedlichen Lagerungszeiten der Blutproben 
zurückzuführen war. Der durchschnittliche Wert der AC133+-Vorläuferzellen lag bei 1,08 % 
(roter Balken). 
 

 

3.2 Expressionsanalyse bestimmter Gene mit Hilfe der Real Time RT- PCR 

 

Zur weiteren Charakterisierung der AC133+-Vorläuferzellen auf RNA-Ebene wurde die Gesamt 

RNA aus lysierten Zellen mittels des RNeasy Mini Kits (Qiagen) gewonnen. Durch eine 

reverse Transkription wurde die mRNA in cDNA umgeschrieben. Die Expressionsstärke der 

einzelnen Gene wurde mit Hilfe spezifischer Primer und Sonden untersucht und ins Verhältnis 

zur Expressionsstärke des Referenzgens GAPDH gesetzt, um eine semiquantitative Aussage 

zu erhalten. Zur Kontrolle wurden zunächst einige dieser Primer/Sonden Kombinationen, die 

von Applied Biosystems hergestellt wurden, untersucht. Hierzu wurden für unterschiedliche 

Verdünnungsstufen der Ausgangs-cDNA bei beiden Sequenzen (Ziel- und Referenzsequenz) 

die Ct-Werte ermittelt, und diese dann gegen den Logarithmus der Verdünnungsstufen 

aufgetragen. Der Ct-Wert gibt die Zykluszahl an, bei der ein zum ersten Mal ein Signal 

oberhalb des eingestellten Schwellenwertes detektiert wird. Die Differenz der beiden 

Steigungen der Ausgleichsgeraden musste im Bereich von +/- 0,1 liegen, um von einer 

Effizienz von annähernd 100 % ausgehen zu können. Dadurch wird erreicht, das 

unterschiedliche Ct-Werte von Ziel- und Referenzsequenz nicht auf schlechte Primer 

beziehungsweise Sondenbindungen zurückzuführen sind, sondern auf Grund der 

unterschiedlich starken Expression der beiden Gene entstehen. Wie in Abbildung 11 zu sehen 
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ist, wiesen alle getesteten Primer/Sonden eine Effizienz von 100 % auf. Die Differenz der 

Steigungen der Ausgleichsgeraden von CD34 und GAPDH lag bei 0,06. Bei der Untersuchung 

der Primer und Sonden von vWF und GAPDH betrug die Differenz 0,11. Dieser Wert wurde 

auch bei der Differenz der Steigungen von CD31 und GAPDH erreicht. Insgesamt ließ sich 

somit feststellen, dass alle Primer und Sonden für die weiteren Untersuchungen eingesetzt 

werden konnten. Die Effizienz der AC133 Primer/Sonden wurde auf Grund der geringen 

Menge an Probenmaterial nicht getestet.  

 

Effizienztest der eingesetzten Primer/Sondenkombinationen
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Abbildung 11: Effizienztest der verwendeten Primer/Sonden Kombinationen. Es wurden 
mittels cDNA aus MVEC die Primer und Sonden für die Gene CD34, CD31, vWF und GAPDH 
auf ihre Effizienz hin analysiert. Die Differenz der Steigungen der einzelnen Ausgleichsgerade 
mit der Steigung der Ausgleichsgerade des Haushaltsgens GAPDH musste bei ca. 0,1 liegen, 
um eine Effizienz von ca. 100 % zu erreichen. Dies war bei allen verwendeten 
Primer/Sonden Kombinationen der Fall.  
 

 

3.2.1 Genexpression in humanem adultem Blut 

 

Die AC133+-Vorläuferzellen wurden direkt nach der Isolation weiter für die RNA-Isolation 

verwendet, um eine Degradation von RNA zu vermeiden. Die Qualität und Quantität der RNA 

wurde mit Hilfe des Aligent 2100 Bioanalyzers bestimmt, der auch geringe Mengen an RNA 

nachweisen kann. Die Konzentration lag zwischen 8-30 ng/µl. Durch das Verhältnis von 18s 
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rRNA zu 28s rRNA können Rückschlüsse auf den Grad der Degradierung der RNA gezogen 

werden. Bei den hier gemessenen Proben wurde ein Verhältnis von 1,8 bis 2,0 erreicht, was 

einer sehr guten Qualität der RNA-Probe entspricht. Ein Beispiel einer Qualitäts- und 

Quantitätsbestimmung mittels des Agilent Bioanalyzers ist in Abbildung 12 dargestellt. 

 

A B

 
 
Abbildung 12: Ergebnis einer Qualitäts- und Quantitätsbestimmung isolierter RNA.  
A: Grafische Darstellung der Peaks der 18s rRNA (bei 40 sec) und 28s rRNA (bei ca. 46 sec) 
in einem Histogramm. Das Verhältnis der beiden rRNA lag bei 1,8, was auf eine gute Qualität 
der RNA hinwies. B: Darstellung des Lauf im Gel. Links ist der Marker angeben und rechts 
die Probe, gut zu erkennen sind die Banden der 18s rRNA bei ca. 2000 nt und der 28s rRNA 
bei ca. 4000 nt.  
 

 

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse der Gene AC133, CD34, vWF und CD31 auf AC133+-

Vorläuferzellen aus adultem Blut sind der Abbildung 13 zu entnehmen. Die direkt nach der 

Isolation gewonnnen AC133+-Vorläuferzellen exprimierten AC133, bezogen auf GAPDH sehr 

schwach. CD34, hingegen wurde vergleichbar stark wie das Haushaltsgen GAPDH exprimiert. 

CD31 mRNA konnte ebenfalls nachgewiesen werden, vWF mRNA wurde nicht gefunden.  
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rel. mRNA Expression von AC133+-Vorläuferzellen 
aus adultem Blut
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Abbildung 13: Bestimmung der relativen Expression von AC133, CD34, vWF und CD31 auf 
AC133+-Vorläuferzellen aus humanem, adultem Blut. AC133 Expression konnte 
nachgewiesen werden, war aber deutlich schwächer als die Expression der Haushaltsgens 
GAPDH. CD34 wurde sehr stark exprimiert und lag im Bereich der Expression von GAPDH. 
vWF konnte nicht nachgewiesen werden, die Expression von CD31 betrug ca. 50 % der 
Expression von GAPDH.   
 

 

3.2.2 Expression in humanem Nabelschnurblut 

 

Die mRNA in AC133+-Vorläuferzellen aus dem Nabelschnurblut wurde ebenfalls mittels des 

Agilent Bioanalyzers auf  Konzentration und Reinheit untersucht. Die Konzentration 

schwankte zwischen 7 und 34 ng/µl je nach Probe. Das Verhältnis von 18s rRNA zu 28s rRNA 

lag bei diesen RNA-Proben bei 1,8 bis 2,0. Dies zeigte, dass auch die aus dem 

Nabelschnurblut gewonnene RNA eine gute Qualität aufwies. Aus der mRNA wurde cDNA 

revers transkribiert und diese im TaqMan® eingesetzt. Das Expressionsprofil der Gene 

AC133, CD34, vWF und CD31 ähnelte dem Profil in den AC133+-Vorläuferzellen aus dem 

adultem Blut. AC133 wurde schwach exprimiert, CD31 konnte detektiert werden aber vWF 

wurde auch in diesen Zellen nicht exprimiert. CD34 hingegen wurde überexprimiert, siehe 

hierzu die Abbildung 14. 
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rel. mRNA Expression von AC133+-
Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut

0,0
0,2
0,4

0,6
0,8

1,0
1,2
1,4

1,6
1,8

2,0

AC133 positive

re
l. 

m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

AC133

CD34
vWF
CD31

GAPDH

 
 
Abbildung 14: Bestimmung der relativen Expression von AC133, CD34, vWF und CD31 auf 
AC133+-Vorläuferzellen isoliert aus Nabelschnurblut. AC133 Expression konnte nachgewiesen 
werden, war aber deutlich schwächer als die Expression der Haushaltsgens GAPDH. CD34 
hingegen wurde um die Hälfte im Vergleich zu GAPDH überexprimiert. vWF konnte nicht 
nachgewiesen werden, die Expression von CD31 lag bei ca. 50 % der Expression von 
GAPDH. 
 

 

3.2.3 Kultivierung der AC133+-Vorläuferzellen in Kokultur mit verschiedenen 

Zelltypen 

 

Da die Kultur von AC133+-Vorläuferzellen ohne Kokulturzellen starke Vitalitätsverluste sowie 

eine schlechte Proliferationsfähigkeit innerhalb der Kultivierungsperiode aufzeigte (Daten 

nicht gezeigt), wurden die aus dem Nabelschnur- und dem adulten Blut isolierten 

Vorläuferzellen mit verschiedenen Zelllinien im Transwell kokultiviert. Hierdurch wurde 

erreicht, dass die von den kokultivierten Zellen ausgeschütteten Faktoren zusätzlich zu denen 

im Medium enthaltenen für die Vorläuferzellen zur Verfügung standen. Mit Hilfe dieses 

Experimentes sollte der Einfluss der Zelllinien auf die Differenzierung der AC133+-

Vorläuferzellen untersucht werden. Hierzu wurde die Änderung der Expressionsstärken 

einzelner Oberflächenproteine analysiert. Es wurde vier Wochen lang jede Woche eine Probe 

entnommen, die mRNA daraus isoliert und cDNA hergestellt, um Veränderungen in der 

Expression der Gene AC133, CD34, vWF und CD31 zu betrachten und den Einfluss der 
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kokultivierten Zellen auf die Genexpression zu untersuchen. Einerseits wurden die AC133+-

Vorläuferzellen mit MVEC kultiviert, um festzustellen, ob sie sich hierdurch hin zu 

Endothelzellen differenzieren lassen, andererseits wurden die AC133--PBMC verwendet, da 

diese die „natürliche“ Umgebung der aus dem Blut isolierten Zellen widerspiegeln. Drittens 

wurde mit HL60 Zellen, einer humane Promyeloblasten-Zelllinie, kokultiviert, um den Einfluss 

von Vorläuferzellen auf das Expressionsmuster der AC133+-Vorläuferzellen zu untersuchen. 

Zudem wurde bei jeder Probennahme die Vitalität der AC133+-Vorläuferzellen bestimmt. Sie 

lag bei allen untersuchten Proben im gesamten Untersuchungszeitraum meist bei über 90 % 

(Daten nicht gezeigt). Ein Abfall in der Expression der untersuchten Gene auf Grund von 

Vitalitätsverlusten konnte somit ausgeschlossen werden. 

 

3.2.3.1 mRNA Expression bestimmter Gene in kultivierten AC133+-Vorläuferzellen 

aus adultem Blut 

 

Die Kokultur von AC133+-Vorläuferzellen mit mikrovaskulären Endothelzellen (MVEC) führte 

zu einem starken Anstieg in der Expression von CD31 innerhalb der ersten 3 Wochen. Zudem 

wurde die Expression von AC133 und CD34 innerhalb der ersten Woche herunterreguliert 

und war nicht mehr nachweisbar. Bei der Kokultur mit PBMC wurde ebenfalls ein Anstieg der 

CD31 Expression detektiert, dieser war aber geringer als bei der Kokultur mit MVEC. 

Schließlich zeigte die Kokultur mit der Promyeloblasten-Zelllinie HL60, dass nun alle 

untersuchten Gene nur noch schwach exprimiert wurden. Zudem ließ sich hier eine 

Verringerung der CD31 Expression innerhalb der Kultivierungsperiode erkennen. 

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Kultur von AC133+-Vorläuferzellen aus adultem Blut in 

grafischer Form. 
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Abbildung 15: Kokultivierung von AC133+-Vorläuferzellen mit unterschiedlichen Zellarten. 
AC133+-Vorläuferzellen aus adultem Blut wurden mit verschiedenen humanen Zelllinien 
kokultiviert und die mRNA zu bestimmten Zeitpunkten isoliert. Einzelne Gene wurden auf 
ihren Expressionsverlauf innerhalb der Kultivierungsperiode hin analysiert. Es zeigte sich, 
dass durch die Kokultur mit MVEC die AC133+-Vorläuferzellen die Genexpression von AC133 
und CD34 herunter regulierten, und die CD31 Expression innerhalb der ersten 3 Wochen 
stark anstieg, in der 3. Woche wurde CD31 um die Hälfte stärker exprimiert als das 
Referenzgen GAPDH. Bei der Kultur mit PBMC ließ sich ebenfalls ein Anstieg der CD31 
Genexpression nachweisen, wenn auch bis zur 4. Woche keine Überexpression nachgewiesen 
werden konnte. AC133 und CD34 waren ebenfalls nach der ersten Woche nicht mehr 
detektierbar. Bei der  Kultur mit HL60 Zellen wurden die betrachten Gene nur sehr schwach 
exprimiert. Es konnte auch keine Zunahme der Expression von CD31 nachgewiesen werden. 
VWF konnten bei allen drei Varianten im gesamten Verlauf der Kultivierung nicht detektiert 
werden. 
 

 

3.2.3.2 mRNA Expression bestimmter Gene in AC133+-Vorläuferzellen aus 

Nabelschnurblut 

 

Wurden AC133+-Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut kultiviert, so ergaben sich Ergebnisse, 

wie sie in Abbildung 9 dargestellt sind. Die Kokultur mit MVEC zeigte einen starken Anstieg in 

der CD31 Expression im Verlauf der Kultivierungsperiode, ähnlich wie bei AC133+-

Vorläuferzellen aus adutem Blut isolierten. vWF wurde auch hier nicht exprimiert, und die 

Expression der Gene AC133 und CD34 war innerhalb einer Woche nicht mehr nachweisbar. 

Ein ähnlicher Verlauf zeigte sich bei der Kokultur mit PBMC. CD31 stieg innerhalb der 

4 Wochen stark an und erreichte das Expressionsniveau von GAPDH. CD34, AC133 und vWF 

waren nicht mehr detektierbar. Bei der Kokultur der AC133+-Vorläuferzellen mit HL60 Zellen 

ergaben sich Differenzen, je nachdem, ob adultes oder Nabelschnurspenderblut eingesetzt 
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wurde. Die Expression von CD31 war stärker und nahm in der 4. Woche stark zu. AC133 und 

CD34 konnten schon nach einer Woche nicht mehr detektiert werden. 
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Abbildung 16: AC133+-Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut wurden mit verschiedenen 
humanen Zelllinien kokultiviert und die mRNA zu bestimmten Zeitpunkten isoliert. Einzelne 
Gene wurden auf ihre Expression hin untersucht und der Verlauf der Expression innerhalb 
der Kultivierungsperiode analysiert. Es zeigte sich, dass durch die Kokultur mit MVEC die 
AC133 positiven Zellen die Genexpression von AC133 und CD34 runterregulierten, und die 
CD31 Expression innerhalb der Kultivierungsperiode stark anstiegt. Bei der Kultur mit PBMC 
ließ sich ebenfalls ein Anstieg der CD31 Genexpression nachweisen. AC133 und CD34 
konnten  hier ebenfalls innerhalb der ersten Woche nicht mehr detektiert werden. Bei der  
Kultur mit HL60 Zellen wurden die betrachten Gene nur sehr schwach exprimiert. Die 
Expression von CD31 nahm innerhalb der ersten 3 Wochen ab und erst in der 4. Woche ließ 
sich eine starke CD31 Expression nachweisen. vWF konnten bei allen drei Varianten im 
gesamten Verlauf der Kultivierung nicht detektiert werden. 
 

 

3.3 Affymetrix Chip Analyse der AC133+-Vorläuferzellen 

 

Die AC133+-Vorläuferzellen wurden mit Hilfe des HG-U 133 Plus 2.0 Chips sowie eines 

speziell für Schering entwickelten Chips saTIVa auf ihr Expressionsmuster hin untersucht. 

Hierbei sollte durch den Vergleich mit den Expressionsprofilen anderer humaner Zelltypen 

der Verwandtschaftsgrad der AC133+-Vorläuferzellen mit diesen Zelltypen geklärt werden. 

Zusätzlich sollten einige Gene in den AC133+-Vorläuferzellen gefunden werden, die sich in 

ihrem Expressionsmuster stark von denen der anderen Zelltypen unterscheiden. Es wurden 

MVEC, Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, T-Helferzellen (TH-1), dentritische Zellen, 

humanes Knochenmark sowie die bei der Isolation gewonnenen AC133--PBMC zum Vergleich 
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mit den AC133+-Vorläuferzellen eingesetzt. Zudem wurden die Tumorzelllinien EO-1 

(eosinophile Leukämiezelllinie), THP-1 (monozytische Leukämiezelllinie) sowie HL60 

(promyeloblastische Leukämiezelllinie) als Vertreter der Blutkrebszelllinien in den Vergleich 

mit einbezogen.  

 

3.3.1 Vergleich der Ergebnisse aus der Taqman Analyse mit denen der Chip 

Analyse 

 

Bei der Betrachtung der Gene AC133, CD34, CD31 und vWF war zu sehen, dass das 

Expressionsprofil im Affymetix Array HG-U 133 Plus 2.0 mit dem der TaqMan® Analyse 

vergleichbar war.  

 

 
 
Abbildung 17: Expressionsvergleich einzelner Gene in AC133+-Vorläuferzellen, AC133 
negativen (PBMC) und MVEC mittels Affymetrix. Es wurden die Gene AC133, CD34, CD31, 
vWF und VE-Cadherin mit Hilfe des HG-U 133 Plus 2.0 analysiert. Es ist gut zu erkennen, 
dass AC133 (rot) ausschließlich in den mit AC133 Mikrobeads isolierten Zellen exprimiert 
wurde. CD34 (dunkelblau) wird in AC133 positiven und MVEC exprimiert, nicht aber in AC133 
negativen. Die endothelzellspezifischen Gene vWF (hellblau) und VE-Cadherin (violett) 
wurden nur in MVEC detektiert und CD31 (grün) wurde am stärksten in MVEC exprimiert. 
 

 

Es konnte auch hier die Expression von AC133 nur bei den AC133+-Vorläuferzellen und nicht 

bei den AC133--PBMC nachgewiesen werden. Wie zu erwarten war, trat AC133 nicht in MVEC 



Ergebnisse 

 43 

auf. Wie in Abbildung 17 zu erkennen ist, unterschieden sich die Expressionsmuster beider 

Zellarten um den Faktor >200, wobei AC133 in AC133+-Vorläuferzellen relativ zu GAPDH nur 

gering exprimiert wurde. Die Genexpression von CD34 wurde  nicht in PBMC, aber in 

AC133+-Vorläuferzellen nachgewiesen. Dieses Ergebnis konnte durch die Daten der 

TaqMan® Analyse bestätigt werden. Die Expression von CD31 war in allen drei Zelltypen zu 

erkennen, war aber in MVEC am stärksten. Insgesamt bestätigen sich die Daten der 

Affymetrix Analyse und der semiquantitativen RT-PCR Untersuchung gegenseitig. 

 

 

3.3.2 Untersuchung des Verwandtschaftsgrades der AC133+-Vorläuferzellen mit 

anderen Zelltypen 

 

Die Untersuchung des Verwandtschaftsgrades der AC133+-Vorläuferzellen wurde mit Hilfe 

der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis (PCA)) durchgeführt. Die PCA 

erlaubt die Analyse und die Darstellung multidimensionaler Datensätze, die bei 

Genexpressionsanalysen aus m Beobachtungen (Anzahl der Proben) und n Variablen (Anzahl 

der untersuchten Gene) auf einem Chip bestehen. Das Ziel der PCA ist dabei die Reduktion 

der Dimensionalität einer komplexen Datenmatrix durch die Identifikation neuer Variablen, 

den Principal Components, in denen Informationen konzentrie rt werden (Sturn et al., 2002). 

Die PCA erlaubt die Darstellung grundlegender Muster der Genexpression. Geringe 

Unterschiede in den Daten werden schwächer bewertet. Die Darstellung der Principal 

Components geschieht als Punkte in einem dreidimensionalem Koordinatensystem. Punkte, 

die in diesem Koordinatensystem nah beieinander liegen, haben ähnliche Eigenschaften, 

beruhen daher auf ähnlichen Expressionsdaten. Punkte mit größerer Distanz zueinander sind 

sich nicht ähnlich und beruhen auf unterschiedlichen Expressionsdaten. 

Die Ergebnisse der PCA sind in Abbildung 18 dargestellt. Es konnte eine deutliche Trennung 

der AC133+-Vorläuferzellen von den MVEC sowie den Promyeloblastenzelllinien HL60, THP-1 

und EOL-1 nachgewiesen werden. Die AC133+-Vorläuferzellen lagen in der Nähe der 

gesamten PBMC beziehungsweise der T-Zellen/ T-Helferzellen und Monozyten/ Makrophagen 

sowie dentritischen Zellen. Zudem war ihr Expressionsmuster dem der Knochenmarkszellen 

relativ ähnlich. Insgesamt ließ sich aber erkennen, dass das Expressionsmuster der AC133+-

Vorläuferzellen in dieser Multivariantenanalyse keinem der anderen Expressionsmuster der 

betrachteten Zelltypen glich, sondern eine eigenständige Population darstellte. 
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Abbildung 18: Lage der Expressionsmuster der AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu den 
anderen Zelllinien. 
 

 

3.3.3. Analyse der differentiellen Genexpression von AC133+-Vorläuferzellen mit 

MVEC 

 

Durch die Analyse mit Hilfe der Expressionist Analyst 2.0 Software konnten bei der 

Betrachtung der Genexpression auf dem HG-U 133 Plus 2.0 Chip von AC133+-Vorläuferzellen 

im Vergleich zu MVEC 1181 mindestens 10fach überexprimierte Gene gefunden werden. 

Einige dieser überexprimierten Gene sind in Tabelle  18 aufgelistet. Unter diesen Genen wird 

zum Beispiel Angiopoietin 1 von AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu den MVEC stark 

exprimiert. Hierbei handelt es sich um ein Protein, dass eine große Rolle in der 

Gefäßentwicklung und bei der Angiogenese spielt (Suri et al., 1996). Angiopoietin 1, ein 

Ligand des Tie2 Rezeptors spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion zwischen den 

Endothelzellen und umgebender Matrix sowie dem Mesenchym (Suri et al., 1996). Ein 

weiteres stark exprimiertes Gen ist Epiregulin. Es spielt möglicherweise eine Rolle bei der 

Zelldifferenzierung sowie als Mitogen bei der Zellproliferation und/oder Angiogenese (Shelly 

et al., 1998; Shirasawa et al., 2004). Auch fms-related Tyrosinkinase 3 ist hochreguliert. Es 

spielt eine Rolle bei der Regulation der hämatopoetischen Zellproliferation (Small et al., 

1994). Das überexprimierte Gen Junctional adhesion molecule 2 (JAM2) dient als 

Adhäsionsligand und wird auf Endothelzellen sowie Leukozyten und Thrombozyten exprimiert 

(Aurrand-Lions et al., 2002). Das Gen für das Protein Myeloperoxidase, welches ebenfalls 

überexprimiert wird, spielt eine große Rolle bei Entzündungsreaktionen und wird von 
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Immunzellen wie Makrophagen und Monozyten exprimiert (Eiserich et al., 2002; Murao et 

al., 1988).  

 

Tabelle 18: Auswahl aus in AC133+-Vorläuferzellen mindestens 10fach überexprimierten 
Gene im Vergleich zu mikrovasuklären Endothelzellen (MVEC). 
Gen Accession Nr biologische Funktion Literaturstelle 

Acrosin binding 

protein 

NM_032489 unbekannt (Ono et al., 2001) 

Angiopoietin 1 NM_001146 Zelldifferenzierung, 

Signaltransduktion 

Suri et al., 1996 

Chordin-like 1 NM_145234 Embyronalentwicklung (Nakayama et al., 

2001) 

Corticotropin releasing 

hormone binding 

protein 

NM_001882 Signaltransduktion (Linton et al., 

1990) 

Epiregulin NM_001432 Regulation: Zelldifferenzierung, 

-proliferation, Zellzyklus 

Shelly et al., 1998; 

(Shirasawa et al., 

2004) 

fms-related tyrosine 

kinase 3  

NM_004119 Regulation der Zellproliferation Small et al., 1994 

junctional adhesion 

molecule 2  

NM_021219 Zell-Zell Adhäsion Aurrand-Lions et 

al., 2002 

Myeloperoxidase  NM_000250 Anti-Apoptose, Antwort auf 

oxidativen Stress 

Eiserich et al., 

2002; Murao et 

al., 1988 

Natriuretic peptide 

receptor C/guanylate 

cyclase C  

NM_000908 Skelettentwicklung  (Nakayama, 2005) 

 

 

3.3.4. Analyse der differentiellen Genexpression von AC133+-Vorläuferzellen mit 

PBMC 

 

Einige der auf dem HG-U 133 Plus 2.0 Chip mindestens 10fach überexprimierten Genen in 

AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) sind in 

Tabelle 19 dargestellt. Insgesamt konnten 313 Gene gefunden werden. Das Protein Chordin-
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like 1 wird vor allem während der frühen Entwicklungsphase in embryonalem Gewebe 

exprimiert. Die Expression nimmt in späteren Phasen ab und das Protein wird nur sehr 

gering in adulten Geweben, unter anderem in Stromazellen im Knochenmark, exprimiert 

(Nakayama et al., 2001). Corticotropin releasing hormone binding protein bindet das 

Corticotropin releasing hormone, welches vor allem während der Schwangerschaft gebildet 

wird. Durch die Bindung wird das Hormon im Serum inaktiviert und somit wird 

möglicherweise eine falsche Stimulation der Nebennierenhypophyse in der Schwangerschaft 

verhindert (Linton et al., 1990). Das Gen für α9 Integrin ermöglicht unter anderem die Zell-

Zell sowie Zell-Matrix Adhäsion von neutrophilen Granulozyten mit Endothelzellen (Ross et 

al., 2005). Wie auch bei dem Vergleich mit MVEC wurde hier ebenfalls Myeloperoxidase 

25fach in AC133+-Vorläuferzellen überexprimiert.  

 

Tabelle 19: Auswahl aus in AC133+-Vorläuferzellen mindestens 10fach überexprimierten 
Gene im Vergleich zu peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) 
Gen Accession Number Kategorie Literaturstelle 

Chordin-like 1 NM_145234 Embryonalentwicklung Nakayama et al., 

2001 

Corticotropin releasing 

hormone binding 

protein 

NM_001882 Signaltransduktion Linton et al., 1990 

Frizzled homolog 7 NM_008057 Metabolismus (Sagara et al., 

1998) 

Integrin, alpha 9 NM_002207 Zell-Matrix Adhäsion Ross et al., 2005 

Meis1 NM_002398 Transkriptionsregulation (Thorsteinsdottir 

et al., 2001) 

Myeloperoxidase  NM_000250 Anti-Apoptose, Antwort 

auf oxidativen Stress 

Eiserich et al., 

2002; Murao et 

al., 1988 

Natriuretic peptide 

receptor C/guanylate 

cyclase C  

NM_000908 Skelettentwicklung (Nakayama, 2005) 
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3.3.5 Analyse der differentiellen Genexpression von AC133+-Vorläuferzellen mit 

den Promyeloblastenzelllinien 

 

In der Tabelle 20 sind einige der insgesamt 46 Gene, die auf dem saTIVa Chip mindestens 

10fach in AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu den Tumorzelllinien EO-1 (eosinophile 

Leukämiezelllinie) , THP-1 (monozytische Leukämiezelllinie) sowie HL60 (promyeloblastische 

Leukämiezelllinie) überexprimiert wurden, aufgelistet. Unter anderem wurde ADAM8, das 

möglicherweise eine Rolle bei dem Übergang von Leukozyten aus der Blutbahn in das 

umliegende Gewebe spielt, exprimiert (Schlomann et al., 2002). Des weiteren wurde 

Angiopoietin 1 in AC133+-Vorläuferzellen wie auch schon bei dem Expressionsvergleich mit 

MVEC überexprimiert. CD62, auch L-Selectin genannt, spielt eine wichtige Rolle bei der 

Zelladhäsion von Leukozyten an Endothelzellen (Genbacev et al., 2003). Calgranulin A und B 

wurden ebenfalls in den AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu den Tumorzelllinien 

überexprimiert, diese Proteine werden vor allem von Makrophagen und von Epithelzellen 

gebildet (Broome et al., 2003). Calgranulin A und B wird eine Rolle bei der Interaktion von 

Monozyten und Epithelzellen zugewiesen (Broome et al., 2003). Cytokin-like 1 wurde auch in 

AC133+-Vorläuferzellen überexprimiert, es spielt bei der Signaltransduktion beziehungsweise 

der Rezeptorbindung eine Rolle und tritt ausschließlich in CD34+ Knochenmarks- und 

Nabelschnurblutzellen auf (Liu et al., 2000). Des weiteren wurde RhoH überexprimiert. Es 

wird ausschließlich in Zellen hämatopoetischer Herkunft gebildet und hat möglicherweise 

eine wichtige Funktion bei der Proliferation hämatopetischer Zellen (Gu et al., 2005a; Gu et 

al., 2005b). Der Sphingosine-1-phosphate (S1P) Rezeptor EDG1 wird vor allem in 

Endothelzellen gebildet und reguliert die Differenzierung dieser Zellen (Takuwa et al., 2002).  

 

Tabelle 20: Auswahl aus in AC133+-Vorläuferzellen mindesten 10fach überexprimierten 
Gene im Vergleich zu den Tumorzelllinien EO-1, HL60 und THP-1. 
Gen Accession Number Kategorie Literaturstelle 

ADAM8 NM_001109 Proteolyse (Schlomann et al., 

2002) 

Angiopoietin 1 NM_001146 Zelldifferenzierung, 

Signaltransduktion 

Davis et al., 1996; Kim 

et al., 2000; 

Maisonpierre et al., 

1997; Suri et al., 1996 

CD62 NM_000655 Zell-Zell Interaktion (Genbacev et al., 

2003) 

Calgranulin A NM_002964 Entzündungsantwort (Broome et al., 2003) 
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Gen Accession Number Kategorie Literaturstelle 

Calgranulin B NM_002965 Entzündungsantwort (Broome et al., 2003) 

Cytokin-like 1 NM_018659 Signaltransduktion (Liu et al., 2000) 

EDG1 NM_001400 Signaltransduktion , 

Zelladhäsion 

(Takuwa et al., 2002) 

RhoH NM_004310 T-Zelldifferenzierung (Gu et al., 2005a; Gu 

et al., 2005b) 

 

 

3.3.6 Analyse der differentiellen Genexpression von AC133+-Vorläuferzellen mit 

Knochenmarkszellen 

 

Bei der Expressionsanalyse von AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu Knochenmarkszellen 

wurden auf dem saTIVa Chip 14 Gene gefunden, die mindestens 8fach in AC133+-

Vorläuferzellen überexprimiert wurden. (Die Zall der 10fach überexprimierten lag bei 4 

Genen). Einige der Gene sind in Tabelle 21 aufgelistet. Wie auch schon bei dem Vergleich 

mit Tumorzelllinien konnte hier Cytokin-like 1 gefunden werden. Des weiteren wurde 

G protein-coupled receptor 56 überexprimiert. Dieses Protein ist möglicherweise notwendig 

für Zell-Zell Interaktionen und wird vor allem in Makrophagen, aber nur geringfügig in 

Monozyten im Blut exprimiert (Shashidhar et al., 2005).  

 

Tabelle 21: Auswahl aus in AC133+-Vorläuferzellen mindestens 8fach überexprimierten 
Gene im Vergleich zu Knochenmarkszellen. 
Gen Accession Number Kategorie Literaturstelle 

5-hydroxytryptamine 

(serotonin) receptor 1F 

NM_000866 Signaltransduktion (Lanfumey and 

Hamon, 2004) 

Cytokin-like 1 NM_018659 Signaltransduktion (Liu et al., 2000) 

G-protein coupled 

receptor 56 

NM_005682 Zelladhäsion/ Zell-Zell 

Signaling 

(Shashidhar et al., 

2005) 

 

 

3.4 Untersuchung der AC133+-Vorläuferzellen und der AC133--PBMC auf 

die Expression von Oberflächenproteinen  

 

Nach der Untersuchung der Genexpression wurde auch die Expression einiger Gene auf 

Proteinebene analysiert. Mit Hilfe geeigneter Fluoreszenz-markierten Antikörpern wurden die 
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AC133+-Vorläuferzellen sowie die AC133--PBMC auf das Vorhandensein bestimmter 

Oberflächenproteine im FACS untersucht. Um falsch-positive Ergebnisse durch die 

Eigenfluoreszenz und die unspezifische Bindung der Antikörper auszuschließen, wurden 

entsprechende Isotypkontrollen eingesetzt. Die AC133+-Vorläuferzellen und die AC133--PBMC 

aus humanem adultem Blut und Nabelschnurblut wurden getrennt voneinander betrachtet, 

aber mit den selben Antikörpern auf die Expression definierter Oberflächenproteine 

untersucht. 

Die Größe und Granularität der Zellen wurden in einem Punktdiagramm (dot plot) dargestellt, 

um die einzelnen mononukleären Blutzelltypen besser erkennen zu können. Wie in der 

Abbildung 19 zu sehen ist, wurden bei der Isolation der AC133+-Vorläuferzellen die 

Monozyten und Makrophagen abgetrennt. Die Fraktion der AC133+-Vorläuferzellen befand 

sich vor allem im Bereich der Lymphozyten.  
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Abbildung 19: Punktdiagramm vor und nach der Isolation der AC133+-Vorläuferzellen aus 
peripheren mononukleären Zellen, dargestellt im Bezug auf Größe, angegeben durch die 
Vorwärtslichtstreuung (FSC) und Granularität, angegeben durch die Seitwärtslichtstreuung 
(SSC). A: Darstellung der PBMC nach der Gewinnung mittels Dichtegradientenzentrifugation 
aus humanem Blut. B: Lage der AC133+-Vorläuferzellen nach der Isolation. Es ist gut zu 
erkennen, dass nach der Isolation ein großer Teil der PBMC, die Monozyten/Makrophagen-
Fraktion, nicht mehr vorhanden war.  
 

 

3.4.1 Oberflächencharakterisierung von isolierten Zellen aus humanem adultem 

Blut 

 

Zur weiteren Charakterisierung der AC133+-Vorläuferzellen aus humanem adultem Blut 

wurden die Antikörper AC133, CD34, cKit, CD45, CD13 und CD31 sowie die 

endothelzellspezifischen Antikörper vWF und VEGFR-2 verwendet. Zusätzlich wurden die bei 
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der Isolation gewonnenen AC133--PBMC mit den gleichen Antikörpern behandelt, um die 

Expression auf diesen Zellen ebenfalls zu untersuchen. Wie in Abbildung 20 zu sehen, 

exprimierten die AC133+-Vorläuferzellen die Oberflächenrezeptoren AC133, CD34, cKit und 

CD13. CD31 wurden nur schwach und VEGFR-2 gar nicht detektiert. Die Expression von 

CD45 konnte detektiert werden, war aber deutlich geringer als bei den AC133--PBMC.  

 

100 101 102 103 104
Mouse IgG1 + FITC

100 101 102 103 104
IgG PE

100 101 102 103 104
Mouse IgG1  + FITC  

Abbildung 20: Expressionsanalyse von Oberflächenproteinen auf AC133+-Vorläuferzellen aus 
peripherem Blut, detektiert mittels FACS. Die Expression von AC133 (rot), CD34 (blau), cKit 
(orange), CD13 (pink), CD31 (grün) und CD45 (violett) konnte nachgewiesen werden, die 
Oberflächenproteine vWF (hellblau) und VEGFR-2 (rosa) konnten gar nicht detektiert 
werden. Die Isotypkontrolle (grau unterlegt) diente als Negativkontrolle. 
 

 

Bei den AC133--PBMC konnte keine Färbung mit den Antikörpern gegen AC133, CD34 sowie 

VEGFR-2 gezeigt werden, der PAN-Leukozytenmarker CD45 wurde, wie zu erwarten war, 

hingegen stark exprimiert, siehe Abbildung 21. Zudem wurden cKit, CD31 und CD13 auf 

einem Teil der AC133--PBMC exprimiert. 
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Abbildung 21: Expressionsanalyse von Oberflächenproteinen auf AC133--PBMC Zellen, 
detektiert mittels FACS. Das Oberflächenprotein CD45 (violett) konnte auf alle Zellen sehr 
deutlich nachgewiesen werden. Hingegen wurden cKit(orange), CD31 (grün) und CD13 
(pink) nur auf einem Teil der Zellpopulation exprimiert. Die Expression von AC133 (rot), 
CD34 (blau) sowie VEGFR-2 (rosa) konnte nicht nachgewiesen werden. Die Isotypkontrolle 
(grau unterlegt) diente als Negativkontrolle. 
 

 

Die Ergebnisse der FACS Analyse der AC133+-Vorläuferzellen aus dem humanem adulten Blut 

sowie der bei der Isolation anfallenden AC133--PBMC sind qualitativ in Tabelle  22 

zusammengefasst. Nicht vorhandene Proteine werden mit „-“ angegeben. Proteine, die nur 

auf einem Teil der AC133--PBMC exprimiert werden, werden mit „(+)“ angegeben und 

überall exprimierte mit „+“ beziehungsweise stark exprimierte mit „++“. 

 

Tab.22: Expression verschiedener Oberflächenproteine auf AC133 positiven 
beziehungsweise AC133--PBMC aus humanem adultem Blut. 
Zelltyp Oberflächenprotein 

 AC133 CD34 cKit CD45 CD13 CD31 vWF VEGFR-2 

AC133+-

Vorläuferzellen 

+ ++ + + + + - - 

AC133--PBMC - - (+) ++ (+) (+) - - 
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3.4.2 Oberflächencharakterisierung von isolierten Zellen aus humanem 

Nabelschnurblut 

 

Um einen möglichen Unterschied in der Expression der Oberflächenproteine bei AC133+-

Vorläuferzellen aus Nabelschnur gegenüber denen aus adultem Blut festzustellen, wurden 

die aus Nabelschnurblut isolierten Zellen mit den gleichen Antikörpern analysiert. Es wurden 

die Antikörper AC133, CD34, CD45, CD13 und CD31 sowie die endothelzellspezifischen 

Antikörper vWF und VEGFR-2 verwendet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 zu sehen. Die 

AC133+-Vorläuferzellen aus dem Nabelschnurblut wiesen ebenfalls eine deutliche Expression 

von AC133 und CD34 auf. Die Oberflächenproteine CD31 und vWF wurden nicht 

nachgewiesen. Die Proteine CD45  und CD13 wurden hingegen detektiert. Zudem konnten 

der endothelzellspezifische Rezeptor VEGFR-2, wenn auch nur sehr schwach, ebenfalls 

nachgewiesen werden.  
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Abbildung 22: Expressionsanalyse von Oberflächenproteinen auf AC133+-Vorläuferzellen aus 
Nabelschnurblut., detektiert mittels FACS. AC133 (rot), CD34 (blau) und CD45 (violett) 
Expression konnte nachgewiesen werden, die Oberflächenproteine VEGFR-2 (rosa) und CD13 
(pink) konnten nur sehr schwach, vWF (hellblau) und CD31 (grün) konnten gar nicht 
detektiert werden. Die Isotypkontrolle (grau unterlegt) diente als Negativkontrolle. 
 

 

Die AC133--PBMC aus dem Nabelschnurblut wiesen keine AC133 und CD34 Expression auf, 

zusätzlich konnten auch die Proteine VEGFR-2 und vWF nicht detektiert werden. Hingegen 

wurden CD45 und CD13 sehr stark exprimiert und CD31 konnte ebenfalls nachgewiesen 



Ergebnisse 

 53 

werden, wenn auch die Expression der Proteine nur auf einem Teil der AC133--PBMC 

vorhanden war, siehe hierzu Abbildung 23. 
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Abbildung 23: Expressionsanalyse von Oberflächenproteinen auf AC133--PBMC Zellen aus 
Nabelschnurblut, detektiert mittels FACS. Die Proteine CD45 (violett) und CD13 (pink) 
wurden sehr stark exprimiert. Des weiteren wurde CD31 auf der Zelloberfläche einiger Zellen 
exprimiert. Die Expression von AC133 (rot), VEGFR-2 (rosa), vWF (hellblau) und CD34 (blau) 
konnte nicht nachgewiesen werden. Die Isotypkontrolle (grau unterlegt) diente als 
Negativkontrolle. 
 

 

Die Ergebnisse der FACS Analyse der AC133+-Vorläuferzellen aus dem humanem 

Nabelschnurblut sowie der bei der Isolation anfallenden AC133--PBMC sind qualitativ in 

Tabelle 23 zusammengefasst. Nicht vorhandene Proteine werden mit „-“ angegeben. 

Proteine, die nur auf einem Teil der AC133--PBMC exprimiert werden, werden mit „(+)“ 

angegeben und überall exprimierte mit „+“ beziehungsweise stark exprimierte mit „++“. 

 

Tab.23: Expression verschiedener Oberflächenproteine auf AC133+-Vorläuferzellen 
beziehungsweise AC133--PBMC aus humanem Nabelschnurblut. 
Zelltyp Oberflächenprotein 

 AC133 CD34 CD45 CD13 CD31 vWF VEGFR-2 

AC133+-

Vorläuferzellen 

+ ++ + + - - + 

AC133--PBMC - - ++ (+) (+) - - 
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3.5 Einbau von markierten Zellen in Mausgewebe 

 

Nach der in vitro Charakterisierung der AC133+-Vorläuferzellen sollte ihr Verhalten in vivo 

analysiert werden. In einem Mausmodell wurde der Einbau von humanen AC133+-

Vorläuferzellen sowie humanen mikrovaskuläre Endothelzellen untersucht. Es sollte 

festgestellt werden, ob und wo diese Zellen im Tumorgewebe beziehungsweise im 

Lungengewebe eingelagert werden. Als weitere Vorläuferzellart wurde der Einbau von 

fluoreszierenden Knochenmarkszellen in Tumor- und Normalgewebe analysiert.  

Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollte geklärt werden, ob AC133+-Vorläuferzellen spezifisch 

in das Gefäßsystem mit eingebaut werden und wie sich dieser Einbau von anderen Zellarten 

unterscheidet. 

 

3.5.1 Dotierung von AC133+-Vorläuferzellen 

 

AC133 positive Zellen und MVEC wurden mit dem Ziel in tumortragenden Nacktmäuse 

gespritzt, um diese nach 4 Tagen innerhalb des Tumors zu detektieren. Hierzu wurden die 

Zellen zuvor mit nicht-fluoreszierendem Acetoxymethylester von Calcein inkubiert, der 

zellpermeabel ist. In intakten Zellen wird der Acetoxymethylester durch intrazelluläre 

Esterasen in einen fluoreszierenden Farbstoff gespalten. Das fluoreszierende Carboxylat des 

Calceins ist nicht membrangängig und verbleibt für mehrere Tage in der Zelle. Dort kann es 

mit Hilfe eines Fluoreszenzmessgerätes oder unter dem Mikroskop nachgewiesen werden.  

Es wurden zwei verschiedene Farbstoffe getestet, zum einen Calcein AM und zum anderen 

Carboxy-Fluoreszin-Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA SE). Zuerst wurden die Signalstärken 

der beiden Farbstoffe in den Zellen in Abhängigkeit von der Konzentration untersucht. Es 

wurden 20 µM, 10 µM, 5 µM, 3 µM, 1 µM sowie 0 µM Farbstoff eingesetzt. Zunächst wurden 

3,5 * 105 AC133 positive Zellen aus adultem Blut isoliert und zum einen mit Calcein AM sowie 

zum anderen mit CFDA SE inkubiert. Die AC133 positiven Zellen wurden nun für 4 Tage mit 

PBMC in Kokultur inkubiert. Danach wurde die Fluoreszenzintensität der Markierung 

gemessen. Es zeigte sich, dass die Signalstärke bei der Färbung mit Calcein AM um mehr als 

den Faktor 10 höher lag, als die bei der Färbung mit CFDA SE, siehe hierzu Abbildung 24A. 

Für die weiteren Versuche wurde auf Grund dieses Ergebnisses nur noch Calcein AM 

eingesetzt.  

Um toxische Effekte des Calcein AM gegen die verwendeten Zellen zu untersuchen, wurden 

PBMC, als Vergleichszellen für die AC133 positiven Zellen, sowie MVEC mit unterschiedlichen 

Konzentrationen an Calcein AM inkubiert. Nach 4 Tagen wurde die Fluoreszenzintensität des 

Calceins sowie die metabolische Aktivität der Zellen mit Hilfe von AlamarBlue gemessen. 
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2 und 4 * 105 PBMC sowie 3 * 105 MVEC wurden mit Calcein AM in den Konzentrationen 

20 µM, 10 µM, 5 µM, 3 µM, 1 µM sowie 0 µM inkubiert.  

 
Messung der Fluoreszenzintensität von AC133pos. 
Zellen inkubiert mit Calcein AM bzw. CFDA SE (4 

Tage kultiviert)

0
5000

10000
15000
20000
25000
30000

20 10 5 3 1 0 [µM]

In
te

ns
itä

t CFDA SE
Calcein AM

 
Messung der Fluoreszenzintensität von Calcein AM 

in PBMC (4Tage kultiviert)

0
10000

20000
30000
40000

50000
60000

20µM 10µM 5µM 3µM 1µM 0µM

µM Calcein AM

In
te

ns
itä

t

4*105 PBMC
2*105 PBMC

Messung der Proliferationsaktivität von PBMC 
inkubiert mit Calcein AM (4Tage kultiviert)

0
500

1000
1500
2000
2500
3000
3500

20µM 10µM 5µM 3µM 1µM 0µM

µM Calcein AM

In
te

ns
itä

t
4*105 PBMC

2*105 PBMC

Messung der Fluoreszenzintensität von Calcein AM 
in MVEC (4Tage kultiviert)

0

20000

40000

60000

80000

100000

20µM 10µM 5µM 3µM 1µM 0µM

µM Calcein AM

In
te

n
si

tä
t

MVEC

Messung der Proliferationsaktivität von MVEC 
inkubiert mit Calcein AM (4Tage kultiviert)

0

2000

4000

6000

8000

10000

20µM 10µM 5µM 3µM 1µM 0µM

µM Calcein AM

Fl
uo

re
sz

en
zi

nt
en

si
tä

t

MVEC

 
 
Abbildung 24: Markierung von Zellen mit Fluoreszenzfarbstoffen. 
A: Bestimmung der Fluoreszenzintensität von Calcein AM und CFDA SE in AC133+-
Vorläuferzellen. Nach 4 Tagen Kultivierung der AC133+-Vorläuferzellen in Kokultur mit PBMC 
wurden die Fluoreszenzintensität der beiden Farbstoffe gemessen. Die Intensität von 
Calcein AM lag über den Faktor 10 höher als bei CFDA SE. 
B und C: Bestimmung der Signalstärke und Toxizität von Calcein AM. Es wurden 2 * 105 
beziehungsweise 4 * 105 PBMC mit unterschiedlichen Konzentrationen an Calcein AM 
inkubiert und für 4 Tage kultiviert. Danach wurde die metabolische Aktivität der Zellen mit 
AlamarBlue und die Fluoreszenzintensität der Calcein AM gefärbten Zellen gemessen. Es 
konnte gezeigt werden, dass die Vitalität der PBMC schon ab einer Inkubation mit 1 µM 
Calcein AM stark abnahm. Zudem konnte bei einer Inkubation mit 1 µM Calcein AM noch ein 
Fluoreszenzsignal gemessen werden. 
D und E: Bestimmung der Signalstärke und Toxizität von Calcein AM. Es wurden 3 * 105 
MVEC mit unterschiedlichen Konzentrationen an Calcein AM inkubiert und für 4 Tage 
kultiviert. Danach wurde die metabolische Aktivität der Zellen mit AlamarBlue und die 
Fluoreszenzintensität der Calcein AM gefärbten Zellen gemessen. Die Vitalität der PBMC 
nahm schon ab einer Koonzentration von 1 µM Calcein AM stark ab. Bei einer Konzentration 
von 1 µM Calcein AM konnte noch ein Fluoreszenzsignal gemessen werden. 
 

 

A 

B C 

E D 
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Wie in Abbildung 24 zu sehen ist, war die Fluoreszenzintensität von Calcein AM stark 

konzentrationsabhängig, und es konnte noch bei einer Inkubation mit 1 µM ein Signal 

nachgewiesen werden. Des weiteren war Calcein AM toxisch für die Zellen. Schon ab 1 µM 

erfolgte eine Reduktion der Vitalität bei beiden untersuchten Zelltypen, wie an der 

Fluoreszenzintensität der AlamarBlue Messung erkennbar war (Abbildung 12 C und E). Auf 

Grund dieser Ergebnisse wurde eine Verdünnungsreihe von Calcein AM von 0 µM bis 1 µM 

hergestellt, und die PBMC mit diesen Konzentrationen inkubiert. Die Zellen wurden danach 

mittels der Cytospin-Technik auf Objektträger übertragen und mit einem 

Fluoreszenzmikroskop auf ihre Fluoreszenzintensität untersucht, um die Nachweismethode 

für Calcein AM gefärbte Zellen bei Tumorschnitten nachzustellen. 

Die Färbung der PBMC mit den unterschiedlichen Calcein AM Konzentrationen von 0 µM; 

0,1 µM; 0,3 µM; 0,5 µM, und 1 µM führte zu folgender Einschätzung: Keine erkennbare 

Färbung der Zellen bei 0 und 0,1 µM. Ab 0,3 µM wurden gefärbte Zellen sichtbar. Diese 

waren bei einer Konzentration von 0,5 µM Calcein AM gut zu erkennen. Das stärkste Signal 

war bei 1 µM zu detektieren. Da Calcein AM schon ab einer Konzentration von 1 µM für die 

PBMC als toxisch nachgewiesen wurde, wurde für die weiteren Versuche 0,5 µM Calcein AM 

eingesetzt. Für mikroskopische Zwecke sollte damit eine ausreichende Signalstärke erreicht 

sein, siehe hierzu auch Abbildung 25. 

 

 A B C 

E D 
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1 µM 
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0,5 µM  
 
Abbildung 25: Bestimmung der optimalen Konzentration von Calcein AM. Es wurden PBMC 
für eine Stunde bei Raumtemperatur mit unterschiedlichen Konzentrationen an Calcein AM 
inkubiert und nach mehreren Waschschritten mittels Cytospin auf einen Objektträger 
transferiert. Die Intensität der fluoreszierenden Zellen wurde mittels eines 
Fluoreszenzmikroskops dokumentiert. Bild A-E: Eingesetzt Konzentrationen von Calcein AM 
waren 0 µM; 0,1 µM; 0,3 µM; 0,5 µM und 1 µM. (Vergrößerung 200x) 
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Für die Markierung der AC133+-Vorläuferzellen und der MVEC wurde somit Calcein AM mit 

einer Konzentration von 0,5 µM eingesetzt.  

 

 

3.5.2 Einbau von Calcein AM gefärbten Zellen in Mausgewebe 

 

Für diesen Versuch wurden Nacktmäuse eingesetzt, um nach der Applikation von humanen 

Zellen in die Mäuse Immunreaktionen zu vermeiden. Der Nacktmaus wurde eine Woche vor 

der Applikation der humanen Zellen B16F10, Melanomzellen des C57Bl6 Mausstammes, 

subkutan injiziert. Die AC133+-Vorläuferzellen sowie MVEC wurden mit Calcein AM angefärbt 

und über die Schwanzvene in die Tumortragenden Nacktmäuse gespritzt. Zudem wurde zur 

Kontrolle in eine Maus gefärbte MVEC Zellen direkt in den Tumor beziehungsweise in die 

Tumorperipherie appliziert. Diese Applikationsart sollte als Positivkontrolle für den Einbau der 

Calcein AM gefärbte Zellen in das Mausgewebe dienen. 

 

3.5.2.1 Applikation von AC133+-Vorläuferzellen 

 

Es wurden 3 Tiere für die Injektion von AC133+-Vorläuferzellen verwendet und 3 * 105 bis 

1 * 106 AC133+-Vorläuferzellen je Maus an 4 Tagen hintereinander i.v. appliziert. Die 

genauen Zellzahlen sind der Tabelle  17 in Abschnitt 2.5.4 zu entnehmen. Am 5. Tag wurden 

der Tumor entnommen, in Einbettmedium eingefroren und geschnitten. Zudem wurde 

Lungengewebe entnommen, um festzustellen, ob die applizierten AC133+-Vorläuferzellen in 

den Kapillaren der Lunge stecken geblieben waren. Um ein Bild von der Kolokalisation zu 

erhalten, wurde in den Gefrierschnitten das Mausendothel mit anti-CD31 Antikörper sowie 

die glatten Muskelzellen mit anti-α-smooth muscle actin angefärbt. 

Die Immunhistologischen Ergebnisse des Einbaus der AC133+-Vorläuferzellen in den Tumor 

ist in Abbildung 26 dargestellt. AC133+-Vorläuferzellen wurden in der äußeren Schicht des 

Tumors gefunden. Allerdings war der Einbau irregulär. Die Zellen wurden nicht spezifisch in 

das Mausendothel eingebaut. Sie befanden sich auch nicht in der Nähe der glatten 

Muskelzellen. Innerhalb des Tumors wurden keine Calcein AM gefärbten Zellen detektiert. 
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Abbildung 26: Einbau von AC133+-Vorläuferzellen in Tumorgewebe. Die Zellen wurden zuvor 
mit 0,5 µM Calcein AM gefärbt (grün) und i.v. in die Schwanzvene gespritzt. Die 
Tumorschnitte wurden mit A: Ziege anti-Maus CD31 Cy3 markiert (rot), B: anti-α-smooth 
muscle actin Cy3 markiert (rot), C: nur dem Strep-Biotin Cy3 Komplex als Kontrolle gefärbt. 
Die AC133+-Vorläuferzellen wurden nur in der äußeren Schicht des Tumors eingebaut. Sie 
wurden nicht spezifisch in die Blutgefäße eingebaut, da keine Überlappung der beiden 
Fluoreszenzfarben erkennbar war, siehe Abbildung A. Der Einbau der Zellen erfolgte in der 
Peripherie von Endothelzellen sowie smooth muscle Zellen. (Schichtdicke der Schnitte: 
10 µm, Balken: 50 µm, Vergrößerung 200x) 
 

 

3.5.2.2 Applikation von mikrovaskulären Endothelzellen 

 

Für die Untersuchung des Einbaus von mikrovaskulären Endothelzellen (MVEC) in das 

Tumorgewebe wurden drei Mäusen an 4 Tagen hintereinander jeweils 1 * 106 Calcein AM 

gefärbte Zellen pro Maus i.v. injiziert. Tumor und Lungengewebe wurden am 5. Tag 

entnommen, eingefroren und histologisch untersucht.  

Die MVEC wurden, ähnlich den AC133+-Vorläuferzellen, nicht in das Mausendothel mit 

eingebaut, sondern waren außerhalb von Endothel und glatter Muskelzellen diffus verteilt. 
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Auch die MVEC waren nur in der äußeren Schicht des Tumorgewebes zu finden. Die 

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 27 dargestellt.  

Bei der Applikation von Calcein AM gefärbte MVEC direkt in den Tumor beziehungsweise in 

die Tumorperipherie wurden ein vergleichbares Ergebnis erzielt. MVEC (2,5 * 105 bis 1 * 106) 

wurden nur zweimal intratumoral injiziert, um eine Verletzung des Tumorgewebes, die durch 

mehrfache Injektion entsteht, zu vermeiden. Die MVEC wurden auch hier nicht spezifisch in 

das Blutgefäßsystem der Maus eingebaut, wenn gleich die direkt applizierten MVEC verstärkt 

in der Nähe der Mausendothelzellen zu finden waren, siehe Abbildung 28 A. Eine direkte 

Nähe zu den glatten Muskelzellen konnte nicht nachgewiesen werden, siehe Abbildung 28 B.  
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Abbildung 27: Einbau von MVEC in Tumorgewebe. Die Zellen wurden zuvor mit 0,5 µM 
Calcein AM gefärbt (grün) und i.v. in die Schwanzvene gespritzt. Die Tumorschnitte wurden 
mit A: Ziege anti-Maus CD31 Cy3 markiert (rot), B: α-smooth muscle actin Cy3 markiert 
(rot) sowie C: nur dem Strep-Biotin Cy3 Komplex als Kontrolle gefärbt. Wie in Bild A 
beziehungsweise B zu sehen ist, erfolgte kein spezifischer Einbau der MVEC in das 
Mausendothel beziehungsweise in der Nähe von glatten Muskelzellen, zudem waren die 
MVEC nur in der äußeren Schicht des Tumorgewebes zu finden. (Schichtdicke der Schnitte: 
10 µm, Balken: 50 µm, Vergrößerung 200x) 
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Abbildung 28: Einbau von MVEC in Tumorgewebe. Die Zellen wurden zuvor mit 0,5 µM 
Calcein AM gefärbt (grün) und direkt in den Tumor beziehungsweise die Tumorperipherie 
gespritzt. Die Tumorschnitte (10 µm) wurden mit A: Ziege anti-Maus CD31 Cy3 markiert 
(rot), B: α-smooth muscle actin Cy3 markiert (rot) sowie C: nur dem Strep-Biotin Cy3 
Komplex als Kontrolle gefärbt. (Schichtdicke der Schnitte: 10 µm, Balken: 50 µm, 
Vergrößerung 200x) 
 

 

Somit lassen sich sowohl AC133+-Vorläuferzellen sowie MVEC auch 4 Tage nach ihrer 

Injektion in Tumorgewebe nachweisen. Allerdings wurden die Zellen nicht spezifisch in das 

Blutgefäßsystem des Tumors eingebaut, sondern waren in der äußeren Schicht des 

Tumorgewebes unspezifisch verteilt. Zudem ließ sich keine räumliche Nähe der AC133+-

Vorläuferzellen sowie der MVEC zu den glatten Muskelzellen um die Gefäße feststellen. Bei 

der Applikation der MVEC direkt in den Tumor beziehungsweise die Tumorperipherie wurden 

die Zellen zum Teil in den Blutgefäßen detektiert. 

Um festzustellen, ob i.v. applizierte Zellen zum Teil in den kleinen Kapillargefäßen der Lunge 

stecken blieben und sich somit nicht mehr in den Tumor einlagern konnten, wurden 

Lungenschnitte untersucht. Wie in Abbildung 29 zu sehen ist, ließen sich keine 

fluoreszierenden Zellen finden. Die grüne Färbung des Gewebes ist nicht auf das 
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Vorhandensein von Calcein AM markierten Zellen zurückzuführen, sondern wird durch 

Eigenfluoreszenz des Lungengewebes hervorgerufen. Dies wird bei der Betrachtung von 

Lungengewebe einer Nacktmaus, die keine Calcein AM gefärbten Zellen i.v. appliziert 

bekommen hatte, deutlich. Auch hier ist die grüne Eigenfluoreszenz der Lunge zu erkennen, 

siehe Abbildung 29 D. Die Kapillargefäße der Lunge wurden durch die Färbung mit dem 

spezifischen Antikörperkomplex anti-CD31 sowie Cy3 markierten Sekundärantikörper 

detektiert, siehe Abbildung 29 A beziehungsweise D.  
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C D

 
 
Abbildung 29: Untersuchung von Lungengewebe auf das Vorhandensein von AC133+-
Vorläuferzellen. 
In Bild A wurde zusätzlich das Mausendothel mit anti-CD31 Antikörper und spezifischem Cy3 
markiertem Sekundärantikörper angefärbt (rot). In Bild B wurde zur Kontrolle nur der 
Sekundärantikörper eingesetzt. Die Färbung des Gewebes ist auf Eigenfluoreszenz 
zurückzuführen und nicht auf den möglichen Einbau von AC133+-Vorläuferzellen. Dies wird 
durch die Ergebnisse in Bild C beziehungsweise D verdeutlicht. Hier wurde Lungengewebe 
einer Maus, die keine Calcein AM gefärbten Zellen i.v. injiziert bekommen hatte, mit anti-
CD31 (C) beziehungsweise nur mit dem Cy3 markierten Sekundärantikörper (D) angefärbt. 
Auch hier konnte die Eigenfluoreszenz des Lungengewebes nachgewiesen werden. 
(Schichtdicke der Schnitte: 10 µm, Balken: 50 µm, Vergrößerung 200x) 
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3.5.3 In vivo Imaging der mit eGFP Knochenmarkszellen behandelten Mäuse 

 

Hierbei sollte untersucht werden, in welche Gewebe die applizierten GFP positiven 

Knochenmarkszellen eingelagert wurden, beziehungsweise ob mit dieser Methode ein 

Nachweis der GFP positiven Zellen möglich ist. Die aus der eGFP-Maus gewonnenen 

Knochenmarkszellen wurden i.v. in die Schwanzvene der Versuchstiere injiziert. Nach einer 

Wartezeit von 3 Tagen wurden die Mäuse mit Hilfe eines in vivo Imaging Laser Sytems sowie 

eines Fluoreszenzmikroskops auf das Vorhandensein von GFP-Zellen im Tumorgewebe 

untersucht. Am letzten Versuchstag wurden die Mäuse getötet und der Bauchraum geöffnet, 

um festzustellen, ob sich GFP-Zellen in anderen Organen eingelagert hatten. Zudem wurde 

der Tumor entnommen und separat unter dem Mikroskop und dem in vivo Imager 

betrachtet. Sofern eine ausreichende Menge an GFP-Zellen in das Gewebe einwanderten, 

konnte eine Detektion mit Hilfe dieser Techniken erwartet werden. 

Die Ergebnisse der in vivo Untersuchung mit Hilfe der Lasers ergaben keinen Einbau von GFP 

positiven Zellen in den Tumor oder auch in die anderen Gewebe. Außer der Lunge und der 

Gallenblase wurde keine Fluoreszenz detektiert. Dies was aber auf die Eigenfluoreszenz des 

Lungengewebes sowie der Gallenflüssigkeit zurückzuführen war, da auch in den 

Kontrolltieren eine Fluoreszenz dieser Gewebe gezeigt werden konnte. 

Neben der Technik des in vivo Imaging wurden die Gewebe auch mit dem 

Fluoreszenzmikroskop untersucht. Der Tumor wurde zuvor herauspräpariert und getrennt 

untersucht. Wie in Abbildung 30 B zu erkennen ist, konnten ke in positives Signal detektiert 

werden. Die Fluoreszenzmikroskopie des Abdomens zeigte ebenfalls keine GFP positiven 

Zellen im Bauchraum. Es konnte nur die Eigenfluoreszenz der Gallenblase gezeigt werden. 

Die Analyse des Abdomens einer Kontrollmaus zeigte, dass es sich hier wirklich um 

Eigenfluoreszenz handelte und nicht um ein positives Signal auf Grund von eingewanderten 

GFP-Zellen handelt, siehe Abbildung 30 B.  
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Abbildung 30: Fluoreszenzmikroskopie des herauspräparierten Tumors und geöffneten 
Abdomens einer mit GFP-Zellen i.v. injizierten Maus sowie einer Kontrollmaus. 
A: Durchlichtaufnahme des herauspräparierten Tumors, die Haut leuchtet weiß.  
B: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Tumors. Es konnten keine GFP positiven 
Bereiche detektiert werden. Die hellen Punkte neben dem Tumor wurden durch Reflexionen 
des Gewebes hervorgerufen.  
C: Durchlichtaufnahme des geöffneten Abdomens.  
D: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Abdomens, die Gallenblase leuchtete deutlich 
positiv. Dies war auf die Eigenfluoreszenz der Gallenflüssigkeit zurückzuführen, da auch die 
Gallenblase der Kontrollmaus fluoreszierte. 
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3.5.4 Immunhistologische Untersuchung der mit eGFP Knochenmarkszellen 

behandelten Mäuse 

 

Da mit Hilfe des in vivo Imaging auf Grund der geringen Eindringtiefe der 

Analyseapparaturen keine GFP positiven Zellen detektiert werden konnten, wurden zusätzlich 

Gewebeschnitte des Tumors und einzelner Organe angefertigt. 

Zur Untersuchung des Einbaus von Knochenmarkszellen in Tumore beziehungsweise andere 

Gewebe wurden hierzu Knochenmarkszellen aus eGFP-Mäusen isoliert. Dieser Mausstamm 

exprimiert das GFP-Protein in allen Zellen außer Haaren und Erythrozyten. Es wurde aus den 

beiden Oberschenkelknochen der GFP-Maus das Knochenmark isoliert und dann i.v. über die 

Schwanzvene in jeweils drei C57Bl6 Mäuse gespritzt, denen zuvor B16F10 Tumorzellen 

subkutan transplantiert wurden. Eine Gruppe erhielt eine Transplantation von 2 * 106 B16F10 

Tumorzellen 8 Tage vor der i.v. Applikation der fluoreszierenden Knochenmarkszellen, und 

die Mäuse der anderen Gruppe erhielten jeweils 1 * 106 Tumorzellen 4 Tage vor der i.v. 

Applikation. Hierdurch sollte der Einfluss des Vaskularisierungsgrades des Tumors auf den 

Einbau der eGFP-Zellen untersucht werden. Zudem wurde in jeder Gruppe eine Kontrollmaus 

mitgeführt, der keine Knochenmarkszellen injiziert wurden. Die Ergebnisse der 

immunhistologischen Untersuchungen sind den Abbildungen 31 und 32 zu entnehmen. 

Die Tumorschnitte der ersten Gruppe wiesen deutliche eGFP positive Zellen auf. Der Einbau 

von Knochenmarkszellen in das Tumorgewebe konnte somit nachgewiesen werden. Es zeigte 

sich aber, dass die Knochenmarkszellen nur im äußeren Rand des Tumors eingebaut wurden. 

Durch das gleichzeitige Anfärben der Mausendothelzellen mit einem anti-CD31 

Primärantikörper gefolgt von einem Cy3 markierten Sekundärantikörper wurde untersucht, 

ob die applizierten Knochenmarkszellen in das Blutgefäßssystems des Tumors mit eingebaut 

wurden. In den histologischen Schnitten in Abbildung 31 A ist zu erkennen, das kein 

spezifischer Einbau der GFP positiven Zellen in die Blutgefäße nachzuweisen war.  
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Abbildung 31: Nachweis von eGFP exprimierenden Knochenmarkszellen in B16F10 
Tumorschnitten mittels Immunhistochemie. Das eGFP Knochenmark wurde 8 Tage nachdem 
der B16F19 Tumor s.c. gesetzt wurde i.v. in die C57Bl6 Mäuse gespritzt und 7 Tage nach 
Injektion wurden die Tumore entnommen. eGFP positive Zellen erscheinen grün. Die 
Gewebeschnitte wurden zusätzlich mit anti-CD31 und einem Cy3 markierten 
Sekundärantikörper inkubiert, um die Mausendothelzellen sichtbar zu machen (rot). Eine 
Kernfärbung mit Hoechst 33342 (blau) wurde zur besseren Visualisierung ebenfalls 
durchgeführt. A und B: Die eGFP Zellen (grün) waren gut nachweisbar und konnten fast 
ausschließlich am Tumorrand nachgewiesen werden. zudem konnte kein Einbau der eGFP 
Zellen in die Gefäße detektiert werden. C: Tumorschnitt einer Kontrollmaus, die kein eGFP 
Knochenmark injiziert bekommen hat. Grün fluoreszierende Zellen konnten nicht 
nachgewiesen werden, auch hier wurde eine Färbung der Endothelzellen mit anti-CD31 (rot) 
durchgeführt. D: Als Kontrolle der Spezifität des Sekundärantikörpers gegen den CD31 
Primärantikörper wurde hier nur der Sekundärantikörper eingesetzt. Die hier fehlende 
Rotfärbung zeigte, dass es sich bei der Rotfärbung auf den anderen Schnitten, um eine 
spezifische Färbung der Endothelzellen auf Grund des CD31-Cy3 Komplexes aus Primär- und 
Sekundärantikörper handelte. Die eGFP markierten Zellen sind gut zu erkennen. 
(Schichtdicke der Schnitte: 10 µm, Balken: 50 µm, Vergrößerung 200x)  
 

 

Die Ergebnisse der zweiten Mäusegruppe, die einen weniger entwickelten Tumor trugen, 

zeigten vergleichbare Resultate, wie in Abbildung 32 dargestellt ist. Auch hier wanderten GFP 

positive Zellen in den äußeren Bereich des Tumors ein. Wie in der ersten Gruppe ließ sich 
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auch hier kein spezifischer Einbau der AC133+-Vorläuferzellen in das Blutgefäßsystem des 

Tumors feststellen. 

 

 
 
Abbildung 32: Nachweis von eGFP exprimierenden Knochenmarkszellen in B16F10 
Tumorschnitten mittels Immunhistochemie. Das eGFP Knochenmark wurde 4 Tage nachdem 
der B16F19 Tumor s.c. gesetzt worden war i.v. in die C57Bl6 Mäuse gespritzt. 7 Tage nach 
Injektion wurden die Tumore entnommen und histologisch aufgearbeitet. eGFP positive 
Zellen erscheinen grün. Die Gewebeschnitte wurden zusätzlich mit anti-CD31 Antikörpern 
(rot) und mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. A und B: Die eGFP Zellen (grün) sind gut 
nachweisbar und befinden sich ausschließlich außerhalb des Tumors beziehungsweise am 
Tumorrand. Es konnte auch kein Einbau der eGFP Zellen in die Gefäße nachgewiesen 
werden. C: Tumorschnitt einer Kontrollmaus, die keine eGFP Knochenmarkszellen injiziert 
bekommen hatte. Grün fluoreszierende Zellen konnten nicht nachgewiesen werden, auch 
hier wurde eine Färbung der Endothelzellen mit anti-CD31 (rot) durchgeführt. D: Als 
Kontrolle der Spezifität des Sekundärantikörpers gegen den anti-CD31 Primärantikörpers 
wurde hier nur der Sekundärantikörper eingesetzt. Es konnte keine Färbung von 
Endothelzellen nachgewiesen werden. (Schichtdicke der Schnitte: 10 µm, Balken: 50 µm, 
Vergrößerung 200x)  
 

 

Neben der Betrachtung des Tumors wurden auch Lungen- und Thymusgewebe auf mögliche 

GFP positive Zellen hin untersucht. Es wurden Gefrierschnitte angefertigt und 
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immunhistologisch analysiert. Wie in Abbildung 33 A beziehungsweise B zu erkennen ist, 

konnten keine GFP positiven Knochenmarkszellen in Lungegewebe nachgewiesen werden. 

Die schwache Grünfärbung ist auf die Eigenfluoreszenz des Lungengewebes zurückzuführen 

(siehe auch Abbildung 29 D). Bei der Analyse des Thymusgewebes wurden GFP positive 

Zellen gefunden, siehe hierzu Abbildung 33 C. Im Thymusgewebe der Kontrollmaus, die 

keine Knochenmarkszellen injiziert bekam, konnten keine GFP positiven Zellen detektiert 

werden. Durch die gleichzeitige Färbung der Blutgefäße mit anti-CD31 Antikörpern konnte 

festgestellt werden, dass im Thymusgewebe wie auch im Tumor kein spezifischer Einbau der 

Knochenmarkszellen in das Blutgefäßsystem statt fand, siehe Abbildung 33 C und D.  
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Abbildung 33: Einbau von eGFP exprimierenden Knochenmarkszellen in Lunge und Thymus. 
Die eGFP Knochenmarkszellen wurden i.v. gespritzt und nach einer Inkubationszeit von 3 
beziehungsweise 7 Tagen wurden Lunge sowie Thymus entnommen und mittels 
Immunhistochemie auf das Vorhandensein von eGFP Zellen hin untersucht. A: Schnitt durch 
die Lunge eines Tieres, das i.v. eGFP Zellen injiziert bekommen hat. Es sind keine eGFP 
Zellen (grün) zu finden. Eine Färbung der Endothelzellen mit einem anti-CD31 Antikörper und 
einem Cy3 markierten Sekundärantikörper (rot) machte die Blutgefäße sichtbar. B: 
Lungenschnitt ohne CD31 Färbung: Es konnten keine eGFP Zellen detektiert werden. C: 
Gewebeschnitt des Thymus aus einer mit eGFP Zellen behandelten Maus. Es sind deutlich 
grün gefärbte eGFP Knochenmarkszellen zu erkennen. Es erfolgte kein spezifischer Einbau in 
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die Gefäße (rot), es sind nur vereinzelt grün markierte Zellen in beziehungsweise an den 
anti-CD31 gefärbten Endothelzellen (rot) zu erkennen. D: Thymusschnitt aus einer Maus, die 
nicht mir eGFP Knochenmarkszellen behandelt wurde. Der Schnitt dient als Kontrolle dafür, 
dass es sich bei den grün leuchteten Zellen in Bild C um eGFP-Zellen und nicht um die 
Eigenfluoreszenz einzelner Zellen handelt. (Schichtdicke der Schnitte: 10 µm, Balken: 50 µm, 
Vergrößerung 200x)  
 

 

Insgesamt lässt sich bei der histologischen Untersuchung der mit GFP-Knochenmarkszellen 

behandelten Mäusen feststellen, dass GFP-Zellen in das Tumorgewebe eingebaut wurden. 

Der Einbau dieser Zellen erfolgte ohne erkennbare Spezifität in die Blutgefäße des Tumors. 

Neben der Analyse von Tumorgewebe wurde auch Lungen- und Thymusgewebe untersucht. 

Hierbei konnte gezeigt werden, dass keine GFP positiven Zellen in die Lunge einwanderten 

beziehungsweise in den Kapillaren stecken blieben. GFP-Knochenmarkszellen konnten 

hingegen im Thymus nachgewiesen werden. Der Einbau erfolgte irregulär und GFP positive 

Zellen konnten nur teilweise in Gefäßen detektiert werden. 
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4. Diskussion 

 

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Charakterisierung der AC133+-Vorläuferzellen, 

die aus humanem adulten Blut und Nabelschnurblut gewonnen wurden. Es sollte geklärt 

werden, ob es sich bei diesen Zellen um endotheliale Vorläuferzellen handelte, oder welchen 

anderen Typ an Vorläuferzellen sie darstellten. Die Charakterisierung der Zellen wurden mit 

Hilfe der semiquantitativen RT-PCR sowie der FACS Analyse durchgeführt. Um eine Aussage 

treffen zu können in wie weit die Vorläuferzellen in Richtung dieser Zellarten differenzieren, 

wurde die Änderung in der Genexpression einzelner Oberflächenproteine bei der Kokultur mit 

anderen Zellarten wie MVEC, PBMC oder HL60 untersucht. Aussagen über die Differenzierung 

wurde an Hand spezifischer Marker für Stamm- und Vorläuferzellen (AC133, CD34 und cKit) 

sowie an Hand von Endothelzellmarkerproteinen (CD31, vWF, VEGFR-2) getroffen. Somit 

wurden bei Zellen, die weniger die Vorläuferzellmarker und mehr die Endothelzellmarker 

exprimierten, angenommen, dass diese Zellen in Richtung der reifen Endothelzellen 

differenzierten. Die Genexpression der AC133+-Vorläuferzellen wurde mittels Affymetrix Chip 

Analyse genauer analysiert. Neben den in vitro Versuchen wurden auch in vivo Modelle zur 

Klärung der Funktion der AC133+-Vorläuferzellen eingesetzt. Hierbei wurde die Lage der 

Vorläuferzellen in Mausgeweben wie Tumor und Lunge untersucht. Zudem wurde als 

Vergleichszellen zu den AC133+-Vorläuferzellen der Einbau markierter syngener 

Knochenmarkszellen in Mausgewebe betrachtet.  

 

 

4.1 Isolation der AC133+-Vorläuferzellen 

 

Die Aufreinigung der AC133+-Vorläuferzellen aus dem humanen peripheren Blut 

beziehungsweise dem Nabelschnurblut erfolgte mit Hilfe der Magnetbeadtechnik, wodurch 

eine hohe Homogenität der Probe von durchschnittlich 90 % erreicht wurde. Im Laufe der 

Arbeit wurde die Isolation der Zellen aus dem Blut mehrfach wiederholt, da nur eine sehr 

geringe Anzahl an Blutzellen AC133 positiv sind. Aus dem humanem peripheren Blut wurden 

0,09 % (± 0,06 %) AC133+-Vorläuferzellen pro ml Blut isoliert, der Anteil an diesen Zellen lag 

im Nabelschnurblut mit 1,08 % (± 0,6 %) über ein 10faches höher. Verglichen mit der 

Literatur ist diese Ausbeute sehr zufrieden stellend. Dort finden sich Angaben zum Anteil der 

im peripherem Blut vorkommenden AC133+-Vorläuferzellen bei 0,002 % und in mit G-CSF 

mobilisiertem Blut bei 0,02 % (Peichev et al., 2000). Matsumoto et al. isolierten 0,035 % (± 

0,011 %) AC133+ Zellen aus peripherem Blut (Matsumoto et al., 2000). Die Anzahl der 
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gewonnenen AC133+-Vorläuferzellen nahm im Laufe der Isolationsversuche aus dem 

peripheren Blut kontinuierlich zu, was auf Optimierungsmaßnahmen wie die Verwendung von 

Leucosep® Röhrchen sowie eine zunehmende Routine bei der Durchführung zurückzuführen 

war. Die Ausbeute der AC133+-Vorläuferzellen variierte sehr stark. Dies ist vermutlich auch 

auf eine schwankende Qualität der Blutproben zurückzuführen. Dies zeigt sich auch sehr 

deutlich bei der Isolation von Zellen aus dem Nabelschnurblut. Diese Proben wurden direkt 

nach einer Geburt entnommen und bis zu maximal 12 Stunden bei Raumtemperatur 

gelagert. Die Blutproben von erwachsenen Spendern wurden hingegen immer frisch 

gewonnen und maximal 2 Stunden gelagert. Somit konnte hier eine gleich bleibende Qualität 

erreicht werden, und Schwankungen in der Ausbeute verringert werden. Insgesamt muss 

also bei der Isolation von Zellen aus Blut darauf geachtet werden, dass Blutproben maximal 

8-12 Stunden gelagert werden und das Blut während der Entnahme mit Antikoagulantien 

(Citrat beziehungsweise EDTA) versetzt wird. Je frischer die Blutprobe ist, desto leichter 

lassen sich die einzelnen Phasen bei der Dichtezentrifugation auftrennen und desto höher ist 

dadurch auch die Ausbeute. Bei einer frischen Probe kann davon ausgegangen werden, dass 

kein Abbau an RNA stattgefunden hat und somit nicht degradierte RNA für die 

semiquantitative RT-PCR verwendet werden kann. Zudem sind die Oberflächenproteine auf 

diesen Zellen erhalten, was für die Proteinexpressionsanalyse per FACS Vorraussetzung ist. 

 

 

4.2 Expressionsanalyse auf Translationsebene mittels FACS Analyse 

 

Es wurden die Proteine AC133, CD34, cKit, CD45, CD13 und CD31 sowie die 

endothelzellspezifischen Antikörper vWF und VEGFR-2 genauer betrachtet. Zum Vergleich 

und als Kontrolle für die Isolation wurden die bei der MACS Isolation anfallenden AC133--

PBMC (AC133 negative mononukleäre Blutzellen) in den Untersuchungen mitgeführt. Das 

Oberflächenprotein AC133 wird spezifisch auf hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen 

exprimiert, zudem kommt es auch auf Stamm- und Vorläuferzellen nicht hämatpoetischer 

Gewebe vor wie zum Beispiel neuronalen, embryonalen Stammzellen und adulten 

mesenchymalen multipotenten Vorläufern vor (Jiang et al., 2002; Kaufman et al., 2001; 

Uchida et al., 2000). Bei dem Zelloberflächenmarker CD34 handelt es sich um ein Typ I 

Transmembranprotein, das zur Familie der Sialomucine gehört. CD34 kommt auf 

hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen, auf Endothelzellen und auf embryonalen 

Fibroblasten vor (Brown et al., 1991; Fina et al., 1990). Ausdifferenzierte hämatopoetische 

Zellen sind CD34 negativ (Civin and Loken, 1987)]. Ein weiteres wichtiges Molekül von 

hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen ist c-Kit (CD117). Hierbei handelt es sich um 
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ein Typ III Protein aus den Rezeptortyrosinkinase-Familie. c-Kit wird von benignen und 

transformierten hämatopoetischen Vorläuferzellen sowie auf Endothelzellen und Neuronen 

exprimiert (Ashman et al., 1991; Broudy, 1997; Broudy et al., 1992). c-Kit und sein Ligand, 

das Zytokin Stem Cell Factor (SCF) spielen eine wichtige Rolle bei der Hämatopoese. Weitere 

betrachtete Marker sind das Oberflächenprotein CD31 (platelet endothelial cell adhesion 

moleluce, PECAM), ein Adhäsionsprotein, welches sowohl auf Endothelzellen als auch auf 

Blutplättchen und Leukozyten exprimiert wird sowie CD13, ein Oberflächenprotein, das vor 

allem auf Monozyten und Makrophagen vorkommt. Zudem wird CD13 auf Vorläufer- und 

Endothelzellen exprimiert (Santiago-Schwarz et al., 1997; van Hensbergen et al., 2004)]. 

CD45, ein Oberflächenprotein, das auf allen Blutzellen (Lymphozyten, Monozyten und 

Makrophagen) vorkommt (Nakano et al., 1990), wird ebenfalls in die Analyse mit 

einbezogen. Mit Hilfe dieser Auswahl an Oberflächenproteinen soll es möglich sein, Hinweise 

auf den Ursprung der AC133+-Vorläuferzellen zu bekommen und so möglicherweise 

festzustellen, ob es sich bei diesen Zellen um endotheliale oder hämatopoetische Zellen 

handelt. 

Die Expressionsanalyse der AC133+-Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut ergab, dass die 

Proteine AC133 und CD34 auf der Oberfläche exprimiert wurden, wie mit Hilfe der FACS 

Analyse detektiert werden konnte. Zudem ließen sich auch c-Kit und CD13 nachweisen. Auch 

der Pan-Leukozyten Marker CD45 wurde, wenn auch deutlich schwächer als bei den AC133--

PBMC, detektiert. Zudem wurde CD31 auf den AC133+-Vorläuferzellen nachgewiesen. Dieses 

Resultat deckt sich mit den Ergebnissen mehrerer anderer Gruppen (Gehling et al., 2000; 

Peichev et al., 2000; Yin et al., 1997) und weist auf den Ursprung aus hämatopoetischen 

Vorläuferzellen hin. Hingegen konnten die endothelspezifischen Marker VEGFR-2 und vWF 

nicht nachgewiesen werden. Ein technischer Fehler kann ausgeschlossen werden, da die 

entsprechenden Antikörper in Vorversuchen mit MVEC ein deutliches Signal ergaben (Daten 

nicht gezeigt). Als Vergleichszellen wurden die bei der Isolation der AC133+-Vorläuferzellen 

gewonnenen AC133--PBMC verwendet. Diese Zellpopulation, die aus Lymphozyten und 

Monozyten besteht, exprimierten wie erwartet den Leukozytenmarker CD45 sehr stark sowie 

den Monozytenmarker CD13 auf einem kleinen Teil der Zellpopulation. Weder AC133 noch 

CD34 wurden auf den PBMC exprimiert, was darauf hindeutet, dass keine Vorläuferzellen 

mehr in den AC133--PBMC zu finden waren und somit die Ausbeute an AC133+-

Vorläuferzellen nach der Isolation sehr hoch war. cKit  und CD31 wurde wie auch schon 

CD13 nur auf einem Teil der Zellsuspension gefunden. Dies deckt sich mit der Aussage, dass 

diese Marker nur auf bestimmten Blutzellarten exprimiert werden (CD31 auf Leukozyten und 

CD13 speziell auf Monozyten) (Knapp et al., 1989).  
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Es lässt sich insgesamt feststellen, dass mit Hilfe der MACS Isolationstechnik die gesuchten 

hämatopoetischen Zellen aus dem peripheren Blut isolieren ließen, und dass diese sowohl 

Vorläufer- als auch spezifische Blutzellmarker auf der Oberfläche trugen. Weiterhin konnte 

festgestellt werden, dass im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer Gruppen (Gehling et al., 

2000; Massa et al., 2005; Peichev et al., 2000) VEGFR-2 nicht auf der Oberfläche der 

AC133+-Vorläuferzellen aus dem humanem peripheren Blut exprimiert wurde. Die fehlende 

Expression des Oberflächenproteins VEGFR-2 deutet möglicherweise daraufhin, dass es sich 

bei den AC133+-Vorläuferzellen eher um hämatopoetische als um endotheliale 

Vorläuferzellen handeln könnte.  

Die Untersuchung der AC133+-Vorläuferzellen aus Nabelschnurblut ergab ein vergleichbares 

Bild. Auch hier wurde AC133 und CD34 deutlich detektiert und vWF konnte nicht 

nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu den AC133+-Vorläuferzellen aus dem peripherem 

Blut wurde hier CD31 auf den Zellen nicht exprimiert. Zudem wurde VEGFR-2, wenn auch 

nur sehr schwach, auf den Zellen exprimiert. Die Blutzellmarker CD13 und CD45 wurden 

auch hier mit Hilfe des FACS detektiert. Es zeigt sich somit, dass sich die isolierten Zellen aus 

dem peripherem Blut und dem Nabelschnurblut stark ähneln, nur die  Expression  con CD31 

und VEGFR-2 war unterschiedlich. Möglicherweise befinden sich die AC133+-Vorläuferzellen 

aus dem Nabelschnurblut in einem früherem Stadium der Differenzierung, was die 

unterschiedliche Expression einzelner Oberflächenproteine erklären würde. 

Zur weiteren Charakterisierung der AC133+-Vorläuferzellen wurden einige der in der FACS 

Analyse betrachteten Proteine auf mRNA Ebene genauer untersucht.  

 

 

4.3 Expressionsanalyse auf Transkriptionsebene mittels real time RT- PCR 

 

Mit der semiquantitativen RT-PCR wurde die Expression der mRNA von AC133, CD34, vWF 

und CD31 analysiert. Als Referenzgen wurde das ubiquitär exprimierte Haushaltsgen GAPDH 

betrachtet. Die verwendeten Primer und Sonden Kombinationen waren zuvor auf ihre 

Transkriptionseffizienz hin untersucht worden, um sicherzustellen, dass eine schwache 

Expression nicht auf ungeeignete Primer beziehungsweise Sonden zurückzuführen ist. 

Die Ergebnisse der FACS Analyse konnte mit Hilfe des Taqman auf Transkriptionsebene 

bestätigt werden. Zudem zeigte sich auch hier, dass die Expression der betrachteten Gene in 

den AC133+-Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut und aus dem Nabelschnurblut 

vergleichbar waren. CD31 wurden in beiden Zellpopulationen 50 % geringer exprimiert als 

GAPDH und vWF konnte gar nicht nachgewiesen werden. Ein deutlicher Unterschied war in 

der Expression von CD34 zu erkennen. Dieses Gen wurde in AC133+-Vorläuferzellen aus dem 
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Nabelschnurblut zu 50 % exprimiert. In Zellen aus dem peripheren Blut war die Expression 

vergleichbar hoch wie die von GAPDH. Das Gen AC133 selbst wurde in den 

Nabelschnurblutzellen ebenfalls etwas stärker exprimiert als in den AC133+-Vorläuferzellen 

aus dem adulten Blut. Diese Daten deuten wie auch schon bei der FACS Analyse der 

Oberflächenproteine daraufhin, dass es sich bei den AC133+-Vorläuferzellen aus dem 

Nabelschnurblut um weniger differenzierte Zellen handelt, da sie die Vorläuferzellmarker 

AC133 und CD34 stärker exprimierten.  

 

 

4.4 Analyse der Genexpression in AC133+-Vorläuferzellen in der Kokultur 

mit unterschiedlichen Zellarten 

 

Neben der Untersuchung der Genexpression in frisch isolierten AC133+-Vorläuferzellen 

wurden diese Zellen mit unterschiedlichen Zelltypen kokultiviert, und die Veränderung in der 

Genexpression über den Zeitraum von 4 Wochen betrachtet. Hierdurch sollte festgestellt 

werden, welchen Einfluss die unterschiedlichen kokultivierten Zelltypen auf die 

Genexpression und somit auch auf die Differenzierung der Vorläuerzellen haben.  

Zur Betrachtung kamen drei unterschiedliche Kokultur-Systeme. Es wurden zum einen PBMC 

eingesetzt, um das natürliche Umfeld der AC133+-Vorläuferzellen im Blut widerzuspiegeln, 

zum anderen wurden MVEC als kokultivierte Zellart verwendet, um festzustellen, ob sich die 

Vorläuferzellen in Richtung der Endothelzellen differenzieren lassen. Als dritten Zelltyp 

wurden HL60 Zellen, eine humane Promyeloblasten-Zelllinie, eingesetzt, um den Einfluss von 

anderen Vorläuferzellen auf das Expressionsmuster der AC133+-Vorläuferzellen zu 

untersuchen. 

 

Die Kultivierung der AC133+-Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut mit MVEC führte nicht 

zu einer Expression von vWF. Die Expression von CD31 konnte innerhalb von 3 Wochen um 

das 3fache gesteigert werden. Nach der 4. Woche war ein Abfall der CD31 Expression zu 

verzeichnen. Dies lässt sich aber durch einen zunehmenden Vitalitätsverlust der 

kokultivierten MVEC erklären. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Expression von AC133 

und CD34 innerhalb der ersten Woche bis unter die Nachweisgrenze absank. Die 

Expressionsabnahme dieser Vorläuferzellmarker und die Expressionssteigerung des CD31 

Proteins deutet daraufhin, dass die Vorläuferzellen differenzierten. 

Bei der Kokultivierung von AC133+-Vorläuferzellen mit PBMC war das Ergebnis ähnlich. Auch 

hier wurden AC133 und CD34 innerhalb der ersten Woche herrunterreguliert und waren nicht 

mehr detektierbar. Die Expression von CD31 stieg im Verlauf der Kultur an, aber im Vergleich 
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zur Kokultur von AC133+-Vorläuferzellen mit MVEC war sie um ca. die Hälfte geringer. Die 

Expression von vWF konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Wie auch schon bei der 

Kokultur mit MVEC deuten diese Ergebnisse auf eine Differenzierung der Vorläuferzellen hin. 

Die Kultivierung mit HL60 Zellen führte zu einer geringeren Veränderung in der Expression 

der betrachteten Gene als bei den beiden anderen Kultivierungsansätzen. Es gab keinen 

Anstieg in der CD31 Expression. Hingegen ließ sich AC133 noch nach der dritten 

Kultivierungswoche nachweisen. Der Expressionswert entsprach dem von frisch isolierten 

AC133+-Vorläuferzellen. Der Nachweis der Oberflächenproteins AC133 und der fehlende 

Anstieg in der CD31 Expression weisen daraufhin, dass bei der Kokultur mit HL60 Zellen der 

Differenzierungszustand erhalten blieb, wie er bei frisch isolierten Zellen auftrat. 

Die Kultivierung der AC133+-Vorläuferzellen aus dem Nabelschnurblut mit den gleichen 

Zellarten, die schon bei der Kultur der AC133+-Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut 

verwendet wurden, ergab ein vergleichbares Resultat. Auch hier war ein Abfall der AC133 

und CD34 Expression innerhalb der ersten Woche bei allen 3 Kulturansätzen zu erkennen. 

Zudem konnte bei allen keine Expression von vWF nachgewiesen werden. Die Expression 

von CD31 war ebenfalls vergleichbar. Sie nahm bei der Kokultur mit MVEC und PBMC stark 

zu und bei der Kokultur mit den Promyeloblastenzellen ließ sich innerhalb der ersten 3 

Wochen eine leichte Abnahme der Expression erkennen. Nach der 4. Woche wurde CD31 

ähnlich dem Referenzgen GAPDH exprimiert.  

Es lässt sich somit feststellen, dass sich die AC133+-Vorläuferzellen aus dem Nabelschnurblut 

in Kultur in Richtung reiferer Zellen differenzieren ließen, wobei aber nicht geklärt werden 

konnte, ob sich diese Zellen hin zu Endothelzellen oder hämatopoetischen Zellen entwickeln.  

 

Insgesamt lässt sich sagen, dass sich die AC133+-Vorläuferzellen in unterschiedliche 

Richtungen differenzieren lassen, und dass sich dies durch eine Kokultur mit 

unterschiedlichen Zellarten beeinflussen lässt. Hierbei spielen höchstwahrscheinlich die 

Wachstumsfaktoren, die von den kokultivierten Zellen ausgeschüttet werden, eine wichtige 

Rolle. Sawano et al. konnte an Hand der Expression von spezifischen Markern zeigen, dass 

sich CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut in Kultur mit hämatopoetischen Zytokinen (IL-3, IL-6, 

Flt-3 Ligand, GM-CSF und M-CSF) in Makrophagen ähnliche Zellen differenzierten. Die 

Differenzierung von Endothelvorläuferzellen hin zu Endothelzellen wie sie u.a. Asahara et al. 

(Asahara et al., 1997) und Gehling et al. (Gehling et al., 2000) zeigen konnten, lässt sich hier 

aber nicht eindeutig feststellen, da die Expression von CD31 auch bei der Kokultur mit PBCM 

zunahm und zudem keine Expression von vWF nachgewiesen werden konnte. Zudem wird 

CD31 auch auf Leukozyten exprimiert, sodass es möglich wäre, dass sich die AC133+-

Vorläuferzellen trotz der Kokultur mit MVEC weiter in Richtung der Blutzellen differenzierten. 
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Eine auf CD31 stützende Aussage, dass AC133+-Vorläuferzellen sich in Endothelzellen 

differenzieren lassen, ist somit nicht ausreichend. Da zudem keine Expression von vWF 

nachweisbar war, kann nicht eindeutig festgestellt werden, ob sich die AC133+-

Vorläuferzellen zu Endothelzellen differenzierten. Während der Kultur mit MVEC nahm zwar 

die Zahl an adhärenten Zellen zu, es waren aber immer noch eine Vielzahl an 

Suspensionszellen vorhanden (Daten nicht gezeigt). Des weiteren konnten auch bei der 

Kultur mit PBMC adhärente Zellen detektiert werden. Es kann also nicht davon ausgegangen 

werden, dass die adhärenten Zellen bei der MVEC Kokultur aus den AC133+-Vorläuferzellen 

ausdifferenzierte Endothelzellen waren. 

 

 

4.5 Genexpressionsanalyse mittels Affymetrix 

 

Zur weiteren Klärung dieser Entwicklung wurde mit Hilfe der mRNA der AC133+-

Vorläuferzellen aus dem peripheren Blut eine Genexpressionsanalyse durchgeführt. Hierbei 

wurden zudem verschiedene Zellarten mit einbezogen, um eine Aussage über den 

Verwandtschaftsgrad der AC133+-Vorläuferzellen zu anderen Zellarten treffen zu können. 

Des weiteren sollte festgestellt werden, ob es für AC133+-Vorläuferzellen spezifische Gene 

gibt, die nur in diesen exprimiert werden. Als Vergleichszellen wurden MVEC, Monozyten, 

Makrophagen, T-Zellen, T-Helferzellen (TH-1), dentritische Zellen (DDC), humanes 

Knochenmark sowie die bei der Isolation gewonnenen AC133--PBMC zum Vergleich mit den 

AC133+-Vorläuferzellen eingesetzt. Zudem wurden die Tumorzelllinien EO-1 (eosinophile 

Leukämiezelllinie), THP-1 (monozytische Leukämiezelllinie) sowie HL60 (promyeloblastische 

Leukämiezelllinie) als Vertreter der Blutkrebszelllinien mit in den Vergleich einbezogen.  

 

Zunächst wurden die Ergebnisse aus der TaqMan® Analyse mit denen der Array Analyse 

verglichen. Hierbei wurden die Gene betrachtet, die auch schon im TaqMan® untersucht 

wurden. Es konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. AC133 wurde ausschließlich in 

den mit AC133 Mikrobeads isolierten Zellen exprimiert. Zudem wurde CD34 in den AC133+-

Vorläuferzellen sehr stark und vWF gar nicht exprimiert. CD31 konnte in allen betrachteten 

Zellarten nachgewiesen werden. Als weiteres Endothelzell spezifisches Gen wurde VE-

Cadherin mit einbezogen. Hierbei handelt es sich um ein Adhäsionsprotein, das speziell auf 

Endothelzellen exprimiert wird (Salomon et al., 1992). VE-Cadherin wurde nur auf MVEC 

exprimiert und nicht auf den AC133+-Vorläuferzellen beziehungsweise AC133--PBMC.  

Zur Klärung des Verwandtschaftsgrades der AC133+-Vorläuferzellen mit anderen Zelltypen 

wurde eine Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analyse) durchgeführt. Diese 
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Analysemethode erlaubt die Darstellung grundlegender Muster der Genexpression. Geringe 

Unterschiede in den Daten werden schwächer bewertet. Die Darstellung der Principal 

Components geschieht als Punkte in einem dreidimensionalem Koordinatensystem. Punkte, 

die in diesem Koordinatensystem nah beieinander liegen, haben ähnliche Eigenschaften, 

beruhen daher auf ähnlichen Expressionsdaten. Punkte mit größerer Distanz zueinander sind 

sich nicht ähnlich und beruhen auf unterschiedlichen Expressionsdaten. Bei der 

Hauptkomponentenanalyse wurde festgestellt, dass sich die AC133+-Vorläuferzellen von den 

betrachteten Vergleichszellen stark unterscheiden und eine eigenständige Population 

darstellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass diese Zellen einen höheren 

Verwandtschaftsgrad mit den Blutzellen als mit den mikrovaskulären Endothelzellen 

aufweisen. Die Genexpression der AC133+-Vorläuferzellen ähnelt auch nicht der Expression 

der untersuchten Leukämiezelllinien. Diese Betrachtung der Affymetrix Daten bestätigt das 

kürzlich veröffentlichte Ergebnis, dass AC133+-Vorläuferzellen eher als hämatopoetische 

Vorläuferzellen zu betrachten sind denn als Endothelvorläuferzellen (Toren et al., 2005). 

 

Des weiteren wurde die Genexpression der AC133+-Vorläuferzellen auf den Affymetrix Chips 

HG-U 113 Plus 2.0 und saTIVa gemessen und mit der Expression in mikrovaskulären 

Endothelzellen, peripheren mononukleären Blutzellen, drei unterschiedlichen 

Promyeloblastenzelllinien und Knochenmarkszellen verglichen. Ziel war es Gene zu finden, 

die in AC133+-Vorläuferzellen stark überexprimiert sind. Einige dieser Gene wurden mit Hilfe 

der Literatur genauer betrachtet, um so einen weiteren Hinweis auf die Rolle der AC133+-

Vorläuferzellen zu finden. 

 

Im Vergleich mit mikrovaskulären Endothelzellen 

 

Bei der Betrachtung der Genexpression auf dem HG-U 133 Plus 2.0 Chip konnten 1181 Gene 

gefunden werden, welche mindestens 10fach in AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu 

MVEC überexprimiert wurden. Hier soll nur eine Auswahl besprochen werden. Unter anderem 

wurde Angiopoietin 1 überexprimiert. Dieses Protein wird vor allem in periendothelialen 

Zellen exprimiert, wohingegen Angiopoietin 2 bevorzugt in Endothelzellen exprimiert wird 

(Davis et al., 1996; Kim et al., 2000; Maisonpierre et al., 1997). Angiopoietin 1 spielt als 

Ligand des Tie2 Rezeptors, einem Oberflächenprotein, das fast ausschließlich auf 

Endothelzellen exprimiert wird, eine wichtige Rolle bei der Vaskulogenese sowie der 

Angiogenese (Suri et al., 1996). Durch die Bindung von Angiopoietin 1 an Endothelzellen 

wird das Blutgefäß stabilisiert, dieser Effekt wird durch den natürlichen Antagonisten 

Angiopoietin 2 umgekehrt. Die Destabilisierung ist ein wichtiger Schritt bei der Angiogenese 
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(Holash et al., 1999; Maisonpierre et al., 1997). Ein weiteres überexprimiertes Gen ist 

Epiregulin, einer der Liganden der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren (Shelly et al., 

1998). Es spielt eine Rolle bei der Produktion von Zytokinen aus dem Knochenmark 

stammender Makrophagen (Shirasawa et al., 2004). Neben Epiregulin wurde auch fms-

related Tyrosinkinase 3 (FLT3) überexprimiert. Dieses Protein wird ausschließlich von CD34+ 

Blut- beziehungsweise Knochenmarkszellen exprimiert und dient als 

Wachstumsfaktorrezeptor auf diesen Vorläuferzellen (Small et al., 1994). Junctional adhesion 

molecule 2 (JAM2), das ebenfalls mindestens 25fach überexprimiert wurde, gehört zur 

Familie der Adhäsionsproteine. Es wird vor allem auf Endothelzellen und auch Lymphozyten 

exprimiert und hat möglicherweise eine wichtige Funktion bei der Transmigration von 

Lymphozyten durch die Gefäßwand (Aurrand-Lions et al., 2002). Ein weiteres stark 

exprimiertes Protein ist die Myeloperoxidase (MPO). Es wird ausschließlich in Leukozyten 

gebildet und hat mit seiner mikrobiziden Eigenschaft eine wichtige Funktion bei 

Entzündungsreaktionen (Eiserich et al., 2002).  

Insgesamt konnte festgestellt werden, dass eine Vielzahl der in AC133+-Vorläuferzellen bei 

dem Vergleich von Endothelzellen und AC133+-Vorläuferzellen stark überexprimierten Genen 

auch in hämatopoetischen Zellen gebildet werden. Zudem spielen viele dieser Gene eine 

wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen und weiteren dabei wichtigen Abläufen. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich bei AC133+-Vorläuferzellen eher um 

hämatopoetische Vorläuferzellen handelt, die nur einen geringen endothelialen Charakter 

aufweisen. 

 

Im Vergleich mit peripheren mononukleären Blutzellen 

 

Neben dem Vergleich mit Endothelzellen wurde auch die Genexpression in mononukleären 

Blutzellen analysiert, um Gene zu finden, die nur spezifisch in AC133+-Vorläuferzellen und 

nicht in Endothel- sowie Blutzellen exprimiert werden. Es wurden insgesamt 313 Gene 

gefunden, die in AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu PBMC 10fach überexprimiert 

wurden. Eines dieser Gene ist Chordin-like 1, welches hauptsächlich in mesenchymalen 

Zellen exprimiert wird. Im adulten Körper kommt es nur noch sehr selten vor und wird dort 

unter anderem in Stromazellen des Knochenmarks exprimiert (Nakayama et al., 2001). Die 

Expression dieses Proteins weist auf die Verwandtschaft der AC133+-Vorläuferzellen mit den 

mesenchymalen Stammzellen hin. Ein weiteres überexprimiertes Gen ist das a9 Integrin, 

welches insbesondere von neutrophilen Granulozyten gebildet wird. Mit Hilfe dieser Proteins 

werden unter anderem Zell-Zell sowie Zell-Matrix Adhäsionen dieser Zellen mit 

Endothelzellen ermöglicht (Ross et al., 2005). Die starke Überexpression dieses Gen in 
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AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu PBMC deutet darauf hin, dass die Vorläuferzellen 

möglicherweise Granulozytenvorläufer oder eine verwandte Zellart bilden. Ein weiteres Indiz, 

dass es sich bei AC133+-Vorläuferzellen um Zellen einer hämatopoetischen Linie und nicht 

um Endothelzellvorläufer handelt, ist die Überexpression von Myeloperoxidase (MPO). Dieses 

Gen wurde auch bei der Betrachtung des Expressionsvergleiches mit MVEC gefunden. Die 

Expression in den AC133+-Vorläuferzellen kann als hoch spezifisch angesehen werden. MPO 

wird ausschließlich in Leukozyten gebildet und spielt eine wichtige Funktion bei 

Entzündungsreaktionen (Eiserich et al., 2002).  

Insgesamt lässt sich feststellen, dass auch bei diesem Vergleich mehrere überexprimierte 

Gene gefunden werden konnten, die daraufhin weisen, dass es sich bei den AC133+-

Vorläuferzellen eher um hämatopoetische und nicht um endotheliale Vorläuferzellen handelt. 

 

Im Vergleich mit Leukämiezelllinien 

 

Zum Expressionsvergleich mit Leukämiezelllinien wurden die Zelllinien EO-1 (eosinophile 

Leukämiezelllinie) , THP-1 (monozytische Leukämiezelllinie) sowie HL60 (promyeloblastische 

Leukämiezelllinie) eingesetzt. Eines der 46 Gene, die mindestens 10fach in AC133+-

Vorläuferzellen im Vergleich zu den Leukämiezelllinien überexprimiert wurde, ist ADAM8. 

Dieses Protein spielt möglicherweise bei dem Übergang von Leukozyten aus der Blutbahn in 

das umliegende Gewebe eine Rolle (Schlomann et al., 2002). Zudem wurde wie auch schon 

bei dem Vergleich mit MVEC Angiopoietin 1, das hauptsächlich in periendothelialen Zellen 

vorkommt, überexprimiert (Hattori et al., 2001; Kim et al., 2000). CD62 (L-Selectin) wurde 

ebenfalls mindestens 10fach überexprimiert. Dieses Protein ist wichtig für den Zell-Zell 

Kontakt von Leukozyten und Endothelzellen (Genbacev et al., 2003). RhoH, ein GTP-

Bindungsprotein, welches ausschließlich in hämatopoetischen Zellen vorkommt, wurde 

ebenfalls in den AC133+-Vorläuferzellen überexprimiert. RhoH spielt möglicherweise eine 

wichtige Rolle bei der Proliferation von hämatopoetischen Zellen (Gu et al., 2005a; Gu et al., 

2005b)  

Bei diesem Vergleich konnten mehrere Gene gefunden werden, die ausschließlich in 

hämatopoetischen Zellen exprimiert werden, oder eine wichtige Rolle bei der Interaktion von 

Endothel mit Blutzellen spielen. Somit lässt sich auch bei dem Vergleich mit 

Leukämiezelllinien auch Hinweise auf den hämatopoetischen Ursprung der AC133+-

Vorläuferzellen finden. 
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Im Vergleich mit Knochenmarkszellen 

 

Die Differenzen in der Genexpression verglichen mit Knochenmarkszellen waren geringer. 

Daher wurden statt >10fach die >8fach überexprimierten Gene genauer betrachtet, um eine 

größere Anzahl an möglicherweise relevanten Genen zu erhalten. Unter diesen konnten 

insgesamt 14 >8fach überexprimierte Gene in AC133+-Vorläuferzellen im Vergleich zu 

Knochenmarkszellen gefunden werden. Nur 4 davon waren >10fach überexprimiert.  

Eines der >8fach überexprimierten Gene ist Cytokin-like 1, welches auch schon bei dem 

Vergleich mit den Tumorzelllinien überexprimiert wurde. Dieses Protein wird ausschließlich in 

CD34+ Zellen aus dem Knochenmark gebildet und dient möglicherweise als Zytokin (Liu et 

al., 2000). Des weiteren wurde G protein-coupled receptor 56 in den AC133+-Vorläuferzellen 

überexprimiert. Dieses Protein ist möglicherweise notwendig für Zell-Zell Interaktionen und 

wird vor allem in Makrophagen, aber nur geringfügig in Monozyten im Blut exprimiert 

(Shashidhar et al., 2005).  

 

Insgesamt konnten mit Hilfe der Affymetrix Analyse eine Vielzahl von Hinweisen gefunden 

werde, dass es sich bei den AC133+-Vorläuferzellen eher um hämatopoetische 

Vorläuferzellen, die möglicherweise eine wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen spielen, 

als um Endothelvorläuferzellen handelt. Viele der überexprimierten Gene werden auch von 

Makrophagen, Granulozyten und anderen Blutzellen gebildet. Zudem wurden einige Gene 

gefunden, die für Proteine codieren, die wichtig bei Zell-Zell Interaktionen von verschiedenen 

hämatopoetischen Zellen mit Endothelzellen sind. Hierdurch wird es beispielsweise den 

hämatopoetischen Zellen ermöglicht durch die Gefäßwand zu den Entzündungsherden zu 

mirgieren. 

 

 

4.6 Einbau von humanen Zellen in Mausgewebe 

 

Die Hinweise, dass es sich bei den AC133+-Vorläuferzellen um hämatopoetische und nicht 

um endotheliale Vorläuferzellen handelt, wurden in einem in vivo Modell weiter verfolgt. Es 

wurde zum einen der Einbau humaner Zellen analysiert, zum anderen wurde der Einbau 

syngener Knochenmarkszellen als Kontrollzellen zu den humanen AC133+-Vorläuferzellen 

untersucht. Hierbei sollte mit Hilfe eines Mausmodells untersucht werden, ob sich AC133+-

Vorläuferzellen beziehungsweise mikrovaskuläre Endothelzellen in das Tumorgewebe 

einbauen und detektierten lassen. Zudem wurde Lungengewebe untersucht, um 

festzustellen, ob die i.v. applizierten humanen Zellen in den Kapillargefäßen stecken blieben. 
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Die zu injizierenden Zellen wurden zuvor mit Calcein AM angefärbt. Hierbei handelt es sich 

um ein Molekül, das durch zelleigene Esterasen im Zytoplasma gespalten wird und so in ein 

fluoreszierenden Farbstoff umgewandelt wird, der nicht mehr durch die Zellmembran 

diffundieren kann. Dieser Farbstoff ist bis zu zwei Wochen mittels Fluoreszenzmikroskopie 

nachweisbar. Neben der optimalen Konzentration wurde auch die Toxizität des Farbstoffes 

untersucht. Eine Konzentration von 0,5 µM Calcein AM war am besten für die Färbung von 

MVEC und PBMC beziehungsweise AC133+-Vorläuferzellen geeignet. Die so angefärbten 

Zellen waren über den Untersuchungszeitraum vital und gut mit Hilfe des 

Fluoreszenzmikroskops nachweisbar. 

Die Analyse der Integration von AC133+-Vorläuferzellen in Maustumorgewebe zeigte, dass 

die Vorläuferzellen nur in der äußeren Region des Tumorgewebes detektiert wurden. Zudem 

ließ sich mit Hilfe einer Färbung mit anti-Maus CD31 Antikörpern erkennen, dass kein 

spezifischer Einbau der AC133+-Vorläuferzellen in die Blutgefäße erfolgte. Die Zellen wurden 

zum größten Teil im Stroma gefunden. Ähnliche Ergebnisse wurden auch von anderen 

Forschungsgruppen erreicht. Voswinckel et al. zeigten in einem Mausmodell für 

regeneratives Lungenwachstum, dass der Einbau von Endothelvorläuferzellen aus dem 

Knochenmark in das neu entstehende Lungengewebe ein sehr seltener Prozess war und 

kaum zur Vaskularisierung beitrug (Voswinckel et al., 2003). Ranjantie et al. konnte ebenfalls 

in einem Mausmodell zeigen, dass genetisch markierte syngene Knochenmarkszellen keine 

signifikante Rolle bei der Tumor- oder Zytokin induzierten Neoangiogenese spielten. Die 

Knochenmarkszellen exprimierten hämatopoetische Marker wie CD45 und CD11b, sodass es 

sich bei diesen Zellen möglicherweise eher um Vorläuferzellen für hämatopoetische 

Effektorzellen handelt (Rajantie et al., 2004). Die Gruppe um Peters konnte zwar in einer 

Untersuchung von Patienten, die nach einer Knochenmarkstransplantation Lymphome, 

Karzinome oder Sarkome entwickelten, zeigen, dass solche Knochenmarkszellen in das 

Gefäßsystem des Tumorgewebes eingebaut wurden. Der Anteil war aber mit unter 5 % sehr 

gering. Dies deutet darauf hin, dass auch im Menschen der Einfluss von Vorläuferzellen aus 

dem Knochenmark bei der Angiogenese im Erwachsenen gering ist (Peters et al., 2005). 

 

Neben der Untersuchung des Einbaus von Vorläuferzellen in Tumorgewebe wurde auch der 

Einbau von differenzierten humanen Endothelzellen in Tumorendothel untersucht. Hierbei 

wurden MVEC vor der i.v. Gabe mit Calcein AM angefärbt, i.v. beziehungsweise intratumoral 

appliziert und am Ende des Versuches wurde das Tumorgewebe sowie Lungengewebe aus 

der Nacktmaus auf humane MVEC hin untersucht. Es konnte wie schon bei dem Versuch mit 

AC133+-Vorläuferzellen kein signifikanter Einbau von MVEC in das Gefäßsystem des Tumors 

detektiert werden. Die Zellen wurden zum größten Teil im Stroma gefunden. Es ließen sich 
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auch hier keine Zellen im Lungengewebe nachweisen. Zusätzlich wurden MVEC direkt in den 

Tumor beziehungsweise die Tumorperipherie gespritzt. Diese Applikationsart diente als 

Positivkontrolle für den Einbau der Calcein AM gefärbten Zellen in das Mausgewebe. Auch 

hier wurden die MVEC bevorzugt im Stroma gefunden. Einige wenige Zellen fanden sich in  

der Wand beziehungsweise in der Nähe der Gefäßwand von Blutgefäßen.  

Im Zusammenhang mit Organtransplantationen wurde die Rolle von nicht körpereigenen 

Endothelzellen bei der Gefäßbildung beschrieben. Hillebrands et al. zeigten in einem 

Rattenmodell , dass bei der allogenen Transplantation von Aorten die Endothelzellen in den 

Spenderaorten nach einiger Zeit durch die körpereigenen Endothelzellen ersetzt wurden 

(Hillebrands et al., 2001). Sofern keine Immunsuppressiva verabreicht wurden, nekrotisieren 

die Spenderendothelzellen innerhalb von zwei Wochen und wurden durch die Endothelzellen 

des Organempfängers ersetzt. Lagaaij et al. (Lagaaij et al., 2001) konnten ähnliche 

Ergebnisse bei der Betrachtung von Nierentransplantationen im Menschen feststellen. Auch 

hier wurden die Endothelzellen in der Spenderniere nach einiger Zeit durch die autologen 

Zellen des Empfängers ersetzt. Die Arbeitsgruppe stellte fest, dass es eine Korrelation 

zwischen körpereigenen Endothelzellen im Transplantat und Organabstoßung gibt. Ein hoher 

Grad an körpereigenen Endothelzellen im Transplantat korrelierte mit der vaskulären 

Abstoßung. Als mögliche Erklärung gab diese Gruppe an, dass durch die Abstoßungsreaktion 

das Endothel im Transplantat geschädigt wird und dann durch körpereigene Endothelzellen 

ersetzt wird (Lagaaij et al., 2001). Dies wäre somit auch eine mögliche Erklärung, warum 

kein Einbau von Calcein AM markierten Endothelzellen in das Tumorgefäßsystem detektiert 

wurde. Die über die Schwanzvene verabreichten humanen Endothelzellen wurden nicht 

spezifisch zu dem Angiogeneseherd im Tumor gelockt, sondern nur zufällig und unspezifisch 

in das Tumorgewebe eingebaut. Körperfremde Endothelzellen scheinen somit keine große 

Rolle bei der Entwicklung eines neuen Gefäßsystems zu spielen. 

 

 

4.7 Einbau von syngenen Knochenmarkszellen in Mausgewebe 

 

Neben der Untersuchung des Einbaus von humanen Zellen in Mausgewebe wurde auch der 

Einbau von Mausknochenmarkszellen in verschiedene Mausgewebe analysiert. Murine 

Knochenmarkszellen als ein Pool von Vorläuferzellen wurden hierbei als Vergleichszellen zu 

den humanen AC133+-Vorläuferzellen eingesetzt. Hierzu wurden aus einer transgenen Maus, 

die das Protein GFP in allen Geweben (außer Haaren und Erythrozyten) exprimiert, 

Knochenmarkszellen entnommen und i.v. in eine tumortragende Maus des gleichen Stammes 

appliziert. Nach einer Zeitspanne von 4 Tagen wurden der Tumor, die Lunge und der 
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Thymus auf das Vorhandensein von GFP positiven Zellen mit Hilfe von Fluoreszenzmikrokopie 

hin untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass GFP positive Zellen im Tumor auftraten. 

Wie schon bei der Analyse mit humanen Zellen beobachtet, wurden die Knochenmarkszellen 

nicht direkt in die Gefäßwand mit integriert, sondern waren vor allem im Stroma des 

Tumorgewebes wieder zu finden. Auch im Thymusgewebe waren GFP positive Zellen 

vorhanden, die ebenfalls zum größten Teil nicht in den Blutgefäßen eingebaut wurden. Als 

Kontrolle wurde das Lungengewebe analysiert. Hierbei konnten keine GFP positiven Zellen 

detektiert werden. So kann davon ausgegangen werden, dass die applizierten 

Knochenmarkszellen nicht einfach in den Kapillargefäßen der Lunge stecken blieben und 

folglich für einen möglichen Einbau in das Tumorgewebe zur Verfügung standen.  

Da Knochenmarkszellen weder in das Blutgefäßsystem im Thymus noch in das Gefäßsystem 

des hier untersuchten Tumors eingebaut wurden, konnte eine direkte Rolle bei der 

Angiogenese hier also nicht gestützt werden. Bei dem Thymus handelt es sich um ein Organ, 

in dem T-Lymphozytenvorläufer einwandern und dort in reife T-Lymphozyten differenzieren. 

Bei den GFP positiven Zellen im Thymusgewebe handelt es sich möglicherweise um T-

Lymphozytenvorläufer aus den applizierten Knochenmarkszellen, die auf Grund des im 

Vergleich zum humanem Thymusgewebe verwandten Milieus mit in das Thymusgewebe der 

Maus einwanderten. Im Tumorgewebe wird eine Vielzahl von Zytokinen ausgeschüttet, 

wodurch mittels Chemotaxis verschiedene Zelltypen unter anderem hämatopoetische Zellen, 

die eine wichtige Rolle bei Entzündungsreaktionen spielen, angelockt werden (Coussens et 

al., 1999; Coussens and Werb, 2002). Das Vorhandensein der GFP positiven 

Knochenmarkszellen im Tumorgewebe könnte somit darauf zurückzuführen sein, dass es sich 

hier um Zellen handelt, die eine wichtige Funktion bei Entzündungsreaktionen haben. 

 

Bei dem Vergleich der Integration von humanen AC133+-Vorläuferzellen in den Tumor mit 

dem von Mausknochenmarkszellen war gut erkennbar, dass die beiden Zellarten ähnlich 

eingebaut wurden. Die Zellen wurden nicht spezifisch in das Endothel eingebaut, sondern 

irregulär in das Stroma des Tumorgewebes. Dies ist ein weiteres Indiz dafür, dass es sich bei 

den AC133+-Vorläuferzellen eher um Vorläuferzellen des Immunsystems handelt als um 

endotheliale Vorläuferzellen. De Palma et al. konnten zeigen, dass Monozyten, die den 

Rezeptor Tie2 exprimierten, im Tumorgewebe gefunden wurden, aber nicht direkt in die 

Blutgefäße integriert wurden. Sie hatten indirekt einen positiven Einfluss auf die Angiogenese 

(De Palma et al., 2005). Es wäre somit denkbar, dass AC133+-Vorläuferzellen, da sie ähnlich 

den Monozyten nicht direkt in die Gefäßwand integrierten, ebenfalls Zellen des 

Immunsystems sind, die eine indirekte Rolle in der Tumorangiogenese spielen. Ein weiteres 

Indiz für diese These liefert die Arbeit von Modarai et al., welche zeigte, dass Tie2 
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exprimierende Knochenmarkszellen bei der Vaskularisierung eines Thrombus eine Rolle 

spielten. Sie stellten fest, dass diese Zellen nicht direkt in die Gefäßwand des Blutsystems 

eingebaut wurden, sondern nur in der Nähe der neu gebildeten Blutgefäße auftraten. Zudem 

wiesen diese Zellen einen Makrophagen Phänotyp auf. Die Gruppe spekulierte, dass der 

Revaskularisierungsprozess mittels reifer Endothelzellen stattfand, und dass die Tie2 

exprimierenden Knochenmarkszellen einen Stimulus für diese Revaskularisierung lieferten 

(Modarai et al., 2005).  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der AC133+-Vorläuferzellen bei der 

Tumorangiogenese weiter geklärt. In den bisherigen Studien zur Funktion von 

Endothelvorläuferzellen, wie die AC133+-Vorläuferzellen auch genannt werden, konnten 

keine eindeutigen Ergebnisse erzielt werden. Einige Forschergruppen zeigten, dass CD34+-

Vorläuferzellen, die auch als endotheliale Vorläuferzellen bezeichnet werden, sowie 

Knochenmarkszellen einen direkten Beitrag bei der Vaskularisierung von ischämischem 

Gewebe oder Tumorgewebe leisten. Die endothelialen Vorläuferzellen konnten in den neu 

gebildeten Blutgefäßen nachgewiesen werden (Asahara and Kawamoto, 2004; Asahara et 

al., 1999; Asahara et al., 1997; Lyden et al., 2001; Murohara et al., 2000).  

Die hier vorliegende Arbeit befasste sich mit der Charakterisierung und der Rolle der AC133+-

Vorläuferzellen bei der Tumorangiogenese. Die AC133+-Vorläuferzellen konnte mit Hilfe der 

semiquantitativen RT-PCR sowie einer Affymetrix Chip Analyse auf DNA-Ebene als Zellen 

identifiziert werden, die eher hämatopoetischen Ursprungs sind, als dass es sich bei diesen 

Zellen um endotheliale Vorläufer handelt. Bei der Kokultivierung der Zellen mit reifen 

Endothelzellen, mononukleären Blutzellen sowie Promyeloblastenzellen wurden gezeigt, dass 

sich diese Zellen in unterschiedliche Richtungen differenzieren lassen, aber eine eindeutige 

Differenzierung hin zu Endothelzellen konnte nicht beobachtet werden. Mit Hilfe der in vivo 

Modelle wurde zudem festgestellt, dass sich die AC133+-Vorläuferzellen nicht direkt in die 

neu entstandenen Blutgefäße integrierten sondern irregulär im Stroma des Tumorgewebes 

eingebaut wurden. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen anderer Forschergruppen. 

Ziegelhoeffer et al. zeigten in einem Mausmodell für Ischämie sowie einem Tumormodell, 

dass GFP positive Zellen aus dem Knochenmark nicht mit Endothelzellen oder glatten 

Muskelzellen in dem Tumorgewebe oder dem ischämischen Gewebe kolokalisierten 

(Ziegelhoeffer et al., 2004). Voswinkel et al. konnten in einem Modell für nachwachsendes 

Lungengewebe zeigen, dass transplantierte syngene Knochenmarkszellen nicht direkt in die 

Gefäße eingebaut wurden (Voswinckel et al., 2003). Einen direkten Einfluss von 

Knochenmarkszellen bei der Neoangiogenese durch Einbau dieser Zellen in neu entstehende 

Gefäße konnten Rajantie et al. ebenfalls nicht feststellen. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass ein 
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Großteil der im Tumorgewebe gefundenen Knochenmarkszellen nicht Vorläufer für 

Endothelzellen sondern für hämatopetische und periendotheliale Zellen waren (Rajantie et 

al., 2004).  

Aus Grund der erzielten Ergebnisse und der Resultate, die andere Gruppen zeigen konnten, 

lässt sich insgesamt feststellen, dass es sich bei AC133+-Vorläuferzellen um 

hämatopoetischen Vorläuferzellen und nicht wie zuvor vermutet, um endotheliale 

Vorläuferzellen handelt. Diese hämatopoetischen Vorläufer werden, wie in den in vivo 

Versuchen gezeigt werden konnte, ins Stroma von Tumoren eingebaut und haben dort 

möglicherweise einen indirekten Einfluss auf die Tumorangiogenese. Hinweise auf einen 

indirekten Einfluss von hämatopoetischen Vorläuferzellen bei der Tumorangiogenese konnte 

die Gruppe um de Palma zeigen. Monozyten, die den Angiopoietin Rezeptor Tie2 

exprimierten, konnten im Stroma des Tumorgewebes nachgewiesen werden. Zudem wurde 

durch Knockout dieser Zellen in einem Mausmodell gezeigt, dass die Vaskularisierung eines 

Tumors verhindert werden konnte. Dies deutet daraufhin, dass diese hämatopoetischen 

Zellen einen indirekte Rolle bei der Tumorangiogenese spielen (De Palma et al., 2005).  
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5. Ausblick 

 

Im Blickpunkt dieser Arbeit stand die Charakterisierung sowie die Klärung der Funktion der 

AC133+-Vorläuferzellen bei der Tumorangiogenese. Die Klärung der Rolle von Vorläuferzellen 

als Surrogatmarker für antiangiogene Therapien bei Tumorpatienten stand hier nicht im 

Vordergrund. Um diese Vorläuferzellen als Surrogatmarker zu nutzen, wäre es denkbar direkt 

aus dem humanen Blut mittels PCR das Gen AC133 nachzuweisen. Hierdurch würde man 

eine einfache standardisierbare Methode für die Klinik erhalten. Da im Laufe dieser Arbeit 

gezeigt wurde, dass AC133+-Vorläuferzellen keine direkte Rolle bei der Tumorangiogenese zu 

spielen scheinen, sollte in zukünftigen Arbeiten weiter geklärt werden, ob es eine indirekte 

Rolle der AC133+-Vorläuferzellen bei der Tumorangiogenese gibt. Dies wäre beispielsweise 

durch eine Generierung eines Mausstammes, der keine AC133+-Vorläuferzellen bilden kann, 

denkbar.  
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Zusammenfassung 

 

Die Bedeutung der klinischen Forschung an Stamm- und Vorläuferzellen besonders im 

Bereich der Geweberegeneration hat mit der Verbesserung der analytischen Instrumente 

zugenommen. Stammzellen für mesodermale Zellarten sind im menschlichen Körper im 

Knochenmark zu finden, wo sie durch verschiedene Stimuli für physiologische und 

pathologische Prozesse aktiviert werden können. Stammzellen aus adulten Organismen 

werden in endodermale, ectodermale und mesodermale Stammzellen, welche endotheliale 

Vorläuferzellen bilden, unterschieden. Diese Vorläuferzellen wurden in der vorliegenden 

Arbeit auf Transkriptions- und Translationsebene charakterisiert. Ihre Funktion bei der 

Angiogenese, speziell der Tumorangiogenese war von besonderem Interesse. Ein weiterer 

Aspekt dieser Arbeit war die Klärung, ob sich endotheliale Vorläuferzellen als Surrogatmarker 

für antiangiogene Therapien verwenden lassen. 

Die Endothelvorläuferzellen wurden aus humanem peripherem Blut sowie Nabelschnurblut 

mittels des Oberflächenproteins AC133, welches Stamm- und Vorläuferzellen charakterisiert, 

isoliert und als AC133+-Vorläuferzellen bezeichnet. Die Expression spezifischer Proteine für 

Stamm- und Vorläuferzellen (AC133, CD34 und cKit) und für bestimmte Blutzellarten (CD45 

und CD13) wurde mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR sowie der FACS Analyse 

nachgewiesen. Endothelzell-spezifische Marker (VEGFR-2 und vWF) konnten nur zum Teil 

detektiert werden. Die Kokultur der AC133+-Vorläuferzellen mit anderen Zellen 

(Endothelzellen, mononukleäre Blutzellen und Promyeloblasten) führte zu einer Änderung in 

der Expressionsstärke dieser Marker. Die Affymetrix Chip Analyse zeigte eine Überexpression 

hämatopoetischer Proteine in AC133+-Vorläuferzellen. Dies drückt einen höheren 

Verwandtschaftsgrad zu hämatopoetischen als zu endothelialen Zellen aus. Die Rolle dieser 

Zellen bei der Tumorangiogenese wurde im Mausmodell untersucht. Histologisch wurde ein 

irregulärer Einbau der AC133+-Vorläuferzellen im Stroma des Tumorgewebes nachgewiesen. 

Endothelzellen (MVEC), welche in einem Parallelversuch injiziert wurden, fanden sich 

teilweise in den Gefäßen. Zur weiteren Klärung der Rolle von Vorläuferzellen wurden murine 

GFP+ transfizierte Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in einem syngenen Modell 

eingesetzt. Sie wurden im Stroma des Tumorgewebes sowie im Thymus detektiert.  

Entgegen der ursprünglichen Annahme, dass es sich bei den AC133+-Vorläuferzellen um 

endotheliale Vorläuferzellen handelt, konnte im Laufe dieser Arbeit gezeigt werden, dass 

diese Zellen eher hämatopoetische Vorläuferzellen sind. Es ließ sich kein direkter Einfluss bei 

der Tumorangiogenese nachweisen. Ein Einsatz der Vorläuferzellen als Surrogatmarker für 

antiangiogene Therapien ist somit eher unwahrscheinlich. In zukünftigen Arbeiten sollte 

geklärt werden, ob durch den Einbau der Zellen ins Stroma des Tumorgewebes ein indirekter 

Einfluss auf die Angiogenese besteht. Dies wäre beispielsweise durch die Generierung eines 

Mausstammes, der keine AC133+-Vorläuferzellen bilden kann, möglich. 
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