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  nisse (s.2.2.2.4), Hochregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standard-
  abweichung.
Tab. 7.8.2  Versuchsreihe kont. Stim. mit SCF, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergeb-
  nisse (s. 2.2.2.4), Runterregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Stan-
  dardabweichung.
Tab. 7.9.1  Versuchsreihe kont. Stim. mit Flt3-L und SCF, Übersicht der mittels Taqman ermit-
  telten Ergebnisse (s. 2.2.2.4), Hochregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie 
  die Standardabweichung.
Tab. 7.9.2  Versuchsreihe kont. Stim. mit Flt3-L und SCF, Übersicht der mittels Taqman ermit-
  telten Ergebnisse (s. 2.2.2.4), Runterregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie 
  die Standardabweichungen.
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1 Einleitung

Im Rahmen von Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe an murinen adulten KM-Zellen, der FDCP1-
Zelllinie (factor dependant cell progenitors), hatte sich gezeigt, dass eine Kultivierung dieser Zellen mit 
der, bei retroviralen Transfektionsexperimenten anderer Arbeitsgruppen häufi g verwendeten Zytokin-
kombination IL-3, IL-6, IL-11 und SCF102, zwar morphologisch (sowie im klonogenen Assay) zu ei-
ner erfolgreichen Expansion der oben defi nierten Zellen führt, eine vollständige Wiederherstellung des 
blutbildenen Systems (Repopulation, s. 1.3) bei der anschließenden Transplantation in myeloabladierte 
Mäuse allerdings aufgrund eines schweren funktionellen Defektes der expandierten Zellen ausbleibt32.
Der Ursprung dieses Defektes ist im Wesentlichen unklar, die ersten Erklärungsversuche deuteten auf 
einen Zusammenhang mit dem Zellzyklus hin, wobei die begleitenden molekularen Mechanismen 
unklar blieben57,149. In diesem Zusammenhang konnten zellzyklusabhängige Veränderungen bei dem 
Auftreten einiger Zelloberfl ächenproteine, insbesondere von Adhäsionsmolekülen, dargestellt wer-
den11,32. Die Versuche diese Phänomene auf Genexpressionsebene nachzuvollziehen scheiterten an der 
relativen Inhomogenität der zu untersuchenden Zellpopulationen. Die reinsten Vorläuferpopulationen 
aus murinen adulten Stammzellen können entweder mittels immunologischer Aufreinigung als Sca+ 
Th y-1low lin- Zellen183 (s.Abb.1.3) oder durchfl usszytometrisch mittels supravitaler Färbung mit Höchst 
33342 sowie Rhodamin 123 als Holow/Rholow, identifi ziert werden12,32. Ausreichende Untersuchungen auf 
diesem Gebiet scheiterten international bisher aus ethischen sowie fi nanziellen Gründen. Eine Alterna-
tive zu murinen adulten Stammzellen (SC) stellen murine embryonale Stammzellen (ESC) dar, die zum 
einen besser verfügbar sind sowie zum anderen eine homogene Zellpopulation darstellen. So wurden in 
unserer Arbeitsgruppe im in vivo ähnlichen Modell der murinen ESC bereits Untersuchungen zu den 
molekularen Ereignissen während der Vaskulo- und Angiogenese unter einer Behandlung mit dem vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) beschrieben, die eine Interpretationsbasis für die molekularen 
Mechanismen der Vaskulo- und Angiogenese in adulten Zellen lieferte174. 
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1.1 Hämatopoese

Die Hämatopoese stellt einen lebenslangen Prozess dar, der, aus einem Pool von long-term self-renew-
ing hämatopoetischen Stammzellen (lt-HSC), sowohl die Produktion der hämatopoetischen Vorläu-
ferzellen als auch deren Reifung zu diff erenzierten Eff ektorzellen gewährleistet183. Das adulte häma-
topoetische System umfasst ein hierarchisch konzipiertes Modell pluripotenter, multipotenter sowie 
unipotenter Stammzellen, an deren Spitze die in geringer, aber konstanter Anzahl im adulten Kno-
chenmark vorhandenen hämatopoetischen Stammzellen (HSC) stehen39. Durch fortlaufende Diff eren-
zierung der zunehmend determinierten Progenitorzellen39,18 entstehen reife Eff ektorzellen, die Eryth-
rozyten, Th rombozyten sowie mehr als acht unterschiedliche leukozytäre Linien und Osteoklasten155. 
Auf diese Weise nehmen alle im adulten Organismus zirkulierenden Blutzellen ihren Ursprung von den 
HSC. Die Produktion reifer Blutzellen ist, aufgrund der sehr kurzen Lebenszeit einer Vielzahl der  Ef-
fektorzellen, ein fortwährender Prozess, der beim erwachsenen Menschen schätzungsweise  jede Sekun-
de 1.5 × 106 Blutzellen hervorbringt18.  Während des gesamten Prozesses kommt es, unter Erhalt der 
Multipotenz der HSC zu einer beträchtlichen Proliferation und Diff erenzierung der Tochterzellen, um 
eine suffi  ziente Produktion diff erenzierter Zellen zu gewährleisten39. Dieser Zustand, der lediglich in 
spezialisierten Nischen des postnatalen Knochenmarks ablaufen kann, wird als steady state des hämato-
poetischen Systems bezeichnet204. Der Großteil der adulten HSC ruht während des steady state und teilt 
sich nur selten, um eine angemessene Anzahl diff erenzierter Blutzellen sowie die Größe des HSC-Pools 
aufrechtzuerhalten25.

1.1.1 Hämatopoese der Maus
Ein etabliertes Modell zum Verständnis der Funktion humaner HSC ist die in vitro Kultivierung muriner 
ESC. Daher soll im nächsten Abschnitt zunächst ein Überblick über die Hämatopoese der Maus gegeben 
werden. Die Entwicklung des murinen hämatopoetischen Systems erfolgt in 2 Schritten, der primitiven 
und defi nitiven Hämatopoese111. 

1.1.1.1 Primitive Hämatopoese
Eine schon lang bestehende Hypothese besagt, dass die hämatopoetischen und endothelialen Zellen vom 
Hämangioblasten, einer mesodermalen Vorläuferzelle, abstammen161. Spätere Untersuchungen identi-
fi zierten im Dottersack zwischen dem 2,5-4. Tag post conceptionem (p.c.) eine transiente Vorläuferzelle 
mesodermaler Herkunft im Dottersack42. Hierbei handelt es sich um die sogenannte blast colony forming 
cell (BL-CFC), das in vitro Äquivalent des in vivo auftretenden Hämangioblasten. Die BL-CFC stellen 
den Ursprung sowohl primitiver als auch defi nitiver hämatopoetischer und endothelialer Zellen dar123. Der 
Nachweis sowohl primitiver Erythrozyten als auch colony-forming units (CFU) im Dottersack zwischen 
den Tagen 7,0 und 8,25 p.c führte zu der Erkenntnis, dass die primitive Hämatopoese extraembryonal, 
im Dottersack lokalisiert ist129,206. Neuere Untersuchungen bestätigten diese Aussage44,96,113. Es handelt sich 
um die primären primitiven erythroiden Zellen, die in die Blutzirkulation eintreten sowie um die, für die 
Etablierung der Hämatopoese in der fetalen Leber bestimmten, defi nitiven Progenitorzellen113. Kurze Zeit 
nach den primitiven Erythrozyten, sowie den CFU, entstehen die myeloerythroiden Vorläuferzellen im Dot-
tersack29,145. Da das Milieu des Dottersacks die terminale, defi nitive Diff erenzierung der Progenitorzellen 
nicht unterstützen kann, siedeln sich diese Zellen im weiteren Verlauf der Hämatopoese in der fetalen Leber 
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an123. 
1.1.1.2 Defi nitive Hämatopoese
Um den 9.-10. Tag p.c. verlagert sich die Hämatopoese vom Dottersack nach intraembryonal. Die ers-
ten hämatopoetischen Zellen, bei denen es sich um hämatopoetische Progenitorzellen handelt, konnten 
an Tag 8,5 p.c. in der sog. para-aortalen Splanchnopleura (p-Sp) identifi ziert werden. Die p-Sp Region 
befi ndet sich in der Kaudalregion des Embryos. Die hämatopoetischen Zellen besitzen allerdings noch 
nicht die Fähigkeit zum long-term self renewal, erst an Tag 10,5-11,0 konnten HSCs mit dieser Fähigkeit 
in der p-Sp- Region nachgewiesen werden29,54,74,119. Während der Organogenese wird ein Teil der P-Sp zur 
aorta-gonad-mesonephros (AGM) Region verlagert137. Diese konnte als eine von anderen Geweben unab-
hängig initiierte Quelle des adulten Typs der colony forming unit-spleen (CFU-S), einer multipotenten 
hämatopoetischen Vorläuferzelle, sowie der multipotenten long-term repopulating HSC (LTR-HSC) 
noch vor Kolonisation der fetalen Leber identifi ziert werden29,39,54,118,119. Einige der typischen Oberfl ä-
chenmarker der adulten hämatopoetischen Stammzellen, u.a. CD34 und c-kit (s.Abb.1.3),  können auf 
den aus dieser Region stammenden, pluripotenten Stammzellen, nachgewiesen werden40. So konnte ab 
Tag 9 p.c. in der AGM-Region eine ähnliche CFU-S Aktivität wie im Dottersack gezeigt werden, die an 
Tag 10 p.c. einen Spitzenwert erreicht und schließlich am 11. und 12. Tag p.c., mit einem gleichzeitigen 
Anstieg in der fetalen Leber wieder abnimmt. Die primäre Kolonisierung der fetalen Leber, erfolgt an 
Tag 9,5-10,5 p.c. zum einen, wie mit dieser Untersuchung gezeigt werden konnte, durch die CFUs der 
AGM-Region39. Zum anderen  durch myeloerythroide Progenitorzellen, die mit hoher Wahrscheinlich-
keit aus dem Dottersack stammen123. Die ersten HSCs, deren Herkunft vermutlich in der AGM-Region 
liegt, konnten an Tag 11,5 p.c. in der fetalen Leber nachgewiesen werden. In dieser Phase erlangen die 
HSCs die Kapazitäten, die es ihnen ermöglichen, sich um den Zeitpunkt der Geburt im Knochenmark 
anzusiedeln, um hier das hämatopoetische System für eine lebenslange Produktion hämatopoetischer 
Zellen zu etablieren123,202. 
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1.2 Murine ES-Zellen

Erstmals wurden im Jahre 1981 ESC aus murinen Blastozysten isoliert41,108 und bereiteten damit den 
Weg für eine weitreichende, bis heute anhaltende Forschung auf diesem Gebiet. 
ESC stammen aus der inneren Zellmasse des Embryos während des Blastozysten-Stadiums94. Es handelt 
sich um pluripotente Zellen, die fähig sind, eine unbegrenzte Anzahl symmetrischer Teilungen -ohne 
Diff erenzierung- zu durchlaufen, sowie Gewebe aller drei Keimblätter (Ektoderm, Endoderm, Meso-
derm) des Embryos zu bilden94. Nach Isolierung der ES-Zellen aus der inneren Zellmasse des Embryos 
können diese in vitro unter Zugabe des diff erenzierungshemmenden Faktors Leukemia inhibitory factor 
(LIF), in einem primitiven, undiff erenzierten Status unter Wahrung ihrer Pluripotenz gehalten werden94. 
Eine einzige ES-Zelle kann somit unter optimalen Bedingungen eine Kolonie genetisch identischer Zel-
len replizieren, die die gleichen Eigenschaften wie die ursprüngliche Zelle aufweisen94. Im Unterschied zu 
diff erenzierten somatischen Zellen brauchen ESC keine externen Stimuli zur DNA-Replikation94. 

1.2.1 ES-Zell-Kultivierung als adäquates Modell der Hämatopoese in vivo 
Doetschman et al konnten im Jahre 1985 erstmals zeigen, das murine ESC ab Tag drei bis Tag acht unter 
defi nierten Bedingungen der in vitro Kultivierung komplexe Zellaggregate bilden, die, aufgrund ihrer 
Zusammensetzung aus Endoderm, Basallamina, Mesoderm sowie Ektoderm, als Embryoid Bodies (EB) 
bezeichnet werden37. Im weiteren Verlauf der Entwicklung bilden sich zystische Strukturen innerhalb 
der EBs, die dem 8-10 Tage alten, viszeralen Dottersack entsprechen37. Die Blastenkolonien93 der EBs 
enthalten Vorläuferzellen aller hämatopoetischen Zellen, die während der Embryogenese auftreten, sowie 
Vorläuferzellen endothelialer, neuronaler und muskulärer Zelllinien26,76,93 und können somit als Äqui-
valent des Hämangioblasten gesehen werden26. Ihr Verhalten entspricht der frühembryonalen Entwick-
lung in vivo88, wodurch es möglich ist, aus den in-vitro gewonnenen Daten Aussagen über die frühen 
hämatopoetischen Entwicklungen, der involvierten Zellen sowie ihrer Gene in vivo zu treff en40,46,68,75,112. 
Zellen eines 5 Tage alten Embryos (5 Tage p.c.) entsprechen den Zellen eines EBs der in vitro Kultivie-
rung an Tag 7. Die Zellen, die bei primärem Nachweis hämatopoetischer Aktivität in vivo, in Form von 
Blutinseln im Dottersack an Tag 7,5 p.c. auftreten, fi nden sich in vitro, ungefähr in den Zellen eines 9,5 
Tage alten EBs47,112,202. In der vorliegenden Arbeit wird dieser Zeitpunkt als Tag 6+3,5 bezeichnet. Primär 
fi nden sich primitive Erythrozyten, kurze Zeit später defi nitive Erythrozyten, ab Tag 6+4 werden Zellen 
der myeloischen Reihe sowie ab Tag 6+6 auch der lymphatischen Reihe nachgewiesen77.
Die ES-Zell-Kultivierung ist somit ein vortreffl  ich geeignetes Modell zur Untersuchung der Hämatopo-
ese sowie der geno- und phänotypischen Veränderungen während der Diff erenzierung und linienspezi-
fi schen Determination der beteiligten Zellen214, was auch durch neuere Untersuchungen gezeigt werden 
konnte28,88.
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1.3 Hämatopoetische Stammzellen

Die Identifi kation der HSCs gelang ursprünglich Till und McCulloch37 im Jahre 1961. Sie  zeigten, dass 
sich in der Milz letal bestrahlter Mäuse nach Applikation gesunden Knochenmarks makroskopische 
Kolonien (CFU-S) bildeten, die zur Rekonstitution des hämatopoetischen Systems (Repopulation) und 
dem damit einhergehenden Überleben der Mäuse führten. Diese Kolonien setzten sich aus diff erenzier-
ten Vorläuferzellen verschiedenster Blutzelllinien zusammen37. Mit diesen Ergebnissen wurde  eine Flut 
von Untersuchungen in Gang gebracht, die die Identifi zierung, die funktionelle Charakterisierung sowie 
die Isolierung der HSC zum Ziel hatten94.  
Da am lebenden Menschen nur begrenzt Untersuchungen durchführbar sind und auch in vitro Versuche 
einen vergleichsweise beschränkten Einblick in die Natur der Stammzelle bieten, ist der Großteil der 
heute über die funktionellen und morphologischen Charakteristika der humanen SC bekannten Fakten 
das Ergebnis von Transplantationsexperimenten. Zu den Eigenschaften der HSC gehören neben der 
Fähigkeit zur Selbsterneuerung des eigenen Zellpools und der Ausdiff erenzierung zu Blutzellen aller hä-
matopoetischen Zelllinien die Fähigkeit zur Mobilisierung aus dem Knochenmark in das zirkulierende 
Blut sowie die Eigenschaft, zerstörter bzw. nicht gebrauchter Stammzellen in die Apoptose überzuge-
hen39,131,218. So wird die Homöostase des HSC-Pools aufrechterhalten durch das Zusammenspiel positiver 
regulatorischer Signale, die zur Proliferation der HSC führen, sowie negativer Signale, die zur Apoptose 
der jeweiligen Zelle führen218. 

1.3.1 Funktionelle und morphologische Charakterisierung muriner HSC 
Die HSCs, die lediglich 0,05% der gesamten Zellen des Knochenmarks ausmachen, konnten mittels 
durchfl usszytometrischer Analyse der für jede Diff erenzierungsstufe charakteristischen Zelloberlächen-
moleküle in zwei Subpopulationen geteilt werden135,156. 
Der eine HSC-Typ der in einer Anzahl von 1:10000 im Knochenmark vorkommt, wird aufgrund sei-
ner Fähigkeit die lebenslange Produktion der Blutzellen eines Organismus zu gewährleisten, als lt-HSC 
bezeichnet156. Diese Zellpopulation wird durch folgende phänotypische Merkmale charakterisiert: eine 
fehlende Expression linienspezifi scher Marker, als lineagedepletion [lin-] bezeichnet, ein hohes Expressi-
onsniveau der Rezeptoren c-kit [c-kit+] und stem cell antigen-1[Sca-1+] sowie ein niedriges Expressionsle-
vel des Th y-1 [Th y-1lo] und des Flt3 Markers [Flt3-], zusammenfassend als c-kit+ Th y-1lo Sca-1+ Lin- Flt3-, 
bezeichnet182 (s. Abb.1.3).
Die short-term self-renewing hematopoietic stem cells (st-HSC), die aus den  lt-HSC  hervorgehen, 
und die lebenslange Selbsterneuerungskapazität bereits verloren haben, können lediglich für einen Zeit-
raum von 8 Wochen reife Blutzellen zur Verfügung stellen156. Sie kommen mit einer Häufi gkeit von 
1:2000 Zellen im Knochenmark vor und sind durch folgendes Expressionsmuster gekennzeichnet: c-kit+ 
Th y-1lo Sca-1+ Linlo/-  Flt3+ 156 (s. Abb.1.3). Bei den unmittelbaren Nachkommen der st-HSC, handelt 
es sich um multipotente Progenitorzellen, die zwar das Potential zur Diff erenzierung in alle Zelllinien 
bewahren, jedoch nur noch eine limitierte Kapazität zur Selbsterneuerung aufweisen. Sie sind durch fol-
gendes Expressionsmuster gekennzeichnet: c-kit+ Th y-1- Sca-1+ Lin- Flt3+ (s.Abb.1.3). Die multipotenten 
Progenitorzellen diff erenzieren zu oligopotenten Progenitorzellen, die wiederum ein eingeschränkteres 
Diff erenzierungspotential aufweisen. Dies scheint eine Zweigstelle in der hämatopoetischen Hierarchie 
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darzustellen: die lymphoiden Progenitorzellen können zu reifen lymphoiden Zellen (B-, T-, dendri-
tischen- sowie  natürlichen Killerzellen) ausdiff erenzieren, entsprechend können die myeloiden Progeni-
torzellen zu myeloerythroiden Zellen diff erenzieren2. 
Zudem besteht die Möglichkeit lt- HSC von bereits in der Diff erenzierung fortgeschrittenen HSCs mit 
limitierter Selbsterneuerungskapazität durch die Abwesenheit des CD34- Oberfl ächenmarkers abzugren-
zen143. Mithilfe des Stammzellantigens-1 (Sca-1) und des Stammzellfaktorrezeptors (c-kit) besteht die 
Möglichkeit, Stammzellen von Progenitorzellen zu unterscheiden154. 
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1.4 Ausgewählte charakterisierende Rezeptoren hämatopoetischer Zellen 

1.4.1 CD34 
Hierbei handelt es sich um ein Glykoprotein, welches sowohl von frühen hämatopoetischen Stammzel-
len als auch von bereits liniendeterminierten Vorläuferzellen exprimiert wird und im Laufe ihrer Dif-
ferenzierung zu ausgereiften hämatopoetischen Zellen herrunterreguliert wird136. Cheng et al konnten 
1996 anhand von CD34 knock-out-Mäusen die wesentliche Rolle des Oberfl ächenmarkers während der 
Hämatopoese unter Beweis stellen24. Mit Hilfe des durchfl usszytometrischen Nachweises CD34+ Zellen 
in Kombination mit dem Nachweis anderer immunophänotypischer Charakteristika ist eine Unterschei-
dung unreifer Progenitorzellen von Zellen späterer Entwicklungsstadien realisierbar. Auch wenn die CD 
34+ Zellen noch keine linienspezifi schen Marker exprimieren, so stellen sie doch ein, relativ zu den 
ganz frühen Stammzellen (lt-HSC),  fortgeschrittenes Stadium dar. Die Annahme, dass alle hämatopo-
etischen Stammzellen den CD34 Marker exprimieren wurde widerlegt, im Gegenteil, bei dem Großteil 
der hämatopoetischen Stammzellen handelt es sich um CD34-Zellen55,133,143,166,185,216. Mittels muriner 
Transplantationsstudien zeigten Tajima et al. im Jahre 2001, dass der Übergang von einer proliferativen 
fetalen HSC zu einer ruhenden, zur Selbsterneuerung befähigten Stammzelle, neben einer generellen 
Änderung im Expressionsmuster, insbesondere durch eine Runterregulation des CD34 Oberfl ächenmo-
leküls gekennzeichnet ist185. Es handelt sich somit um einen Marker, dessen Expression mit der Aktivität 
der Zelle assoziiert ist166,185. Die Expression des CD 34 Antigens wird zum Nachweis, zur Isolation sowie 
zur Aufreinigung von HSC genutzt.

1.4.2 CD90.2 (Th y-1)
Bei dem Antigen CD90.2 handelt es sich um ein Oberfl ächenmolekül, welches von unreifen muri-
nen erythroiden sowie myeloiden hämatopoetischen Progenitorzellen exprimiert wird124,125 (s.Abb.1.3). 
Durch in-vitro Studien konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung des Antigens Th y-1 durch den An-
tikörper Th y-1.2 zu einer Wachstumsreduktion bei unreifen hämatopoetischen Progenitorzellen, eryth-
roid burst-forming units (BFU-E) sowie bei granulocyte/macrophage colony-forming units (CFU-GM) 
führt125. In der Diff erenzierung bereits weiter fortgeschrittene erythroide sowie myeloide Progenitorzel-
len bleiben allerdings unbeeinfl usst125. 

1.4.3 CD117 (c-kit)
CD 117 ist eine transmembrane Tyrosinkinase, die den sogenannten Stammzellfaktor (SCF) bindet und 
auch als c-kit bezeichnet wird36. Im hämatopoetischen System erfolgt die Expression überwiegend von 
Stamm- bzw. Progenitorzellen105 (s.Abb.1.3) und ist u.a. wesentlich an der Proliferation, der Diff erenzie-
rung sowie dem Überleben dieser Zellen beteiligt176. Im Laufe der Diff erenzierung granulozytärer, mono-
zytärer sowie erythroider Zellen wird c-kit runterreguliert3, lediglich die Mastzellen weisen auch noch im 
reifen Stadium die Expression von c-kit auf36,105. Klinisch erhält der CD117-Marker insofern Bedeutung, 
als das ca. 95% der gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) immunhistochemisch CD117-postitiv 
sind und somit eine Abgrenzung zu der Mehrzahl anderer Sarkome, Lymphome sowie Karzinome erfol-
gen kann. 80-85% aller GIST weisen zudem aktivierende Mutationen im Kit-Onkogen auf, die mittels 
Tyrosinkinase-Hemmern gehemmt werden können36.
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1.4.4 CD135 (FLT3/FLK2)
Hierbei handelt es sich um den Rezeptor des Flt3-Liganden, der auch als FLT3/FLK2 bezeichnet wird159. 
Ähnlich der c-kit-Expression weisen insbesondere hämatopoetische Stamm- bzw. Progenitorzellen eine 
FLT3/FLK2 Expression auf109, mit zunehmender Diff erenzierung nimmt die Expression ab21 (s.Abb.1.3). 
Im Gegensatz zu c-kit wird FLT3/FLK2 allerdings nicht von Mastzellen excprimiert105. Die frühesten 
CD135+-Zellen sind die multipotenten, hoch proliferativen CD117low, Lin- lymphoiden Progenitorzel-
len3 als auch eine CD19– B220+ CD117low Subpopulation mit Potential sowohl zur myeloischen als auch 
zur lymphatischen Diff erenzierung, genannt „early progenitors with lymphoid and myeloid potential“ 
(EPLM)21. Klinisch ist Flt3 u.a. insofern Gegenstand aktueller Forschung, als das aktivierende Mutati-
onen in dem für Flt3 kodierenden Gen mit einer schlechten Prognose der akuten myeloischen Leukämie 
(AML) einhergehen und die vielversprechende Möglichkeit einer therapeutischen Intervention durch 
Tyrosin-Kinase Hemmer wie Lestaurtinib besteht201.
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1.5 Zytokine 

1.5.1 Das klinische Interesse an HGFs
Störungen der Hämatopoese, die durch Erkrankungen des hämatologischen Systems, wie beispielswei-
se Lymphome, Leukämien und Myelodysplasien sowie ihrer Th erapie ausgelöst werden, führen zu ei-
ner Beeinträchtigung der Proliferation bzw. der Ausreifung und Funktion hämatologischer Zellen. Der 
Körper reagiert auf das jeweilige Defi zit mit einer Ausschüttung von entsprechenden hämatopoetischen 
Wachstumsfaktoren. Viele dieser Faktoren sind biologisch untersucht und können gentechnologisch in 
der Forschung bzw. im klinischen Alltag eingesetzt werden. Hierbei handelt es sich beispielsweise um 
den Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF), den Granulozyten-Makrophagen-Kolonie 
stimulierende Faktor (GM-CSF) sowie Erythropoetin (EPO). In den USA sind zudem Th rombopoietin-
Analoga (sog. thrombopoetische Wachstumsfaktoren der zweiten Generation),  für schwere chemothe-
rapieinduzierte Th rombopenien zugelassen, nachdem die Produktion der rekombinanten Version des 
natürlich vorkommenden Th rombopoietins aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen durch Auto-
AK-Bildung eingstellt wurde7,87,197,209.
Weitere Wachstumsfaktoren sind Gegenstand der derzeitigen Forschung, hierbei handelt es sich um 
SCF, den Flt3-L sowie um die Interleukine IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-11 und IL-12. SCF und IL-3 
dienen als Multilinienwachstumsfaktoren für  frühe sowie bereits  liniendeterminierte Stammzellpopu-
lationen. Da es aber unter beiden Wachstumsfaktoren zu erheblichen Nebenwirkungen kommt, sind 
sie im klinischen Alltag nur begrenzt einsetzbar. Zu den Nebenwirkungen gehören insbesondere Fieber, 
Krankheitsgefühl, Schüttelfrost, Kopfschmerzen, Gelenkschmerzen und Urtikaria93,99,130. 
Ein wesentliches Ziel der aktuellen Zytokin-Forschung besteht in dem Einsatz bestimmter Zytokine zur 
ex-vivo Expansion primitiver pluripotenter HSC. Für eine Vielzahl von Patienten, die auf eine Kno-
chenmarkstransplantation angewiesen sind, besteht hierin die einzige Möglichkeit zur Wiederherstellung 
eines effi  zienten hämatopoetischen Systems. So könnte man z.B. die Anzahl der HSCs autologer Trans-
plantate, die per se zu wenige HSCs enthalten bzw. die HSC-Anzahl allogener Transplantate, beispiels-
weise aus Nabelschnurblut, mit Hilfe der ex-vivo Expansion steigern um so eine suffi  ziente Zellzahl dem 
Patienten zur Verfügung stellen zu können. Bisher konnte jedoch kein klinischer Vorteil durch diese 
Methode erreicht werden. Die geeignete Zytokinkombination, die den Erhalt sowie die Expansion der 
st- sowie lt-HSCs in den Transplantaten gewährleisten könnte, ist Gegenstand der Forschung. Im Mittel-
punkt des Interesse stehen hier insbesondere die beiden Zytokine  SCF sowie Flt3-L,  da beide, über ihre 
Tyrosin-Kinase Rezeptoren (c-Kit and Flk2/Flt3), die für die Entwicklung der HSC ausschlaggebende 
Signale übermitteln165. 

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten murinen Wachstumsfaktoren kurz beschrieben:

1.5.2 IL-3
IL-3, ein Glykoprotein-Hormon, spielt eine wesentliche Rolle in der Regulation der Expansion und 
Diff erenzierung hämatopoetischer Zellen. So konnte durch in vitro Untersuchungen gezeigt werden, 
dass humanes IL-3 das Überleben, die Proliferation und die Entwicklung sowohl multipotenter Pro-
genitorzellen als auch bereits determinierter Vorläuferzellen myeloischer und erythrozytärer Zelllinien 
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unterstützt162,181. Es handelt sich um einen direkten Stimulator der CFU-GM203 (s. Abb.1.3). Saeland 
et al. demonstrierten im Jahre 1988 einen rapiden Abfall CD34+ Zellen sowie einen exponentiellen 
Anstieg der Zellen neutrophiler, eosinophiler, monozytärer und thrombozytärer Zelllinien anhand einer 
mit CD34+ Zellen angereicherten und mit humanem IL-3 stimulierten Zellkultur162. Des Weiteren ver-
stärkt humanes IL-3 Funktionen der myeloischen Eff ektorzellen, wie z.B. Phagozytose  und die antikör-
per-abhängige Toxizität20,160. Die Expression des IL-3 Rezeptors nimmt mit steigender Diff erenzierung 
insbesondere zu myelomonozytären Zellen zu (s.Abb.1.3). So konnte durch Mc Kinstry et al. anhand 
von murinen Knochenmarkszellen im Jahre 1997 der IL-3 Rezeptor bei frühen HSC, reifen HSC sowie 
deren Progenitorzellen nachgewiesen werden116. Der unreife  Teil der CD34+ Zellen exprimiert den IL-3 
Rezeptor nur sehr schwach. 

1.5.3 IL-6 
Bei IL-6 handelt es sich um ein pleiotropes Zytokin, dem eine Vielfalt biologischer Aktivitäten zuge-
schrieben wird. So aktiviert IL-6 u.a. T-Zellen51,100 und triggert ihre Diff erenzierung zu zytolytischen 
Zellen186. Des Weiteren wurde ein stimulierender Eff ekt auf die B-Zell-Diff erenzierung und IgG-Sekre-
tion66,132 sowie die Induktion von akute-Phase Proteinen nachgewiesen50. Im Jahre 1988 demonstrierten 
Wong et al. am Mausmodell den indirekten Einfl uss von IL-6 auf die Diff erenzierung  verschiedener, 
einschließlich der von frühen Blastenzellen abstammenden, hämatopoetischen Kolonien sowie einen 
direkten Einfl uss auf die Proliferation granulozytärer  und monozytärer Progenitorzellen206. Ikebuchi 
et al zeigten, dass HSC unter der Stimulation mit IL-6  schneller aus der Ruhephase (G0-Phase) in die 
G1-Phase übertreten, in der sie empfänglicher für andere hämatopoetische Wachstumsfaktoren (HGF) 
sind72. Des Weiteren bewirkt die Stimulation mit IL-6 eine Proliferationssteigerung muriner Vorläufer-
zellen von Granulozyten bzw. Makrophagen, sowie von hämatopoetischen Stammzellen und erythroiden 
Progenitorzellen. Indirekt erfolgt eine Unterstützung der Formation zahlreicher hämatopoetischer Kolo-
nien unterschiedlicher Art146,184,206. 

1.5.4 SCF
Stem cell factor, der Ligand des c-kit-Rezeptors219, auch als mast cell growth factor oder steel factor 
bezeichnet, ist ein facettenreiches Zytokin, das die Proliferation sowie die Diff erenzierung primitiver 
HSC der erythroiden und myeloiden Zelllinie sowie reifer Progenitorzellen stimuliert117. Mäuse mit 
Mutationen in den für SCF oder den c-kit Rezeptor kodierenden Allelen weisen einen charakteristischen 
Phänotyp auf, der u.a. durch eine makrozytäre Anämie charakterisiert ist110. Antikörper, die den c-kit Re-
zeptor blockieren, induzieren eine erhebliche Abnahme hämatopoetischer Progenitorzellen138. Fleming 
et al beschrieben 1993, dass SCF zu einer Umverteilung der HSC führt, jedoch lediglich einen schwach 
ausgeprägten Eff ekt auf die Gesamtzellzahl ausüben48. SCF wird von Knochenmarksstromazellen, wie 
z.B. Fibroblasten und Endothelialzellen sezerniert190. Der SCF bindende c-kit-Rezeptor wird auf sehr un-
reifen Formen CD34 exprimierender Zellen nachgewiesen. Eine erythrozytäre Diff erenzierung führt zu 
einer Zunahme, wohingegen während der myelomonozytären, sowie der B-lymphoiden Diff erenzierung 
eine Abnahme desselben nachgewiesen wurde205 (s.Abb.1.3).

1.5.5 Flt3-L
Bei dem Flt3-Liganden handelt es sich um ein Protein, das von lymphoiden Zellen sowie von Kno-
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chenmarks-Stromazellen membrangebunden exprimiert wird und auch in löslicher Form vorkommt58,103. 
Seine Wirkung vermittelt der Flt3-L über den Flt3-R, der auch als FMS-like tyrosine kinase-3, CD13553 
bezeichnet wird (s.1.4.4) und hierüber wesentlich an der Gewährleistung einer normalen Proliferation 
primitiver hämatopoetischer Zellen ist201. Insbesondere zeigt sich ein aktivierender Eff ekt auf die B-
Lymphopoese, was u.a. durch Flt3-knock-out Mäuse nachgewiesen werden konnte115. Eine Expression 
konnte bei 60-80% der CD34+ Knochenmarkszellen, bei Progenitorzellen der B- und T-Zellreihe sowie 
bei CFU-GM und den sog. high-proliferative potential colony-forming cells (HPP-CFC) nachgewiesen 
werden1,49,152. Eine weitere Wirkung konnte auf eine, von Balciunaite et al im Jahre 2005 als EPLM-
Zellen bezeichnete, Subpopulation der hämatopoetischen Zellen, mit den phänotypischen Merkmalen 
CD19– B220+CD117low, gezeigt werden8. Es handelt sich hierbei um frühe Progenitorzellen, mit sowohl 
lymphoidem als auch myeloidem Potential, deren Proliferation durch Stimulation mit Flt3-L um den 
Faktor 50 gesteigert werden konnte21. Im Laufe der Zelldiff erenzierung nimmt der Einfl uss des Flt3-L 
durch eine abnehmende Expression des Flt3-R ab und auch von den noch primitiven HSC erfolgt keine 
Expression1,178 (s.Abb.1.3). Flt3L übt hauptsächlich in Kombination mit anderen Zytokinen, insbeson-
dere mit SCF seine Funktion aus104,105. 

1.5.6 Zytokinkombinationen
In verschiedenen Untersuchungen wurde der synergistische Eff ekt einer Kombinationsstimulation von 
IL-6 und IL-3 auf hämatopoetische Stammzellen unter Beweis gestellt. Zahlreiche Eff ekte, insbesondere 
des IL-3, sind beschrieben, die unter einer Einzelstimulation nicht zum Ausdruck kommen. So konnte 
unter der Kombination eine Proliferationssteigerung der HSC, insbesondere in der G0- Phase des Zell-
zyklus, erreicht werden60,89,134. Des Weiteren wird eine Verkürzung der G0 Phase beschrieben, wodurch 
die Zellen zu einem früheren Zeitpunkt zugängig für weitere Wachstumsfaktoren wie z.B. IL-3 werden60. 
Okano et al zeigten einen deutlichen Anstieg der GM-CFUs sowie kernhaltiger Zellen, in einer anderen 
Untersuchung wurde ein 8-facher Anstieg der CFU unter dieser Kombination nachgewiesen15,141.
Eine Kombination von IL-3 und SCF ist insofern sinnvoll, als dass die hämatopoetischen Progenitorzellen 
entsprechend ihrer Diff erenzierung unterschiedliche Zytokin-Rezeptoren exprimieren, bzw. aktivieren. 
So sind z.B. CD 34+ Zellen sensitiv für eine Stimulation mit SCF, CD34- Zellen hingegen bereits nicht 
mehr. Das Gegenteilige gilt für eine Stimulation mit IL-3215. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 
eine Kombinationsstimulation mit IL-3 und SCF zu einem Anstieg hämatopoetischer Progenitorzellen 
sowie zu einer Aktivitätszunahme der CFCs und CFU-S führt138. Weitere Untersuchungen zeigten, dass 
SCF in der Kombination mit IL-6 sowie IL-3 die Proliferation Kolonie-bildender, hämatopoetischer 
Zellen fördert4,107,219. Die Zahl der CFUs steigt und, in geringerem Ausmaß, zusätzlich die Selbsterneu-
erungs-Kapazität der Zellen15. Eine simultane Stimulation der Zellen mit SCF und IL-6 verkürzt die 
Zeit bis zum Auftreten multipotenter Blastenzell-Kolonien, ähnlich des Eff ektes, den IL-6 und IL-3 in 
Kombination  ausüben194. SCF mit Flt3 übt einen synergistischen Eff ekt auf das Wachstum sogenannter 
Long-term Culture-initiating Cells aus73,150. 
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1.6 Genregulation in der Hämatopoese

Der Ablauf der Hämatopoese unterliegt der präzisen Regulation sowohl extra- als auch intrazellulärer 
Stimuli, die letztendlich durch Aktivierung von Signalkaskaden und der daraus folgenden Modulation 
von Transkriptionsfaktoren auf der Ebene der Genexpression ihre Wirkung entfalten. Durch Integration 
zahlreicher Signalkaskaden sowie der konsekutiven Genexpressionsänderung kommt den Transkriptions-
faktoren hier eine zentrale Funktion zu. So beeinfl ussen sie in einer komplexen Interaktion mit Koakti-
vatoren und -repressoren unter Bindung spezifi scher, regulatorischer DNA- Sequenzen158 eine Vielzahl 
der, für die Hämatopoese relevanten Gene, wie z.B. die  hämatopoetischen Wachstumsfaktoren und ihre 
zugehörigen Rezeptoren, sowie andere Transkriptionsfaktoren. Der Einfl uss kann sowohl zu einer Ver-
stärkung wie auch zu einer Hemmung der Genexpression führen9. In den letzten Jahren konnte zudem 
gezeigt werden, dass auch die Expression linienspezifi scher Gene, die für bestimmte Entwicklungsstadien 
der Zellen charakteristisch sind, durch die Kooperation verschiedener Transkriptionsfaktoren reguliert 
wird. Daher ist es möglich, durch Nachweis der vorhandenen Transkriptionsfaktoren auf das Stadium 
der Diff erenzierung zu schließen und einen Einblick in die molekularen Mechanismen der hämatopoe-
tischen Zellentwicklung zu erlangen158. Das Verständnis der Wirkungsweise einzelner Transkriptionsfak-
toren stellt die Grundlage der Untersuchungen zur HSC-Diff erenzierung dar.

1.6.1 Flk1
Fetal liver kinase 1 (Flk-1), ein Tyrosin-Kinase Rezeptor, dessen Ligand als vascular endothelial growth 
factor (VEGF) bezeichnet wird,  spielt eine wesentliche Rolle bei der Diff erenzierung der mesodermalen 
Zelllinien65. So konnten D‘Souza et al 2005 zeigen, dass eine Flk1-Expression bereits auf den blast colony 
forming cells (BL-CFCs) nachgewiesen werden kann38. Es handelt sich also um einen ontogenetisch sehr 
früh exprimierten Rezeptor,  der an der Diff erenzierung der BL-CFCs zu  hämatopoetischen,  endothe-
lialen und vaskulären Zellen  wesentlich beteiligt ist65. Eine Mutation im Flk-1 Gen führt zu einer von 
der physiologischen Entwicklung abweichenden Diff erenzierung endothelialer sowie hämatopoetischer 
Zellen175. Flk-1 knock-out Mäuse weisen weder eine strukturierte Blutgefäßbildung noch die Bildung 
von Blutinseln im Dottersack auf. Die Anzahl der hämatopoetischen Progenitorzellen ist bei diesen Mäu-
sen stark reduziert, zudem fehlen ihnen sowohl reife endotheliale als auch hämatopoetische Zellen, was 
zwischen Tag 8,5 und 9,5 p.c. zum Tod der Embryonen führt163,175.  

1.6.2 SCL/TAL1
SCL/TAL1 kodiert für einen, während der primitiven und defi nitiven Hämatopoese essentiellen,  Transk-
riptionsfaktor157. Während der Embryogenese kann die SCL/TAL1 Expression in-vitro primär in einer 
mesodermalen Vorläuferzellen, dem Hämangioblasten, nachgewiesen werden. Das in vitro Äquivalent 
des Hämangioblasten wird als BL-CFC bezeichnet26. Die Expression von SCL/TAL1 ist essentiell für 
die Diff erenzierung dieser Zellen zu primitiven hämatopoetischen Zellen und kann ab diesem Stadium 
kontinuierlich in fetalen sowie adulten HSCs nachgewiesen werden52,210,170,171. Insbesondere scheint SCL/
TAL1 einen Einfl uss auf die geordnete Diff erenzierung sowohl primitiver als auch defi nitiver Erythro-
zyten zu nehmen171. Ein essentieller Einfl uss auf die Regeneration des HSC-Pools sowie den Erhalt der 
Multipotenz der HSC konnte jedoch ausgeschlossen werden171.  
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1.6.3 HOXB4
HOXB4 ist ein Vertreter der sogenannten Homebox Genfamilie, die für insgesamt 39 Transkriptionsfak-
toren kodiert und mittels dieser eine Schlüsselrolle bei der Regulation des HSC-Pools einnimmt188. Im 
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass es während der Entwicklung des Organismus  im Mesoderm, 
dem Ursprung des hämtopoetischen Systems, sowie in der fetalen Leber zur Expression von HOXB4 
kommt56,69. Am stärksten wird HOXB4 in den frühesten Stadien humaner hämatopoetischer Zellen 
exprimiert, während es im Laufe der Diff erenzierung zu einer Runterregulation desselben kommt61. Eine 
Hochregulation des Transkriptionsfaktors HOXB4 aktiviert bestimmte Pathways, die zu einer verstärk-
ten Regeneration des HSC-Pools führen218. Zudem wird unter der HOXB4-Expression die Diff erenzie-
rung von ESCs zu HSCs gefördert218. Auf die Diff erenzierung, Morphologie und Funktion bereits stärker 
diff erenzierter, linienspezifi scher Zellen sowie terminal-diff erenzierter Zellen zeigt sich hingegen kein 
Einfl uss218. Eine Inaktivierung des für HOXB4 kodierenden Gens führte zu einer Abnahme der Anzahl 
hämatopoetischer Zellen, zudem weisen die vorhandenen hämatopoetischen Zellen ein beeinträchtigtes 
Proliferationspotential auf17. 

1.6.4 GATA2
GATA2 ist ein essentieller Transkriptionsfaktor des hämatopoetischen Systems, der von HSCs und den, 
von ihnen abstammenden, Progenitorzellen exprimiert wird. Zum einen spielt GATA2 eine wesent-
liche Rolle während der Embryogenese bei der Produktion und Expansion der HSCs der AGM-Region 
(s.1.1.1.2) und zum anderen während der Proliferation der HSCs im adulten Organismus98. Neuere 
Untersuchungen brachten den Beweis für eine Beteiligung von GATA2 an der Bildung und Diff erenzie-
rung des Hämangioblasten zu hämatopoetischen Zellen101. Die GATA2-Expression spielt insofern eine 
stammzellerhaltende Rolle, als das eine Hochregulation die Amplifi kation und Diff erenzierung der Zel-
len hemmt, eine Runterregulation hingegen die Amplifi kation, Diff erenzierung und Reifung der Zellen 
fördert147. Tsai und Orkin konnten im Jahre 1997 zeigen, dass GATA2 für die Expansion multipotenter 
Progenitorzellen sowie für die Formation von Mastzellen benötigt wird, nicht jedoch für die terminale 
Diff erenzierung erythropoetischer Zellen sowie Makrophagen192. 
Im Mausmodell konnte zudem nachgewiesen werden, dass GATA2-defi ziente ESC nicht zur Ausbildung 
des hämatopoetischen Systems im Knochenmark beitragen, was auf die wesentliche Rolle GATA2s bei 
der Produktion und Aufrechterhaltung des adulten HSC-Pools sowie der Sicherung des Überlebens hä-
matopoetischer Progenitorzellen hinweist191.

1.6.5 EPO
Erythropoietin (EPO) ist ein Hormon, dessen Wirkung über den von unreifen erythropoetischen Proge-
nitorzellen exprimierten Erythropoietin-Rezeptor (EPO-R) vermittelt wird31,169. Diese Wirkung besteht 
in einer Regulation der Proliferation, Diff erenzierung sowie des Überlebens erythropoetischer Vorläu-
ferzellen83 (s.Abb.1.3), die, sofern EPO nicht vorliegt, durch Apoptose eliminiert werden86. Anhand 
von  EPO- bzw. EPO-R-knock-out-Mäusen konnte gezeigt werden, dass EPO bzw. sein Rezeptor für 
einen physiologischen Ablauf der Erythropoese essentiell ist. Die Zuordnung der Progenitorzellen zu der 
erythropoetischen Zelllinie sowie die Proliferation und Diff erenzierung der erythroid burst forming unit 
(BFU-Es) zu CFU-Es  ist jedoch nicht eingeschränkt, da beide Diff erenzierungsstadien in den Mäusen 
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nachgewiesen werden konnten208. Des Weiteren ist bekannt, dass es bei Reifestadien jenseits des baso-
philen Erythroblasten zu einer Runterregulation des EPO-R kommt, somit verläuft die anschließende 
Reifung EPO unabhängig78.

1.6.6 PU.1
De Koter et al konnten 1998 zeigen, dass der Transkriptionsfaktor PU.1 von primitiven CD34+ Zellen, 
B-Lymphozyten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Mastzellen sowie Erythroblasten in frü-
hen Stadien exprimiert wird34. In Kooperation mit mehr als 12 anderen Transkriptionsfaktoren reguliert 
PU.1 die physiologische Entwicklung und somit die Proliferation und Diff erenzierung myeloider sowie 
lymphoider Zellen158. Die wichtigsten myeloiden Zielgene sind die der charakteristischen Antigene 
CD11b und CD18144 sowie die der Rezeptoren für M-CSF217, GM-CSF67, und G-CSF179, außerdem 
reguliert PU.1 seinen eigenen Promotor158, so beschreiben Chen et al. im Jahre 1995 eine positive Auto-
regulation für PU.123. 
Die höchsten Expressionslevel fi nden sich in myeloiden Zellen sowie B-Zellen, nicht jedoch in T-Zellen 
und erythroiden Zellen22,82,114,217. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Höhe der PU.1-Expression 
einen entscheidenden Faktor bei der Zelldiff erenzierung darstellt. So kommt es unter einem hohen Level 
und somit unter einer Hochregulation der PU.1-Expression präferentiell zu einer Bildung von Mo-
nozyten mit simultan ablaufender Blockade der lymphatischen Diff erenzierung, ein niedrigeres Level 
der PU.1 Expression hingegen fördert die Diff erenzierung zu Granulozyten sowie B-Lymphozyten30,35. 
Während der erythroiden Diff erenzierung erfolgt eine Runterregulation der PU-1 Expression. Verschie-
dene Arbeitsgruppen konnten anhand von PU-1 knock-out Mäusen zeigen, das ein Verlust von PU-1 
zu schweren, letal verlaufenden Abnormalitäten in der Entwicklung myeloider Zellen führt158. Scott et 
al. beschrieben, dass fetale Hepatozyten homozygoter knock-out Embryos (PU.1 -/-) weder in der Lage 
sind, Makrophagen und Granulozyten  zu bilden, noch eine Diff erenzierung zu B-Lymphozyten zu 
durchlaufen173. Eine nachfolgende Untersuchung bestätigte diese Ergebnisse, so zeigten Singh et al dass 
PU.1 knock-out Mäuse weder in der Lage sind Leukozyten noch  B-Lymphozyten zu produzieren und 
als Konsequenz dessen um den Tag 16 der intrauterinen Entwicklung (16 d.p.c.) versterben34. Zu einem 
anderen Ergebnis kam die Arbeitsgruppe um Maki et al, deren PU-1 -/- knock-out Mäuse unter sterilen 
Bedingungen sowie Antibiotika-Applikation für einige Tage nach der Geburt überleben konnten. Zwar 
blieb auch hier die Produktion von Monozyten und reifen B-Zellen aus, B-Progenitorzellen hingegen 
konnten nachgewiesen werden4.
Eine Mutation des für PU.1 kodierenden Gens trägt direkt zur Entstehung einer AML bei30,158.

1.6.7 CyclinD1
CyclinD1 spielt eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Zellzyklus. Durch Bindung an cyclin-depen-
dant Kinasen 4 (oder 6) und der daraus folgenden Phosphorylierung des retinoblastoma gene product 
(pRb), welches in unphosphorylierter Form den Zellzyklus in der G1-Phase hält, wird es den Zellen 
letztendlich ermöglicht in die S-Phase überzutreten80. Zudem beeinfl usst CyclinD1 die Aktivität ver-
schiedener Transkriptionsfaktoren, so führt z.B. eine CyclinD1 Überexpression zu einer Hemmung der 
STAT3-Transkriptionsfaktoren13. Bienvenue et al wiesen zudem im Jahre 2005 daraufhin, dass CyclinD1 
Teil eines transkriptionsregulierenden Komplexes darstellt, worüber die CyclinD1 Expression Einfl uss 
auf die Transformation von Zellen ausübt14.
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1.6.8 Lmo2 und Lmo4 
Lmo2, ein Mitglied der LIM-only Protein Familie59, enthält eine LIM-Domäne, die zahlreiche andere 
Proteine, in Abhängigkeit des jeweiligen zellulären Millieus, bindet151. So bildet Lmo2 mit anderen regu-
latorischen Proteinen, wie TAL-1 und GATA2 einen sog. erythroiden Komplex in den Promotorregionen 
zahlreicher erythropoetischer Gene187. Eine eigenständige DNA-Bindungskapazität konnte für Lmo2 
allerdings bisher nicht nachgewiesen werden59. Lmo2 spielt eine essentielle Rolle sowohl bei der primi-
tiven als auch bei der defi nitiven Hämatopoese212, was anhand von Lmo2 knock-out Mäusen, die 9-10 
Tage p.c. sterben, gezeigt werden konnte211. Auch die adulte Hämatopoese kann ohne die Expression 
von Lmo2 nicht ablaufen211. Auf die Blastenproliferation hat Lmo2 einen stimulierenden Eff ekt, die T-
lymphatische Diff erenzierung wird hingegen unter der Expression von Lmo2 inhibiert79. Eine klinische 
Bedeutung kommt Lmo2 insofern zu, als das eine aberrierende Lmo2 Expression bei T-ALL Patienten 
nachgewiesen werden konnte45. Zudem konnten Yamada et al. zeigen, dass es sich bei Lmo2 um einen 
obligatorischen Regulator der Neo-Vaskularisation verschiedener Tumoren darstellt213. 
Bei Lmo4 handelt es sich um ein weiteres Mitglied der LIM-Familie, dessen Funktion jedoch bisher un-
bekannt ist. Ein ähnlich hohes Expressionsniveau wie Lmo2 in erythropoetischen Zellen weist jedoch auf 
eine Beteiligung an der Diff erenzierung dieser Zellen hin59. Eine Induktion der Diff erenzierung erythro-
poetischer Zellen konnte allerdings nur für Lmo2 nachgewiesen werden59. Lmo4 wird zudem in reifen 
T-Zellen exprimiert79. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung des Lmo4-Gens 
zu keiner nennenswerten Beeinfl ussung der Blutbildung führt, weswegen Lmo4 in dieser Beziehung eine 
eher untergeordnete Rolle zugeschrieben wird193.
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1.7 Fragestellung der Arbeit

Der Forschung gelang in den letzten Jahren die Identifi zierung zahlreicher, für die Hämatopoese rele-
vanter Gene sowie charakteristischer Oberfl ächenmoleküle der verschiedenen Stadien hämatopoetischer 
Zelldiff erenzierung. Mittels dieser phäno- und genotypischen Merkmale gelingt die Zuordnung der je-
weils untersuchten Zellen zu den zahlreichen Reifestadien der Hämatopoese. Dadurch ergibt sich unter 
anderem die Möglichkeit, den Einfl uss hämatopoetischer Wachstumsfaktoren auf die Proliferation und 
die Reifung von in-vitro kultivierten Stammzellen  zu analysieren. So wurde bereits in vorausgegangenen 
Untersuchungen der proliferative Eff ekt der Zytokine IL-6 und IL-3 sowie der Liganden des c–kit- und 
des Flt3-Rezeptors, SCF und  Flt3-Ligand, auf unterschiedliche Reifestadien hämatopoetischer Zellen 
gezeigt. Um sich die Funktion der Zytokine für die Th erapie verschiedener Erkrankungen zu Nutze zu 
machen, wie dies beispielsweise für G-CSF bei Zytopenien infolge Chemotherapie realisiert wurde, und 
um die Knochenmarkstransplantation durch ex-vivo-Expansion der HSC’s zu optimieren gilt es, weitere 
in-vitro Untersuchungen auf diesem Gebiet voranzubringen.
Diese Arbeit befasst sich zum Einen mit dem Einfl uss einer punktuell beziehungsweise kontinuierlich 
durchgeführten Kombinationsstimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF auf die Diff erenzierung hämatopoe-
tischer Zellen. Zum Anderen mit dem Eff ekt einer kontinuierlich durchgeführten Einzelstimulation mit 
Flt3-L beziehungsweise SCF sowie einer Kombinationsstimulation dieser beiden Faktoren.
Folgende Fragen liegen dieser Arbeit zu Grunde:

· Welchen Einfl uss hat eine Kombinationsstimulation (IL-6, IL-3, SCF) auf die Genexpression sowie
 auf die Expression des CD90.2 Oberfl ächenmoleküls?
· Kann durch eine Variation der Stimulationsdauer (IL-6, IL-3, SCF) – kontinuierlich vs punktuell – 
 ein signifi kanter Unterschied im Eff ekt auf die Gen- bzw. CD90.2 Expression erzielt werden?
· Welchen Eff ekt hat eine Einzelstimulation mit Flt3-L bzw. SCF sowie eine Kombinationsstimulati-
 on aus den beiden auf die Expression Hämatopoese-spezifi scher Gene?
· Inwiefern beeinfl usst eine Einzelstimulation mit Flt3-L bzw. SCF sowie eine Kombinationsstimu-
 lation aus den beiden die Expression der, für unterschiedliche Diff erenzierungsgrade der hämatopo-
 etischen Zellen spezifi schen, Oberfl ächenmarker  CD34, CD135, CD117 sowie CD90.2?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tab. 2.1.1 Chemikalien

Tab. 2.1.2 Zytokine

Tab. 2.1.3 Antikörper, Antibiotika, Enzyme, Inhibitoren

Reagenzien Hersteller
Agar Fluka
Agarose (electrophorese grade) Sigma
ß-Mercaptoethanol Gibco
Chloroform p.a. Sigma
Collagenase IV Gibco
DMEM (Dulbecco’s Modifi ed Eagle’s Medium) Gibco
DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma
DMSO (cell cultered tested) Sigma
DTT (1,4,-Diithiothreitol) Sigma
EDTA (Ethylendiniteoltetraessigsäure) Sigma
Ethanol Sigma
Ethidiumbromid Sigma
FKS Gold (Fötales Kälberserum) Sigma
Gelantine (cell cultered tested) Gibco
Glutaraldehyd Sigma
Glycin Sigma
Isopropanol Sigma
LIF ESGRO (leukaemia inhibitory factor) Chemikon
L�Glutamin 200mM Gibco
ß-Mercapthoethanol Gibco
NEA (Non Essential Amino Acids) Gibco
Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Gibco

Zytokine Hersteller
Murines IL-3 Pepro Tech
Murines IL-6 Pepro Tech
Murines SCF Pepro Tech
Murines Flt3-L Tebu

Antikörper: Firma:
CD 90.2 (murin) BD Bio Science
CD135 (murin) BD Bio Science
CD117 (murin) BD Bio Science
CD34 (murin) BD Bio Science
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Tab. 2.1.4 Puff er und Stammlösungen

Lösungen für den routinemäßigen Gebrauch wurden nach Sambrock et al.146 angesetzt.
Die benötigten Chemikalien wurden mit bidestilliertem Wasser gelöst und je nach Bedarf autoklaviert 
bzw. sterilfi ltriert.  

Tab. 2.1.5 Labormaterialien

Antibiotika:  Firma:
Penicillin/Streptomycin Gibco

Enzyme: Firma:
Reverse Transkriptase
Taq- (Th ermus aquaticus) DNS- Amersham Biosciences

Inhibitoren: Firma:
Ribonuklease-Inhibitor (RNS-Guard) Amersham

Puff er Firma:
PBS (Phosphate Buff ered Saline) Sigma
50 x TAE (2M Tris-HCL (pH8,0),              
1M Essigsäure, 50mM EDTA)

Bio-Rad, Sigma

Stammlösungen: Firma:
FACScan Clean BD (Becton Dickinson)
RNS-Clean Hybaid

Materialien Firma
Cell-Scraper, 25 cm   Sarstedt, Inc; Newton, NC
Einmalfi lter (Porengrösse 0,22μm) Millipore Express, PES-Membrane
Pre-Seperation Filter (Porengrösse ) Miltenyl Biotec
Gewebekulturschalen (6 – well – Platten) Greiner bio – one
Cryo-Tube (Nunc Cryo-Tube) Nunc
Falcon Röhrchen (PP-Test-Tubes, 15ml,50 ml) Greiner bio-one
Messzylinder Schott
Neubauer Zählkammer Assistent
Objektträger und Deckgläser   Schütz, Menzel
Reaktionsgefäße  0,1ml; 0,5ml; 1,5ml; 2,0ml Eppendorf
Pipetten (2ml bis 50ml) Greiner bio – one
Plastikwaren  ( Petrischalen etc.) Greiner, Sarstedt, Falcon
Zellkulturfl asche Nunc
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Tab. 2.1.6 Murine Embryonale Stammzellen und Feederzellen

Tab. 2.1.7 Oligonukleotide

Alle aufgeführten Oligonukleotide sind von der Firma Metabion International AG, Stocklösung gelöst 
zu 100pmol/μl

Zellen Herkunft
E14-ES-Zellen freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 

Dr.  Matthias Müller, Med. Klinik II, Lübeck,  
seit 1999 bei Novartis, Basel  

Feederzellen Embryonale Fibroblasten, Th romb-X, 
Herestraat 49, 3000 Leuven, Belgien

Bezeichnung Oligonukleotid
PU-1 F 5’-GAG AAC CAC TTC ACA GAG CT-3’
PU-1 R 5’-TAC AGG CGA ATC TTT TTC TT-3’
Cyclin D-1 F 5’-GGC ACC TGG ATT GTT CTG TT-3’
Cyclin D-1 R 5’-CAG CTT GCT AGG GAA CTT GG-3’
GATA�2 F 5’-ATG GGT GGA ACA TAC TCT TG-3’
GATA�2 R 5’-TCT CCA AAC AAA CAC TCT CC-3’
Epo F 5’-GGA CAC CTA CTT GGT ATT GG-3’
Epo R 5’-GAC GTT GTA GGC TGG AGT CC-3’
Flk�1 F 5’-ATG CAC GGC ATC TGG GAA TC- 3’
Flk�1 R 5’-GCT ACT GTC CTG CAA GTT GCT 

GTC-3’
LMO2 F 5’-GCT ACT TCC TGA AAG CCA TC-3’
LMO2 R 5’-AGT CTC TCC TGC ACA ATT TC-3’
HOX B-4 F 5’-TCA CAG AGC GAT TAC CTA CCC AGC-

3’
HOX B-4 R 5’-GGT AGA CGA CGG GCT CTT TGC-3’
LMO4 F 5’-AGT CGA TTC CTG CAA GTG AG-3’
LMO4 R 5’-TGA CCT CTC AGC AGA CCT TC-3’
SCL/TAL�1 F 5’-TGC GTT TTA TTC GTT GTA TG-3’
SCL/TAL�1 R 5’-AAG CAG ATG AAC ACG AGC TA-3’
ß-Actin F 5’-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA 

C-3’
ß-Actin R 5’-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC 

G-3’
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Tab. 2.1.8 Geräte

Geräte Hersteller
Pipetus – Akku Hirschmann
Phasenkontrast Mikroskop Zeiss
PCR-Maschine         Hybaid260

Photometer Eppendorf
Schüttler   Eppendorf
Spannungsverstärker Pharmacia
Taqman-PCR ABI PRISM™
Th ermocycler Hybaid
Kühlzentrifuge Eppendorf
Tischzentrifuge Heraeus Sepatech
Waage Scaltec
FACscan Becton Dickinson
Power Macintosh Apple
Vortex  Heidolph
Wasserbad   GFL
Werkbank Gelaire
Brutschrank Heraeus
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Tab. 2.2.1.1 Lösungen und Medien für die ES-Zellkultur

Außerdem wurden den Medien 5ml einer 100 x Stocklösung  nicht essentieller Aminosäuren-, Penicil-
lin/Streptomycin-Lösung, 5ml L-Glutamin und 0,1 mM Endkonzentration ß-Mercaptoethanol hinzu-
gegeben. Zur Inhibierung der Diff erenzierung wurde bei Bedarf 1000 U/ml Leukemia Inhibitor Factor  
(LIF) beigefügt.

Tab. 2.2.1.2 Chemikalien

2.2.1.3 Präparation von embryonalen Fibroblasten 
Embryonale Fibroblasten (Feederzellen) mit einer Neomycinresistenz wurden von der Fa. Eurogentec, 
Belgien in Mengen von 3x10 hoch 6  Zellen bezogen. Die Zellen wurde in Gewebeklturschale in EF-
Medium bei 37°C und 5% CO2 bis zu einer 80-90% Konfl uenz kultiviert und maximal bis Passage 7-8 
passagiert.

2.2.1.4 Mitomycinbehandlung von Feederzellen 
Bei einer erreichten Konfl uenz von 80-90% wurden die Zellen für 2 Stunden mit Mitomycin C in einer 
Endkonzentration von 10μg/ml behandelt. Bei Mitomycin handelt es sich um ein Zytostatikum, das die 
Weiterteilung nach der Behandlung unterdrückt. Die Zellen wurden anschließend ausgezählt und in 
einer Menge von 1x10 hoch 6 kryokonserviert. 

Medium                 Komponente Volumen  Endkonzentration
EF-Medium
(für Feederzellen)

DMEM
FKS

450ml
50ml

90%
10%

ES-Medium
(für ES-Zellen)

DMEM
FKS

400ml
100ml

80%
20% 

Einfrier-Medium DMEM
FKS
DMSO

70%
20%
10%

Chemikalie Zusammensetzung
Gelatine Lösung 0,1% Gelatine in PBS
Trypsin-EDTA    9 Teile PBS + 1 Teil 10 x Trypsin/EDTA
PBS 135mM                        NaCl

+3mM                          KCL
+8mM                          Na2POH4
+2mM                          KH2PO4
ad 500ml                     H2O
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2.2.1.5 Präparation der Kulturfl aschen zur Kultivierung der ES-Zellen
Um den ES-Zellen optimale Proliferationsbedingungen zu bieten, wurde die Kulturfl asche mit einer 
1%igen Gelatine Lösung versehen, diese ermöglicht den Zellen eine bessere Adhäsion am Boden. Des 
Weiteren wurden die Kulturfl aschen, 3 Tage vor Kultivierungsbeginn, mit Feederzellen und 15 ml Me-
dium versehen. Diese Zellen dienen als Nährstoff quelle, sowie als Produzent des LIF. Bei 37°C und 5% 
CO2 wurde die Flasche für 2-3 Tage inkubiert.

2.2.1.6 Passagierung und Kryokonservierung von Zellen
Zur Ablösung der ES-Zellen vom Boden der Kulturfl asche wurden die ES-Zellen mit PBS gewaschen 
und anschließend für ungefähr 5 Min. mit einer 10%igen Trypsin- EDTA Mischung im Brutschrank 
(37°C, 5% CO2) inkubiert. Mittels Mikroskop wurde das Resultat überprüft um bei Erfolg die gelösten 
Zellen in DMEM mit 10% FKS zu resuspendieren und  zu zentrifugieren (1000rpm, 5 Min., bei RT). 
Mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer wurde die Zellzahl bestimmt. Um die Kryokonservierung anzu-
schließen wurden die Zellen erneut bei 1000rpm für 5 Min. bei Raumtemp. zentrifugiert und auf eine 
bestimmte Zellzahl eingestellt. Die 1,8ml Kryo-Röhrchen wurden jeweils  1ml der Suspension gefüllt. In 
Kryoboxen wurden die Zellen langsam auf –80°C runtergekühlt und ungefähr einen Tag später in fl üs-
sigem Stickstoff  gelagert. Zur erneuten Nutzung wurden die ES-Zellen unter Zugabe von 5 ml Kultivie-
rungsmedium aufgetaut, mehrfach resuspendiert,  zentrifugiert (1300rpm bei RT für 15 Min) und nach 
Zugabe von 14ml Nährmedium sowie 14μl LIF in die präparierte Gewebekulturfl asche transferiert.

2.2.1.7 Kultivierung von embryonalen Stammzellen
Die gesamten Arbeitsschritte der ES-Zell-Kultivierung erfolgen unter optimalen Bedingungen 
an der sterilen Werkbank. Die verwendeten Geräte (Pipetten, Pinzetten, Ständer etc.) werden vor Ge-
brauch bei 140°C autoklaviert, einmalig gebrauchte Utensilien wie Kulturschalen oder Pippetenspitzen 
sind in sterilem Zustand im Handel erhältlich. Den Medien werden Antibiotika zugeführt. Generell 
gilt es an der Werkbank auf ein ständig steriles Arbeiten zu achten. Bei embryonalen Stammzellen (ES-
Zellen) handelt es sich um pluripotente Zellen, die aus der inneren Zellmasse von Mäuse-Blastozysten 
gewonnen werden.  In den ersten 6 Tage der Versuche soll, zur Erhaltung der Pluripotenz, eine Diff eren-
zierung der ES-Zellen verhindert werden. Um dies zu gewährleisten, wird dem Nährmedium (ES-Medi-
um) LIF zugeführt, in dessen Gegenwart eine Diff erenzierung, nicht aber die Proliferation,  unterdrückt 
wird. Des Weiteren wird der Boden der Kulturfl aschen mit Feederzellen präpariert die neben Nährstoff en 
auch LIF produzieren. Es wurde darauf geachtet, dass die Zellen keine hohen Passagenzahlen (>15) und 
Zelldichte erreichen, da dadurch die spätere Diff erenzierung beeinträchtigt sein könnte. Die Zellen wur-
den mit 1x10 hoch 7 Zellen/ml kryokonserviert. Die Kultivierung fand insgesamt über einen Zeitraum 
von 36 Tagen statt.

2.2.1.8 Gewinnung von Embryoid Bodies
Nach Abschluss der Proliferations-Phase in den Kulturfl aschen wird den Zellen das LIF entzogen um die 
Diff erenzierung zu sogenannten Embryoid Bodies zu ermöglichen. Um diesen Prozess zu optimieren, 
werden die kultivierten ES-Zellen geerntet und auf eine Zellzahl von 400Zellen/20μl Medium einge-
stellt. Anschließend wird das Medium in Form hängender Tropfen (20μl Medium/400 ES-Zellen) auf 
Petrischalen-Deckel (ca. 56 Tropfen/Deckel) verteilt , deren Boden, zur Feuchthaltung, mit PBS gefüllt 
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ist. Nach 2-3 Tagen im Brutschrank (37°C und 5 % CO2) wurden die Tropfen mit 15ml Kulturmedium 
in neue Petrischalen gespült, in denen die Kultivierung über 3-4 Tage fortgeführt wurde.  Anschließend, 
d.h. an Tag 6+0 werden die EB’s  in Gewebekulturschalen überführt. Der Boden der 6-well-Platten wur-
de im Vorfeld gelatinisiert um den EB’s eine Adhärenz zu ermöglichen. Bei einem Mediumwechsel alle 
48h können die EB’s bis Tag 6+30 im Brutschrank kultiviert werden106 . 

2.2.1.9 Mediumwechsel 
Im stromafreien Milieu der Gewebekulturschalen war alle 48 Std. ein Mediumwechsel erforderlich. Hier-
zu wurden aus jedem Well die gesamten 2ml Medium entnommen, durch 2ml Frischmedium ersetzt und 
die jeweilige Menge an IL-6, IL-3 und SCF (s. 2.2.2.5) dem stimulierten Teil der EB’s hinzugegeben.  In 
regelmäßigen Abständen wurden die Zellkulturen unter dem Mikroskop auf ihre Vitalität, Zellanzahl, 
Dichte und Homogenität beurteilt.

2.2.1.10 Zytokin-Stimulation
Die  Zytokin-Dosis war bei allen Versuchen konstant, lediglich der Beginn, sowie die Dauer der Stimula-
tion diff erierten.  So wurden die EB’s für die  Versuchsreihe der kontinuierlichen Stimulation mit Beginn 
an Tag 6+0 über den gesamten Versuchszeitraum mit IL-6, IL-3 sowie SCF versetzt. Eine gleiche Anzahl 
an 6-well–Platten wurde als Kontrolle lediglich mit Medium versorgt. Mit jedem Mediumwechsel, der 
alle 48h erfolgte, wurde auch die Zytokin-Dosis erneuert. Im Abstand von fünf Tagen wurden jeweils 
zwei, d.h. eine stimulierte Platte, sowie eine unstimulierte Platte (Kontrolle) geerntet und anschließend 
am FACScan gemessen bzw. für die TAQMAN-Untersuchung eingefroren.
Für die punktuellen Stimulationen wurden alle 5 Tage, mit Beginn an Tag 6+0, vier der 6- well-Platten 
isoliert. Zwei 6-well-Platten wurden mit IL-6, IL-3 und SCF stimuliert, 2 dienten als Kontrolle. Nach 
48h wurde eine der stimulierten Platten, sowie eine der Kontroll-Platten geerntet, am FACS-Gerät ge-
messen, bzw. für die TAQMAN-PCR eingefroren. 24h später, d.h. nach einer Stimulation über insge-
samt 72h, wurde mit den beiden anderen Platten genauso verfahren.

2.2.1.11 Ernte der ESC
Generell wurden bei jeder Ernte sowohl stimulierte, als auch unstimulierte Zellen genommen.
Bei den Versuchen der kontinuierlichen Stimulation erfolgte die  Zellernte primär an Tag 6+5 (kontinu-
ierliche Stimulation) bzw. an Tag 3 (kontinuierliche Stimulation mit Flt3-L/SCF) und anschließend im 
5-Tages-Rhythmus über die gesamten 30 bzw. 26 Tage. 
Die Zellen der Versuchsreihe mit punktueller Stimulation wurden stets nach Abschluss der 48-bzw. 
72h geerntet. Erstmals wurde an Tag 6+0+48h, bzw. an Tag 6+0+72h geerntet um dies anschließend 
alle 5 Tage bis zur letzten Ernte an Tag 6+30+48h, bzw. 6+30+72h durchzuführen.   Alle Arbeitsschritte 
der Zellernte erfolgten auf Trockeneis. Der folgende Ernte-Ablauf gilt für die Zellen, deren genetisches 
Material mittels TAQMAN-PCR gemessen werden sollte.  Das Medium wurde von den wells abgesaugt 
und die Zellen mit kaltem PBS gespült um gelöste Zellen oder deren Bestandteile von den adhärenten, 
vitalen Zellen zu trennen. Anschließend wurden in jedes well 500μl PBS vorgelegt um die Zellen mit 
einem Zell-Scraper vom Boden zu lösen und mitsamt des PBS in Falcon-Röhrchen zu überführen. Nach 
10-minütiger Zentrifugation bei 1300rpm konnte der Überstand abgesaugt werden. Ein Röhrchen mit 
stimulierten ESC, sowie ein Röhrchen mit Zellen der Kontrolle wurde bei -80°C für die TAQMAN-PCR 
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eingefroren.Mit den EB’s, deren Oberfl äche mittels FACScan untersucht werden sollte, wurde folgender-
maßen verfahren. Nach Spülung der EB’s mit kaltem PBS wurde jedes well mit einem Kollagenase/ Tryp-
sin Gemisch (3:1), zur Lösung der Adhärenz unter den einzelnen Zellen, versetzt. Die Zellen wurden mit 
Hilfe eines Zell-Scrapers  vom Boden gelöst und anschließend in 2 15ml Falcon-Röhrchen transferiert. 
Nach 15-minütiger Einwirkung wurden die Zellen mehrmals resuspendiert um eine Einzelzellsuspension 
zu gewinnen. Mitsamt des Kollagenase/ Trypsin Gemisches wurde die Suspension zur Elimination großer 
Zellen sowie Zellresten über einen 0,2μm großen Filter in 2 neue 15ml Falcon-Röhrchen überführt. Um 
das Absaugen des Überstandes zu ermöglichen, wurden die Zellen bei 1500U für 10 Min. zentrifugiert. 
Zur folgenden Präparation für die FACScan Messung wurde in jedes Röhrchen zur Resuspension der 
Zellen 1ml kaltes PBS gegeben.

2.2.1.12 Präparation der durchfl usszytometrischen Messung (FACScan)
Die beiden Röhrchen (unstimulierte/ stimulierte Zellen) wurden für 10 Min bei 1500rpm zentrifugiert, 
der Überstand abgesaugt und das Zellpellet  in  1ml PBS resuspendiert. Die sich anschließenden Vor-
gänge, einschließlich der Messung am FACScan  wurden stets auf Trockeneis durchgeführt. Sofern die 
Zellkonzentration, ermittelt mit Hilfe der Neubauer Zählkammer, das Limit der Antikörper-Bindungs-
kapazität (max. 1x106 Z./500μl) nicht überschritt, wurden je 500μl der Zellsuspension in 4, optisch 
dichte, 1,5ml Eppendorfgefäß pipettiert. 1 Eppendorfgefäß mit Zytokin-stimulierten Zellen, sowie 1 
Eppendorfgefäß mit unstimulierten Zellen (Kontrolle) wurde zudem mit1μl [Stocklösung 0,5mg/ml] 
CD90.2 (Th y�1.2)�FITC bzw. mit CD117/135/34 markiert. Die beiden übrigen Eppendorfgefäße  
dienten als Negativkontrolle ohne eine Antikörpermarkierung. Sie sollten bei der durchfl usszytomet-
rischen Analyse nur die Eigenfl uoreszenz, nicht aber die FITC-Fluoreszenz  zeigen. Die Zellen wurden 
für 30min bei 4°C und unter Lichtausschluss mit dem Antikörper inkubiert. Im Anschluss wurden zur 
Spülung 500μl PBS in jedes Eppendorfgefäß gegeben und für 10min bei 4°C und 1500rpm zentrifugiert, 
dieser Vorgang wurde 3x wiederholt. Für die Messung wurden die Zellen in 300μl resuspendiert und in 
ein FACS-Röhrchen überführt.

2.2.1.13 Durchfl usszytometrische Separation
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) ist ein Verfahren zur quantitativen Analyse physikalischer 
und molekularer Eigenschaften von Partikeln (z.B. Zellen). Grundlage ist die Antigen-Antikörper-Re-
aktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff -markierten Antikörpern durchgeführt wird. Zur Analyse dient ein 
Argon-Laser der Licht mit einer Wellenlänge von 488nm, emittiert. Es können nur solche Fluoreszenz-
farbstoff e genutzt werden, deren Absorptionsspektrum mit dem Frequenzspektrum des Lasers überein-
stimmt. Die maximale Absorption, des für diese Arbeit verwendeten Fluoreszenzfarbstoff  Fluorescei-
nisothiocyanat (FITC) liegt bei 525nm. Die Zellen werden in Einzelzellsuspension nacheinander an 
dem gebündelten Laserstrahl vorbeigeleitet, der die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoff es auf ein höheres 
Energieniveau anhebt. Das einfallende Licht wird in Vorwärtsrichtung (forward light scatter, FSC) und 
im rechten Winkel zum einfallenden Licht (sideward light scatter, SSC) gestreut. Unter Abgabe von 
Energie, in Form von Photonen, fallen die Elektronen auf ihr Ursprungsniveau zurück. Die emittierte 
Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor registriert wird, verhält sich proportional zur 
Menge an gebundenen Antikörpern/ Zelle. Des Weiteren werden durch die Lichtbeugung und –streuung 
Informationen über die Zellgröße und die Binnenstruktur (Granularität des Zytoplasmas etc.) geliefert. 
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Die gesamten FACS- Ergebnisse dieser Arbeit wurden stets direkt im Anschluss an die Zellernte mit dem 
FACScan ( Beckton Dickinson, Heidelberg) des hämatologischen Labors erstellt. Vor jeder Messung 
wurden die Einstellungen überprüft und gegebenenfalls korrigiert.Die durchfl usszytometrische Daten-
aufnahme und –auswertung erfolgte mit dem Programm CellQuest (Fa. BD).
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Die folgenden Methoden wurden nach Sambrook et al.164 durchgeführt. Es wurde stets unter sterilen Be-
dingungen gearbeitet. Die Arbeitsschritte, die unter Kühlung durchzuführen sind, wurden auf Trocken-
eis ausgeführt. Jegliche Materialien, sowie die Arbeitsfl ächen wurden vor Nutzung mit 70% EtOH gerei-
nigt. Die Labormaterialien, die Kontakt mit  RNS bzw. DNS hatten wurden bei 140°C autoklaviert.

2.2.2.1 RNS-Präparation aus kultivierten Zellen
Auf die, in 15ml Falcon-Röhrchen aufbewahrten Zellen, wurden je  2ml RNS-Clean  (Hybaid) pipet-
tiert, resuspendiert und nach wiederholtem Vortexen in 2ml Eppendorfcups transferiert. Nach Zugabe 
von  200μl Chloroform, wurden die Zellen für 5min auf Eis gekühlt und anschließend bei 14000rpm 
und 4°C für 15 Minuten zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde abpipettiert, in ein neues 2ml Ep-
pendorfcup überführt, für 15min mit 1ml Isopropanol inkubiert und erneut bei 14000rpm und 4°C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abpippetiert, das Pellet mit 500μl 70%igem Ethanol gewaschen und 
für 10min bei 10000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert und bei Raumtem-
peratur für 5min trocknen gelassen. Das Pellet wurde anschließend in 100μl Wasser aufgenommen. Die 
Konzentration der RNS und die Ratio wurden anschließend spektralphotometrisch bestimmt. Die RNS 
wurde bei -40°C für die TAQMAN-PCR aufbewahrt

2.2.2.2 Spektralphotometrische Messung
Die Nukleinsäurekonzentration wurde spektralphotometrisch bei 260 nm in Wasser bestimmt.
Bei doppelsträngigen Nukleinsäuren entspricht eine E260 nm = 1 einer Konzentration von 50
μg/ml, bei einzelsträngigen von 40 μg/ml. Das Verhältnis E260 nm/E280nm gibt Aufschluß über den 
Reinheitsgrad der Nukleinsäurelösung. Bei reinen Lösungen ist das Verhältnis E260 nm/E280nm = 1,8-
2,0164. Verunreinigende Faktoren stellen v.a. Fällungsreagenzien und  Proteine dar. 

2.2.2.3 PCR-Prinzip
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifi kation der DNS. Sie beruht auf einem immer 
wiederkehrenden Zyklus aus drei aufeinanderfolgenden Schritten:
1. Denaturierungsphase: eine aus DNS-Molekülen, DNS-Polymerasen, Primern und 
 Nukleotiden bestehende Reaktionslösung wird auf 95°C erhitzt. Erreicht wird durch die 
 Denaturierung der Proteine eine Auftrennung der beiden komplementären Stränge. 
2. Hybridisierung: die Reaktionslösung wird auf 55°C heruntergekühlt wodurch den in der   
 Reaktionslösung enthaltenen Primern eine Anlagerung an die aufgetrennten, komplementären  
 DNS-Stränge ermöglicht wird. Die Anlagerung erfolgt unter Ausbildung von Basenpaaren. 
3. Verlängerung: für diese Phase wird die Temperatur wird auf ideale Arbeitstemperatur der   
 DNS-Polymerasen (72°C) erhöht. Diese lagern weitere Nukleotide an die entstehen   
 den DNS-Stränge an. Lose Verbindungen zwischen Primern und solchen DNS-Abschnitten,   
 die nicht komplementär sind, brechen wieder auf.
Diese drei Schritte werden fortlaufend wiederholt und auf diese Weise verdoppelt sich jedes Mal die An-
zahl kopierter DNS-Moleküle.  Die Geschwindigkeit, mit der diese Schritte ablaufen ändert sich jedoch 
im Laufe der Messung. Man unterscheidet drei aufeinanderfolgende Phasen einer PCR:
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1. Exponentielle Phase: Verdopplung des Templates bei jedem Zyklus, (100% Reaktions-
 Effi  zienz), die Reaktion läuft hoch präzise und spezifi sch ab
2. Lineare Phase (hohe Variabilität): die Komponenten der Reaktionslösung sind nicht mehr in   
 ausreichenden Mengen vorhanden, die Reaktion ist weniger spezifi sch und verlangsamt sich
3. Plateauphase (End-Punkt): die Reaktion wurde beendet, es werden keine weiteren Produkte   
 hergestellt, die Produkte der Reaktion beginnen zu degradieren

2.2.2.4 Real-time-PCR  (Taqman Gerät ABI PRISM™ 7000 Detection System)
Die Real Time PCR  stellt zur Zeit eins der exaktesten und schnellsten molekularbiologischen Verfahren 
zur Bestimmung und Quantifi zierung von DNS bzw. indirekt RNS, dar. Die Methode ermöglicht be-
reits während der Exponentiellen Phase der Amplifi kation (in der sich die Menge  des DNS-Templates 
tatsächlich bei jedem Zyklus verdoppelt) die Anzahl gebildeter DNS-Kopien zu errechnen und daraus 
eine quantitative Aussage über den Wert der Ausgangs-DNS zu machen.  Post-PCR Analysen sind somit 
unnötig. Dies ist der Vorteil zur End-Punkt-PCR, bei der die Messung während der Plateau-Phase statt-
fi ndet und die DNS Produkte lediglich qualitativ nachgewiesen werden können.  Die Real-Time-PCR 
besteht aus 2 grundlegenden Schritten, der  Reversen Transkriptase Reaktion und der DNS-Amplifi ka-
tion mittels TaqMan. 

2.2.2.4.1 Reverse Transkriptasse Reaktion
Dieser Schritt dient der  Umwandlung der, aus den Zellen isolierten, empfi ndlichen mRNS in die weit-
aus stabilere, einzelsträngige cDNS (komplementäre DNS).  Zudem wird für die bei der PCR eingesetz-
ten spezifi schen Polymerasen Genmaterial in Form von DNS benötigt. Hierzu wird nachstehender Mix 
eingesetzt:

Tab.2.2.2.4.1.1 Standard RT-PCR-Mix

(Mengenangabe bezieht sich auf eine Probe, bei mehreren Proben: Herstellung eines Master-Mix)

Mit den Proben wird folgendermaßen verfahren:
1. Denaturierung der RNS  bei 65°C (5min) im Th ermocycler 
2. Abkühlung auf Eis
3. Zugabe des Standard RT-PCR-Mix, kurze Anzentrifugation
4. Synthese der cDNS  bei 37°C (60min) im Th ermocycler 
5. Inhibierung der Enzyme 95°C (5min) im Th ermocycler
6. Abkühlung auf Eis, Zentrifugation, Lagerung der Proben bei -40°C

Menge Reagenz
4μl 5x Puff er
1μl RNS-Guard (Ribonuklease Inhibitor)
1μl dNTP`s
1μl pd Primer (oligo primer)
2μl DTT
1μl Transkriptase
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2.2.2.4.2 PCR-Amplifi kation basierend auf der TaqMan-Methode
Die cDNS, das Resultat der Reversen Transkriptase Reaktion, wird in diesem Schritt als Vorlage (Schab-
lone) für die Amplifi kation der DNS genutzt.  
Die Real-Time-PCR mittels TaqMan beruht auf einer Messung emittierter Fluoreszenz als Indikator für 
gebildete Amplifi kate während der exponentiellen Phase der Polymerase-Ketten-Reaktion. Das Signal 
steigt proportional zu der Menge gebildeter PCR-Produkte. Der Th ermocycler des TaqMan-Gerätes ist 
mit einer sensitiven Kamera ausgestattet, welche die Fluoreszenz in jedem der 96-wells der Messplatte 
während der PCR bestimmt. Für die Durchführung der Messung werden speziell gewählte Primer benö-
tigt, sowie fl uoreszierende Sonden, bei denen es sich um Oligonukleotide handelt. Diese sind länger als 
Primer (20-30 Basenpaare lang) und bestehen am 5‘ Ende aus einem fl uoreszierenden Farbstoff , sowie 
einem dämpfenden Farbstoff  am 3‘ Ende. Sie sind so gestaltet, dass sie an interne Regionen der PCR-
Produkte binden. Wenn die Taq-Polymerase ein template, an dem eine hydrolysierende Sonde gebunden 
ist, repliziert, spaltet die 5‘ Exonuklease das 5‘ Ende mitsamt des Farbstoff es. Durch die Spaltung wird 
der fl uoreszierende Teil der Sonde vom dämpfenden Teil isoliert. Die Menge der durch diesen Prozess 
emittierten Fluoreszenz steigt  proportional zur Menge gespaltener Sonden. Während der nicht hybri-
disierenden Phasen der PCR verhindert die Nähe des fl uoreszierenden Farbstoff es zu dem dämpfenden 
Farbstoff  eine Fluoreszens-Emission.

2.2.2.4.3  Kalkulation der relativen Expressionsänderung der Gene unter Stimulation mit Zyto- 
    kinen mittels der Comparativen �Ct  Methode (basierend auf den PCR- Ergebnissen)
Die Berechnung des Wertes Ct basiert auf der Bestimmung des Zeitpunktes (gemessen wird die Anzahl 
bereits durchlaufender PCR-Zyklen), an dem die Menge der emittierten Fluoreszenz einer Probe über 
einen, für das Gerät defi nierten, Schwellenwert ansteigt.  Dieser Schwellenwert ergibt sich aus der Hin-
tergrundfl uoreszenz des Gerätes. Somit stellt der Ct Wert ein direktes Maß für die Anzahl gebildeter 
DNS-Amplifi kate dar. Der Ct Wert korreliert mit der eingesetzten cDNS Menge, ein höherer Wert der-
selben führt dementsprechend zu einem niedrigeren Schwellenwert. Der Ct Wert einer jeden Probe stellt 
keine absolute Kopieanzahl dar, sondern ist ein relativer Wert, stets normalisiert durch den Wert eines 
internen Standards. Hierbei handelt es sich um ß-Aktin, ein sogenanntes  „Housekeeping“-Gen, welches 
ubiquitär homogen exprimiert wird.
Die Methode beruht auf einem Vergleich der Ct Werte der behandelten Probe mit den Ct Werten der 
unbehandelten Probe.
Der relative Expressionsunterschied einer Probe (stimulierte vs unstimulierte), bezeichnet als
Ratio der Probe, ergibt sich aus folgender Formel:

          

Dabei ermittelt ��Ct=[ C� GI (stim. Probe) – (Ct ß-Aktin)]-[ Ct GI (unstim. Probe) – (Ct ß-Aktin)] die 
Hochregulation sowie ��Ct=[ Ct GI (unstim. Probe) – (Ct ß-Aktin)]-[ Ct GI (stim. Probe) – (Ct ß-Ak-
tin)] die Runterregulation der Expression eines Gens. GI bezeichnet das gene of interest. Eine Hochre-
gulation bedeutet eine Steigerung der Expression eines Gens unter Stimulation. Dies ist eine relative An-
gabe zu der Expression des gleichen Gens einer unstimulierten Probe. Eine Runterregulation bezeichnet 

Fold-induction = 2-[��Ct]
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dementsprechend eine Senkung der Expression eines Gens unter Stimulation, wiederum relativ zu der 
Expression des gleichen Gens ohne Stimulation zu betrachten.
Die Formel beruht auf der Annahme, dass die Änderung des Zusammenhangs zwischen Ct Wert und 
dem Wert neu gebildeter Amplifi kate  für das Zielgen und das „Housekeeping“- Gen identisch sind. Das 
also eine Verdopplung der Ziel cDNS zu einem Ct Abfall um den Wert eines Cyclus führt. 
Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte sowie der standard error 
of mean berechnet. Zur grafi schen Verlaufsdarstellung wurden die Mittelwerte konstanten Geraden der 
Hoch- bzw. Runterregulation zugeordnet.

2.2.2.4.4 Durchführung
In einer ersten Versuchsreihe wurde bestimmt, wie viele PCR- Zyklen durchgeführt werden konnten, 
ehe das PCR Fragment die logarithmische Amplifi kationsphase verließ. Die Intensität der amplifi zierten 
DNS-Fragmente nahm bis zum Verlassen dieser Phase zu.
Anschließend konnten verschiedene Zell-Lysate miteinander abgeglichen werden, indem man jeweils nur 
so viel Zell-Lysat für die PCR einsetzte, dass das mit dem ersten Primerpaar amplifi zierte Haushaltsgen in 
allen Reaktionen die gleiche Bandintensität aufwies. Die Intensität ließ sich entweder mit bloßem Auge 
abschätzen oder wurde mit Hilfe der Software ONE-DScan.
Als Material für die Messung diente  je eine mit Zytokinen stimulierte Probe sowie eine unstimulierte, 
als Kontrolle dienende, Probe.

Tab. 2.2.2.4.4.1 Allgemeiner Reaktionsansatz für eine Gesamtkonzentrazion von 25μl

2.2.2.4.5 Kriterien für die Auswahl der Primer und Sonden
Die Länge der ausgewählten Primer sollte zwischen 20 und 30 Basen betragen, der Guanosin, bzw. Cyto-
sin Anteil sollte bei 50-60 % liegen. Eine Wiederholung identischer Nukleotide sollte vermieden werden, 
insbesondere gilt dies für Guanosin. Sekundäre Strukturen (z.B Haarnadelstrukturen) sollten im Vorfeld 
weitesgehend eliminiert werden. Die Schmelztemperatur beider Primer sollte gleich, bzw. ähnlich und 

Menge (μl) Reagenz
2,5 10X TaqMan buff er
1,75 MgCl2 (50 mM)
1 5mM dNTP mix
0,125 Hot Gold Star ist das die Polymerase?
0,75 Diluted CYBR
2,5 Primer F (10 mM)
2,5 Primer R (10 mM)
11,38 H2O
2,5 Probe
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über 50°C sein,  da dies wesentlich für die Festlegung der Annealingtemperatur ist. Die Schmelztempe-
raturberechnung setzt sich aus folgenden Parametern zusammen: 

1. Sequenz des Primers
2. Länge
3. Konzentration 
Die Schmelztemperatur der Sonden sollte ungefähr 5-10°C über der des zugehörigen Primerpaares lie-
gen. Die Länge der Sonden sollte 40 Basenpaare nicht übertrreff en. Am 5‘ Ende sollte sich kein Guanosin 
befi nden, da die, bei der Spaltung der Sonde freiwerdende, Energie zu Guanosin transferriert wird und 
somit die gemessene Emission erniedrigt wird.

2.2.2.5 Ermittlung der adäquaten Interleukin-6 Stimulationsdosis
Aus vorherigen  Arbeiten des hämatologischen Labors ist die optimale Dosis für eine Bearbeitung der EBs 
mit IL-3 und SCF bereits bekannt. Im Rahmen meiner Doktorarbeit wurde diese für  IL-6  ermittelt, 
die EBs wurden auf 6 6-well Platten (s. 2.2.1.8) kultiviert. 3 der 6 6-well Platten wurden zur Kontrolle 
lediglich mit Medium versorgt. Die EBs der 6 Wells der 3 weiteren Platten wurden  wie folgt  mit IL-6 
stimuliert:

Tab. 2.2.2.5.1 Ermittlung der adäquaten IL-6 Dosis

Die Dosis ist jeweils pro ml Medium angegeben, jedes well wurde mit 2ml Medium versorgt. 
Unter mikroskopischer Kontrolle, die alle 48h erfolgte, konnte beobachtet werden, welche IL-6 Dosis 
zu der stärksten Ablösung der EB’s vom Boden der Wells führte. Weitere wesentliche Kriterien  waren 
die Änderung der Größe, der Dichte und der Homogenität  der EBs über den Zeitverlauf. Aufgrund 
der, relativ gesehen, besten, dennoch nicht optimalen, Ergebnisse unter einer Dosis von 100 ng IL-6 
entschieden wir uns für einen Probe-Versuch mit der Hälfte dieser Dosis (50ngIL-6/ml Medium). Hier 
zeigte sich erneut eine zu extreme Ablösung. Mit dem nächsten Versuch testeten wir die Ergebnisse unter 
einer IL-6 Dosis von 25ng -50ng in Kombination mit den anderen Zytokinen.

Tab. 2.2.2.5.2 Ermittlung der adäquaten IL-6 Dosis

3 Platten 3 Platten 3 Platten 3 Platten
25ng IL-6/ml Medium
10ng IL-3/ml Medium
1 ng SCF/ml Medium

30ng IL-6/ml Medium
10ng IL-3/ml Medium
1 ng SCF/ml Medium

40ng IL-6/ml Medium
10ng IL-3/ml Medium
1 ng SCF/ml Medium

50ng IL-6/ml Medium
10ng IL-3/ml Medium
1 ng SCF/ml Medium

1.Well 2.Well 3.Well 4.Well 5.Well 6.Well
1 pg IL6 10 pg IL-6 100  pg IL-6 1 ng IL-6 10 ng IL-6 100 ng IL-6
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Als Konsequenz der Ergebnisse wurde die IL-6 Dosis für die weiteren Versuchsreihen auf 25ng/ml Me-
dium festgelegt.
Somit ergab sich folgendes Stimulationsschema:
- IL-6: 25ng/ml
- IL-3: 10ng/ml
- SCF: 1ng/ml

2.2.2.6 Versuchsaufbau

Tab. 2.2.2.6.1 Kontinuierliche Stimulation der EB’s mit IL-6, IL-3, SCF über 30 Tage, Beginn der Stimulation: Tag 6+0

Tab. 2.2.2.6.2 Punktuelle Stimulation der EBs mit IL-6, IL-3, SCF an jedem 5. der 30 Tage, Ernte jeweils nach 48-, bzw. 
72 h

Tab. 2.2.2.6.3 Kontinuierliche Einzel- bze. Kombinationstimulation mit Flt3-L und SCF über 26 Tage, 

Beginn der Stimulation: Tag 1, erste Ernte: Tag 3, (Flt3-L 8pg/ml; SCF: 1ng/ml)

An jedem 2. Tag wurde das Medium gewechselt und bei den Versuchsreihen der kontinuierlichen Sti-
mulation neue Wachstumsfaktoren hinzugegeben. Bei der punktuellen Stimulation wurden jeweils die 
Wachstumsfaktoren an jedem 5. Tag für 48 bzw. 72 Stunden hinzugegeben. Die geernteten EBs von je-
weils einer der stimulierten Platten und einer der Kontrollplatten wurden bei –80°C tiefgefroren um am 
Ende des Versuches insgesamt für die PCR verarbeitet werden zu können. Die Ernte der jeweils anderen 
Platte wurde direkt weiter verarbeitet um die Messungen am FACScan durchführen zu können.

Erntezeitpunkte 6+5 6+10 6+15 6+20 6+25 6+30
Stim. Platten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.
Kontrollplatten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.

Erntezeitpunkte 6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

6+0+48h
6+0+72h

Stim. Platten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.
Kontrollplatten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.

Erntezeitpunkte 3 6+0 6+5 6+10 6+15 6+20
Stim. Platten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.
Kontrollplatten 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl. 2 Pl.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung zentraler Gene der Hämatopoese mit Hilfe der 
 Realtime-PCR

Die Durchführung der Expressionsanalyse (s. 2.2.2.3) erfolgte mit Hilfe des Taqman Gerätes ABI 
PRISM™ 7000 Detection System. Ausgewählt wurden Gene, die bei der Hämatopoese, bzw. der An-
giogenese eine zentrale Rolle spielen. Zudem wurden Gene untersucht, deren Proteine Einfl uss auf die 
Selbsterneuerung, sowie auf den Zellzyklus der HSC nehmen (s. Einleitung). Als Haushaltsgen wurde 
ß-Aktin gewählt. Die Ermittlung der Ratio des untersuchten Gens erfolgte nach der unter 2.2.2.4.3 
aufgeführten Formel. Aus vier Messungen wurden die Mittelwerte sowie der standard error of mean für 
jeden Versuch bestimmt (s. Anhang). Diese Mittelwerte wiederum wurden den, in Tab. 3.1 dargestellten 
Werten, zugeordnet.

Tab. 3.1 Graduierung der relativen Expressionsänderungen zur Darstellung einer Hoch- und Runteregulation von Genen 
(vgl. Abschnitt 2.2.2.4.3)

3.1.1 Expressionsverlauf der untersuchten Gene über einen Diff erenzierungszeitraum       
          von 30 Tagen bei unterschiedlicher Stimulationsdauer mit IL-6, IL-3 sowie SCF 
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind im Folgenden für jedes Gen einzeln in zwei Diagrammen 
festgehalten. Das jeweils erste Diagramm stellt die Genregulation unter einer 30-tägigen kontinuier-
lichen Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF dar. Diese wurde an Tag 6+0 begonnen und über den 
gesamten Zeitraum von 30 Tagen fortgeführt. Die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-
PCR erfolgten an den, auf der horizontalen Achse gekennzeichneten, Versuchstagen, primär an Tag 6+5. 
Das zweite Diagramm zeigt die Genregulation unter einer punktuellen Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie 
SCF, die jeweils an den, auf der horizontalen Achse gekennzeichneten, Versuchstagen für 48h- bzw. 72h 
durchgeführt wurde. Die erste Stimulation erfolgte hier an Tag 6+0 für 48- bzw. 72h mit anschließender 
Ernte und Expressionsanalyse der Zellen. Die unterschiedliche Dauer der punktuellen Stimulation wur-
de farblich hervorgehoben (zum Ablauf der Experimente siehe auch s. 2.2.2.6). Die Stimulation der 
Zellen beider Versuchsreihen erfolgte mit gleicher Konzentration der Zytokine IL-6, IL-3 sowie SCF 

Relative Expressionsänderung Numerische Gradzuordnung der Hoch- bzw. 
Runterregulation eines Gens

2,01 – 4,0 0,5
4,01 – 6,0 1,0
6,01 – 8,0 1,5
8,01 – 10,0 2,0
10,01 – 12,0 2,5
12,01 – 14,0 3,0
14,01 – 16,0 3,5
16,01 – 18,0 4,0
18,01 – 20,0 4,5
≥ 20,01 5,0
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(s. 2.2.2.5). Dargestellt sind die, den Mittelwerten der ermittelten Ratio, zugeordneten Werte der Hoch 
–bzw. Runterregulation (s. Tab. 3.1). In nachstehenden Diagrammen (Abb.3.1.1-3.1.10) sind diese als 
positive (Hochregulation) und negative (Runterregulation) Zahlenwerte aufgeführt. Einen Überblick 
über die gesamten untersuchten Gene gibt Abb. 3.1.1.10. Da hier die punktuellen Stimulationen in 
separaten Diagrammen dargestellt sind, wird nicht das Alter der EBs, wie unter Abb. 3.1.1.1-3.1.1.9, 
gegen die Werte der Hoch- bzw. Runterregulation aufgetragen, sondern die Erntezeitpunkte im Ver-
suchsverlauf.

3.1.1.1 PU.1   
zu Beginn des Versuchs führt eine Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF zu einer Hochregulation von PU.1

3.1.1.1.1 Expressionsverhalten von PU.1 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Wie in Abb. 3.1.1.1 dargestellt, führt eine kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über den 
gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen, lediglich an Tag 6+5 zu einer Hochregulation von 
PU.1, im weiteren Verlauf konnte kein Einfl uss der Stimulation nachgewiesen werden.

Abb. 3.1.1.1.1 Übersicht der PU.1-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 ( nicht dargestellt) und wurde über 
den gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten.
In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der RNS 
und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittel-
werte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregu-
lation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

Realtime-PCR
Expressionsverhalten von PU.1 unter kontinuierlicher 
Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF
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3.1.1.1.2 Expressionsverhalten von PU.1 bei punktueller Stimulation (48-bzw. 72h)
Sowohl bei einer punktuellen Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- als auch über 72h an Tag 
6+0 kommt es zu einer Hochregulation der PU1-Expression. Eine Runterregulation kann lediglich durch 
eine 48- stündige Stimulation an Tag 6+20 der Diff erenzierung erreicht werden. 

Abb. 3.1.1.1.2 Übersicht der PU.1-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen  bei punktueller Stimu-

lation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

Realtime-PCR
Expressionsverhalten von PU.1 unter punktueller
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3.1.1.2 CyclinD1 
lediglich eine 72-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF an Tag 6+5 der Diff erenzierung nimmt Ein-
fl uss auf die Expressionshöhe von CyclinD1

3.1.1.2.1 Expressionsverhalten von CyclinD1 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Die kontinuierliche Stimulation über 30 Tage nimmt keinen Einfl uss auf das Expressionsverhalten von 
CyclinD1.

Abb. 3.1.1.2.1 Übersicht der CyclinD1-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen  bei kontinuierlicher Stimulation 

mit IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 (nicht dargestellt) und wurde über 
den gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde 
die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR  nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese 
durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of 
mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. 
Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter 
der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert 

im Diagramm dargestellt.

3.1.1.2.2 Expressionsverhalten von CyclinD1 bei punktueller Stimulation (48-bzw. 72h)
Eine 72-stündige Stimulation an Tag 6+5 führt einmalig zu einer Hochregulation von CyclinD1. An 
allen übrigen Zeitpunkten der Diff erenzierung bewirkt weder die 48- noch die 72-stündige Stimulation 
eine Änderung der CyclinD1-Expression.

Realtime-PCR
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Abb. 3.1.1.2.2 Übersicht der Cyclin D1-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen  bei 

punktueller Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (über 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.3 GATA2
die kontinuierliche Stimulation führt zu einer Hochregulation von GATA2, wohingegen die punktuelle Sti-
mulation eine Runterregulation derselben bewirkt

3.1.1.3.1 Expressionsverhalten von GATA2 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Das Diagramm zeigt den Einfl uss einer kontinuierlichen Stimulation der EBs mit IL-6, IL-3 und SCF 
auf die GATA2 Expression. So kommt es an den Tagen 6+10, 6+15, 6+25 sowie 6+30 der Diff erenzie-
rung zu einer Hochregulation, mit einem maximalen Wert am Ende des Versuchs. 

Realtime-PCR
Expressionsverhalten von GATA2 unter kontinuierlicher
Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF

G
ra

d 
de

r H
oc

h-
 b

zw
. R

un
te

rr
eg

ul
at

io
n 2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

-0,5

-1,0

-1,5

-2,0
Alter der EBs in Tagen

Regulation 
der GATA2-
Expression 
unter 30-tägiger 
Stimulation

Realtime-PCR
Expressionsverhalten von CyclinD1 unter punktueller
Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF

G
ra

d 
de

r H
oc

h-
 b

zw
. R

un
te

rr
eg

ul
at

io
n 2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

-0,5

-1,0

-1,5

-2,0

Alter der EBs in Tagen

Regulation der 
CyclinD1 Expres-
sion, Tag 6+x+48-
stündige Stim.

Regulation der 
CyclinD1 Expres-
sion, Tag 6+x+72-
stündige Stim.



3 Ergebnisse

38

Abb. 3.1.1.3.1 Übersicht der GATA2-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 und wurde über den gesamten Diff e-
renzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die Ernte sowie die 
Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den 
Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur gra-
phischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeord-
net (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.3.2 Expressionsverhalten von GATA2 bei punktueller Stimulation (48- bzw. 72h)
Die punktuelle Stimulation über 48-bzw. 72h führt insbesondere mit zunehmender Diff erenzierung der 
EBs zu einer Runterregulation der GATA2- Expression. An den Tagen 6+15 und 6+20 kommt es sowohl 
bei einer 48-stündigen als auch bei einer 72-stündigen Stimulation zu einer Runterregulation. Eine 48- 
stündige Stimulation bewirkt zusätzlich an den Tagen 6+5 und 6+25 der Diff erenzierung eine Runter-
regulation, sowie eine 72-stündige Stimulation zusätzlich an Tag 6+30 eine Runterregulation erzielt. Zu 
einer Hochregulation der GATA2-Expression führt lediglich eine 72-stündige Stimulation zu Beginn der 
Diff erenzierung (Tag 6+0).

Abb. 3.1.1.3.2  Übersicht der GATA2-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen bei punktueller Sti-

mulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.4 EPO
EPO wird in seiner Expression am stärksten durch die kontinuierliche Stimulation beeinfl usst

3.1.1.4.1 Expressionsverhalten von EPO bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Eine kontinuierliche Stimulation der EBs mit IL-6, IL-3 und SCF bewirkt zu Beginn der Diff erenzierung 
(Tag 6+5) eine Runterregulation des, für EPO kodierenden, Gens. Im weiteren Verlauf kommt es an Tag 
6+10 sowie zum Ende des Versuchs (Tag 6+30) zu einer Hochregulation.

Abb. 3.1.1.4.1 Übersicht der EPO-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit IL-

6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 und wurde über den gesamten Diff e-
renzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die Ernte sowie die 
Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR  nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den 
Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur gra-
phischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeord-
net (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.4.2 Expressionsverhalten von EPO bei punktueller Stimulation (48- bzw. 72h)
Die punktuellen Stimulationen über 48- bzw. 72h führen zu einer geringeren Beeinfl ussung des EPO-
Expressionsverhaltens als die kontinuierliche Stimulation. So zeigt sich unter 48-stündiger Stimulation 
nur zu Beginn der Diff erenzierung, an Tag 6+0, eine Hochregulation, sowie zum Ende des Versuchs, an 
Tag 6+30 eine Runterregulation der EPO-Expression. Die 72-stündige Stimulation bewirkt eine leichte 
Runterregulation an Tag 6+5, sowie an Tag 6+15. Im Gegensatz zu dem Eff ekt den eine 48-stündige 
Stimulation an einem späten Diff erenzierungspunkt (Tag 6+30) hat, führt die 72-stündige Stimulation 
an diesem Punkt zu einer Hochregulation.
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Abb. 3.1.1.4.2 Übersicht der EPO-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen bei punk-

tueller Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde  mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EB’s aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.5 FLK1  
IL-6, IL-3 und SCF  beeinfl ussen die FLK1-Expression am stärksten von allen untersuchten Transkriptionsfaktoren 

3.1.1.5.1 Expressionsverhalten von FLK1 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Unter der kontinuierlichen Stimulation kommt es während des gesamten Diff erenzierungszeitraumes 
zu einer Regulationsänderung der FLK1-Expression. Wie im Diagramm deutlich wird, überwiegt eine 
Runterregulation der Expression, welche jedoch in geringerem Ausmaß erfolgt als die nachgewiesene 
Hochregulation (Tag 6+10 sowie 6+30). 

Abb. 3.1.1.5.1  Übersicht der FLK1-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 und wurde über den gesamten Diff e-
renzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die Ernte sowie die 
Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den 
Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur gra-
phischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeord-
net (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.5.2 Expressionsverhalten von FLK1 bei punktueller Stimulation (48- bzw. 72h)
Im Gegensatz zu der anfänglichen Runterregulation der Genexpression bei kontinuierlicher Stimula-tion 
fi ndet sich bei einer punktuellen Stimulation über 48h an Tag 6+0, sowie an Tag 6+5 eine Hochregula-
tion. Eine Stimulation der gleichen Dauer führt im weiteren Verlauf der Diff erenzierung zu einer Run-
terregulation, mit der stärksten Ausprägung an Tag 6+20. An Tag 6+25 bewirkt die Stimulation dann 
wiederum eine Hochregulation. 
Wie die Diagramme (Abb. 3.1.1.5.1-2) verdeutlichen, hat die 72-stündige Stimulation einen geringeren 
Einfl uss auf die FLK1-Expression als die kontinuierliche- bzw. die 48-stündige Stimulation. An Tag 6+5 
sowie an Tag 6+15 bewirkt die 72-stündige Stimulation eine Runterregulation, an Tag 6+30 eine leichte 
Hochregulation. 
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Abb. 3.1.1.5.2 Übersicht der FLK1-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen bei punktueller Stimu-

lation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.6 Lmo2
IL-6, IL-3 und  SCF haben keinen Einfl uss auf die  Lmo2- Expression 
Weder die kontinuierliche Stimulation über 30 Tage, noch die punktuellen Stimulationen über 48-bzw. 
72h führen zu einer Änderung im Expressionsverhalten des, für Lmo2 kodierenden, Gens.

A)

B)

Abb. 3.1.1.6 A, B) Übersicht der LMO2-Expression über einen Zeitraum von 25- bzw. 30 Tagen bei kontinuierlicher 

(30 Tage) sowie punktueller Stimulation (48- bzw. 72h) mit IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die kontinuierliche Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen wurde an Tag 6+0 begonnen und über den 
gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen  aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) erfolgte die Ernte der 
EBs. Die punktuelle Stimulation wurde an den auf der horizontalen Achse aufgeführten Versuchszeitpunkten für 48- bzw. 
72h durchgeführt  und die EBs  im Anschluß gemessen. Die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR  fand im Anschluß 
an die Ernte statt, nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese. Aus den Ergebnissen wurde mathema-
tisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstel-
lung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). 
Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochre-
gulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.7 HOXB4  
eine Stimulation mit den Zytokinen IL-6, IL-3 und SCF führt überwiegend zu einer Hochregulation der 
HOXB4-Genexpression

3.1.1.7.1 Expressionsverhalten von HOXB4 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Eine kontinuierliche Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen führt, insbesondere an Tag 
6+10 und Tag 6+30, zu einer Hochregulation der HOXB4-Expression. 

Abb. 3.1.1.7.1 Übersicht der HOXB4-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 (nicht dargestellt) und wurde über den 
gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die 
Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR  nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchge-
führt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. 
Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation 
zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. 
Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.7.2 Expressionsverhalten von HOXB4 bei punktueller Stimulation (48- bzw. 72h)
Eine punktuelle Stimulation über 48h an den Tagen 6+0, Tag 6+5, sowie an Tag 6+25 führt zu einer 
Hochregulation von HOXB4. Eine 48-stündige Stimulation im fortgeschrittenen Stadium der Diff eren-
zierung (Tag 6+30) bewirkt im Gegensatz zur kontinuierlichen Stimulation eine Runterregulation. Eine 
Stimulation über 72h erreicht lediglich in der Mitte des Versuchs, an den Tagen 6+15 sowie 6+20, eine 
Änderung des Expressionsverhaltens.  
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Abb. 3.1.1.7.2 Übersicht der HOXB4-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen bei punktueller Sti-

mulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde  mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.8 Lmo4   
eine Stimulation der EBs mit IL- 6, IL-3 und SCF  nimmt auf die Lmo4-Genexpression keinen Einfl uss
Weder die kontinuierliche Stimulation über 30 Tage noch die punktuelle Stimulation über 48-bzw. 72h 
führen zu einer Expressionsänderung des, für Lmo4 kodierenden, Gens.

A)

B)

Abb. 3.1.1.8 A, B) Übersicht der Lmo4-Expression über einen Zeitraum von 25- bzw. 30 Tagen bei kontinuierlicher 

(30 Tage) sowie punktueller Stimulation (48- bzw. 72h) mit IL-6, IL-3 und SCF,  gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die kontinuierliche Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen wurde an Tag 6+0 begonnen und über den 
gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) erfolgte die Ernte der 
EBs. Die punktuelle Stimulation wurde an den auf der horizontalen Achse aufgeführten Versuchszeitpunkten für 48- bzw. 
72h durchgeführt und die EBs im Anschluß gemessen. Die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR fand im Anschluß 
an die Ernte statt, nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese. Aus den Ergebnissen wurde mathema-
tisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstel-
lung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). 
Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochre-
gulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.1.9 TAL1
die TAL1 Expression wird, ähnlich der Expression der meisten untersuchten Gene, am stärksten durch die 
kontinuierliche Stimulation über 30 Tage beeinfl usst

3.1.1.9.1 Expressionsverhalten von TAL1 bei kontinuierlicher Stimulation (30 Tage)
Zu Beginn des Versuchs wird, durch die kontinuierliche Stimulation, eine Runterregulation der TAL1- 
Expression erreicht (Tag 6+5). Im weiteren Verlauf der Diff erenzierung hingegen wird TAL1 hochregu-
liert. Dies zeigt sich insbesondere an Tag 6+10 sowie nach einer Stimulation über die gesamten 30 Tage 
(Tag 6+30). 

Abb. 3.1.1.9.1 Übersicht der TAL1-Expression über einen Zeitraum von 25 Tagen bei kontinuierlicher Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die primäre Stimulation der EBs mit den oben genannten Zytokinen erfolgte an Tag 6+0 (nicht dargestellt) und wurde über den 
gesamten Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten. In 5-Tagesabständen (s. x-Achse) wurde die 
Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchge-
führt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. 
Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation 
zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. 
Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.1.9.2  Expressionsverhalten von TAL1 bei punktueller Stimulation (48- bzw. 72h)
Eine punktuelle Stimulation über 48h an den Tagen 6+0, sowie 6+5 führt zu einer Hochregulation, im 
Gegensatz zu dem Eff ekt, den eine kontinuierliche Stimulation zu diesen Zeitpunkten der Diff erenzie-
rung begünstigt (s.o.). Diese gegensätzliche Beeinfl ussung spiegelt sich auch im Ergebnis der Messung 
an Tag 6+20+48h wieder, hier erfolgt eine Runterregulation, wohingegen eine kontinuierliche Stimu-
lation (s.o.) zu diesem Zeitpunkt eine Hochregulation bewirkt. Die punktuelle Stimulation über 72h 
konnte lediglich an zwei Zeitpunkten des Versuchs eine Änderung im Expressionsverhalten erzielen. 
So zeigte sich durch die Stimulation über 72h an Tag 6+5 eine Runterregulation sowie an Tag 6+30 eine 
Hochregulation der TAL1-Genexpression.
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Abb. 3.1.1.9.2 Übersicht der TAL1-Expression über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen bei punktueller Stimu-

lation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48- bzw. 72h, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die im Diagramm aufgeführten Diff erenzierungszeitpunkte (s. x-Achse) kennzeichnen den jeweiligen Beginn ei-
ner punktuellen Stimulation über 48- bzw. 72h mit den oben genannten Zytokinen. Nach Abschluss der Sti-
mulation (nach 48- bzw. 72h) erfolgte die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hilfe der Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (sie-
he Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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Realtime-PCR
Genregulation unter kontinuierlicher Stimulation 
(30 Tage) mit IL-6, IL-3 und SCF
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3.1.1.10 Zusammenfassung
Den stärksten Einfl uss auf die Expression der untersuchten Gene hat die kontinuierliche Stimulation 
mit IL-6, IL-3 und SCF  (Abb. 3.1.10, A). Insbesondere wird eine Hochregulation mit fortschreitender 
Diff erenzierung beobachtet. GATA2, EPO, FLK1, HOXB4 sowie TAL1 werden an den Tagen 6+0, 
6+10, sowie 6+30 zu ähnlichen Graden hoch- bzw. runterreguliert. Das für FLK1 kodierende  Gen 
wird über den gesamten Diff erenzierungsverlauf in seinem Expressionsverhalten, überwiegend im Sinne 
einer Runterregulation, beeinfl usst. Das Expressionsverhalten von Cyclin D1, Lmo2 und Lmo4 wird 
durch die kontinuierliche Stimulation nicht geändert. Die punktuelle Stimulation über 48 h (Abb. 
3.1.10, B) führt zu einem frühen Diff erenzierungsstadium der EBs, an den Tagen 6+0 und 6+5, über-
wiegend zu einer Hochregulation der Gene. Sofern eine 48-stündige im fortgeschrittenen Stadium 
der Diff erenzierung zu einer Expressionsänderung der untersuchten Gene führt, so wird überwiegend 
eine Runterregulation beobachte. Eine Ausnahme stellt die 48-stündige Stimulation an  Tag 6+25 dar, 
die zu einer Hochregulation führt. Generell werden die gleichen Gene wie unter kontinuierlicher Sti-
mulation beeinfl usst, jedoch seltener und in geringerer Ausprägung. Die punktuelle Stimulation über 
72 h (Abb. 3.1.10, C) zeigt den geringsten Einfl uss auf die Genexpression. Zum frühesten Zeitpunkt 
der Diff erenzierung, sowie ganz am Ende des Versuchs wird überwiegend eine Hoch-, an den übrigen 
Tagen eher eine Runterregulation, begünstigt. Einmalig, an Tag 6+5, wird durch die 72-stündige Sti-
mulation eine Änderung im Expressionsverhalten von CyclinD1 beobachtet, dies konnte weder durch 
die kontinuierliche- noch durch die 48-stündige Stimulation erreicht werden. Eine Änderung im Expres-
sionsverhalten von Lmo2 sowie Lmo4 konnte auch bei dieser Versuchsreihe nicht nachgewiesen werden.

A)
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Realtime-PCR
Genregulation unter punktueller Stimulation 
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C)

Abb.3.1.1.10: Übersicht des Expressionsverhaltens der untersuchten Gene im Zeitverlauf in Abhängigkeit der Stimulations-

dauer mit IL-6, IL-3 und SCF

Dargestellt ist das Expressionsverhalten der untersuchten Gene in Abhängigkeit von der Stimulationsdauer als Zusammenfas-
sung der vorangegangenen Diagramme. Diagramm A stellt die Regulation der Genexpression unter kontinuierlicher Stimu-
lation mit IL-6, IL-3 und SCF dar. Tag 6+0, der im Diagramm nicht dargestellt ist, stellt hier den Beginn der Stimulation mit 
den oben genannten Zytokinen dar, die über einen Zeitraum von 30 Tagen kontinuierlich aufrechterhalten wurde. An den, 
im Diagramm (s. x-Achse) gekennzeichneten, Versuchszeitpunkten erfolgte die Ernte, sowie die Messung mithilfe der Real-
time-PCR (s.u.).  Diagramm B und C geben einen Überblick über die Genregulation unter 48- bzw. 72-stündiger Stimula-
tion. In 5-Tages-Abständen wurden EBs isoliert, für 48- bzw. 72h mit IL-6, IL-3 und SCF stimuliert. Im Anschluss erfolgte 
an den, auf der  x-Achse gekennzeichneten, Erntezeitpunkten die Ernte sowie die Expressionsanalyse. Diese wurde mit Hil-
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fe der Realtime-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wur-
de mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Ver-
laufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch- bzw. Runterregulation zugeordnet 
(siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen die Erntezeitpunkte aufgetragen. Eine 
Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2 Expressionsverlauf der untersuchten Gene über einen Diff erenzierungszeitraum von 
 26 Tagen bei Einzelstimulation mit Flt3 bzw. SCF sowie bei Kombinationsstimulation mit 
 Flt3 und SCF
Die Ergebnisse der Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR sind im Folgenden für jedes Gen separat 
in einem Diagramm aufgeführt. Tag 3 (3d) kennzeichnet den dritten Tag der Kultivierung sowie den 
dritten Tag, an dem die Zellen mit Flt3, SCF  bzw. der Kombination aus beiden stimuliert wurden. 
Ab Tag 6+0 befi nden sich die EBs auf 6-Well-Platten, alle folgenden Tage werden als 6+x bezeichnet. 
Die Ernte sowie die Expressionsanalyse erfolgte an den, auf der x-Achse  gekennzeichneten, Versuchstagen, 
primär an Tag 3 (3d). Die Ergebnisse der verschiedenen Zytokine sind farblich hervorgehoben (zum Ab-
lauf der Versuchsreihen siehe auch 2.2.2.6). Die Stimulation der Zellen erfolgte mit gleichbleibender Kon-
zentration der Zytokine, Flt3, SCF bzw. einer Kombination der beiden, kontinuierlich über den gesamten 
Versuchsablauf (s.2.2.2.5). Dargestellt sind die, der mathematisch ermittelten Ratio, zugeordneten Werte 
der Hoch –bzw. Runterregulation (s. Tab.3.1). In den folgenden Diagrammen (Abb.3.1.2.1-3.1.2.9) sind 
diese als positive (Hochregulation) und negative (Runterregualtion) Zahlenwerte aufgeführt. 

3.1.2.1 PU.1
die PU.1 Expression wird durch eine Stimulation mit Flt3, SCF bzw. deren Kombination runterreguliert

3.1.2.1.1 Expressionsverhalten von PU.1 bei kontinuierlicher Stimulation (26 Tage) mit Flt3, SCF  
 sowie deren Kombination
Eine 3-tägige Stimulation mit Flt3, SCF oder deren Kombination bewirkt eine Runterregulation der PU.1 
Expression. Dies zeigt sich auch im weiteren Verlauf, insbesondere durch Flt3 bzw. durch Flt3 und SCF 
in Kombination. 

Abb.3.1.2.1 Übersicht der PU1-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit Flt3, 

SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination er-
folgte in Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durch-
geführt. In 3- bzw. 5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Real-
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time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufs-
darstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe 
Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hoch-
regulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.2.2 CyclinD1
die CyclinD1Expression wird durch Stimulation mit Flt3, SCF bzw. deren Kombination nicht beeinfl usst 

3.1.2.2.1 Expressionsverhalten von CyclinD1 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit  
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
Durch die gewählten Zytokine kann während des gesamten Kultivierungszeitraumes keine Expressionsän-
derung des, für CyclinD1 kodierenden Gens, erreicht werden.

Abb.3.1.2.2 Übersicht der CyclinD1-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination er-
folgte in Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durch-
geführt. In 3- bzw. 5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Real-
time-PCR nach Isolierung der RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde 
mathematisch die Ratio erstellt und die Mittelwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufs-
darstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe 
Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hoch-
regulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.3 GATA2
zu Beginn und zum Ende der Kultivierung führt eine Stimulation der ES-Zellen mit SCF zu einer Änderung 
der GATA2-Expression, die Kombinationsstimulation zeigt hingegen keinen Einfl uss 

3.1.2.3.1 Expressionsverhalten von GATA2 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
SCF führt nach einer 3-tägigen Stimulation zu einer Runterregulation, sowie am Ende des Diff erenzie-
rungszeitraumes (Tag 6+20) zu einer Hochregulation der GATA2-Expression. Flt3 bewirkt nur einmalig 
eine Änderung der Expression. So kommt es nach 11-tägiger Stimulation (Tag 6+5) zu einer Runterregu-
lation. Die Stimulation der ES-Zellen mit einer Kombination aus Flt3 und SCF zeigt keinen Einfl uss auf 
die Expression.

Abb. 3.2.1.3 Übersicht der GATA2-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.4 EPO
lediglich zu Beginn der Kultivierung zeigt sich eine Änderung der EPO-Expression 

3.1.2.4.1 Expressionsverhalten von EPO unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit Flt3,  
 SCF sowie deren Kombination
Eine Änderung der GATA2- Expression wird lediglich durch eine Stimulation zu Beginn der Diff erenzie-
rung erzielt. So zeigt sich nach 3-tägiger Stimulation und Kultivierung eine Runterregulation des, für EPO 
kodierenden Gens, bei den ES-Zellen, die mit Flt3 oder SCF stimuliert wurden. Durch die Kombinati-
onsstimulation konnte zu keinem Zeitpunkt eine Änderung im Expressionsverhalten erzielt werden.

Abb. 3.1.2.4 Übersicht der EPO-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit Flt3, 

SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.5 FLK1
eine Stimulation mit Flt3 nimmt in den ersten Tagen der Diff erenzierung Einfl uss auf die FLK1-Expression, 
SCF sowie Flt3 und SCF in Kombination bewirken hingegen zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung eine 
Änderung des Expressionsverhaltens

3.1.2.5.1 Expressionsverhalten von FLK1 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
Während der ersten Tage der Kultivierung führt eine Stimulation der ES-Zellen mit Flt3, SCF sowie 
Flt3+SCF zu keiner Änderung der FLK1 Expression. Erst nach Formation der EBs zeigt sich unter dem 
Einfl uss von Flt3 eine Hoch- (Tag 6+0, Tag 6+10), bzw. Runterregulation (Tag 6+5). Im weiteren  Verlauf 
der Diff erenzierung kann jedoch kein Eff ekt  von Flt3 mehr nachgewiesen werden. Die Stimulation mit 
SCF sowie der Kombination aus Flt3 und SCF hat  über den gesamten Kultivierungszeitraum keinen 
Eff ekt auf die FLK1-Expression.

Abb. 3.1.2.5 Übersicht der FLK1-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.6 Lmo2
insbesondere in den ersten Tagen der Kultivierung kann die Lmo2 Expression durch eine Einzelstimulation mit 
Flt3 oder SCF verändert werden 

3.1.2.6.1 Expressionsverhalten von Lmo2 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
Noch während der Bildung der EBs führt eine Stimulation der ES-Zellen mit SCF zu einer Runterregu-
lation der Expression (Tag 3), die dann, nach 3 weiteren Kultivierungstagen, in eine Hochregulation der 
LMO2-Expression (Tag 6+0) übergeht. Im weiteren Verlauf nimmt SCF keinen weiteren Einfl uss auf die 
LMO2-Expression.
Den stärksten Eff ekt, im Sinne einer Runterregulation, erzielt eine Einzelstimulation mit Flt3. So kommt 
es in den Tagen 6+0-6+10 zu einer Runterregulation des, für LMO2 kodierenden, Gens. Auch hier bleibt 
der Eff ekt auf die frühen Zeitpunkte beschränkt. Lediglich die Kombinationsstimulation führt am Ende 
der Diff erenzierung zu einer Runterregulation der Expression. Im übrigen Verlauf bewirkt die Kombina-
tion aus Flt3 und SCF keine Änderung im Expressionsverhalten.

Abb. 3.1.2.6 Übersicht der Lmo2-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.7 HOXB4
die HOXB4-Expression wird, im Gegensatz zu der Expression der anderen untersuchten Gene, überwiegend im 
Sinne einer Hochregulation geändert

3.1.2.7.1 Expressionsverhalten von HOXB4 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
Flt3, SCF sowie deren Kombination
Noch bevor die ES-Zellen zur weiteren Diff erenzierung auf die 6-Well-Platten gegeben werden, bewirkt 
die Stimulation mit Flt3 eine Runterregulation der HOXB4-Expression (Tag 3). Im Gegensatz dazu führt 
die Kombinationsstimulation  aus Flt3 sowie SCF über  3 Tage  zu einer Hochregulation der HOXB4-Ex-
pression. Im weiteren Verlauf nimmt lediglich die Einzelstimulation mit Flt3 bzw. SCF Einfl uss. So zeigt 
sich unter Flt3 an Tag 6+10, sowie unter SCF an Tag 6+20 eine Hochregulation.

Abb. 3.1.2.7 Übersicht der HOXB4-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.8 Lmo4
eine Stimulation mit Flt3, SCF sowie der Kombination aus beiden führt weder zu einer Hoch-, noch zu einer 
Runterregulation der Lmo4-Expression

3.1.2.8.1 Expressionsverhalten von Lmo4 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
Zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung kann die Lmo4-Expression der ES-Zellen durch die Stimulation 
mit Flt3, SCF sowie deren Kombination beeinfl usst werden.

Abb. 3.1.2.8 Übersicht der LMO4-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-
tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.

3.1.2.9 TAL1
die TAL1-Expression wird am stärksten von allen untersuchten Genen durch Flt3, SCF sowie der Kombination 
aus beiden beeinfl usst

3.1.2.9.1 Expressionsverhalten von TAL1 unter kontinuierlicher Stimulation über 26 Tage mit   
 Flt3, SCF sowie deren Kombination
Eine Stimulation der ES-Zellen mit Flt3 führt in der gesamten ersten Zeit der Kultivierung (Tag 3- Tag 
6+10) zu einer Expressionsänderung. So konnte an Tag 6+0 und an Tag 6+10 eine Hochregulation, sowie 
an Tag 3 und Tag 6+5 eine Runterregulation der TAL1-Expression nachgewiesen werden. Die Stimulation 
mit SCF hat zu Beginn und zum Ende der Kultivierung eine Runterregulation der  TAL1-Expression 
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zur Folge, hier wurde der stärkste Eff ekt im fortgeschrittenen Stadium der Diff erenzierung (Tag 6+20) 
beobachtet. Unter der Kombinationsstimulation mit Flt3 und SCF zeigte sich lediglich zu Beginn der 
Kultivierung ein Eff ekt, hier wurde eine Runterregulation der TAL1-Expression beobachtet.  

Abb. 3.1.2.9 Übersicht der TAL1-Expression über einen Zeitraum von 23 Tagen unter kontinuierlicher Stimulation mit 

Flt3, SCF sowie deren Kombination, gemessen mit Hilfe der Realtime-PCR

Die Kultivierung der ES-Zellen in Petrischalen wurde an Tag 1 (auf der Abb. nicht dargestellt) begonnen und ab Tag 6+0 
(s. Abb.) auf 6-well Platten fortgeführt. Die primäre Stimulation der EBs mit Flt3, SCF sowie deren Kombination erfolgte in 
Petrischalen an Tag 1 und wurde über den gesamten Kultivierungszeitraum von 26 Tagen kontinuierlich durchgeführt. In 3- bzw. 
5-Tagesabständen (s. horizontale Achse) wurde die Ernte sowie die Expressionsanalyse mittels Realtime-PCR nach Isolierung der 
RNS und anschließender cDNS-Synthese durchgeführt. Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt und die Mit-
telwerte, sowie der standard error of mean berechnet. Zur graphischen Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte 
konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation 
sind im Diagramm gegen das Alter der EBs aufgetragen. Eine Hochregulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregula-

tion durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.1.2.10 Zusammenfassung
Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine Einzelstimulation mit Flt3 die Expression der untersuchten 
Gene nur bis zum Tag 6+10, bzw. nicht mehr ab Tag 6+15, zu beeinfl ussen scheint. In diesen ersten Tagen 
kommt es hingegen bei der Mehrzahl der untersuchten Genen zu einer Expressionsänderung, überwiegend 
im Sinne einer Runterregulation. Durch den Nachweis einer Genregulation unter Flt3 an mehreren Tagen 
in Folge, wie dies überwiegend der Fall ist, kann von einer kontinuierlichen Änderung der Genexpression 
ausgegangen werden. Die Einzelstimulation mit SCF hingegen nimmt in der vorliegenden Arbeit  mit 
einer Ausnahme (Hochreg. Tag 6+0, s. Abb. 3.1.2.6, LMO2) nur nach Formation der EBs und somit vor 
Beginn der Diff erenzierung aus den embryonalen Keimblättern (Tag 3) sowie am Ende der Kultivierung 
( Tag 6+20) Einfl uss auf das Expressionsverhalten der untersuchten Gene. Ähnlich der Einzelstimulation 
mit SCF kann eine Kombinationsstimulation aus Flt3 und SCF die Expression der untersuchten Gene 
nur zu Beginn der Kultivierung (Tag 3, Tag 6+0) sowie zum Ende der Kultivierung (Tag 6+20), überwie-
gend im Sinne einer Runterregulation, beeinfl ussen. Insbesondere an Tag 3 und somit vor Beginn der 
mesodermalen Diff erenzierung scheinen die Zellen sensibel für die gewählten Zytokine. CyclinD1 und 
LMO4 werden weder durch die Einzel- noch durch die Kombinationsstimulation mit Flt3, bzw. SCF in 
ihrer Expression beeinfl usst.

A)
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Abb.3.1.2.10 A-C: Übersicht des Expressionsverhaltens der untersuchten Gene unter kontinuierlicher Einzel- bzw. Kombi-

nationsstimulation mit Flt3 und SCF im Zeitverlauf 

Dargestellt ist das Expressionsverhalten der untersuchten Gene unter kontinuierlicher Einzel- bzw. Kombinationsstimulation mit 
Flt3 und SCF als Zusammenfassung der vorangegangenen Diagramme. Diagramm A und B stellen die Regulation der Genex-
pression unter kontinuierlicher Einzelstimulation mit Flt3 bzw. SCF über 26 Tage  im Überblick dar. Diagramm C zeigt die Än-
derung der Genexpression unter kontinuierlicher Kombinationsstimulation mit Flt3 und SCF über einen Zeitraum von 6 Tagen. 
An Tag 0, der im Diagramm nicht dargestellt ist, wurde die Stimulation begonnen. An den, im Diagramm (s. x-Achse) gekenn-
zeichneten, Versuchszeitpunkten erfolgte die Ernte, sowie die Expressionsanalyse nach Isolierung der RNS und anschließender 
cDNS-Synthese mithilfe der Realtime-PCR (s.u.). Aus den Ergebnissen wurde mathematisch die Ratio erstellt. Zur graphischen 
Verlaufsdarstellung wurden die absoluten Ergebniswerte konstanten Graden der Hoch-bzw. Runterregulation zugeordnet (siehe 
Tab.3.1). Diese Grade der Hoch-bzw. Runterregulation sind im Diagramm gegen die Erntezeitpunkte aufgetragen. Eine Hochre-
gulation ist durch einen positiven Wert, eine Runterregulation durch einen negativen Wert im Diagramm dargestellt.
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3.2 Ergebnis der Fluorescence-Activated-Cell-Sorter-Analyse muriner
 ES-Zellen   

3.2.1 Einfl uss von IL-6, IL-3 sowie SCF auf die Bildung CD90.2+ Zellen 
Ziel der durchfl usszytometrischen Analyse muriner ES- Zellen dieser Versuchsreihe war es, den Einfl uss 
von IL-6, IL-3 sowie SCF bei unterschiedlicher Stimulationsdauer auf die Bildung früher hämatopo-
etischer Zellen, zu untersuchen. Zur Erkennung dieses frühen Diff erenzierungszeitpunktes diente der 
Oberfl ächenmarker CD90.2, der mit dem Antikörper FITC CD90.2 (Th y-1.2) rat – anti mouse für 
die FACS-Analyse markiert wurde. CD90.2 wird vor allem auf frühen hämatopoetischen, sehr unreifen 
CD34-positiven oder CD34-negativen, CD3- und CD4-positiven Zellen exprimiert. Zum Ablauf der 
durchfl usszytometrischen Messung siehe 2.2.1.12, 13.

3.2.1.1 Einfl uss einer 30-tägigen Stimulation muriner ES-Zellen mit IL-6, IL-3 und SCF auf  die   
Diff erenzierung der frühen hämatopoetischen Stammzellen (CD90.2+ Zellen)
Wie in Abb. 3.2.1.1 zu erkennen, nimmt die Anzahl CD90.2 positiver Zellen, sowohl bei den stimulierten 
EBs als auch bei den EBs der Kontrolle,  kontinuierlich bis zum Tag 6+15 des Diff erenzierungszeitraumes 
zu. Anschließend erfolgt ein kontinuierlicher Abfall des Anteils CD90+ Zellen an der stimulierten Ge-
samtzellzahl, bei der  Kontrolle hingegen kommt es zum Ende des Versuchs zu einem erneuten Anstieg. 
Die Ergebnisse zeigen, dass eine kontinuierliche Stimulation mit IL6, IL-3 und SCF die Anzahl CD-90.2 
positiver Zellen nur an Tag 6+10, sowie 6+15 steigern konnte. 

Abb.3.2.1.1 Nachweis CD90.2+ Zellen mithilfe der FACScan-Analyse -Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation über 30 

Tage mit IL-6, IL-3 und SCF

Dargestellt ist eine Übersicht des prozentualen Anteils CD90.2 positiver Zellen an der stimulierten Gesamtzellzahl (s. Tab. 3.2.1.1) 
im Vergleich mit dem prozentualen Anteil CD90.2  positiver Zellen der Kontrolle (s. Tab. 3.2.1.1). Tag 6+0 kennzeichnet den 
Beginn der EB-Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF (Konz. s.2.2.2.5), die kontinuierlich über die gesamten 30 Versuchstage 
fortgeführt wurde. An den, auf der horizontalen Achse, aufgeführten Punkten erfolgte die Ernte sowie die durchfl usszytomet-
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rische Analyse nach CD90.2-FITC Antikörper Markierung. Der prozentuale Wert der CD90.2 positiven Zellen, aufgetragen  
gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs, ist der Mittelwert aus vier Messungen, angegeben mit dem Standard error of mean.

3.2.1.2 Einfl uss einer 48-stündigen Stimulation muriner ES-Zellen mit IL-6, IL-3 und SCF auf    
 die Diff erenzierung der frühen hämatopoetischen Stammzellen (CD90.2+ Zellen)
Der erste signifi kante Nachweis CD90.2  positiver Zellen gelang durch eine 48-stündige Stimulation an 
Tag 6+10 der Diff erenzierung (Abb. 3.2.1.2). Dies ist auch der einzige Zeitpunkt des Versuchs, an dem ein 
positiver Einfl uss der Zytokine auf die Bildung CD90.2+ Zellen nachgewiesen wurde. Eine Stimulation 
über 48h an den restlichen Versuchstagen führt zu einer  geringeren Ausbildung CD90.2+ Zellen. Zum 
Ende des Versuchs zeigt sich sowohl bei den stimulierten als auch bei den EBs der Kontrolle eine kontinu-
ierlich abfallende Tendenz des Anteils CD90.2+ Zellen. 

Abb. 3.2.1.2 Ermittlung CD90.2 positiver Zellen mithilfe der FACScan-Analyse -Versuchsreihe 48-stündige Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF im 5 Tages-Rhythmus über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD90 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl (s. Tab. 3.2.1.2) im Vergleich (stimu-
lierte EBs vs. Kontroll-EBs) dar. Tag 6+0 kennzeichnet den Beginn einer über 30 Tage fortlaufenden Diff erenzierung der EBs. 
Im Abstand von 5 Tagen (mit Beginn an Tag 6+0) wurden EBs isoliert, für 48h mit IL-6, IL-3 sowie SCF versetzt, anschließend 
geerntet sowie nach Markierung mit einem CD90.2-FITC Antikörper mittels Durchfl usszytometrie analysiert. Der prozentuale 
Wert der CD90.2 positiven Zellen, aufgetragen gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs, ist der Mittelwert aus vier Messungen, 
angegeben mit dem Standard error of mean.

FACScan-Ergebnisse
Einfl uss von IL-6, IL-3 und SCF
Versuchsreihe punktuelle Stimulation über 48h

pr
oz

en
tu

al
er

 A
nt

ei
l C

D
90

.2
+-

 Z
el

le
n 

an
 d

er
 G

es
am

tz
el

lza
hl

6,0
5,5
5,0
4,5
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

Erntezeitpunkte

48-stündige 
Stimulation mit 
IL-6, IL-3, SCF

Kontrolle

6+0d+48h
6+5d+48h

6+10d+48h
6+15d+48h

6+20d+48h
6+25d+48h

6+30d+48h



3 Ergebnisse

65

3.2.1.3 Einfl uss einer 72-stündigen Stimulation muriner ES-Zellen mit IL-6, IL-3 und SCF auf    
 die Diff erenzierung der frühen hämatopoetischen Stammzellen (CD90.2+ Zellen)
Wie in Abb. 3.2.1.3 zu erkennen, führt eine punktuelle Stimulation der EBs über 72h lediglich am 15. Tag 
der Diff erenzierung zu einer Steigerung der Anzahl CD90.2 positiver Zellen. Generell der höchste Anteil 
(an der Gesamtzellzahl stimulierter- sowie unstimulierter EBs) konnte nach 10 -bzw. 15 Tagen der Diff e-
renzierung nachgewiesen werden, im Anschluss kam es zu einer kontinuierlichen Abnahme derselben.

Abb. 3.2.1.3 Ermittlung CD90.2 positiver Zellen mithilfe der FACScan-Analyse -Versuchsreihe 72-stündige Stimulation mit 

IL-6, IL-3 und SCF im 5 Tages-Rhythmus über einen Diff erenzierungszeitraum von 30 Tagen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD90 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl (s. Tab. 3.2.1.2) im Vergleich 
(stimulierte EBs vs. Kontroll-EBs) dar. Tag 6+0 kennzeichnet den Beginn einer über 30 Tage fortlaufenden Diff erenzierung. 
Im Abstand von 5 Tagen (mit Beginn an Tag 6+0) wurden EBs isoliert, für 72h mit IL-6, IL-3 sowie SCF versetzt, anschließend 
geerntet sowie nach Markierung mit einem CD90.2-FITC Antikörper  mittels Durchfl usszytometrie analysiert. Der prozentuale 
Wert der CD90.2 positiven Zellen, aufgetragen gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs, ist der Mittelwert aus vier Messungen, 
angegeben mit dem Standard error of mean.
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3.2.2 Einfl uss von Flt3 und SCF auf die Bildung CD90.2,  CD34, CD117 sowie CD135   
         positiver Zellen
Ziel der durchfl usszytometrischen Analyse muriner ES- Zellen dieser Versuchsreihen war es, den Einfl uss 
von Flt3 und SCF auf die Expression verschiedener Oberfl ächenmoleküle (CD90.2, CD34, CD117 sowie 
CD135) zu untersuchen. Zum Ablauf der durchfl usszytometrischen Messung siehe 2.2.1.12, 13.

3.2.2.1 Einfl uss von Flt3 und SCF auf die Bildung CD90.2+ Zellen 
CD90.2 wird vor allem von frühen hämatopoetischen, sehr unreifen CD34-positiven oder CD34-nega-
tiven, CD3- und CD4-positiven Zellen exprimiert.

Abb. 3.2.2.1 Ermittlung des Einfl usses von Flt3 und SCF mithilfe der FACScan-Analyse- Versuchsreihe CD90.2+ Zellen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD90.2 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl bei Stimulation mit Flt3 und SCF 
sowie deren Kombination dar. Die Zellen wurden von Tag 0 an kultiviert und mit dem jeweiligen Zytokin stimuliert. Ab Tag 6+0 
erfolgte dies auf 6-Well-Platten, zuvor in Form hängender Tropfen. An den, auf der x-Achse aufgeführten Versuchszeitpunkten, pri-
mär an Tag 6+10 (6+10d), erfolgte die Ernte sowie die durchfl usszytometrische Analyse, nach Markierung mit einem CD90.2-FITC 
Antikörper. Der prozentuale Wert der CD90.2 positiven Zellen wurde hier gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs aufgetragen.
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3.2.2.2 Einfl uss von Flt3 und SCF auf die Bildung CD34 positiver Zellen 
CD34 ist ein Oberfl ächenmolekül, das von frühen lymphohämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzel-
len, vaskulären Endothelzellen, einigen embryonalen Fibroblasten sowie von Leukämiezellen exprimiert 
wird.

Abb. 3.2.2.2 Ermittlung des Einfl usses von Flt3 und SCF mithilfe der FACScan-Analyse- Versuchsreihe CD34 

positive Zellen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD34 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl bei Stimulation mit Flt3 
und SCF sowie deren Kombination dar. Tag 3 (3d) kennzeichnet den dritten Tag der Kultivierung sowie den drit-
ten Tag, an dem die Zellen mit dem jeweiligen Zytokin bzw. der Kombination stimuliert wurden. Ab Tag 6 (6d) er-
folgt dies auf 6-Well-Platten, alle folgenden Tage werden als 6+x bezeichnet. An den, auf der x-Achse, aufgeführten 
Versuchszeitpunkten erfolgte die Ernte sowie die durchfl usszytometrische Analyse, nach Markierung mit einem anti-CD34-
Antikörper. Der prozentuale Wert der CD34 positiven Zellen wurde hier gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs aufgetragen.
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3.2.2.3 Einfl uss von Flt3 und SCF auf die Bildung CD117 positiver Zellen 
Das c-kit proto-onkogen CD 117, bei dem es sich um den Rezeptor für SCF handelt, wird sowohl von 
hämatopoetischen  Zellen der myeloischen als auch der lymphatischen Zelllinie,  einschließlich der eryth-
roiden, granulomonozytären sowie megakaryozytären Progenitorzellen, exprimiert.

Abb. 3.2.2.3 Ermittlung des Einfl usses von Flt3 und SCF mithilfe der FACScan-Analyse- Versuchsreihe CD117+ Zellen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD117 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl bei Stimulation mit Flt3 und 
SCF sowie deren Kombination dar. Die Zellen wurden von Tag 0 an kultiviert und mit dem jeweiligen Zytokin stimuliert. 
Ab Tag 6+0 erfolgte dies auf 6-Well-Platten, zuvor in Form hängender Tropfen. An den, auf der x-Achse aufgeführten Versuchszeit-
punkten, primär an Tag 6+10 (6+10d), erfolgte die Ernte sowie die durchfl usszytometrische Analyse, nach Markierung mit einem anti-
CD117-Antikörper. Der prozentuale Wert der CD117 positiven Zellen wurde hier gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs aufgetragen.
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3.2.2.4 Einfl uss von Flt3 und SCF auf die Bildung CD135 positiver Zellen
CD135, der Rezeptor für Flt3L sowie Flk2, wird von verschiedenen Progenitorzellen im Laufe der lym-
phatischen  und myeloischen Entwicklung exprimiert159, 153,105. Mit zunehmender Diff erenzierung nimmt 
die Expression des CD135 ab21.

Abb. 3.2.2.4 Ermittlung des Einfl usses von Flt3 und SCF mithilfe der FACScan-Analyse- Versuchsreihe CD135+ Zellen

Die Abbildung stellt die prozentualen Anteile CD135 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl bei Stimulation mit Flt3 und 
SCF sowie deren Kombination dar. Die Zellen wurden von Tag 0 an kultiviert und mit dem jeweiligen Zytokin stimuliert. 
Ab Tag 6+0 erfolgte dies auf 6-Well-Platten, zuvor in Form hängender Tropfen. An den, auf der x-Achse aufgeführten Versuchszeit-
punkten, primär an Tag 6+10 (6+10d), erfolgte die Ernte sowie die durchfl usszytometrische Analyse, nach Markierung mit einem anti-
CD135- Antikörper. Der prozentuale Wert der CD135 positiven Zellen wurde hier gegen die Erntezeitpunkte des Versuchs aufgetragen.

FACScan-Ergebnisse
Einfl uss von Flt3 und SCF
Versuchsreihe CD135+ Zellen
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird sowohl an gezielten Genen als auch an spezifi schen Oberfl ächenmarkern 
die Wirkung der Zytokine Il-6, Il-3 und SCF sowie SCF und Flt3-L beschrieben. Im Vorfeld konnte die 
Gruppe unter Kombinationsgabe von SCF und Flt3-L nicht nur ex vivo eine morphologisch erfolgreiche 
Expansion muriner adulter KM-Zellen sondern auch in vivo eine Erhaltung der Repopulationskapazität 
im kompetitiven Transplantationsassay nachweisen10,32,148,149. Die hierbei zugrundeliegenden moleku-
aren Mechanismen konnten bisher nicht eindeutig geklärt werden. Um diese Fragestellung eingehender 
zu klären wurden sowohl geno- als auch phänotypische Veränderungen in murinen hämatopoetischen 
Stammzellen im in vivo ähnlichen System der ESC unter einer kontinuierlich bzw. punktuell durchge-
führten Kombinationsstimulation aus IL-6, IL-3 und SCF sowie unter einer kontinuierlich durchgeführ-
ten Einzel- bzw. Kombinationsstimulation mit SCF und Flt3-L untersucht. Hierzu wurde zum Einen 
direkt die m-RNS ausgewählter hämatopoese-spezifi scher Transkriptionsfaktoren, Rezeptoren, Hormone 
sowie anderer relevanter Proteine der Hämatopoese mit Hilfe der Realtime-PCR sowohl qualitativ als 
auch quantitativ nachgewiesen. Zum Anderen wurden vier verschiedene Oberfl ächenmoleküle (CD34, 
CD90.2, CD135, CD117), die in defi nierter Weise von hämatopoetischen Zellen unterschiedlicher Rei-
fe exprimiert werden, mittels FACScan-Analyse dargestellt. 
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4.1 Phänotypische Veränderungen durch Stimulation mit IL-6, IL-3 und 
 SCF bzw. mit Flt3-L und SCF

4.1.1 Einfl uss einer kontinuierlichen vs punktuellen Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF sowie 
 einer kontinuierlichen Stimulation mit Flt3-L und SCF auf die CD90.2-Expression
Der früheste Zeitpunkt, an dem in der Maus eine hämatopoetische Aktivität, in Form von Blutinseln im 
Dottersack, nachgewiesen werden konnte, ist an Tag 7,5 p.c.112,202. In vitro, d.h. in den Zellen der EBs, 
fi ndet diese Entwicklung an Tag 9,5 statt, welcher in der vorliegenden Arbeit als Tag 6+3,5 gekennzeich-
net ist. Dementsprechend repräsentieren Zellen der EBs diesen Alters die Zellen, die in vivo während 
des primären Auftretens einer hämatopoetischen Aktivität an Tag 7,5p.c. nachgewiesen werden können. 
Miller und Lipton waren im Jahre 1983 die ersten, die den CD90.2 Rezeptor auf murinen hämatopoe-
tischen Zellen nachweisen konnten, womit sie die Basis für die Identifi kation der CD90.2 positiven Sub-
population schaff ten. Hierbei handelt es sich um hämatopoetische Zellen früher Diff erenzierungsstadien, 
die CD34+ oder CD34-, CD3- und CD4+ sind124,125, wie die Granulozyten-/Makrophagen-Zellgruppen 
(CFU-GMs) sowie die Erythrozyten-Vorstufen (BFU-Es) (s. Abb.1.3). Auf Makrophagen-Vorläuferzel-
len (CFU-Ms) sowie auf bereits weiter in der Diff erenzierung fortgeschrittenen Erythrozyten- Zellgrup-
pen (CFU-Es) konnte eine CD90.2 Expression nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit 
entsprechen, unabhängig von der Zytokinstimulation, den in vivo Abläufen insofern, als das die Anzahl 
der CD90.2+ Zellen ab Tag 6+5 rapide zunimmt. An Tag 6+5 gibt es noch sehr wenige CD90.2+ Zellen, 
deren Anzahl jedoch relativ zu Tag 6+0 schon gestiegen ist. Zwischen den Tagen 6+5 und 6+10 kommt 
es dann, entsprechend der zu diesem Zeitpunkt stattfi ndenden Hämatopoese, zu einem starken Anstieg 
der CD90.2+ Zellen. Schmitt et al. zeigten 1991, dass die Expression von CD90.2 stetig zunimmt, mit 
einem Maximum an Tag 20 sowie an Tag 24172. Dies kann durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestä-
tigt werden. Hier wird insbesondere, im Anschluss an einen sprunghaften Anstieg CD90.2+ Zellen in der 
Zeit zwischen Tag 6+5 und 6+10 ein Maximum in der Mitte des Versuchs beobachtet. Nach Tag 6+20 
kommt es, entsprechend der weiteren Diff erenzierung, zu einer Abnahme CD90.2+ Zellen (s. unten).
Auch die Ergebnisse von Ling und Neben, die erst ab Tag 6+7 der Zellkultivierung CD90.2+ Zellen 
nachweisen konnten, entsprechen nicht den Beobachtungen dieser Arbeit, da hier bereits an Tag 6+0 
sowie an Tag 6+5 der Kultivierung CD90.2+ Zellen in den EB’s gefunden wurden97.
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, spielt IL-6 eine Rolle bei der Diff erenzierung hämatopoetischer 
Kolonien (s.1.5.3). Suda et al konnten im Mausmodell für IL-6 einen direkten Eff ekt auf das Wachstum 
und die Entwicklung reifer Granulozyten-Makrophagen Progenitorzellen sowie einen deutlichen Eff ekt 
auf multipotente hämatopoetische Vorläuferzellen nachweisen184. Ikebuchi et al zeigten ebenfalls, dass 
IL-6 eine proliferationssteigernde Wirkung auf primitive hämatopoetische Progenitorzellen aufweist72.  
Insbesondere jedoch die Stimulation mit einer Zytokinkombination aus IL-6 und IL-3 übte einen syner-
gistischen Eff ekt auf die Proliferation multipotenter Progenitorzellen aus. Der erzielte Anstieg von Blas-
ten unter der Kombinationsstimulation war relativ höher  als unter der jeweiligen Einzelstimulation72.  
In der vorliegenden Arbeit wurde unter anderem eine kontinuierliche Stimulation sowie eine punktuelle 
Stimulation über 48- bzw. 72h mit IL-6, IL-3 sowie SCF durchgeführt. Diese Versuchsabläufe basieren 
auf der Arbeit von Diehl et al, der im in vitro Modell anhand muriner adulter Knochenmarkszellen 
unter anderem den Einfl uss einer 48- bzw. 72-stündigen Stimulation mit Il-6, Il-3, Il-11 und SCF auf 
die Expansion sowie die Fähigkeit nach ex-vivo Expansion das Knochenmark wieder zu repopularisieren, 
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untersuchte32. 
Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass weder durch eine kontinuierliche noch durch eine punk-
tuelle Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF ein signifi kanter Unterschied in der Anzahl CD90.2+ Zellen 
gegenüber der Kontrollpopulation erreicht werden konnte. Dennoch ist bemerkenswert, dass im ers-
ten Teil der Versuche (einschl. Tag 6+15), unabhängig von der Stimulationsdauer, überwiegend mehr 
CD90.2+ Zellen in der stimulierten Population zu fi nden waren als in der Kontrollpopulation. Mit stei-
gender Diff erenzierung, die, wie oben erwähnt, durch Il-6 sowie IL-3 gefördert wird, kommt es entspre-
chend zu einer Abnahme CD90.2+ Zellen. So dass im zweiten Teil der Versuche, entsprechend nach Tag 
6+15 durchgehend weniger CD90.2+ Zellen in der stimulierten Population als in der Kontrollpopulation 
zu fi nden waren, was sich genauso, mit einer Ausnahme durch die Kombinationsstimulation an Tag 
6+20, in der Versuchsreihe mit SCF und Flt3-L zeigt. Bezüglich der Expansionsdaten muriner adulter 
Stammzellen, die zeigten, dass eine Stimulation mit SCF und Flt3-L zu einem funktionellen Erhalt der 
Repopulationsfähigkeit geführt hat32, lässt sich in der vorliegenden Dissertation lediglich feststellen, dass 
die Stimulation mit den unterschiedlichen Zytokinen keine signifi kanten quantitativen Unterschiede der 
ESC-Population zur Folge hat (s. Abb. 3.2.2.1-3.2.2.4). Auf die funktionellen Unterschiede die dem zu 
Grunde liegen wird in folgenden Arbeiten eingegangen werden.
Eine allgemeine Aussage, unabhängig von der Zytokinstimulation, kann über den Verlauf der CD90.2 
Positivität während der Kultivierung getroff en werden (s.Abb.3.2.1.1-3.2.1.3). So liegt das Maximum 
der CD90.2+ ES-Zellen an den Tagen 6+13 (6+10+72h) sowie 6+18 (6+15+72h) (s.Abb.3.2.1.3) und 
wird somit durch die Messungen während der kontinuierlichen Stimulation nicht erfasst. Das dieser 
Unterschied nicht durch die 72-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF bedingt war, kann durch 
den nahezu gleichen Anstieg der CD90.2+ Zellen in der Kontrollpopulation belegt werden. Diese Daten 
zeigen, dass bereits kurze zeitliche Unterschiede im Diff erenzierungszeitraum zu deutlichen Änderungen 
in der Zusammensetzung der Zellpopulationen führt. Des weiteren ist stets zu beachten, dass es sich bei 
den Daten der vorliegenden Arbeit um die Analyse eines biologischen Systems handelt, indem es auf-
grund einer hohen Sensitivität stets zu leichten Verschiebungen kommen kann.

4.1.2 Einfl uss einer Einzel- bzw. Kombinationsstimulation mit Flt3-L und SCF auf die Expression 
 der Oberfl ächenmarker CD34, CD135, CD117

4.1.2.1 CD34
Die Expression von CD34 erfolgt durch relativ frühe HSCs, die im Laufe ihrer Diff erenzierung zu aus-
gereiften hämatopoetischen Zellen diesen Marker verlieren5 (s. Abb.1.3). So ist z.B. eine Diff erenzierung 
unreifer Progenitorzellen von Zellen späterer Entwicklungsstadien u. a. mit Hilfe des durchfl usszytomet-
rischen Nachweises CD34+ Zellen realisierbar. Ogawa et al. konnten 2001 zeigen, dass der Übergang 
von einer proliferativen fetalen HSC zu einer ruhenden, zur Selbsterneuerung befähigten Stammzelle 
insbesondere durch eine Runterregulation des CD34 Oberfl ächenmoleküls gekennzeichnet ist136. Die 
vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass zu Beginn der Messungen, an Tag 3 (3d) die Anzahl CD34+ 
Zellen hoch ist, diese in den folgenden Tagen aufgrund der Diff erenzierung abnimmt und dann mit zu-
nehmender hämatopoetischer Aktivität und einem verstärktem Vorkommen proliferativer HSCs wieder 
zunimmt (s. Abb. 3.2.2.2). Dieser Verlauf wird durch den, in der Literatur beschriebenen Verlauf der 
CD34-Positivität, unterstützt. 
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Die vorliegenden Daten bestätigen weiterhin den stammzellerhaltenden Eff ekt der SCF-Einzelstimu-
lation121, da nach Beginn der Hämatopoese an fast jedem Erntezeitpunkt eine höhere Anzahl CD34+ 
Zellen in der mit SCF stimulierten Population als in der Kontroll-Population nachzuweisen sind (s. Abb. 
3.2.2.2). 
Olga Tura et al konnten 2007 anhand humaner Proben zeigen, dass eine Einzel- bzw. Kombinationssti-
mulation mit Flt3-L und SCF zu einer Anreicherung CD34+ Zellen führt. Im Gegensatz zu den vorlie-
genden Resultaten dieser Arbeit (s. Abb. 3.2.2.2), wurden in der Arbeit von Tura et al die höchsten Werte 
CD34+ Zellen unter der Kombinationsstimulation beobachtet195. Womit insbesondere die synergistische 
Wirkung von Flt3-L und SCF belegt wurde. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit lediglich an Tag 
6+10 unter Beweis gestellt werden. An den übrigen Erntezeitpunkten wurde unter der Kombinationssti-
mulation stets eine Reduktion CD34+ Zellen beobachtet. Bei der Einzelstimulation konnten Tura et al 
einen stärkeren Eff ekt für Flt3-L als für SCF nachweisen195. Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Ar-
beit zu Beginn der Kultivierung überein (3d, 6d), spätestens ab Tag 6+5 überwiegt allerdings die Anzahl 
CD34+ Zellen unter SCF gegenüber denen unter Flt3-L. 

4.1.2.2 CD135
CD135, der Rezeptor des Flt3-Liganden, wird sowohl von lymphoiden als auch von myeloiden Zellen in 
unterschiedlichen Stadien der Diff erenzierung exprimiert159 (s.Abb.1.3). Bei einer der frühesten CD135+ 
Population handelt es sich um multipotente Progenitorzellen und zwar, wie Irene Rappold et al 1997 
zeigen konnten, um primitive multipotente  Progenitorzellen der myelomonozytären Zelllinie (CFU-
GM)85,152. Die CD135-Expression nimmt mit steigender Spezialisierung der Zellen ab21, es kommt Im 
Laufe der B-Zell-Diff erenzierung, wie auch während der Granulopoese im Anschluss an das CFU-GM 
Stadium zu einer Runterregulation der CD135-Expression152. Dies konnte anhand der vorliegenden 
Arbeit insofern bestätigt werden, als das die CD135+ Population von Tag 6+10 (6+10d) zu Tag 6+15 
(6+15d) entsprechend der sich zu diesem Zeitpunkt etablierenden Hämatopoese zunimmt und dann mit 
fortschreitender Diff erenzierung wieder abnimmt (s. Abb.3.2.2.4). Trotz der geringen Anzahl an Meß-
zeitpunkten können die vorliegenden Ergebnisse auf das System der embryonalen Stammzelle übertragen 
werden. 
Wie in Abb. 3.2.2.4  zu sehen, konnte in dieser Arbeit dargestellt werden, dass die CD135-Expression 
ihren höchsten Wert an Tag 6+15 der Kultivierung erreicht. Zudem konnte zuvor nachgewiesen werden, 
dass bei der Mehrheit CD34+ Zellen gleichzeitig eine Positivität für  CD135 besteht152. Diese Aussage 
konnte anhand der Ergebnisse dieser Arbeit insofern unterstützt werden, als das ein Anstieg der CD34+ 
Zellen einhergeht mit einem Anstieg der CD135+ Zellen (s.Abb.3.2.2.2, Abb. 3.2.2.4) und sich somit 
vermuten lässt, dass ein Teil der Zellen für beide Marker positiv ist, was in dieser Arbeit jedoch nicht 
untersucht wurde. 

Entsprechend des stammzellerhaltenden Eff ektes einer Stimulation mit SCF, kommt es relativ zur Kon-
trollpopulation zu einem Anstieg der CD135+ Zellpopulation unter dieser Einzelstimulation. Ein An-
stieg dieser Population unter der Einzelstimulation mit Flt3-L lässt sich im murinen ES-Zellsystem nicht 
darstellen. 
Die Kombinationsstimulation führt zu der stärksten Abnahme CD135+ Zellen, wodurch ein syner-
gistischer Eff ekt des Flt3-L und SCF im Sinne einer Stammzellerhaltung nicht nachgewiesen werden 
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konnte. 

4.1.2.3 CD117 (c-kit)
CD117 fi ndet sich auf der Mehrzahl CD34+ Zellen, d.h. auf sehr unreifen hämatopoetischen Zellen, 
einschließlich der HSCs und insbesondere den determinierten erythroiden  Progenitorzellen (BFU-
Es), sowie auf bereits diff erenzierten, CD34- negativen Mastzellen und eosinophilen Granulozyten33,139 
(s.Abb.1.3). Im Laufe der Diff erenzierung granulozytärer, monozytärer sowie erythrozytärer Zellen wird 
CD117 runterreguliert33, lediglich die Mastzellen weisen auch noch im reifen Stadium die Expression 
auf36. Der Großteil der B- und T-Progenitorzellen ist CD117- 33. Im in vivo ähnlichen System der vor-
liegenden Arbeit, konnte primär gezeigt werden, dass es nach Beginn der Hämatopoese, ungefähr um 
den Tag 6+3,5 (6+3,5d), wie unter einer Zunahme hämatopoetischer Zellen erwartet, zu einem steten 
Anstieg der CD117-Expression kommt (s. Kontrollpopulation Abb. 3.2.2.3). Eine Stimulation mit Flt3-
L, SCF bzw. deren Kombination führt in unterschiedlichem Ausmaß zu einer Runterregulation der 
CD117+ Zellen. Die Runterregulation unter der SCF-Stimulation, die die stärkste Ausprägung am Ende 
der Kultivierung aufweist, lässt sich durch den, für dieses Zytokin beschriebenen diff erenzierungsför-
dernden Eff ekt, erklären. Ein stammzellerhaltender Eff ekt der gewählten Zytokine konnte bezüglich des 
Rezeptors CD117 in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. 

4.2 Genotypische Veränderungen durch eine Stimulation der EBs mit IL-6, 
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 IL-3 und SCF sowie durch eine Stimulation mit Flt3-L und SCF 

Ein wesentlicher Unterschied der Untersuchungen mit IL-6, IL-3 und SCF auf der einen sowie mit dem 
Flt3-L und SCF auf der anderen Seite, liegt im Beginn der Stimulation und dem Zeitpunkt der ersten 
Messung. So wurde die Stimulation der, mit IL-6, IL-3 und SCF, stimulierten murinen ESC an Tag 6+0, 
nachdem die EBs auf die 6-well-Platten verteilt wurden, begonnen. Die erste Messung erfolgte an Tag 
6+5 bzw. an Tag 6+0+48h und 6+0+72h. Die Stimulation der mit dem Flt3-L und SCF stimulierten 
ES-Zellen wurde hingegen an Tag 1, dem Beginn der Kultivierung, begonnen. An Tag 3 wurde die erste 
Messung vorgenommen. 

4.2.1 Beeinfl ussung der Expression hämatopoese-spezifi scher Gene unter einer kontinuierlichen 
 vs. punktuellen Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF
Für alle 3 Zytokine ist nachgewiesen, dass sie das Überleben, die Proliferation sowie die Diff erenzierung 
hämatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen fördern34,117,162,181,207. Orlic et al konnten im Jahre 1995 
nachweisen, dass HSCs sowie CFU-S Rezeptoren für IL-6, IL-3 und SCF exprimieren142. Was darauf 
hinweist, dass diese Faktoren zusammen zu einer verstärkten Proliferation der jeweiligen Populationen 
führen.
Die Ergebnisse der kontinuierlichen Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF bestätigen diese Wirkung. 
So konnten die, mit Hilfe der Realtime-PCR ermittelten Ergebnisse, belegen, dass es sowohl zu einer 
Hochregulation stammzellerhaltender Gene, durch die proliferationssteigernde Wirkung der Zytokine, 
als auch zu einer Hochregulation von Genen, die mit einer Reifung von Zellen einhergeht (z.B. EPO), 
bedingt durch die diff erenzierungsfördernde Wirkung der Zytokine, kommt. Zu den hier angespro-
chenen, unter der Zytokinkombination hochregulierten, stammzellerhaltenden Genen gehören Flk1, 
SCL/ TAL-1, GATA2 sowie HOXB4 (s.Abb.3.1.1.10, A). Interessant ist, dass diese Gene, mit Ausnahme 
vereinzelter Regulationen in der Zwischenzeit, gemeinsam an Tag 6+10 sowie an Tag 6+30, hochreguliert 
werden und das insbesondere zum Ende der Kultivierungszeit (Tag 6+30), somit nach einer 30-tägigen 
Stimulation, die Zytokine den stärksten Eff ekt erzielen. Die punktuelle Stimulation über 24 Stunden 
führt zu einem prinzipiell ähnlichen Ergebnis der Gen-Regulation. Auch hier ist zu sehen, dass vor allem 
die Expression von SCL/TAL1, Flk1, GATA2, HOXB4 und Erythropoietin beeinfl usst wird. Der Unter-
schied zu der kontinuierlichen Stimulation liegt allerdings in der Tatsache, dass die Regulation zu einem 
früheren Zeitpunkt der Kultivierung auftritt. Waren es unter der kontinuierlichen Stimulation insbeson-
dere die Tage 6+10 und 6+30, an denen eine Regulation erfolgte, so sind es unter der 48-stündigen Sti-
mulation die Tage 6+0+48h, 6+5+48h und 6+25+48h. Ein weiterer interessanter Unterschied liegt in der 
Regulation der GATA2-Expression, die, unter kontinuierlicher Stimulation, im Sinne einer Hochregula-
tion erfolgte. Eine punktuelle Stimulation über 48 Stunden fördert hingegen eine Runterregulation, es 
konnte zu keinem Zeitpunkt eine Hochregulation der Expression nachgewiesen werden. Im Hinblick auf 
die Funktion von GATA2 (s.4.2.1.4) könnte dies ein Hinweis darauf sein, dass die kontinuierliche Sti-
mulation auf der Genebene einen stammzellerhaltenden Eff ekt aufweist und die punktuelle Stimulation 
präferentiell die Diff erenzierung der Zellen fördert. Die 72-stündige Stimulation, die in der Arbeit von 
Diehl et al mit murinen adulten SC als eff ektiver beschrieben wurde, konnte in der vorliegenden Arbeit 
keine wesentlichen Ergebnisse erzielen32. Dies könnte darin begründet sein, dass es sich, anders als bei der 
Arbeit von Diehl et al, bei der vorliegenden Arbeit um Forschungen an murinen ESC handelt32. 
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Allgemein kann man anhand der vorliegenden Ergebnisse festhalten, dass die punktuelle Stimulation 
über 48h prinzipiell die Regulation der untersuchten Gene anstoßen kann, die kontinuierliche Stimula-
tion diese jedoch im Ausmaß der Regulation übertriff t.

4.2.1.1 Flk1
D‘Souza et al konnten 2005 zeigen, dass eine Flk1-Expression, bzw. die Expression der VEGF-bin-
denden Rezeptor-Tyrosin Kinase, die durch dieses Gen kodiert wird, bereits auf blast colony-forming 
cells (BL-CFCs) nachgewiesen werden kann38. Hierbei handelt es sich um eine, zu Beginn der Häma-
topoese auftretende mesodermale Vorläuferzelle, die das in-vitro Äquivalent des in vivo auftretenden 
Hämangioblasten darstellt26. An der Diff erenzierung der BL-CFCs zu hämatopoetischen, endothelialen 
und vaskulären Zellen ist die Flk1-Expression wesentlich beteiligt65. Eine vermehrte Expression dieses 
Gens unter der kontinuierlichen Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, wie in der vorliegenden Arbeit 
an Tag 6+10 und Tag 6+30, nachgewiesen (s. Abb..3.1.1.10 A) ist gleichbedeutend mit einem Anstieg 
der Flk1-positiven Zellpopulation und weist somit auf einen stammzellerhaltenden Eff ekt der Zyto-
kinkombination hin. Die 48-stündige Stimulation (s. Abb.3.1.1.10 B) bewirkt zwar zu einem früheren 
Zeitpunkt eine Hochregulation, hat aber prinzipiell den gleichen Eff ekt. So wird zu Beginn und zum 
Ende eine Erhaltung der Flk1-positiven Population erreicht, in der Zwischenzeit wird präferentiell die 
Diff erenzierung der Zellen gefördert. 
Zudem kann das Resultat der Flk1-Hochregulation an Tag 6+10 anhand der, mittels FACScan analy-
sierten, Zelloberfl ächen-Expression des CD90.2 Markers beurteilt werden. CD90.2 wird von hämato-
poetischen Zellen früher Diff erenzierungsstadien an der Oberfl äche exprimiert124,125. Der relative Anstieg 
dieser Zellen in der stimulierten Population an Tag 6+10 sowie Tag 6+15 deutet somit zumindest teil-
weise an, dass dies durch die Flk1-Hochregulation mitbedingt ist (Abb.3.2.1.1). Da eine weitere Diff e-
renzierung, über den Tag 6+30 hinaus, zu keinen eindeutigen weiteren Ergebnissen führt, das System 
somit limitiert ist, bleibt das Resultat der zum Ende der Kultivierung (Tag 6+30) beobachteten erneuten 
Hochregulation der Flk1-Expression off en. Anzunehmen ist jedoch, dass es auch hier zu einem erneuten 
Anstieg der CD90.2+ Population gekommen wäre. Auch die Realtime-PCR-Ergebnisse der 48-stündigen 
Stimulation korrelieren mit der CD90.2-Expression. So kommt es im Anschluss an die Flk1-Hochregu-
lation an den Tagen 6+0+48h und 6+5+48h zu einem sprunghaften Anstieg der CD90.2+ Population an 
Tag 6+10+48h (s. Abb. 3.1.1.10.B, Abb. 3.2.1.2)
Des Weiteren wird sowohl die unter kontinuierlicher als auch punktueller Stimulation beobachtete Run-
terregulation der Flk1-Expression in den mittleren Tagen der Kultivierung durch die FACScan-Daten 
bestätigt, da, im Anschluss an Tag 6+15 bzw. Tag 6+10+48h, relativ zu der Kontroll-Population, stets 
weniger CD90.2+ Zellen in der stimulierten als in der unstimulierten Population zu fi nden sind. Dieses 
Ergebnis kann dadurch bedingt sein, dass die Zytokinkombination auch die Diff erenzierung der Zellen 
vorantreibt, was mit einer Abnahme der Flk1-Expression bzw. mit einer Abnahme der CD90.2+ Zell-
Population einhergeht. 

4.2.1.2 SCL/TAL-1
Ein weiteres Gen, welches zusammen mit Flk1 unter kontinuierlicher Stimulation an Tag 6+10 sowie 
insbesondere an Tag 6+30 (s.Abb.3.1.1.10 A) bzw. unter punktueller Stimulation über 48h an den Tagen 
6+0+48h, 6+5+48h und 6+25+48h (s.Abb.3.1.1.10 B) hochreguliert wird, kodiert für den, während 
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primitiver und defi nitiver Hämatopoese essentiellen, Transkriptionsfaktor SCL/TAL-1157. D’Souza et al 
konnten 2005 nachweisen, dass die Expression von TAL1 essentiell für die Diff erenzierung der BL-CFCs 
zu hämatopoetischen Zelllinien ist38. Eine Hochregulation desselben, wie er in der vorliegenden Arbeit 
unter der kontinuierlichen Stimulation und der punktuellen Stimulation über 48h mit IL-6, IL-3 und 
SCF beobachtet wurde, geht somit mit einem Anstieg der, zu einem sehr frühen Zeitpunkt der Häma-
topoese auftretenden, Zellpopulationen einher (s. Abb.3.1.1.10 A, B). Ähnlich des Nachweises der Flk1-
Expression, bestätigt sich hiermit eine stammzellerhaltende Funktion der Zytokine. Im Gegensatz zu der 
Regulation des Flk1-Gens wird SCL/TAL1 unter kontinuierlicher Stimulation auch zwischen den oben 
genannten Zeitpunkten hochreguliert, was bedeutet, dass die kontinuierliche Stimulation eine konstante 
Aufrechterhaltung dieser frühen Populationen fördert, da eine weitere Diff erenzierung der Zellen mit 
einer Runterregulation der SCL-Expression einhergehen würde90. Ein Eff ekt auf die Anzahl CD90.2+ 
Zellen durch die Hochregulation an Tag 6+20 unter kontinuierlicher Stimulation konnte allerdings nicht 
nachgewiesen werden, was durch die konstante Runterregulation von Flk1 in dieser Zeit bedingt sein 
könnte. Der relative Anstieg der CD90.2+ Zellen an Tag 6+10 und Tag 6+15 bzw. Tag 6+10+48h ist zu-
mindest  mitbedingt durch die Hochregulation von SCL/TAL-1 an Tag 6+10 bzw. Tag 6+0+48h und Tag 
6+5+48h. Wodurch die stammzellerhaltende Funktion der Zytokinkombination unterstrichen wird.

4.2.1.3 HOXB4
1995 konnten Sauvageau et al anhand in vivo Studien einer retroviral vermittelten HOXB4-Überexpres-
sion im murinen Knochenmark zeigen, dass diese das proliferative Potential der primitiven hämatopoe-
tischen Zellen verstärkt ohne die Zahl reiferer Zellstadien zu verändern168. 
Mit fortschreitender Diff erenzierung scheint HOXB4 runterreguliert zu werden, da in reiferen Zell-
stadien niedrigere Expressionslevel als in den primitiven Zellstadien gefunden wurden167. Dies würde 
HOXB4 eine proliferations- nicht diff erenzierungsfördernde Rolle zukommen lassen. Eine Hochregula-
tion der HOXB4-Expression, wie in der vorliegenden Arbeit an den Tagen 6+5, 6+10 und 6+30 bzw. an 
den Tagen 6+0+48h, 6+5+48h und 6+25+48h beobachtet, geht, laut Antoschuk et al mit einer Wachs-
tumsförderderung primitiver hämatopoetischer Zellen einher, dieser Eff ekt wird wahrscheinlich durch 
Steigerung der Selbsterneuerungskapazität erzielt ohne dabei die Homeostase des HSC-Pools oder deren 
Diff erenzierung zu reifen Zellen zu stören6. Dies wird durch die Ergebnisse der FACScan-Analyse bestä-
tigt. So wird der Anstieg der CD90.2+ Zellen an Tag 6+10 bzw. 6+10+48h zumindest teilweise durch die 
Hochregulation der HOXB4-Expression zu Beginn der Kultivierung bedingt sein.
Im Widerspruch zu den Daten von Sauvageau et al sowie den Daten der vorliegenden Arbeit, stehen die 
Ergebnisse von Helgason et al61,167,168. Diese veröff entlichten 1996, dass eine HOXB4-Überexpression die 
Diff erenzierung der ES-Zellen zu erythroiden und  myeloiden Progenitorzellen sowie defi nitiven eryth-
roiden Kolonien fördert. Hier konnte kein Eff ekt für die Diff erenzierung zu granulozytär/monozytären 
Zellen nachgewiesen werden61. 

4.2.1.4 GATA2
GATA2, ein essentieller Transkriptionsfaktor der Hämatopoese, wird in hohem Maße sowohl von ru-
henden als auch proliferierenden HSCs sowie von reifen hämatopoetischen Progenitorzellen expri-
miert84,126,142,191. 2007 konnten Lugus et al nachweisen, dass die GATA2-Expression wesentlich an der 
Bildung und Diff erenzierung des Hämangioblasten zu hämatopoetischen Zellen beteiligt ist64,101,127. 
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Eine hohe GATA2-Expression ist für den Erhalt des HSC-Pools insofern notwendig, als das diese eine 
Amplifi kation und Diff erenzierung der Zellen hemmt, erst eine Runterregulation derselben scheint die 
Amplifi kation, Diff erenzierung und Reifung der Zellen zu ermöglichen147. In der vorliegenden Arbeit 
konnte durch die kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF eine annähernd konstante Hoch-
regulation der GATA2-Expression über die gesamte Kultivierungszeit erreicht werden. Durch die zuvor 
genannte Funktion einer GATA2-Expression wird erneut deutlich, dass die kontinuierliche Zytokinsti-
mulation insbesondere eine Stammzellerhaltung fördert (s. Abb.3.2.1.1, Abb.3.1.1.10 A). Dies könnte 
den Unterschied in der Anzahl CD90.2+ Zellen im ersten Teil des Versuches erklären (Tag 6+0-6+15), 
hingegen scheint in der zweiten Hälfte des Versuchs (Tag 6+15-6+30) die Flk1-Runterregulation die 
GATA2-Hochregulation in der Auswirkung auf die CD90.2+ Population zu übertreff en. Wie in Abb. 
3.2.1.1 zu sehen, kommt es hier zu einer Abnahme der CD90.2+ Population. Bei einer separaten Betrach-
tung der GATA2-Expression wäre ein gegenteiliger Eff ekt erwartet worden (s. Abb.3.2.1.1, Abb.3.1.1.10 
A). Die punktuelle Stimulation über 48h scheint das Gegenteil zu bewirken. So konnte annähernd über 
den gesamten Kultivierungszeitraum zwischen den Tagen 6+5+48h und 6+25+48h eine Runterregula-
tion der GATA2-Expression erzielt werden, was mit einer Diff erenzierung und Reifung der HSCs und 
Progenitorzellen einhergeht und mit der, relativ zu der unstimulierten Population, abnehmenden Anzahl 
CD90.2+ Zellen im Verlauf der Kultivierung korreliert (s. Abb. 3.1.1.10 B, Abb. 3.2.1.2).

4.2.1.5 EPO
Erythropoietin, ebenfalls mit den zuvor beschriebenen, stammzellerhaltenen Genen an Tag 6+10 und 
6+30 unter kontinuierlicher Stimulation hochreguliert, führt hingegen über eine Interaktion mit seinem 
Rezeptor zu einer Diff erenzierung der Progenitorzellen zu Erythroyzyten. Dies bestätigt vorausgegangene 
Studien die anhand von Untersuchungen mit fetalen Leberzellen sowie Knochenmarkszellen Il-3 und 
SCF eine wichtige Rolle bei der Bildung und Proliferation erythroider Progenitorzellen zuschreiben181,208. 
Dieser Eff ekt konnte für die punktuelle Stimulation über 48h nicht nachgewiesen werden, hier kam es 
lediglich an Tag 6+0 zu einer Hochregulation und zum Ende des Versuchs, durch eine 48-stündige Sti-
mulation an Tag 6+30 zu einer Runterregulation der EPO-Expression. Auch hier muss man allerdings 
darauf hinweisen, dass gewisse Unterschiede auch durch die Tatsache bedingt sein können, dass es sich 
um in vitro-Untersuchungen handelt.
Die Hochregulation dieses Genes unter der kontinuierlichen Stimulation könnte eine Erklärung für den 
Abfall der CD90.2+ Population unter den stimulierten Zellen in der zweiten Hälfte der Kultivierung 
bedeuten. Zudem korreliert die Hochregulation mit der, ungefähr nach Tag 6+3,5 begonnenen, Häma-
topoese.

4.2.1.6 PU.1 
Der Transkriptionsfaktor PU.1 wird von primitiven CD34+ Zellen, B-Lymphozyten, Makrophagen, 
neutrophilen Granulozyten, Mastzellen sowie Erythroblasten in frühen Stadien exprimiert, in denen 
er, sowohl auf die Proliferation, als auch auf die Diff erenzierung der einzelnen Zellen Einfl uss nimmt34. 
Es handelt sich um einen Regulator der physiologischen Entwicklung myeloider Zellen158. Unter einem 
hohen Level der PU.1-Expression werden präferentiell Monozyten, unter gleichzeitiger Blockade der 
lymphatischen Diff erenzierung, gebildet, ein niedriges Level der PU.1 Expression fördert hingegen die 
Diff erenzierung zu Granulozyten sowie B-Lymphozyten30,35. Eine Runterregulation erfolgt während der 
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Diff erenzierung von Progenitorzellen zu erythroiden Zellen sowie der lymphoiden Diff erenzierung zu 
T-Zellen, so dass in diesen Zellen keine Expression von PU1 nachgewiesen werden kann114. In der vor-
liegenden Arbeit konnte unter der kontinuierlichen Stimulation mit den genannten Zytokinen lediglich 
eine Hochregulation der PU1-Expression an Tag 6+5 nachgewiesen werden. Die punktuelle Stimulation 
mit IL-6, IL-3 und SCF über 48h (s.Abb.3.1.1.10, B) führte nur an Tag 6+0 zu einer Hochregulation 
sowie an Tag 6+20 zu einer Runterregulation. Erwartet wurde ein stärkerer Eff ekt der Zytokinkombina-
tion auf die PU1-Expression, da für alle 3 Zytokine ein Einfl uss insbesondere auf die myeloide Zellreihe 
nachgewiesen werden konnte. So wurde unter IL-3 ein rapider Abfall CD34+ Zellen und konsekutiver 
Anstieg der neutrophilen, eosinophilen sowie  monozytären Zelllinie beobachtet162. Wong et al konnten 
für IL-6 einen direkten Einfl uss auf die Proliferation granulozytärer und monozytärer Progenitorzellen 
zeigen und auch SCF stimuliert die Diff erenzierung primitiver hämatopoetischer Stammzellen zu mye-
loiden Zellen117,207.

4.2.1.7 Cyclin D1
Cyclin D1 ermöglicht es den Zellen aus der G1-Phase in die S-Phase überzutreten, wodurch die Cyclin 
D1 Expression eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Zellzyklus einnimmt80. In der vorliegenden 
Arbeit konnte eine CyclinD1-Expression über den gesamten Zeitraum der Kultivierung nachgewiesen 
werden, so dass von einer physiologischen Zellzyklus-Regulation auszugehen ist. Eine Änderung im Ex-
pressionsverhalten von CyclinD1 konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt durch eine kontinuierliche Stimu-
lation mit IL-6, IL-3 und SCF und durch eine punktuelle Stimulation lediglich an Tag 6+5+72h erreicht 
werden (s.Abb.3.1.1.2.1/2). Somit ist ein Einfl uss der gewählten Zytokinkombination auf den Zellzyklus 
nahezu auszuschließen.

4.2.1.8 Lmo2
Ein Komplex aus Lmo2, SCL/TAL1 und GATA1, der als LIM-Domäne bezeichnet wird, ist essentiell 
für den Ablauf der embryonalen Erythropoese177,199. Lmo2 fungiert in diesem System als ein Brücken-
Molekül, in dem es verschiedene DNA-bindende Moleküle zusammenbringt und auf diesem Wege die 
Transkription reguliert200. Die Expression von Lmo2 spielt eine wesentliche Rolle bei der hämatopoe-
tischen Entwicklung211. In vorigen Studien konnte gezeigt werden, dass Lmo2 und SCL/TAL co-expri-
miert werden und ihre Interaktion sowohl für die Bildung der Hämangioblasten als auch für die Spezifi -
zierung hämatopoetischer Zellen essentiell ist27. Während der lymphoiden Zell-Diff erenzierung kommt 
es im prä-T-Zell-Stadium zu einer Runterregulation von SCL/TAL1 und Lmo262. Eine gemeinsame 
Regulation dieser beiden Gene konnte in der vorliegenden Arbeit unter einer Stimulation mit IL-6, IL-3 
und SCF nicht nachgewiesen werden. Die Lmo2-Expression weist zu keinem Zeitpunkt der murinen 
embryonalen Entwicklung, weder durch die kontinuierliche noch durch die punktuelle Stimulation mit 
IL-6, IL-3 und SCF, eine Änderung im Expressionsverhalten auf (s.Abb.3.1.1.6 A, B). Die SCL/TAL1-
Expression wird hingegen an mehreren Zeitpunkten der Kultivierung beeinfl usst. Nachweisbar ist die 
Lmo2-Expression allerdings über den gesamten Versuchsablauf. 

4.2.1.9 Lmo4
Die Expression von Lmo4, über den gesamten Zeitraum der Kultivierung nachweisbar, konnte durch 
die Stimulation mit IL-6, IL-3 sowie SCF, unabhängig von der Stimulationsdauer, zu keinem Zeitpunkt 
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beeinfl usst werden (s.Abb.3.1.1.8 A,B). Da Lmo4 von reifen T-Zellen exprimiert wird79, kann aus diesen 
Ergebnissen geschlossen werden, dass die Bildung von T-Zellen durch die gewählten Zytokine nicht 
gefördert wird.  

4.2.2 Beeinfl ussung der Expression hämatopoese-spezifi scher Gene unter einer Einzelstimulation 
 mit SCF und Flt3-L bzw. unter einer Kombinationsstimulation der beiden Zytokine 

4.2.2.1 SCF
Stem cell factor stimuliert über seinen Rezeptor CD117 zum einen die Proliferation primitiver häma-
topoetischer Stammzellen und reifer Progenitorzellen, und zum anderen die Diff erenzierung erythro-
zytärer-, myelozytärer und lymphozytärer  Zelllinien117,121. In der vorliegenden Arbeit kommen beide 
Funktionen von SCF zur Geltung (s.Abb.3.1.2.10 B). So konnte an Tag 3 (3d) eine Runterregulation 
von SCL/TAL1 und GATA2 beobachtet werden, die unter einer Diff erenzierung von primitiven Zell-
stadien erfolgt. Zudem wird PU.1 runterreguliert, dessen Expression für den physiologischen Ablauf 
der myeloischen Zell-Diff erenzierung nötig ist und erst während der erythrozytären sowie der lympho-
zytären Diff erenzierung runterreguliert wird. Damit läßt sich vermuten, dass die Zytokinkombination 
die erythrozytäre sowie lymphozytäre Diff erenzierung der HSC fördert. Eine Hochregulation hingegen 
erfolgt während der physiologischen myeloischen Diff erenzierung114. Auch die Runterregulation von 
EPO, welches über eine Interaktion mit seinem Rezeptor zu einer Diff erenzierung der Progenitorzellen 
zu Erythroyzyten führt, weist auf einen Erhalt der Zellen in primitiven Stadien hin (s. oben). Auch die 
Regulation am Ende der Kultivierungszeit (6+20d) bestätigt zum einen die stammzellerhaltende Funk-
tion121, da es hier zu einer Hochregulation von GATA2 und HOXB4, deren Expression wesentlich an 
der Proliferation der HSC beteiligt ist, sowie zum anderen die diff erenzierungsfördernde Funktion einer 
SCF-Stimulation, da es zu einer starken SCL/TAL1- und PU.1-Runterregulation kommt, die unter einer 
weiteren Diff erenzierung beobachtet werden. Bemerkenswert ist, dass eine Einzelstimulation mit SCF 
mit einer Ausnahme keine Änderung im Expressionsverhalten in der Zeit von Tag 6+0 - 6+15 erzielte. 
Mittels Facscan-Analyse, die an den Tagen 6+10-6+20 u.a. zum Nachweis der CD117+ Zellpopulation 
durchgeführt wurde, konnte zwar im Vergleich zu der Kontrollpopulation weniger CD117+ Zellen nach-
weisen, dennoch war eine Expression vorhanden, so dass der ausgebliebene Eff ekt der SCF-Stimulation 
wenn nur teilweise durch eine verminderte Rezeptoranzahl begründet sein kann. An Tag 3 (3d) werden 
die Gene, die reguliert werden, wie auch schon unter Flt3-L beobachtet, runterreguliert. CyclinD1, 
Lmo4 sowie Flk1 wurden durch eine Einzelstimulation mit SCF in ihrem Expressionsverhalten zu kei-
nem Zeitpunkt beeinfl usst.
 
4.2.2.2 Flt3-L
Bei dem Flt3-Liganden handelt es sich um ein Protein, das seine stammzellerhaltende Funktion über den 
Rezeptor CD135 vermittelt, der sich vor allem auf frühen Progenitorzellen fi ndet und wesentlich für die 
Gewährleistung einer normalen Proliferation primitiver hämatopoetischer Zellen ist109,198,201 (s.Abb.1.3). 
Dieser Eff ekt konnte in der vorliegenden Arbeit insofern bestätigt werden, als das die einzigen Gene, die 
hochreguliert wurden, eine stammzellerhaltende Funktion aufweisen (s.Abb.3.1.2.10 A). So konnte an 
Tag 6+0 sowie an Tag 6+10 gemeinsam mit HOXB4 eine Hochregulation von SCL/TAL1 sowie von 
Flk1 nachgewiesen werden. Interessanterweise konnte bei keinem der untersuchten Gene eine Ände-
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rung im Expressionsverhalten nach Tag 6+10 (6+10d) beobachtet werden (s. Abb 3.1.2.10A). Mittels 
FACScan-Analyse konnten zwar an Tag 6+15 sowie Tag 6+20 CD135+ Zellen nachgewiesen werden, 
relativ zu der Kontrollpopulation jedoch weniger (s. Abb 3.2.2.4). Dies könnte eine Erklärung für den 
geringeren Eff ekt von Flt3-L um diesen Zeitpunkt sein. Allgemein gesehen überwiegt unter der Einzel-
stimulation mit Flt3-L eine Runterregulation der Genexpression, insbesondere von Lmo2 und PU.1, 
was wiederum für einen stammzellerhaltenden Eff ekt des Flt3-L sprechen könnte. CyclinD1, EPO sowie 
Lmo4 wurden über den gesamten Kultivierungszeitraum unter der Einzelstimulation mit Flt3-L nicht 
im Expressionsverhalten beeinfl usst. 

4.2.2.3 SCF und Flt3-L in Kombination
Da Flt3-L seine Funktion hauptsächlich in Kombination mit anderen Zytokinen wie z.B. mit SCF aus-
übt wurde auch die Auswirkung einer Kombinationsstimulation von Flt3-L und SCF getestet104,105 
(s.Abb.3.1.2.10 C). Hierunter wurden allerdings relativ zu den Einzelstimulationen weniger Genregu-
lationen beobachtet. So zeigte die Expression von CyclinD1, GATA2, Flk1 und Lmo4 keine Änderung 
im Expressionsverhalten. Am stärksten wurde die Expression des Transkriptionsfaktors PU.1 reguliert. 
Ähnlich der Einzelstimulation mit SCF fällt hier auf, dass in der mittleren Phase der Kultivierung (6+5d-
6+15d) keine Regulation stattfi ndet.
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5 Zusammenfassung

Grundlage für die vorliegende Arbeit stellten Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe dar,  die anhand 
von Transplantationsexperimenten mit myeloabladierten Mäusen erstmalig eine Erhaltung der Repopu-
lationskapazität muriner adulter Stammzellen durch in vitro Stimulation mit Flt3-L und SCF erreichen 
konnten. Zudem wurde in diesem Rahmen erneut bestätigt, dass der gleiche Eff ekt durch eine Stimula-
tion mit Il-6, Il-3, Il-11 sowie SCF nicht erzielt werden kann32. Um die zugrundeliegenden molekularen 
Mechanismen im zeitlichen Verlauf besser verstehen zu können wurden in dieser Dissertation geno- 
sowie phänotypische Untersuchungen zum Diff erenzierungsverhalten hämatopoetischer Stammzellen 
unter dem Einfl uss o.g. Zytokine durchgeführt. 

Als Material dienten murine embryonale Stammzellen (ES-Zellen), die insofern ein geeignetes, in-vivo 
ähnliches System darstellen, als dass sie ex vivo unter optimalen Kultivierungsbedingungen sogenannte 
embryoid bodies (EBs) bilden, die das Potential haben Zellen aller 3 Keimblätter zu bilden. Zur Identifi -
zierung der hämatopoetischen Zellen erfolgte zum einen der Nachweis stadienspezifi scher Oberfl ächen-
moleküle mittels FACScan, zum anderen mittels Realtime PCR eine Expressionsanalyse hämatopoese-
spezifi scher Gene. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Auswirkungen einer kontinuierlich 
versus punktuell durchgeführten Stimulation der murinen ESC mit Il-6, Il-3 und SCF bzw. einer Einzel- 
und Kombinationsstimulation mit Flt3-L und SCF. 

Die Stimulation mit Il-6, Il-3 und SCF führte in den ersten Tagen der ES-Zell-Kultivierung zu einer 
vermehrten Expression stammzellerhaltender Gene, was auf Rezeptorebene die Vergrößerung einer in 
der Diff erenzierung noch nicht sehr weit fortgeschrittenen, CD90.2+ Population zur Folge hatte. Hin-
sichtlich der Stimulationsdauer wurde der stammzellerhaltende Eff ekt einer Kombinationsstimulation 
mit Il-6, Il-3 und SCF insbesondere unter der kontinuierlichen Stimulation sowie unter der punktuellen 
Stimulation über 48h beobachtet. Die punktuelle Stimulation über 72h konnte in der vorliegenden Ar-
beit zu keinen wesentlichen Erkenntnissen beitragen.

Des weiteren konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Reifung der Zellen (zweite Hälfte des Kul-
tivierungszeitraumes) Il-6, Il-3 und SCF präferentiell die Diff erenzierung der Zellen fördern, was auf 
Genebene durch eine Runterregulation stammzellerhaltender Gene sowie auf Rezeptorebene durch eine 
relativ zu der unstimulierten Population stets kleinere CD90.2+ Population zum Ausdruck kommt.

Der stammzellerhaltende Eff ekt des stem cell factors (SCF) wurde zudem durch eine zur Interpretati-
onserweiterung durchgeführte SCF-Einzelstimulation bestätigt. So wurden mittels FACScan Analyse in 
den SCF-stimulierten EBs nach Etablierung der Hämatopoese stets mehr CD34+- und CD135+-Zellen 
nachgewiesen als in der Kontroll-Population. Eine Korrelation mit den Ergebnissen der Taqman PCR 
im Sinne einer vermehrten Expression stammzellerhaltender bzw. einer verringerten Expression diff e-
renzierungsfördernder Gene konnte allerdings nicht nachgewiesen werden. Dies könnte allerdings auch 
an der Tatsache liegen, dass die PCR Daten in 5-Tages-Abständen erfasst wurden und dass wesentliche 
Regulationen in der Zwischenzeit nicht erfasst werden (s. 1.4.4).
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Der in der Literatur beschriebene synergistische Eff ekt von SCF und Flt3-L zeigt sich in der vorliegenden 
Arbeit durch eine auf Rezeptorebene ausgeprägte Reduktion und somit eine zu vermutende Diff eren-
zierungsförderung der unreifen Populationen. Insbesondere die CD117+- sowie CD135+-Populationen, 
die die jeweiligen Rezeptoren für SCF bzw. den Flt3-L exprimieren, nehmen an Größe ab. Dies könnte 
eine Erklärung für den geringen Eff ekt der Kombinationsstimulation (SCF/Flt3-L) auf die Expression 
der untersuchten Gene sein.

Die Interpretation der Daten der vorliegenden Dissertation bezüglich des Repopulationsdefektes bildet 
die Grundlage für weiterführende Untersuchungen hinsichtlich der Funktion von SCF und Flt3-L.
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7  Anhang

7.1 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über  
 30 Tage (s. 3.2.1.1)

Tab. 7.1.1:  Übersicht der mittels FACScan  ermittelten Daten. Stimulierte Population. (IL-6,IL-3 und SCF). Aufgeführt 
sind die Einzelwerte der 4 durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM). 

Tab. 7.1.2:  Übersicht der mittels FACScan  ermittelten Daten. Kontrollpopulation. Aufgeführt sind die Einzelwerte der 4 
durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM).

Tab. 7.1.3 Gesamtzellzahl der an den Erntezeitpunkten analysierten Proben 

(Angabe in Zellen/ml) Versuchsreihe 30- tägige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF

Tab. 7.1.4 Signifi kanz der Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 30 Tage, p=<0,05 wird 
als signifi kant betrachtet

30-tägige Stimulation 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d

Einzelwerte, 1. Messung
(Vers. IV) 0,20 2,62 1,06 0,81 0,00 2,20
Einzelwerte, 2. Messung
(Vers. VIII) 0,06 1,84 4,38 1,92 2,52 1,04
Einzelwerte, 3. Messung
(Vers. IX) 0,18 1,24 4,25 2,78 3,08 0,52
Einzelwerte, 4. Messung
(Vers. XI) 0,02 1,74 2,32 0,78 0,48 0,78
MW der 4 Messungen            0,12 1,86 3,00 1,57 1,52 1,14
SEM 0,04 0,28 0,80 0,48 0,75 0,37

Kontrolle
30- tägige Stimulation 

6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d

Einzelwerte, 1. Messung
(Vers. IV) 0,50 3,54 1,78 0,52 0,00 2,84
Einzelwerte, 2. Messung
(Vers. VIII) 0,10 0,76 3,14 2,36 1,86 1,66
Einzelwerte, 3. Messung
(Vers. IX) 0,09 0,65 3,89 2,68 5,56 2,54
Einzelwerte, 4. Messung
(Vers. XI) 0,00 0,66 1,66 0,99 0,09 0,80
MW der 4 Messungen            0,17 1,40 2,62 1,64 1,88 1,96
SEM 0,11 0,71 0,54 0,52 0,50 0,46

EE 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d
stim. Zellen 7,6x106 7,77 x106 8,43 x106 14,44 x106 15,69 x106 16,73 x106

unstim. Zellen (Kontrolle) 6,89 x106 8,47 x106 11,67 x106 12,86 x106 12,16 x106 16,46 x106

6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d
p-Werte 0,55 0,41 0,42 0,72 0,65 0,15
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7.2 Versuchsreihe punktuelle Stimulation über 48h mit IL-6, IL-3 und SCF  
 (s. 3.2.1.2)

Tab. 7.2.1:  Übersicht der mittels FACScan  ermittelten Daten. Stimulierte Population. (IL-6, IL-3 und SCF). Aufgeführt 
sind die Einzelwerte der 4 durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM). 

Tab. 7.2.2:  Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Kontrollpopulation. Aufgeführt sind die Einzelwerte der 4 
durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM).

Tab. 7.2.3 Gesamtzellzahl der an den Erntezeitpunkten analysierten Proben  (Angabe in Zellen/ml) 

Versuchsreihe 48- stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF

Tab. 7.2.4 Signifi kanz der Versuchsreihe punktuelle Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48h, p=<0,05 wird als 
signifi kant betrachtet

48-stündige
Stimulation

6+0d
+48h

6+5d
+48h

6+10d
+48h

6+15d
+48h

6+20d
+48h

6+25d
+48h

6+30d
+48h

Einzelwerte
1. Messung
 (Vers. V) 0,00 0,14 2,68 2,40 2,47 1,02 0,00
Einzelwerte
2. Messung 
(Vers.VI) 0,00 0,08 2,78 1,30 2,94 0,94 1,78
Einzelwerte
3. Messung 
(Vers.VII) 0,00 0,06 3,80 1,30 2,46 2,08 1,66
Einzelwerte
4. Messung 
(Vers. X) 0,02 0,05 2,24 2,40 0,44 0,58 0,04
MW der 4 
Messungen 0,01 0,08 2,88 1,67 1,95 1,16 0,87
SEM 0,00 0,02 0,33 0,32 0,56 0,32 0,49

KTO 48-stündige 
Stimulation

6+0d
+48h

6+5d
+48h

6+10d
+48h

6+15d
+48h

6+20d
+48h

6+25d
+48h

6+30d
+48h

Einzelwerte
1. Messung
 (Vers. V) 0,00 0,08 3,64 1,30 2,94 0,56 0,02
Einzelwerte
2. Messung 
(Vers.VI) 0,00 0,02 2,08 0,12 2,41 3,68 1,18
Einzelwerte
3. Messung 
(Vers.VII) 0,00 0,04 2,54 2,43 3,84 1,01 3,07
Einzelwerte
4. Messung
(Vers. X) 0,00 0,00 1,96 3,60 2,00 0,58 0,28
MW der 4 
Messungen 0,00 0,04 2,56 2,05 2,75 1,46 1,14
SEM 0 0,02 0,38 0,75 0,4 0,75 0,70

6+0d+48h 6+5d+48h 6+10d+48h 6+15d+48h 6+20d+48h 6+25d+48h 6+30d+48h
stim. Zellen 2,05x106 10,95x106  11,08x106 13,28x106 13,83x106  16,24x106  17,8x106

unstim. Zellen 2,4x106 10,54x106  13,18x106 14,06 x106 14,13x106 14,81x106  14,48x106

6+0d+48h 6+5d+48h 6+10d+48h 6+15d+48h 6+20d+48h 6+25d+48h 6+30d+48h
p-Werte 0,39 0,02 0,55 0,99 0,23 0,51 0,58
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7.3 Versuchsreihe punktuelle Stimulation über 72h mit IL-6, IL-3 und SCF  
 (s. 3.2.1.3)

Tab. 7.3.1:  Übersicht der mittels FACScan  ermittelten Daten. Stimulierte Population mit IL-6, IL-3 und SCF. Aufgeführt 
sind die Einzelwerte der 4 durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM). 

Tab. 7.3.2:  Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Kontrollpopulation. Aufgeführt sind die Einzelwerte der 4 
durchgeführten Messungen, die Mittelwerte (MW) sowie der Standard error of mean (SEM).

Tab. 7.3.3 Gesamtzellzahl der an den Erntezeitpunkten analysierten Proben (Angabe in Zellen/ml) 

Versuchsreihe 72- stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF

Tab. 7.3.4 Signifi kanz der Versuchsreihe punktuelle Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 72h, p=<0,05 wird als signi-
fi kant betrachtet

72-stündige
Stimulation

6+0d
+72h

6+5d
+72h

6+10d
+72h

6+15d
+72h

6+20d
+72h

6+25d
+72h

6+30d
+72h

Einzelwerte
1. Messung 
(Vers. V) 0,04 0,00 1,74 1,30 2,46 2,32 0,18
Einzelwerte
2. Messung 
(Vers.VI) 0,00 0,00 4,98 7,02 4,34 1,90 0,50
Einzelwerte
3. Messung 
(Vers.VII) 0,00 0,06 6,32 7,38 2,74 2,32 0,46
Einzelwerte
4. Messung 
(Vers. X) 0,02 0,26 2,02 0,62 2,60 1,80 1,00
MW der 4 
Messungen 0,02 0,08 3,77 4,08 3,04 2,09 0,54
SEM 0,00 0,06 1,12 1,80 0,44 0,14 0,17

KTO 72-stündige 
Stimulation

6+0d
+72h

6+5d
+72h

6+10d
+72h

6+15d
+72h

6+20d
+72h

6+25d
+72h

6+30d
+72h

Einzelwerte
1. Messung 
(Vers. V) 0,00 0,04 1,40 2,40 0,44 1,70 0,06
Einzelwerte
2. Messung 
(Vers.VI) 0,04 0,02 3,94 6,71 6,28 2,40 1,80
Einzelwerte
3. Messung 
(Vers.VII) 0,00 0,00 8,22 4,12 3,02 1,58 1,87
Einzelwerte
4. Messung 
(Vers. X) 0,06 0,22 2,36 1,02 2,95 5,96 0,98
MW der 4 
Messungen 0,03 0,07 4,00 3,56 3,17 2,91 1,18
SEM 0,02 0,05 1,50 1,27 1,20 1,03 0,42

6+0d+72h 6+5d+72h 6+10d+72h 6+15d+72h 6+20d+72h 6+25d+72h 6+30d+72h
stim. Zellen 3,48x106 11x106  11,43x106 11,85x106 11,87x106  16,43x106  17,48x106

unstim. Zellen 2,95x106 6,42x106  10,2x106 12,38x106 12,67x106 13,18x106  17,73x106

6+0d+72h 6+5d+72h 6+10d+72h 6+15d+72h 6+20d+72h 6+25d+72h 6+30d+72h
p-Werte 0,64 0,7 0,75 0,63 0,88 0,52 0,22



7 Anhang

101

CD34+ Zellen 3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d
Flt3 2,5 0,7 0,6 3 2 1,3
SCF 0,4 0,2 1,9 3,4 2,2 2,9
Flt3+SCF 0,1 0,1 0,1 5,1 1,5 1,7
Kontrolle 2,5 0,4 0,6 3 3 1,9

7.4 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit Flt3 und SCF (Einzel-   
 bzw. Kombinationsstimulation)

Tab. 7.4.1:  Versuchsreihe CD 34, Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Aufgeführt sind die prozentualen An-
teile CD 34 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl.

Tab. 7.4.2  Versuchsreihe CD117, Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Aufgeführt sind die prozentualen An-
teile CD117 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl.

Tab. 7.4.3:  Versuchsreihe CD135, Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Aufgeführt sind die prozentualen 
Anteile CD135 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl.

Tab. 7.4.4:  Versuchsreihe CD90.2, Übersicht der mittels FACScan ermittelten Daten. Aufgeführt sind die prozentualen 
Anteile CD 90.2 positiver Zellen an der Gesamtzellzahl.

CD117+ Zellen 6+10d 6+15d 6+20d
Flt3 4,1 18,7 20,2
SCF 7,4 19,3 16,1
Flt3+SCF 5,4 23,8 15,3
Kontrolle 8,8 27,9 33,8

CD135+ Zellen 6+10d 6+15d 6+20d
Flt3 0,7 1,9 0,5
SCF 0,7 2,8 1,3
Flt3+SCF 0,1 0,3 0,3
Kontrolle 0,4 2,4 1,1

CD90.2+ Zellen 6+10d 6+15d 6+20d
Flt3 1,5 3,2 4,9
SCF 0,8 4,5 5,9
Flt3+SCF 0,7 3,4 7,4
Kontrolle 2,1 4,9 6,4



7 Anhang

102

7.5 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über  
 30 Tage (s. 3.1.1.1.1-3.1.1.9.1) Realtime-PCR-Daten

Tab. 7.5.1 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Hochregulation, aufgeführt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (IV, VIII, IX, XI), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

Tab. 7.5.2 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Runterregulation, aufgeführt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (IV, VIII, IX, XI), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

MW + Stabw. 
aller 4
Versuche,
kontin.Stim.,
Runterreg.

6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d

MW PU1 0,92 1,21 1,21 1,75 0,82 0,89
Stabw. PU1 0,81 0,72 0,31 1,03 0,17 0,24
MW CyclinD1 1,28 0,94 1,11 1,78 0,73 0,79
Stabw. CyclinD1 0,84 0,17 0,21 0,85 0,14 0,20
MW GATA2 1,46 1,57 0,73 1,17 0,69 0,21
Stabw. GATA2 1,03 1,25 0,49 0,43 0,29 0,04
MW Epo 2,29 0,43 0,92 1,00 1,14 0,25
Stabw.  Epo 2,59 0,36 0,32 0,31 0,78 0,03
MW FLK1 2,49 0,60 3,06 2,84 2,28 0,30
Stabw.  FLK1 1,65 0,49 2,42 2,70 0,84 0,04
MW LMO2 1,10 0,79 0,78 0,83 1,01 0,97
Stabw.  LMO2 0,34 0,16 0,14 0,58 0,29 0,14
MW Hox B4 1,67 0,72 1,40 1,26 1,69 0,77
Stabw.  Hox B4 1,68 0,70 0,77 0,83 0,49 0,59
MW LMO4 1,02 0,85 1,22 1,09 0,75 0,44
Stabw.  LMO4 0,47 0,26 0,38 0,29 0,10 0,43
MW Tal1 2,39 0,98 1,44 1,20 1,51 0,14
Stabw.  Tal1 2,29 1,10 0,74 0,68 0,72 0,05

MW + Stabw. 
aller 4
Versuche,
kontin.Stim.
Hochreg.

6+5d 6+10d 6+15d 6+20d 6+25d 6+30d

MW PU1 2,31 1,08 0,95 0,87 1,49 1,21
Stabw. PU1 1,74 0,42 0,38 0,53 0,48 0,33
MW CyclinD1 1,13 1,11 0,99 1,05 1,38 1,26
Stabw. CyclinD1 0,28 0,19 0,13 0,80 0,27 0,25
MW GATA2 1,77 2,75 2,16 1,17 2,02 4,83
Stabw. GATA2 1,36 3,07 1,19 0,47 0,90 0,86
MW Epo 1,30 3,77 1,16 1,71 1,56 4,04
Stabw.  Epo 1,08 3,18 0,81 1,38 1,13 0,49
MW FLK1 0,38 4,64 1,67 1,56 0,67 7,05
Stabw.  FLK1 0,23 3,78 2,10 1,59 0,34 3,22
MW LMO2 1,16 1,36 1,24 1,90 0,96 1,05
Stabw.  LMO2 0,50 0,30 0,16 1,13 0,17 0,16
MW Hox B4 2,58 4,12 1,68 1,69 0,81 4,81
Stabw.  Hox B4 3,15 3,25 1,89 1,25 0,28 0,61
MW LMO4 1,29 1,34 1,01 1,04 1,56 0,99
Stabw.  LMO4 0,52 0,51 0,41 0,29 0,27 0,15
MW Tal1 0,57 5,18 1,66 2,15 0,89 7,55
Stabw.  Tal1 3,94 4,27 1,53 1,34 0,35 2,16
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7.6 Versuchsreihe punktuelle Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF über 48h  
 bzw. 72 h (s. 3.1.1.1.2 -3.1.1.9.2)

Tab. 7.6.1 Versuchsreihe 48-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Hochregulation, aufgeführt sind die Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (V, VI, VII, X), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

Tab. 7.6.2 Versuchsreihe 48-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Runterregulation, aufgeführt sind die Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (V, VI, VII, X), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

MW + Stabw. der 
4 Versuche
48-stündige Stim., 
Runterreg.

6+0d
+48h

6+5d
+48h

6+10d
+48h

6+15d
+48h

6+20d
+48h

6+25d
+48h

6+30d
+48h

PU1 MW 0,79 1,14 0,91 1,05 2,03 1,14 1,20
PU1 Stabw. 0,78 0,52 0,44 0,54 0,38 0,42 0,24
CyclinD1 MW 1,20 1,18 0,93 1,12 0,99 1,40 1,07
CyclinD1 Stabw. 0,49 0,14 0,08 0,42 0,04 0,29 0,48
GATA2 MW 1,22 3,57 1,42 2,38 2,73 2,68 1,59
GATA2 Stabw. 0,37 3,13 0,34 0,82 1,87 1,01 0,91
Epo MW 0,87 1,60 1,81 0,99 1,72 1,01 2,43
Epo Stabw. 0,78 0,98 0,46 0,31 0,80 0,48 1,90
FLK1 MW 1,62 0,63 3,25 1,85 4,92 1,42 1,93
FLK1 Stabw. 1,64 0,38 1,67 0,83 2,49 1,14 1,41
LMO2 MW 1,02 1,41 0,87 0,76 1,13 1,09 1,45
LMO2 Stabw. 0,58 0,22 0,13 0,14 0,18 0,47 0,55
Hox B4 MW 1,65 0,50 1,96 1,21 1,03 0,65 2,37
Hox B4 Stabw. 1,59 0,23 0,92 0,64 0,00 0,44 1,99
LMO4 MW 0,88 0,84 1,00 1,08 0,94 1,01 1,03
LMO4 Stabw. 0,21 0,13 0,15 0,27 0,06 0,19 0,23
Tal1 MW 0,89 0,57 1,67 0,92 2,38 0,95 1,86
Tal1 Stabw. 0,76 0,36 0,82 0,52 1,23 0,69 1,42

MW + Stabw. der 
4 Versuche
48-stündige Stim., 
Hochreg.

6+0d
+48h

6+5d
+48h

6+10d
+48h

6+15d
+48h

6+20d
+48h

6+25d
+48h

6+30d
+48h

PU1 MW 2,10 1,20 1,45 1,26 0,51 1,06 0,89
PU1 Stabw. 1,61 0,74 0,65 0,50 0,10 0,35 0,20
CyclinD1 MW 1,17 0,86 1,23 1,00 1,02 0,78 1,20
CyclinD1 Stabw. 0,36 0,09 0,22 0,27 0,04 0,07 0,36
GATA2 MW 1,03 0,98 0,80 0,52 0,72 0,48 1,26
GATA2 Stabw. 0,28 0,81 0,28 0,22 0,50 0,28 1,03
Epo MW 3,13 1,07 1,58 1,35 0,89 1,24 0,99
Epo Stabw. 2,75 0,65 1,57 0,46 0,49 0,49 0,92
FLK1 MW 2,05 2,92 0,45 0,83 0,25 2,21 1,19
FLK1 Stabw. 2,05 2,92 0,45 0,83 0,25 2,21 1,19
LMO2 MW 1,40 0,73 1,20 1,40 0,91 1,15 0,79
LMO2 Stabw. 1,40 0,73 1,20 1,40 0,91 1,15 0,79
Hox B4 MW 2,14 2,89 0,70 1,20 0,56 2,61 1,88
Hox B4 Stabw. 1,89 2,08 0,32 0,60 0,43 1,36 1,77
LMO4 MW 1,21 1,24 1,03 1,00 1,08 1,06 1,03
LMO4 Stabw. 0,25 0,20 0,16 0,23 0,08 0,20 0,23
Tal1 MW 2,08 3,22 0,93 1,95 0,59 2,34 1,23
Tal1 Stabw. 1,24 2,83 0,23 1,52 0,31 1,77 0,91
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Tab. 7.6.3 Versuchsreihe 72-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Hochregulation, aufgeführt sind die Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (V, VI, VII, X), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

Tab. 7.6.4 Versuchsreihe 72-stündige Stimulation mit IL-6, IL-3 und SCF, Runterregulation, aufgeführt sind die Mittelwerte 
sowie die Standardabweichungen der 4 Versuche (V, VI, VII, X), Realtime-PCR (s. 2.2.2.4).

MW + Stabw. der 
4 Versuche
72-stündige Stim., 
Runterreg.

6+0d
+72h

6+5d
+72h

6+10d
+72h

6+15d
+72h

6+20d
+72h

6+25d
+72h

6+30d
+72h

PU1 MW 0,50 1,16 1,27 1,15 1,71 0,72 0,78
PU1 Stabw. 0,37 0,96 0,56 0,20 0,11 0,16 0,27
CyclinD1 MW 1,38 1,41 1,21 1,00 1,07 0,89 1,37
CyclinD1 Stabw. 0,54 0,70 0,11 0,10 0,07 0,19 0,25
GATA2 MW 1,28 1,28 1,91 2,04 2,31 1,41 2,50
GATA2 Stabw. 0,54 0,67 1,50 1,32 1,05 0,78 2,69
Epo MW 1,02 2,55 1,24 2,10 1,32 1,33 0,92
Epo Stabw. 0,63 0,29 0,28 0,99 0,71 0,25 0,36
FLK1 MW 1,12 2,22 1,76 3,11 1,52 1,18 0,86
FLK1 Stabw. 0,56 0,88 0,82 2,51 0,40 0,38 0,48
LMO2 MW 0,83 1,39 1,19 1,00 1,57 1,11 1,26
LMO2 Stabw. 0,21 0,86 0,36 0,19 0,63 0,45 0,68
Hox B4 MW 1,11 1,91 1,09 2,67 1,32 1,31 1,12
Hox B4 Stabw. 0,52 0,73 0,51 2,87 1,01 0,22 0,60
LMO4 MW 1,04 1,21 1,13 1,45 1,24 0,86 0,94
LMO4 Stabw. 0,15 0,19 0,35 0,49 0,19 0,05 0,30
Tal1 MW 1,13 2,07 1,07 1,80 1,48 1,08 0,57
Tal1 Stabw. 0,53 0,71 0,39 1,32 1,34 0,41 0,39

MW + Stabw. der
4 Versuche
72-stündige Stim., 
Hochreg.

6+0d
+72h

6+5d
+72h

6+10d
+72h

6+15d
+72h

6+20d
+72h

6+25d
+72h

6+30d
+72h

PU1 MW 2,05 1,20 0,99 0,80 0,64 1,57 1,65
PU1 Stabw. 0,89 0,56 0,45 0,20 0,04 0,39 0,65
CyclinD1 MW 0,90 3,35 0,89 1,17 0,77 1,61 0,81
CyclinD1 Stabw. 0,32 4,20 0,15 0,38 0,28 0,58 0,17
GATA2 MW 0,98 1,54 0,82 0,73 0,62 2,07 1,14
GATA2 Stabw. 0,45 1,51 0,38 0,27 0,05 2,57 0,77
Epo MW 1,56 0,46 0,97 0,95 1,31 1,04 2,30
Epo Stabw. 0,67 0,15 0,18 0,62 0,72 0,35 2,04
FLK1 MW 1,31 0,65 1,26 1,09 0,84 1,56 3,22
FLK1 Stabw. 0,41 0,20 0,85 0,74 0,28 1,21 2,33
LMO2 MW 1,38 1,06 0,92 1,05 0,81 1,13 1,00
LMO2 Stabw. 0,34 0,39 0,21 0,20 0,17 0,47 0,37
Hox B4 MW 1,54 0,95 1,43 1,53 2,32 0,89 1,92
Hox B4 Stabw. 0,78 0,55 0,73 0,69 1,84 0,12 1,72
LMO4 MW 0,99 0,86 0,97 0,75 1,01 1,19 1,25
LMO4 Stabw. 0,15 0,13 0,23 0,20 0,13 0,08 0,44
Tal1 MW 1,25 0,81 1,40 1,17 1,62 1,15 3,57
Tal1 Stabw. 0,50 0,33 0,50 0,60 0,77 0,44 2,38
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7.7 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit Flt3-L (s. 3.1.2.1-3.1.2.9)

Tab. 7.7.1 Versuchsreihe kont. Stim. mit Flt3-L, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse 
(s. 2.2.2.4), Hochregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung.

Tab. 7.7.2 Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse (s. 2.2.2.4), Runterregulation. Aufgeführt sind die Mittel-
werte sowie die Standardabweichung

Runterreg.,  kont. 
Stim. mit Flt3-L 

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 3,55 0,78 2,84 2,19 1,34 1,62
PU1 Stabw. 0,65 0,11 1,27 0,80 0,73 0,29
CyclinD1 MW 0,83 1,09 1,19 0,97 1,06 0,92
CyclinD1 Stabw. 0,06 0,08 0,00 0,05 0,28 0,06
GATA2 MW 1,03 1,44 2,43 1,13 0,71 1,05
GATA2 Stabw. 0,96 0,27 0,24 0,18 0,37 0,13
EPO MW 1,99 0,69 1,74 0,63 1,97 0,76
EPO Stabw. 0,91 0,20 0,42 0,10 0,89 0,23
Flk1 MW 1,81 0,48 3,30 0,37 0,79 0,71
Flk1 Stabw. 0,44 0,05 0,23 0,02 0,17 0,26
Lmo2 MW 0,76 3,05 2,63 2,14 1,18 1,40
Lmo2 Stabw. 0,01 0,36 0,06 0,36 0,09 0,15
HOXB4 MW 2,84 0,53 1,95 0,37 1,27 0,88
HOXB4 Stabw. 0,97 0,02 0,65 0,01 0,14 0,23
Lmo4 MW 0,96 1,55 1,51 0,95 0,91 1,35
Lmo4 Stabw. 0,03 0,22 0,08 0,05 0,01 0,01
TAL1 MW 3,10 0,49 2,46 0,41 1,08 0,79
TAL1 Stabw. 0,55 0,06 1,35 0,06 0,35 0,08

Hochreg.,
kontinuierliche
Stim. mit Flt3-L 

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 0,29 1,31 0,44 0,53 1,07 0,64
PU1 Stabw. 0,05 0,18 0,20 0,19 0,58 0,12
CyclinD1 MW 1,21 0,92 0,84 1,03 1,02 1,10
CyclinD1 Stabw. 0,09 0,07 0,00 0,05 0,27 0,07
GATA2 MW 0,97 0,69 0,44 0,88 1,93 1,02
GATA2 Stabw. 0,04 0,01 0,12 0,04 1,01 0,26
EPO MW 0,64 1,59 0,61 1,64 0,64 1,45
EPO Stabw. 0,29 0,47 0,15 0,25 0,29 0,44
Flk1 MW 0,59 2,12 0,30 2,71 1,33 1,61
Flk1 Stabw. 0,14 0,21 0,02 0,16 0,28 0,58
Lmo2 MW 1,32 0,33 0,38 0,48 0,85 0,72
Lmo2 Stabw. 0,02 0,04 0,01 0,08 0,06 0,08
HOXB4 MW 0,40 1,88 0,58 2,68 0,79 1,21
HOXB4 Stabw. 0,14 0,07 0,19 0,04 0,09 0,31
Lmo4 MW 1,04 0,66 0,66 1,06 1,10 0,74
Lmo4 Stabw. 0,03 0,10 0,03 0,05 0,02 0,01
TAL1 MW 0,33 2,09 0,58 2,50 1,03 1,28
TAL1 Stabw. 0,06 0,27 0,32 0,39 0,33 0,14
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7.8 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit SCF (s. 3.1.2.1-3.1.2.9)

Tab. 7.8.1 Versuchsreihe kont. Stim. mit SCF, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse

(s.2.2.2.4), Hochregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung.

Tab. 7.8.2 Versuchsreihe kont. Stim. mit SCF, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse

(s. 2.2.2.4), Runterregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung.

Runterreg.,  kont. 
Stim. mit SCF 

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 2,62 0,87 1,39 0,77 3,11
PU1 Stabw. 0,65 0,07 0,39 0,09 1,01
CyclinD1 MW 1,00 1,38 1,10 1,00 1,22
CyclinD1 Stabw. 0,02 0,05 0,02 0,02 0,13
GATA2 MW 3,02 0,86 0,72 1,13 0,50
GATA2 Stabw. 0,12 0,04 0,21 0,03 0,07
EPO MW 2,83 1,20 1,70 1,29 1,91
EPO Stabw. 1,70 0,09 0,08 0,20 0,64
Flk1 MW 1,74 0,95 0,66 1,89 1,77
Flk1 Stabw. 0,45 0,13 0,20 0,50 0,23
Lmo2 MW 2,15 0,47 1,50 0,87 1,53
Lmo2 Stabw. 0,08 0,01 0,10 0,02 0,23
HOXB4 MW 1,78 1,51 1,22 1,35 3,87
HOXB4 Stabw. 0,14 0,16 0,11 0,32 0,96
Lmo4 MW 0,86 1,22 1,39 0,97 1,36
Lmo4 Stabw. 0,02 0,15 0,17 0,12 0,16
TAL1 MW 2,15 1,59 1,65 1,18 5,27
TAL1 Stabw. 0,10 0,76 0,68 0,62 2,09

Hochreg., kont. 
Stim. mit SCF 

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 0,41 1,15 0,78 1,31 0,36
PU1 Stabw. 0,10 0,09 0,22 0,15 0,12
CyclinD1 MW 1,00 0,72 0,91 1,00 0,83
CyclinD1 Stabw. 0,02 0,03 0,01 0,02 0,09
GATA2 MW 0,33 1,17 1,52 0,88 2,04
GATA2 Stabw. 0,01 0,06 0,44 0,02 0,30
EPO MW 0,55 0,84 0,59 0,79 0,59
EPO Stabw. 0,33 0,06 0,03 0,12 0,20
Flk1 MW 0,62 1,07 1,67 0,57 0,57
Flk1 Stabw. 5,11 5,04 4,92 5,29 5,25
Lmo2 MW 0,47 2,13 0,67 1,15 0,67
Lmo2 Stabw. 0,02 0,06 0,04 0,03 0,10
HOXB4 MW 0,56 0,67 0,82 0,79 0,28
HOXB4 Stabw. 0,04 0,07 0,08 0,19 0,07
Lmo4 MW 1,16 0,83 0,73 1,05 0,75
Lmo4 Stabw. 0,03 0,10 0,09 0,13 0,09
TAL1 MW 0,47 0,81 0,73 1,16 0,23
TAL1 Stabw. 0,02 0,39 0,30 0,61 0,09
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7.9 Versuchsreihe kontinuierliche Stimulation mit Flt3-L und SCF 
 (s. 3.1.2.1-3.1.2.9)

Tab. 7.9.1 Versuchsreihe kont. Stim. mit Flt3-L und SCF, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse (s. 2.2.2.4), 
Hochregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung.

Tab. 7.9.2 Versuchsreihe kont. Stim. mit Flt3-L und SCF, Übersicht der mittels Taqman ermittelten Ergebnisse (s. 2.2.2.4), 
Runterregulation. Aufgeführt sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichungen.

Hochreg., kont. 
Stim. mit Flt3-
L+SCF

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 0,27 0,47 0,87 0,62 1,11 0,44
PU1 Stabw. 0,05 0,01 0,05 0,12 0,03 0,13
CyclinD1 MW 1,63 1,13 1,12 0,82 1,29 0,68
CyclinD1 Stabw. 0,05 0,04 0,03 0,02 0,10 0,07
GATA2 MW 0,89 0,92 0,78 1,48 1,88 0,77
GATA2 Stabw. 0,13 0,07 0,06 0,05 0,65 0,02
EPO MW 0,47 0,58 0,87 1,10 1,07 0,90
EPO Stabw. 0,02 0,19 0,13 0,35 0,25 0,28
Flk1 MW 0,84 0,95 1,15 0,67 0,90 0,96
Flk1 Stabw. 0,11 0,03 0,05 0,05 0,04 0,22
Lmo2 MW 0,95 0,62 0,62 0,61 0,99 0,42
Lmo2 Stabw. 0,05 0,10 0,05 0,15 0,10 0,02
HOXB4 MW 0,39 0,79 1,01 0,99 1,14 0,98
HOXB4 Stabw. 0,03 0,08 0,11 0,08 0,08 0,02
Lmo4 MW 1,13 0,68 0,74 0,86 1,08 0,71
Lmo4 Stabw. 0,07 0,06 0,20 0,03 0,01 0,17
TAL1 MW 0,32 0,83 0,89 1,35 1,00 0,99
TAL1 Stabw. 0,01 0,01 0,23 0,47 0,03 0,15

Runterreg.,  kont. 
Stim. mit Flt3-
L+SCF

3d 6+0d 6+5d 6+10d 6+15d 6+20d

PU1 MW 3,82 2,14 1,15 1,67 0,90 2,46
PU1 Stabw. 0,74 0,05 0,07 0,32 0,02 0,70
CyclinD1 MW 0,62 0,89 0,89 1,21 0,78 1,49
CyclinD1 Stabw. 0,02 0,03 0,03 0,03 0,06 0,14
GATA2 MW 1,15 1,09 1,30 0,68 0,61 1,30
GATA2 Stabw. 0,17 0,08 0,10 0,02 0,21 0,04
EPO MW 2,03 2,58 1,37 1,34 0,66 0,85
EPO Stabw. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,10 0,00
Flk1 MW 1,21 1,06 0,87 1,50 1,12 1,10
Flk1 Stabw. 0,16 0,03 0,04 0,10 0,05 0,25
Lmo2 MW 1,06 1,65 1,64 1,75 1,02 2,41
Lmo2 Stabw. 0,05 0,27 0,13 0,44 0,10 0,12
HOXB4 MW 2,58 1,28 1,00 1,02 0,88 1,02
HOXB4 Stabw. 0,19 0,13 0,11 0,08 0,06 0,02
Lmo4 MW 0,89 1,49 1,46 1,17 0,93 1,48
Lmo4 Stabw. 0,06 0,14 0,40 0,04 0,01 0,35
TAL1 MW 3,09 1,21 1,20 0,85 1,00 1,04
TAL1 Stabw. 0,10 0,01 0,31 0,29 0,03 0,15
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