
 

UNIVERSITÄTSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF 
 
 

Aus dem Institut für Anatomie und Experimentelle Morphologie 
Zentrum für Experimentelle Medizin 

 
Direktor: Prof. Dr. Udo Schumacher 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

E- and P-selectins are essential for repopulation of chronic myelogenous 
and chronic eosinophilic leukemias in a scid mouse xenograft model 

 
 
 
 
 
 
 
 

Dissertation 
 

zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 
der Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg 

 
 
 
 
 
 

vorgelegt von: 
 

Anna Christina Schmidt 
aus Hameln 

 
 
 
 
 
 
 

Hamburg 2014 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Angenommen von der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg am: 13.03.2014 
 
 
Veröffentlicht mit Genehmigung der  
Medizinischen Fakultät der Universität Hamburg. 
 
 
Prüfungsausschuss, der Vorsitzende:  Prof. Dr. Udo Schumacher 
 
 
Prüfungsausschuss, zweite Gutachterin: Prof. Dr. Susanne Klutmann 
 
 
Prüfungsausschuss, dritter Gutachter: PD Dr. Uwe Wehrenberg  



E- and P-Selectins Are Essential for Repopulation of
Chronic Myelogenous and Chronic Eosinophilic
Leukemias in a Scid Mouse Xenograft Model
Daniel Wicklein1*., Anna Schmidt1., Vera Labitzky1, Sebastian Ullrich1, Peter Valent2,3,

Udo Schumacher1

1 Institute of Anatomy and Experimental Morphology, University Cancer Center, University Medical-Center Hamburg-Eppendorf, Hamburg, Germany, 2 Ludwig-Boltzmann

Cluster Oncology, Vienna, Austria, 3Department of Internal Medicine I, Division of Hematology and Hemostaseology, Medical University of Vienna, Vienna, Austria

Abstract

In chronic myelogenous (CML) and chronic eosinophilic leukemia (CEL), neoplastic cells spread via the circulation into
various extramedullary organs. As E- and P-selectin constitute the starting point for the leucocyte adhesion/invasion
cascade, and CEL and CML cells share many properties with normal granulocytes, we investigated the role of these selectins
in CEL and CML cell expansion and organ invasion in a xenotransplantation model using scid mice. Using two human
leukemic cell lines (EOL-1 and K562), we were able to show that E- and P-selectins mediate leukemia cell tethering and
adherence in a laminar flow assay. While E-selectin binding depended on sialylated carbohydrate moieties, P-selectin
binding was completely (K562) or partially (EOL-1) independent of these carbohydrates indicating the involvement of non-
canonical selectin ligands. In a xenograft model in scid mice, both cell lines invaded the bone marrow and other organs,
formed chloromas, and ultimately produced an overt leukemia. In contrast, in E- and P-selectin knockout scid mice, the cells
failed to show engraftment in 8 out of 10 animals and even if they did engraft, they produced only little organ invasion and
chloroma formation. Together, these data suggest that E- and P-selectins play an important role in leukemic dissemination
in CML and CEL.
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Introduction

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a clonal hematopoi-
etic neoplasm with an annual incidence of 1–2 per 100,000
comprising 5–10% of all cases of myeloid leukemias. In the
chronic phase of CML, the malignant clone is largely dependent
on BCR-ABL kinase activity [1,2,3,4]. In line with this assump-
tion, the disease can be successfully treated with BCR-ABL
tyrosine kinase inhibitors (TKI) such as imatinib [5,6]. However,
many patients relapse after discontinuation of TKI therapy, even
after having entered a complete molecular response [7,8]. This
phenomenon is best explained by resistance of leukemic stem cells
(LSC) that are often quiescent cells and therefore cannot be all
eliminated by TKI treatment [9,10,11]. These LSC reside in bone
marrow stem cell niches where they occasionally enter the organ’s
micro-circulation before being spread into the blood to enter new
survival niches in the bone marrow and in various extramedullary
organs [12,13,14].
Chronic Eosinophilic Leukemia (CEL) is a rare myeloprolifer-

ative neoplasm characterized by clonal expansion of eosinophils
and typical organ damage [15,16,17,18]. The neoplastic eosino-
phils in CEL often display PDGFRA fusion genes, resulting in

constitutive tyrosine kinase activity [19,20,21]. Like CML, the
disease can be successfully treated with imatinib [18,22,23].
Although CEL and CML LSC populate the entire bone

marrow and also other vascularized organs over time, not much is
known about the molecular mechanisms that are involved in the
dissemination and homing processes underlying LSC dissemina-
tion through the blood stream in these leukemias.
Recent xenograft experiments indicated that E- and P-selectin

play a major role in the metastatic cascade of colon and breast
cancer [24,25]. These studies suggest that cancer cells mimic the
adhesion cascade of leukocytes to emigrate from the bloodstream
in which they are unable to survive. As cancer cells use the same
mechanisms as leukocytes do to leave the bloodstream, it seems
obvious that leukemic cells which are malignant counterparts of
normal leukocytes use the same mechanism to translocate from the
circulation into tissues in various organs. Additionally, it was
recently demonstrated that E-selectin is a crucial component of a
hematopoietic stem cell (HSC) niche in the bone marrow, with E-
selectin regulating HSC dormancy and self-renewal [26].
In the present study, we analyzed factors that may underlie the

dissemination of CEL and CML cells during the dissemination
step of disease evolution. As the leukocyte adhesion cascade is
generally considered to start with the selectins [27] and E-selectin
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is part of a HSC niche which might be a potential LSC niche as
well [26], we chose to use a recently established xenograft model of
human CEL [28] to investigate the behavior of CEL and CML
cells in E- and P-selectin deficient scid mice.

Materials and Methods

Cell Culture
The CEL cell line EOL-1, the CML cell line K562 (DSMZ,

Braunschweig, Germany) and the control, pancreatic adenocarci-
noma cell line PaCa 5061 (characterized in [29]) were cultured as
previously described [28,29].

Animal Experiments
The methodology for carrying out the animal experiments was

consistent with the UKCCR guidelines for the welfare of animals
in experimental neoplasia [30]. The experiment was recom-
mended and supervised by the institutional animal welfare officer
and approved by the local licensing authority (Behörde für
Soziales, Familie, Gesundheit, Verbraucherschutz; Amt für
Gesundheit und Verbraucherschutz; Billstr. 80, D-20539 Ham-
burg, Germany) under the project no. G10/55.
All animals used were pathogen-free Balb/c severe combined

immunodeficient (scid) or E-selectin 2/2 and P-selectin 2/2
scid mice (previously described [24]) aged 9–14 weeks with a
weight of 25–30 g at the beginning of the experiments. The mice
were housed in filter-top cages, provided food and water ad
libitum and their condition was monitored daily. Apart from
visible chloroma and paraplegia, the general condition of the
animals was evaluated by a standardized in house scoring system
based on movement/behavior, weight development, food and
water intake and fur condition. The mice were killed by cervical
dislocation after having been anesthetized by intraperitoneal
injection of a weight-adapted dose (10 ml/g bodyweight) of a
mixture of 1.2 ml Ketamin (Gräub AG, Bern, Switzerland), 0.8 ml
Rompun (Bayer AG, Leverkusen, Germany) and 8 ml saline.

Flow Cytometry
Unconjugated antibodies against sialyl Lewis a/CA19-9 (Ab-

cam), Cutaneous Lymphocyte Antigen (HECA-452), sialyl Lewis
x/CD15s (CSLEX1) BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and
corresponding mouse IgM or rat IgM isotype control, respectively
(Dako, Glostrup, Denmark), were detected with allophycocyanin
(APC) conjugated goat anti-mouse Ig (BD Biosciences).
Cells were analyzed using a FACSCalibur cytometer (BD

Biosciences). For assessment of E- and P-selectin binding on
human tumor cells, E- and P-selectin chimeric proteins (R&D,
Wiesbaden, Germany) were complexed by incubation with goat
anti-human IgG1-biotin (Sigma Aldrich, Hamburg, Germany)
and subsequent addition of phycoerythrin (PE, Dako) or APC (BD)
conjugated streptavidin before staining.
Neuraminidase treatment experiments were performed by

incubating the cells in PBS with or without 10 mU Neuraminidase
from C. perfringens (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) for
1 h at 37uC prior to staining.

Laminar Flow Adhesion Assay
Laminar flow experiments were performed as previously

described [31]. Applied shear rates were 0.25 dyn/cm2 and
0.5 dyn/cm2.

Xenograft Mouse Model of Human CEL and CML using
EOL-1 Cells and K562 Cells
The experiment was carried out with 10 scid and 10 E-selectin

2/2, P-selectin 2/2 scid mice in each group. For injection,
EOL-1 cells or K562 cells were washed and resuspended in saline
at 26107 cells per ml. All mice received an intravenous injection of
26106 EOL-1 or K562 cells (in 100 ml saline), respectively. The
animals were controlled for development of symptoms of leukemia
and/or visible chloroma each day. Mice with severe symptoms (in
most cases apathy or paraplegia) were euthanized immediately.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry using sections of paraffin-embedded

tissues was carried out as previously described [28,32].

DNA Extraction and Real-time PCR for Detection of
Human Leukemic Cells
DNA extraction from murine blood and quantification of

human leukemia cells by real-time polymerase chain reaction
(PCR) were performed as previously described [33]. For the
quantification of human leukemia cells from bone marrow, 60 ng
of DNA isolated from the animals’ bone marrow were used as
template.

Statistical Analyses
Statistical Analyses (Log-rank tests for the Kaplan Meier

survival curves and Mann Whitney tests for leukemia cell numbers
in blood and bone marrow) were performed using GraphPad
Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Tests used are given for
each P value in the results section. Results were considered
statistically different when the P value was below 0.05.

Results

Selectins Bind to Human CEL and CML Cells
Binding of human E- and P-selectin to the human cell lines

EOL-1 and K562 was investigated by flow cytometry. EOL-1 cells
were found to bind to human E-selectin (Figure 1A) and human
P-selectin (Figure 1B). K562 cells displayed weak human E-
selectin binding (Figure 1C) and moderate human P-selectin
binding (Figure 1D).
To investigate whether E- and P-selectin mediate tethering or

adherence of human CEL and CML cells under shear stress (more
closely reflecting in vivo conditions than the static incubation in the
flow cytometry experiments), laminar flow adhesion experiments
with both cells lines, EOL-1 and K562, were performed. Flow
channels were coated with human and murine selectins, respec-
tively.
Both cell lines showed only weak adhesion to human and

murine P-selectin. K562 cells displayed a similarly weak adhesion
to both human and murine E-selectin (Figure 2A), while EOL-1
cells showed a stronger adhesion to human and murine E-selectin
than the K562 cells.
Both cell lines showed only weak tethering in (human and

murine) P-selectin coated channels. Almost no tethering EOL-1
cells were observed in channels coated with human or murine E-
selectin, whereas K562 cells displayed strong tethering on human
and murine E-selectin (Figure 2B).

Selectins are Essential in Leukemia Cell Engraftment in a
Xenograft Model of Human CEL with EOL-1 Cells
Two wt mice injected with EOL-1 cells were found dead one

day after injection and were excluded from further analyses. All

E- and P-Selectin Essential in Leukemia Xenograft

PLOS ONE | www.plosone.org 2 July 2013 | Volume 8 | Issue 7 | e70139



remaining wt animals injected with EOL-1 cells developed varying
symptoms of eosinophilic CEL, i.e. cachexia, apathy, palpable
tumors/chloroma (Figure 3A) and/or paraplegia, and had to be
euthanized after 26 to 34 days (median 32 days, Figure 4A). This
part of the experiment was therefore terminated after 53 days.
One mouse of the corresponding k.o. group had to be euthanized
after 32 days due to paraplegia (without any further signs of CEL).
The animal showed 1605 EOL-1 cells/ml blood, however,
necropsy revealed no signs of chloromas and no EOL-1 cells
were found in histology. On day 53 only one animal of the k.o.
group showed a palpable subcutaneous tumor on the back, but
displayed no further signs of CEL and, correspondingly, no
median survival can be given for the k.o. group (Figure 4A). The
resulting survival curves of the wt and k.o. animals for EOL-1 were
significantly different (P,0.0001, Log-rank test).
Necropsy and histology revealed multiple organ involvement in

the wt group: various animals developed solid chloromas located
at the spine (animals showed corresponding paraplegia), in the
peritoneum and/or the thorax and showed infiltrations of EOl-1
cells in the bone marrow, liver and/or lung. In the k.o. group, only
three animals developed small chloromas in the thorax and only
two of these mice showed infiltrations of EOl-1 cells in the liver.
No further infiltrations by EOL-1 cells were found in any of the
other animals of the k.o. group. Quantitative real time PCR (qRT-
PCR) showed a significantly reduced number of EOL-1 cells in the
k.o. animals’ blood at the time of death (median of 7.8 EOL-1
cells/ml blood in the k.o. group, range 0 to 2210 cells/ml)
compared with the wt group (median of 32950 EOL-1 cells/ml

blood, range 1895 to 3.416106 cells/ml); P,0.0001, Mann
Whitney test; (Figure 4B).
Summarized, injection of EOL-1 cells caused massive organ

infiltration by leukemia cells, chloroma development and massive
presence of EOL-1 cells in the animals’ blood in the selectin
competent mice. In contrast, small chloromas developed in 30% of
the selectin deficient animals, organ infiltration (only liver) was
observed in 20% of the selectin deficient mice and only few
leukemia cells were detected in their blood. These data suggest an
essential effect of the selectins on CEL cell engraftment.

Selectins are Essential in Leukemia Cell Engraftment in a
Xenograft Model of Human CML with K562 Cells
In mice xenografted with K562 cells, 8 out of 10 animals of the

wt group had to be euthanized at some time point during the
experiment (it was terminated after 56 days, Figure 5A). All of
these animals had developed varying symptoms of CML, i.e.
cachexia, apathy, palpable tumors/chloromas (Figure 3B). In
these mice, no paraplegia was observed. Using qRT-PCR, varying
amounts of K562 cells were found in these animals’ blood and in
the bone marrow of all mice but one. Additionally, six of these
animals showed visible facial tumors/chloromas. Two mice had
not developed any symptoms until day 56 and both animals did
not show any chloromas although a low amount (14.5 cells/ml) of
K562 cells was detected in the blood of one of the two mice by
qRT-PCR. Additionally, K562 cells were found in this animal’s
lung using immunohistochemistry. Thus, only one animal (10%) of
the wt group showed no signs of engraftment until the end of the
experiment.
In the selectin k.o. group, only two animals developed

symptoms of CML until day 56 and had to be euthanized
(Figure 5A). These two mice were the only ones in this group that
displayed facial tumors and other chloromas and were qRT-PCR
positive for K562 cells in blood and bone marrow.
Summarized, qRT-PCR results were: Median of 268.8 cells/ml

blood (range 0 to 28657 cells) in the wt group compared with a
median of 0.2 in the k.o. group (range 0 to 7237 cells) (Figure 5B).
This difference was significant (P = 0.0068, Mann Whitney test). In
the bone marrow of the wt mice, a median of 243 cells/60 ng
template DNA was detected (range 0 to 122047 cells) compared
with a median of 0 cells/60 ng template DNA (range 0 to 5112
cells) in the selectin k.o. group (Figure 5C). Again, this difference
was significant (P = 0.0089, Mann Whitney test).
Injection of K562 cells caused massive organ infiltration by

leukemic cells, chloroma development and presence of K562 cells
in the blood of 90% of the animals in the selectin competent mice.
In the selectin deficient animals, only 20% of these mice developed
chloromas and showed signs of bone marrow infiltration and only
very few leukemic cells were detected in their blood. No further
infiltration of other organs was observed in any of the selectin
deficient animals. These data suggest an essential effect of the
selectins on CML cell engraftment.

Detection of Selectin Ligands on CEL and CML Cell Lines
In order to identify the E- and P-selectin ligands on cells of the

human CEL and CML cell lines, selectin binding after (pre)incu-
bation of cells from culture with potentially inhibiting antibodies
was measured by flow cytometry. The selectin binding human
pancreatic carcinoma cell line PaCa 5061 was used as a positive
control [34].
Of the described selectin ligands, EOL-1 cells displayed only a

small subpopulation of sialyl Lewis a (CA19-9) positive cells
(3.7%), but were highly positive for sialyl Lewis 6 (CD15s),

Figure 1. Human EOL-1 cells and K562 cells bind to E- and P-
selectin in vitro. Binding of human E- and P-selectin to human CEL
and CML cells was analyzed by flow cytometry. Given in the histograms
are the fluorescence signal (FL-1 for AlexaFluor488 or FL-2 for
phycoerythrin) and event number, selectin binding is represented by
the filled curves, controls by the open curves. Cell lines and selectins
used were: EOL-1 and human E-selectin (A), EOL-1 and human P-
selectin (B), K562 and human E-selectin (C) and K562 and human P-
selectin (D). All experiments were repeated twice, representative results
are shown.
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g001

E- and P-Selectin Essential in Leukemia Xenograft
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whereas K562 cells were negative for both (Figure 6). Both cells
lines were positive for CD162 (PSGL-1).

Antibodies against sialyl Lewis x (CD15s, Figure 7A) and sialyl
Lewis a (CA19-9, Figure 7B) did not inhibit E- and P-selectin

Figure 2. Human EOL-1 cells and K562 cells cells show tethering and adhesion to E- and P-selectin in laminar flow assays. Interactions
of human CEL and CML cells from culture under laminar flow (0.25 dyn/cm2) in selectin coated channels. The cell lines EOL-1 and K562 were tested for
adherence (A) or tethering (B). Given are the numbers and corresponding standard deviations of adhering and tethering cells, respectively. Channels
were coated with human E-selectin (E), human P-selectin (P), murine E-selectin (mE) or murine P-selectin (mP). No adhering or tethering cells were
observed in Fc control coated channels. All experiments were done in triplicates.
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g002

E- and P-Selectin Essential in Leukemia Xenograft
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binding to EOL-1 and K562 cells although anti-CA19-9 (and not
anti-CD15s) did completely block E-selectin binding to PaCa 5061

cells as previously described [34]. Even the monoclonal antibody
HECA-452 which has a broader specificity (CA19-9 and CD15s

Figure 3. Human CEL and CML cells can be clearly detected by immunohistochemistry in the tissues of the scid mice. A: Tissue section
of an EOL-1 chloroma of selectin wt scid mouse. Immunohistochemical staining for human HLA-DR in red. B: Tissue section of a K562 chloroma of a
wt scid mouse. Immunohistochemical staining for human mitochondria in red.
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g003

E- and P-Selectin Essential in Leukemia Xenograft
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among other carbohydrate moieties) had no inhibitory effect on E-
and P-selectin binding to the CEL and CML cells, but blocked E-
selectin binding to PaCa 5061 cells (not shown). An antibody
against CD162 (PSGL-1) blocked P-selectin binding to EOL-1, but

not to K562 (Figure 7A), whereas E-selectin binding to both cell
lines was not influenced by anti-CD162 (not shown).
As we were unable to confirm that the described selectin ligands

sialyl Lewis a and sialyl Lewis x played any role in selectin binding
to the CEL or CML line used in our experiments, we treated the

Figure 4. Xenograft model of CEL with the human cell line EOL-1 in wild-type and E- and P-selectin knockout scid mice. Selectin
deficiency dramatically increases survival of the animals after injection of 26106 EOL-1 cells and decreases the number of leukemia cells in the blood.
A: Kaplan-Meyer survival curve for wild-type (wt, selectin competent, 8 animals, grey curve) and selectin knockout (k.o., E-and P-selectin deficient, 10
animals, black curve). The percentage of surviving animals on a given day is shown. The experiment was terminated after 53 days. Median survival
after transplantation was: wt 32 days, k.o. not reached. The curves were significantly different, ***: P,0.0001 (Log-rank test). B: Human EOL-1 cells in
the animals’ blood at the time of death as determined by quantitative real-time PCR. Selectin competent (wt, 8 animals) are compared with E- and P-
selectin deficient mice (k.o., 9 animals). Given in the box plot are the median (line), highest and lowest number of EOL-1 cells per ml of the animals’
blood (whiskers) and upper and lower quartile (box). Median cell number per ml blood was 32950 for the wt group and 7.8 for the k.o. group. The
difference between the groups was significantly different, ***: P = 0.0002 (Mann Whitney test).
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g004
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cells with neuraminidase (sialidase) to investigate whether
sialylated carbohydrate moieties were involved in selectin binding
at all. Treatment with neuraminidase abolished E-selectin binding
to both EOL-1 and K562 cells and considerably reduced P-
selectin binding to EOL-1 cells. However, P-selectin binding to
K562 cells was not affected by neuraminidase digestion
(Figure 7C).

Discussion

This study was undertaken to analyze the functional role of E-
and P-selectin in the process of leukemic dissemination in CML
and CEL. Both cell lines used bound to E- and P-selectin fusion
proteins: This binding was more intense in EOL-1 cells (moderate
to E- and strong to P-selectin) compared to K562 (weak to E- and
moderate to P-selectin) and interacted with the selectins under
laminar flow conditions. The pathophysiological role of selectin
binding could be verified in vivo: E- and P-selectin deficient mice
showed dramatically increased survival and little organ infiltration
and chloroma formation were observed compared with wt mice.
Additionally, there were only few to no circulating leukemia cells
in the selectin deficient animals’ blood. These observations
indicate that E- and P-selectin play an important role in organ
infiltration and chloroma formation by CEL and CML cells. Flow
cytometric analysis in earlier xenograft experiments with EOL-1
cells showed that nearly all cells vanish from the murine
bloodstream after intravenous injection and reappear in the blood
about 28 days later [28]. Thus, the human leukemia cells
obviously left the bloodstream to home into at least one type of
survival niche in the murine organism (in the bone marrow and/or
other organs). Whether this niche is similar or identical to the
Leukemia Stem Cell (LSC) niche [35,36] and whether the
leukemia cells can establish LSCs in the animals, is a highly
pertinent question that can be studied in vivo in this model.
However, it should be stated that the model applied here
employed human cell lines and that cell line-specific LSC may
differ from primary LSC in patients regarding their biology and
expansion.
Obviously, the leukemia cells were unable to survive in the

bloodstream for extended periods of time: In the selectin k.o.
animals where the leukemia cells’ ability to leave the bloodstream
and enter the organs was impaired, only a minority of the mice
showed any sign of tumor cell engraftment at all. This might imply
a dynamic situation in human patients as well, with leukemia cells
that may constantly be redistributed from and into the bone
marrow (and probably also other organs) and adhesion receptors
such as E- and P-selectin may play an important role in this
redistribution process. Thus, the selectins might be involved in the

Figure 5. Xenograft model of CML with the human cell line
K562 in wild-type and E- and P-selectin knockout scid mice.
Selectin deficiency dramatically increases survival of the animals after
injection of 26106 K562 cells and decreases the number of leukemia
cells in blood and bone marrow. A: Kaplan-Meyer survival curve for
wild-type (wt, selectin competent, 10 animals, grey curve) and selectin
knockout (k.o., E-and P-selectin deficient, 10 animals, black curve). The
experiment was ended after 56 days. Median survival after transplan-

tation was: wt 48.5 days, k.o. not reached. The curves were significantly
different, **: P = 0.0085 (Log-rank test). B: Human K562 CML cells (given
in cells/ml) in the animals’ blood at the time of death as determined by
quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Selectin competent (wt, n = 10)
compared with E- and P-selectin deficient mice (k.o., n = 10). Given in
the box plot are the median (line), highest and lowest number of K562
cells per ml of the animals’ blood (whiskers) and upper and lower
quartile (box). Median cell number per ml blood was 268.8 for the wt
group and 0.2 for the k.o. group. The difference between the groups
was significantly different, **: P = 0.0068 (Mann Whitney test). C: Human
K562 CML cells in the animals’ bone marrow at the time of death as
determined by qRT-PCR (given in cells/60 ng template DNA). Given in
the box plot are the median (line), highest and lowest number of K562
cells (whiskers) and upper and lower quartile (box). Median cells per
60 ng template DNA in the wt group were 243 compared with 0 cells in
the k.o. group. This difference was significant, **: P = 0.0089 (Mann
Whitney test).
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g005
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spread of LSC to new sites in the bone marrow and other organs.
Recently, it has been suggested that LSC in acute myelogenous
leukemia use the circulation to reach these new sites where they
utilize selectins, integrins and other molecules of the leukocyte
cascade to leave the bloodstream and subsequently enter their
niche again [14]. For hematopoietic stem cells (HSCs) at least two
survival niches exist in the bone marrow, as the HSCs are either
associated with sinusoidal endothelium or endosteum [37].
Recently, it was demonstrated, that E-selectin is part of the
sinusoidal endothelial survival niche itself and that the selectin
regulates dormancy and self-renewal of HSCs [26]. If these
findings also apply to the survival niche(s) of the EOL-1 and K562
leukemia cells, the selectin deficiency could have effects on both
niches: The injected leukemia cells would have a drastically

reduced probability of reaching the endosteal survival niche as
their ability to leave the bloodstream (adherence to and crossing of
the endothelium) is impaired. In the sinusoidal endothelial niche,
the lack of E-selectin might prevent the leukemia cells from self-
renewal/proliferation. As a result of these two effects, the overall
number of leukemia cells in the animals’ bone marrow and blood
could have dropped below the detection threshold. Due to the
selectin deficiency, the few leukemia cells escaping dormancy in
the endothelial niche of the k.o. mice would again encounter great
difficulties leaving the bloodstream to invade organs or establish
chloromas. Future experiments will have to answer the question if
(and then to what extent) a dormancy effect similar to the one
described for HSCs [26] is involved in the effects of selectin
deficiency in our xenograft model.

Figure 6. Analysis for potential selectin ligands on the surface of the human CEL and CML cell lines EOL-1 and K562 by flow
cytometry. Only EOL-1 cells are positive for sialyl Lewis x, both cell lines are positive for CD162 (PSGL-1). Cells were incubated with antibodies
against CA19-9 (sialyl lewis a), CD15s (sialyl lewis x) or CD162 (PSGL-1) or the respective isotype controls followed by an APC-labelled secondary
antibody. Given in the histograms are the fluorescence signals and event numbers, labeling with the antibodies against selectin ligands is
represented by the filled curves, the respective isotype controls by the open curves. Only a small subpopulation (3.7%) of EOL-1 cells was positive for
CA19-9. The cells were either completely negative or more than 95% positive for the other ligands. All experiments were repeated twice,
representative results are shown.
doi:10.1371/journal.pone.0070139.g006
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Figure 7. Inhibition of selectin binding to human CEL and CML cells by monoclonal antibodies and neuraminidase treatment as
determined by flow cytometry. A: Blocking of P-selectin binding by (pre)incubation with monoclonal antibodies against CD15s and CD162. Filled
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With the exception of CD162, we were not able to identify the
E- and P-selectin ligands on the surface of the leukemia cell lines
used in our experiments by inhibition with monclonal antibodies
specific for published selectin ligands. Only an anti-CD162
(PSGL-1) antibody inhibited P-selectin binding to EOL-1, but
not to K562 cells. Surprisingly, antibodies specific for sialyl Lewis a
(CA19-9) and sialyl Lewis x (CSLEX1) and the antibody HECA-
452 (recognizing both carbohydrate moieties) were unable to
inhibit E- or P-selectin binding to EOL-1 and K562 cells (which
had to be expected in the latter case as K562 cells are negative for
sialyl Lewis a and x). In contrast, the antibody against sialyl Lewis
a inhibited E-selectin binding to the pancreatic adenocarcinoma
cell line PaCa 5061 (used as positive control), as described earlier
[34]. It has been known for decades that the presence of sialyl
Lewis x alone is not sufficient for a protein to function as a selectin
ligand [38] and it has been shown recently that binding of HECA-
452 does not block simultaneous E-selectin binding to sialyl Lewis
x microspheres [39]. Our results appear to verify the latter finding
on a cellular level. It is unlikely, however, that the antibody
(CSLEX1) against sialyl Lewis x that we used in this study is
similar to HECA-452 in this respect (not able to block
simultaneous selectin binding) as it has been shown to block E-
and P-selectin binding on a cellular level before [40,41]. We could
show that sialylated carbohydrate moieties are involved in E-
selectin binding to EOL-1 and K562 cells, as neuraminidase
(sialidase) digestion abolished E-selectin binding to both cell lines.
Interestingly, neuraminidase digestion only partially inhibited P-
selectin binding to EOL-1, but not to K562 cells where P-selectin
binding was unaltered by neuraminidase digestion, indicating that
P-selectin binding does not depend on neuraminic acid in the
latter case. Other carbohydrate moieties might be critically
involved in selectin binding to the leukemia cells, as especially
indicated by the results for K562 cells and P-selectin. Taken
together, our results suggest that the selectins mainly bind to
noncanonical ligands on the CEL and CML cells. Interestingly, it
has been shown recently, that binding of HSCs to E-selectin is also
mediated by noncanonical selectin ligands [26]. If the EOL-1 and
K562 cells display the same (hitherto unidentified new E-selectin

ligands) this would give further credit to the assumption that the
absence of E-selectin from the endothelial survival niche causes a
dormancy effect similar to the HSCs. Taking into consideration
that in CEL and CML cell lines the situation with E- and
especially P-selectin ligands appears to be more complicated than
expected from recent literature on granulocytes – which more or
less takes the essential role of sialyl Lewis x for granted [42,43] –
we think that our results certainly warrant further examination of
the selectin ligands on other cell lines of CEL, CML and other
leukemia entities as well. As leukemia cells display surface
expression of markers typical for their normal leukocyte counter-
parts (e.g. B-lymphoid CLL cells CD19, CD20 etc.) it is more than
likely that they express selectin ligands as well [12]. Further
experiments will have to include different types of leukocytes to
clarify if differences in carbohydrate involvement in E- and P-
selectin binding reflect the different progenitor cells of the
leukemia cell lines (e.g. eosinophilic granulocyte or monocyte
precursors). It will also be essential to know whether primary
leukemic stem cells (LSC) derived from patients with CML and
CEL express selectin ligands and invade tissues in a selectin-
specific manner. Notably, it is well known that LSC in CML
interact with several types of niches in various organs, and that
LSC-niche interactions contribute to self-renewal and drug
resistance [10,36]. Finally, it is generally appreciated that LSC
are important targets of therapy in various types of acute and
chronic leukemia [44,45,46,47].
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Zusammenfassung 

Bei der chronischen myeloischen Leukämie (CML) und der chronischen Eosinophilenleukä-

mie (CEL) streuen neoplastische Zellen über den Blutkreislauf in verschiedene extramedullä-

re Organe. Da E- und P-Selektin den Startpunkt der Leukozytenadhäsions-/Invasionskaskade 

bilden und CEL- und CML-Zellen viele Eigenschaften mit normalen Granulozyten teilen, 

untersuchten wir die Rolle dieser Selektine bei der Ausbreitung und Organinvasion der CEL- 

und CML-Zellen in einem Xenotransplantationsmodell an SCID-Mäusen. Anhand von zwei 

humanen Leukämiezelllinien (EOL-1 und K562) konnten wir im Flussversuch zeigen, dass E- 

und P-Selektin Tethering und Adhäsion von Leukämiezellen vermitteln. Während die E-

Selektin-Bindung von sialylierten Kohlenhydratresten abhing, war die P-Selektin-Bindung 

komplett (K562) bzw. partiell (EOL-1) unabhängig von diesen Kohlenhydraten, was auf die 

Beteiligung von nicht-kanonischen Selektinliganden hindeutet. In einem SCID-Maus-

Xenograft-Modell drangen beide Zelllinien ins Knochenmark und in andere Organe ein, bil-

deten Chlorome und führten schlussendlich zu einer manifesten Leukämie. Im Gegensatz da-

zu konnten die Zellen in E- und P-Selektin-Knockout-SCID-Mäusen in acht von zehn Ver-

suchstieren nicht anwachsen. In den verbleibenden zwei Tieren waren nur wenige kleine 

Chlorome und Organinvasionen vorhanden. Zusammengefasst legen diese Daten nahe, dass 

E- und P-Selektin eine wichtige Rolle bei der Ausbreitung von CML und CEL spielen.
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1 Darstellung der Publikation 

1.1 Fragestellung der Arbeit 

Nach aktuellen Erkenntnissen spielen E- und P-Selektin eine große Rolle in der Metastasie-

rung von Colon- und Mamma-Karzinomen (Köhler et al. 2009), sowie von Pankreas-

Karzinomen (Gebauer et al. 2012). In der Leukozytenmigration bilden Selektine bekannter-

maßen den Startpunkt der Diapedese. Krebszellen machen sich diesen Mechanismus zu Nut-

ze, um aus dem Blutstrom ins Gewebe auszuwandern und dort Metastasen zu bilden. Da Leu-

kämiezellen entarteten Leukozyten entsprechen, ist anzunehmen, dass sie über den gleichen 

Mechanismus wie die anderen Krebszellen und normale Leukozyten den Blutstrom verlassen, 

um ins Gewebe auszuwandern. 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Beteiligung von E- und P-Selektin an der Streuung von 

Leukämiezellen am Beispiel einer chronisch myeloischen Leukämie (K562) und einer chroni-

schen Eosinophilenleukämie (EOL-1) zu untersuchen. 

Die konkreten Fragestellungen dazu waren: 

- Binden EOL-1 und K562 an E- und P-Selektin? 

- Welche Liganden sind an der Bindung beteiligt? 

- Spielen E- und P-Selektin in vivo eine Rolle im klinischen Verlauf der CML und 

CEL? 

 

1.2 Einleitung 

Jährlich erkranken etwa 14/100.000 Einwohner weltweit an Leukämie. In Deutschland sind 

jährlich ca. 9300 Menschen betroffen. Die relative 5-Jahres-Überlebensrate für Leukämien 

liegt bei 35-50%, wobei die akuten Leukämien im Erwachsenenalter die schlechteste Progno-

se haben (Husmann et al. 2010). 

Die chronische myeloische Leukämie (CML) ist eine  klonale myeloproliferative Neoplasie. 

Ausgehend von einer entarteten pluripotenten hämatopoetischen Stammzelle kommt es zur 

überschießenden Produktion von Leukämiezellen, welche dann die normale Hämatopoese im 

Knochenmark verdrängt. Im Fall einer Blastenkrise verteilen sich die Leukämiezellen über 

den Blutstrom im Organismus, was unbehandelt in wenigen Wochen zum Tod führt. Die 

chronische Eosinophilenleukämie (CEL) ist eine seltene Form der myeloproliferativen Ne-

oplasien. Durch unkontrollierte klonale Proliferation von eosinophilen Granulozyten kommt 

es zur schnell progredienten Organschädigung (Gotlib und Cools 2008). 
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Sowohl die CML als auch die CEL können effektiv mit einem Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) 

wie z. B. Imatinib behandelt werden. Diese Therapie muss jedoch auf unbestimmte Zeit fort-

geführt werden. Nach dem Absetzen der TKI kommt es bei vielen Patienten, trotz mehrjähri-

gen Bestehens kompletter molekularer Remission, zum Rezidiv der Erkrankung (Cortes et al. 

2004). In der Literatur wird dieses Phänomen mit der Existenz leukämischer Stammzellen 

(LSC) erklärt, welche sich im Knochenmark in Stammzellnischen einnisten und dort im Ru-

hestadium die TKI-Therapie unbeschadet überdauern (Copland et al. 2006, Jiang et al. 2007, 

Valent 2008). Nach Absetzen der TKI bilden sie neue Leukämiezellen, die sich über den 

Blutstrom im Organismus verteilen und ein Rezidiv der Erkrankung bewirken. 

Absolute Kontraindikationen der TKI-Therapie ergeben sich aus Nebenwirkungen wie der 

schweren Knochenmarksdepression mit Anämie und Panzytopenie. Leichtere Nebenwirkun-

gen, wie Kopfschmerzen, Übelkeit, Muskel- und Knochenschmerzen führen zur Incompliance 

der Patienten. Aufgrund der Teratogenität von Tyrosinkinase-Inhibitoren muss auch bei be-

stehendem Kinderwunsch die Therapie unterbrochen werden. Konventionelle Therapien mit 

Zytostatika sind jedoch weniger wirksam als TKI und eine Stammzelltransplantation kann bei 

älteren Menschen und Risikopatienten aufgrund der erhöhten Morbidität und Mortalität nicht 

empfohlen werden (AOK-Bundesverband 2010). Um neue Therapieansätze zu entwickeln, ist 

es notwendig den molekularen Mechanismus der Ausbreitung von Leukämiezellen im Orga-

nismus zu kennen.  

In der vorliegenden Arbeit beschäftigen wir uns mit der Beteiligung von Selektinen an der 

Ausbreitung von Leukämiezellen am Beispiel der CML und der CEL. Um Bindungsverhalten 

und potentielle Liganden der Zellen zu untersuchen, werden verschiedene statische und dy-

namische Essays in vitro durchgeführt. Basierend auf den Erkenntnissen aus den in vitro-

Versuchen, soll dann anhand eines Xenograft-Mausmodells mit E- und P-Selektin-defizienten 

Doppelknockoutmäusen überprüft werden, ob E- und P-Selektin einen Einfluss auf den  klini-

schen Verlauf von CML und CEL haben. 

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte unter Berücksichtigung der UKCCR-Richtlinien 

(Workman et al. 2010) sowie unter Überwachung und Autorisierung durch die Behörde für 

Soziales, Familie, Gesundheit, Verbraucherschutz; Amt für Gesundheit und Verbraucher-

schutz (Billstraße 80, 20539 Hamburg). Eine Bewilligung durch die Ethikkommision wurde 

im Vorfeld erteilt (Projektnummer G10/55). 
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1.3 Grundlagen 

1.3.1 Selektine 

Selektine sind kohlenhydratbindende Zelladhäsionsmoleküle aus der Familie der C-Typ-

Lektine. Die von ihnen vermittelte Bindung erfolgt calciumabhängig an Kohlenhydratreste, 

die auf Glycoproteinen oder Glycolipiden lokalisiert sind (Cummings und McEver 2009). Es 

werden drei Typen von Selektinen unterschieden: E-, P- und L- Selektin. Benannt sind diese 

nach dem ursprünglichen Ort ihrer Entdeckung: E-Selektin auf aktivierten Endothelzellen, 

P-Selektin auf Thrombozyten (engl.: platelets) und L-Selektin auf Leukozyten, wobei 

P-Selektin allerdings auch auf aktivierten Endothelzellen vorkommt. 

Selektine sind aus mehreren Domänen aufgebaut: N-teminal befindet sich eine Lektindomäne, 

eine epidermal growth factor like-Domäne (EGF), zwei bis neun short consensus repeat- 

Einheiten (SCR) und eine Transmembrandomäne. Eine cytoplasmatische Domäne findet sich 

am C-Terminus. Strukturell unterscheiden sich E-, P- und L-Selektin in der unterschiedlichen 

Anzahl an SCRs (Cummings und McEver 2009). 

 

 
Abb.1: Aufbau der Selektine 

 
Die Selektine bilden den Startpunkt der Leukozytenemigration: Durch das Zusammenspiel 

von Selektinen und glykosylierten Liganden wird Rolling und Tethering von Leukozyten auf 

dem Endothel initiiert. Erst das langsame Rollen über das Endothel ermöglicht den Leukozy-

ten den Kontakt zu weiteren Zelladhäsionsmolekülen wie z. B. Vertretern der Immunglobu-

lin-Superfamilie. Die Leukozyten werden abgebremst, haften dann fest am Endothel und wan-

dern schließlich aus dem Blutstrom ins Gewebe aus (Cummings und McEver 2009). Da 

L-Selektin nicht auf Endothelzellen lokalisiert ist und mit der Bindung von Leukozyten unter-

einander eine andere Funktion hat als E- und P-Selektin, beschränkt sich diese Arbeit auf die 

Rolle von E- und P-Selektin im Metastasierungsprozess von CML und CEL. 
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1.3.2 Die chronische myeloische Leukämie 

Die CML ist eine klonale myeloproliferative Neoplasie. Die zytogenetische Grundlage bildet 

das Philadelphia- (Ph) Chromosom mit dem BCR-ABL-Fusionsgen. Jährlich erkranken 

1-2/100.000 Einwohner an CML, das entspricht 1200 Patienten jährlich in Deutschland. Be-

troffen sind Menschen aller Altersschichten, wobei das mediane Erkrankungsalter bei 55-60 

Jahren liegt. Männer erkranken etwas häufiger als Frauen (3:2). Die jährliche Mortalität liegt 

bei 1,5%. Infolge verbesserter Prognosen durch effektive Therapien (z.B TKI) steigt die Prä-

valenz der Erkrankung bei konstanter Inzidenz (Hochhaus et al. 2013). 

Die CML verläuft zunächst über mehrere Jahre chronisch. Über eine mehrmonatige Akzelera-

tionsphase (AP) kann sie jedoch in eine Blastenkrise (BC) übergehen. Diese entspricht einer 

akuten Leukämie und endet unbehandelt innerhalb weniger Wochen tödlich (Hochhaus et al. 

2013). Die CML wird häufig in der chronischen Phase (CP) als Zufallsbefund diagnostiziert. 

Im Differentialblutbild zeigen sich eine Leukozytose mit pathologischer Linksverschiebung 

sowie eine Basophilie und Eosinophilie. Häufig liegen zusätzlich eine Thrombozytose, Anä-

mie und Splenomegalie vor. Die granulopoetischen Vorläuferzellen weisen noch eine normale 

Differenzierungskapazität auf. Kommt es trotz adäquater Therapie zu steigenden Leukozyten-

zahlen, B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweiß, Gewichtsverlust), progredienter Anämie und 

Splenomegalie, deutet dies auf den Übergang in die AP hin. Die BC ist nach WHO-Definition 

gekennzeichnet durch einen Anteil der Blasten über 20% der Leukozyten im peripheren Blut 

oder Knochenmark. Weitere Kennzeichen sind das Auftreten großer Cluster von Blasten in 

Knochenmarkbiopsien, sowie extramedullärer Infiltrate, sog. Chlorome (granulozytäre Sar-

kome) (Hehlmann und Hochhaus 2010). 

Die Pathogenese beruht auf der Transformation einer hämatopoetischen Stammzelle (HSC) zu 

einer leukämischen Stammzelle (LSC). Diese LSC hat die Fähigkeit zur Selbsterneuerung, zu 

unreguliertem Wachstum und zur Differenzierung in reifere Leukämiezellen. Dadurch wird 

sowohl der leukämische Stammzellpool unterhalten als auch eine große Menge an weiterent-

wickelten Leukämiezellen produziert (Valent 2011). In über 90% der Fälle tragen die Leukä-

miezellen das Philadelphia- (Ph) Chromosom t(9;22)(q34;q11), ein verkürztes Chromosom 

22. Dieses entsteht durch reziproke Translokation distaler Anteile der langen Arme der 

Chromosomen 9 und 22 (Hehlmann und Hochhaus 2010). Die Bruchstelle liegt auf Chromo-

som 9 im Bereich des ABL-Protoonkogens und auf Chromosom 22 im Bereich des BCR-

Gens. Das entstehende BCR-ABL-Fusionsgen kodiert für ein Protein mit erhöhter Tyrosinki-

naseaktivität, welche die chronische Phase der CML bedingt (Goldmann und Melo 2001). Die 

BCR-ABL-Tyrosinkinase aktiviert verschiedene Signaltransduktionswege in Leukämiezellen, 
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wodurch es zu unkontrollierter Wachstumsstimulation, Resistenz gegenüber Induktoren der 

Apoptose und zur genetischen Instabilität kommt (Valent 2008). In der CP  kommt es zur 

Produktion großer Mengen leukämischer Vorläuferzellen, die jedoch morphologisch und 

funktionell normale, reife Nachkommen bilden. Viele Patienten haben darüber hinaus über-

wiegend normale HSC. Dies erklärt den stabilen, symptomarmen Krankheitsverlauf in der CP 

der CML (Jiang et al. 2007). LSC siedeln sich in Stammzellnischen im Knochenmark an, wo 

sie in Zellruhe sowohl Chemo- als auch TKI-Therapie überstehen können. Die benachbarten 

Zellen in der Stammzellnische regulieren über chemotaktische Signale und Stimuli Selbster-

neuerung und Zellruhe der LSC. Verlieren die LSC ihre Fähigkeit zur Differenzierung, 

kommt es zum vermehrten Auftreten von unreifen Vorläuferzellen (Blasten). Dies bedeutet 

den Übergang der CML aus der CP in die AP und schließlich in die BC. In diesen Phasen der 

Erkrankung spielen neben der BCR-ABL-Tyrosinkinase noch andere Onkogene eine Rolle, 

was das verminderte Ansprechen auf die TKI-Therapie im fortgeschrittenen Krankheitsver-

lauf erklärt (Valent 2008). 

Vor dem Beginn einer Therapie wird anhand des EUTOS-Scores 

(http://www.eutos.org/content/home/eutos_score/index_eng.html) basierend auf dem Anteil 

der Basophilen im peripheren Blut und der Milzgröße die Wahrscheinlichkeit des Erreichens 

einer kompletten zytogenetischen Remission innerhalb von 18 Monaten berechnet. In der CP 

oder AP der CML wird eine Therapie mit TKI wie Imatinib, Nilotinib oder Dasatinib durch-

geführt. Das Therapieziel liegt im Erreichen der kompletten zytogenetischen Remission und 

wird in 75-90% der Fälle erreicht. Die TKI-Therapie muss auf unbestimmte Zeit in Form ei-

ner  täglichen Tabletteneinnahme fortgeführt werden. Nach dem Absetzen der TKI bei anhal-

tender Remission kommt es in vielen Fällen binnen kurzer Zeit zum Rezidiv (Cortes et al. 

2004, Mahon et al. 2010). In der BC wird der Patient zunächst mit konventionellen Che-

motherapeutika evtl. in Kombination mit TKI behandelt, um dann nach Möglichkeit eine allo-

gene Stammzelltransplantation durchzuführen. 

Die 5-Jahres-Überlebensrate unter adäquater Therapie beträgt ca. 90% in der CP, 50% in der 

AP und nur 10% in der BC (Burchert und Neubauer 2011, Druker et al. 2006). 

 
1.3.3 Die chronische Eosinophilenleukämie 

Die CEL ist eine myeloproliferative Neoplasie, die durch persistierende Eosinophilie 

(>1500 Eosinophile/!l für mindestens sechs Monate), das zytogenetisch oder 

molekulargenetisch nachgewiesene Auftreten monoklonaler eosinophiler Granulozyten, sowie 

das Vorkommen von >2 % Blasten im peripheren Blut oder >5 % und <20 % Blasten im 
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Knochenmark gekennzeichnet ist (Reiter et al. 2011). Im Gegensatz zu reaktiven, sekundären 

Eosinophilien, die als Folge von Allergien oder Infektionen auftreten, ist die CEL eine 

primäre, klonale eosinophile Störung. In der Literatur hat sich die Bezeichnung 

myeloproliferative Variante des hypereosinophilen Syndroms (M-HES) durchgesetzt (Gotlib 

und Cools 2008). Es handelt sich um eine sehr seltene Erkrankung mit einer Inzidenz unter 

1/100.000 Einwohner pro Jahr (Gotlib und Cools 2008). 

Das klinische Bild ist durch Symptome einer klassischen myeloproliferativen Neoplasie wie 

z.B. Hepato- und Splenomegalie, Knochenmarkshyperplasie oder -fibrose, unreife myeloische 

Zellen im peripheren Blut und erhöhte Serumtryptasewerte gekennzeichnet. Chlorome treten 

v. a. in Herz, Haut, Rückenmark, Lunge, Milz und dem Gastrointestinaltrakt auf (Gotlib und 

Cools 2008). 

Die Pathogenese der CEL beruht auf der klonalen Überproduktion von maligne entarteten 

eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut und Knochenmark. Dies führt zur Infiltration 

und Zerstörung peripherer Organe. In den meisten Fällen basiert die Erkrankung auf dem 

FIP1L1-PDGFRA-Fusionsgen, das durch interstitielle Deletion des fip1-like 1 (FIP1L1)-Gens 

und des platelet derived growth factor receptor (PDGFR) A-Gens auf Chromosom 4q12 ent-

steht. Dieses Fusionsgen kodiert für die dauerhaft aktivierte FIP1L1-PDGFR"- Tyrosinkinase, 

die strukturell der BCR-ABL-Tyrosinkinase ähnelt und zu der unkontrollierten Proliferation 

der FIP1L1-PDGFR"-tragenden Eosinophilen führt (Gotlib und Cools 2008, Ishihara et al. 

2008). 

Zur Therapie der CEL kommen TKI wie Imatinib, Nilotinib oder Dasatinib zum Einsatz. Un-

ter der empfohlenen Erstlinientherapie mit Imatinib erreichen die meisten Patienten eine 

komplette hämatologische Remission. Nach Absetzen der TKI kommt es jedoch rasch zum 

erneuten Auftreten des FIP1L1-PDGFRA-Fusionstranskripts. Um ein Rezidiv zu verhindern, 

muss die TKI-Therapie dauerhaft durchgeführt werden (Gotlib und Cools 2008). In seltenen 

Fällen besteht eine Resistenz gegen TKI-Inhibitoren. Diese Patienten werden dann mit klassi-

schen Chemotherapeutika, wie Interferon alpha oder Hydroxyharnstoff therapiert. Bei weite-

rem Progress der CEL kommt eine Stammzelltransplantation oder die Behandlung mit expe-

rimentellen Medikamenten im Rahmen einer Studie in betracht (Valent 2009). 
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1.3.4 Zelllinie K562 und EOL-1 

K562 ist eine Zelllinie aus dem Kreis der chronisch myeloischen Leukämien. Sie trägt das 

Philadelphia-Chromosom (bcr/abl), das durch eine Translokation zwischen den Chromoso-

men 22 und 9 entsteht und zu einer veränderten Tyrosinkinase-Aktivität führt, wodurch sich 

die K562-Zellen unkontrolliert vermehren können (Piper 2013). Die Zellen wurden von der 

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig bezo-

gen (DSMZ ACC 10). Sie wurden ursprünglich aus dem Pleuraerguss einer 53-jährigen Frau 

mit CML in der Blastenkrise gewonnen. 

EOL-1 ist eine Zellinie aus dem Kreis der chronischen Eosinophilenleukämien. Sie trägt das 

Fusionsgen FIP1L1-PDGFRA, das durch interstitielle Deletion am Chromosom 4q12 entsteht 

und für eine aktive Tyrosinkinase kodiert, wodurch sich die EOL-1-Zellen unkontrolliert 

vermehren können (Piper 2013). Die Zellen wurden von der DSMZ bezogen (DSMZ ACC 

386). Sie stammen aus dem Blut eines 33-jährigen Patienten mit hypereosinophilem Syndrom 

und anschließendem Übergang in eine akute Eosinophilenleukämie. 

 

1.4 Ergebnisse der Arbeit 

Eine mögliche Bindung von K562- und EOL-1-Zellen an humanes und murines E- und 

P-Selektin wurde mit Hilfe von FACS-Analysen untersucht. Es zeigte sich, dass EOL-1-

Zellen humanes und murines E- und P-Selektin binden. K562-Zellen wiesen eine schwache 

Bindung an humanes E-Selektin und eine mäßige Bindung an murines E-Selektin, sowie eine 

mäßige Bindung an humanes und murines P-Selektin auf.  

Um das Bindungsverhalten unter physiologischen Bedingungen zu untersuchen, wurden 

Flussversuche durchgeführt, in denen die EOL-1- und K562-Zellen einer Scherbeanspruchung 

ausgesetzt waren, wie sie auch auf Zellen einwirkt, die sich mit dem Blutstrom fortbewegen. 

Dazu wurden die Wände der Flusskanäle mit humanem und murinem E- und P-Selektin be-

schichtet. In diesem dynamischen Essay zeigten Zellen beider Zelllinien nur eine schwache 

Bindung an humanes und murines P-Selektin. Die Bindung an humanes und murines E-

Selektin war bei K562-Zellen ebenfalls schwach, bei EOL-1-Zellen etwas stärker. In Kanälen, 

die mit humanem bzw. murinem P-Selektin beschichtet waren, zeigten einige Zellen beider 

Zelllinien Tethering entlang der Kanalwände. In Kanälen, die mit humanem bzw. murinem 

E-Selektin beschichtet waren, zeigten keine EOL-1-Zellen jedoch viele K562-Zellen Tethe-

ring entlang der Wände. Es war bei beiden Zelllinien kein Unterschied in Bindung und Tethe-

ring zwischen E- und P-Selektin in Bezug auf humanen oder murinen Ursprung festzustellen. 
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Insgesamt zeigte sich in den in vitro-Versuchen, dass sowohl EOL-1-Zellen, als auch K562-

Zellen an E- und P-Selektin binden. Dabei wiesen EOL-1-Zellen insgesamt die stärkere Bin-

dungsfähigkeit auf.   

Mögliche Selektinliganden auf K562- und EOL-1-Zellen wurden in FACS-Analysen 

untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Antikörpern gegen die in der Literatur beschriebenen 

Selektinliganden sialyl Lewis x (CD15s), sialyl Lewis a (CA19-9) und PSGL-1 (CD162) 

inkubiert und eine mögliche Bindung mittels Durchflusszytometrie detektiert. Die EOL-1-

Zellen wiesen ein deutliches Vorkommen von sialyl Lewis x auf; es zeigte sich jedoch nur 

eine kleine Subpopulation von sialyl Lewis a-positiven Zellen. Die K562-Zellen wurden 

negativ auf das Vorkommen von beiden potentiellen Selektinliganden getestet. EOL-1- sowie 

K562-Zellen waren beide positiv für PSGL-1. Anschließend wurde mittels FACS-Analyse 

überprüft, ob die Bindung der Zellen an humanes E- und P-Selektin durch die Antikörper 

blockiert werden konnte. Weder Antikörper gegen CD15s noch gegen CA19-9 oder gegen 

beide zusammen konnten die Bindung von EOL-1-Zellen und K562-Zellen an humanes E- 

und P-Selektin blockieren. Ein Antikörper gegen CD162 blockierte zum Teil die Bindung von 

EOL-1-Zellen an humanes P-Selektin, nicht jedoch an humanes E-Selektin. Auch konnte er 

weder die E- noch die P-Selektin-Bindung (human) von K562-Zellen verhindern. Somit 

konnten wir ausschließen, dass die bereits beschriebenen Selektinliganden CA19-9 und 

CD15s als Liganden für die Selektinbindung von EOL-1- und K562-Zellen fungieren. Um zu 

untersuchen, ob sialylierte Kohlenhydratreste überhaupt eine Rolle in der Selektinbindung der 

von uns getesteten Zelllinien spielen, behandelten wir die Zellen mit Neuraminidase 

(Sialidase). Dies führte bei beiden Zelllinien zu einer Aufhebung der Bindung an humanes 

E-Selektin und verringerte die P-Selektinbindung (human) von EOL-1-Zellen.  Die 

P-Selektinbindung von K562-Zellen wurde durch Vorbehandlung mit Neuraminidase nicht 

beeinflusst. Die  Bindung an humanes E-Selektin ist also abhängig von sialylierten 

Kohlenhydratresten, während die Bindung an humanes P-Selektin nur teilweise (EOL-1) bzw. 

gar nicht (K562) davon abhängt.  

Insgesamt ist festzuhalten, dass auf den Zellen beider Linien offensichtlich nicht-kanonische 

(noch nicht in der Literatur beschriebene) Selektinliganden vorhanden sind. 

Der Antikörper gegen CD15s (CSLEX1) hatte zwar keinen blockierenden, jedoch einen 

membrandestabilisierenden Effekt auf die EOL-1 Zellen. Nach Inkubation der CD15s-

positiven Zellen mit CSLEX1 war die Zahl der Zellen mit intakten Membranen (Propidium-

iodid-negativ) im Gegensatz zur Isotypkontrolle auf 41,2% verringert. Der Einsatz von bio-

tinyliertem, über Streptavidin quervernetztem anti-CD15s verringerte die Zellzahl noch weiter 
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auf 3,3% der Isotypkontrolle. Der Antikörper HECA-452 (antiCD15s + antiCA19-9) hatte 

einen ähnlichen Effekt auf EOL-1-Zellen. Die Membranstabilität der CD15s-negativen K562-

Zellen wurde durch keinen der beiden Antikörper beeinflusst. 

Um die Bedeutung der Selektinbindung von EOL-1 und K562 für den klinischen Verlauf von 

CML und CEL zu untersuchen, führten wir in vivo-Versuche in einem Xenograft-Mausmodell 

mit E- und P-Selektin-defizienten Doppelknockoutmäusen durch. Dazu wurden jeweils zehn 

Wildtyp-SCID-Mäusen (WT) und zehn selektindefizienten Mäusen 2x106  EOL-1- bzw. 

K562-Zellen intravenös injiziert. Mäuse mit Symptomen, die auf das Vorliegen einer CML 

bzw. CEL hindeuteten, wie Apathie, palpable Tumoren (Chlorome) oder Paraplegie, wurden 

sofort getötet. Zwei WT-Mäuse und eine selektindefiziente Maus aus der CEL-Gruppe wur-

den aus den weiteren Analysen ausgeschlossen, da sie, ohne an CEL erkrankt zu sein, wäh-

rend des Versuchs verstarben. 

Der CEL-Versuch wurde nach 53 Tagen beendet. Zu diesem Zeitpunkt waren bereits alle 

Wildtypmäuse getötet worden (medianes Überleben 32 Tage). Alle WT-Mäuse, denen 

EOL-1-Zellen injiziert wurden, entwickelten im Verlauf eine symptomatische CEL mit 

massiven Organinfiltrationen, Chloromen und teilweise Paraplegie. Ihr Allgemeinzustand 

verschlechterte sich zunehmend (Kachexie und Apathie). Dagegen entwickelten nur 30% der 

selektindefizienten Tiere kleine Chlorome und 20% hatten Leberinfiltrate. Insgesamt ging es 

den selektindefizienten Mäusen klinisch besser, sodass kein Tier vorzeitig getötet werden 

musste. Die Überlebenskurven der beiden Gruppen war somit signifikant verschieden 

(P<0,0001, Log-Rank-Test). Um die EOL-1-Zelllast im Blut der Tiere zum Todeszeitpunkt zu 

untersuchen, führten wir eine quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) durch. Dabei fiel auf, 

dass sich im Blut der selektindefizienten Mäuse signifikant weniger EOL-1-Zellen (Median: 

7,8 Zellen/ml) befanden als im Blut der WT-Mäuse (Median: 32950 Zellen/ml). Diese 

Differenz war signifikant (P = 0,0002, Mann-Whitney-Test). Dies alles deutet darauf hin, dass 

E- und P-Selektin eine entscheidende Rolle bei der Migration und Infiltration von EOL-1-

Zellen und damit bei der Entwicklung einer CEL spielen. 

Der CML-Versuch wurde nach 56 Tagen beendet. Während dieses Beobachtungszeitraums 

mussten acht von zehn selektinkompetenten Mäusen getötet werden, da sie Symptome einer 

CML, wie z.B. Kachexie, Apathie und palpable, teilweise sichtbare Tumoren entwickelten. 

Diese Tiere zeigten keine Paraplegie, da die Chlorome nicht an der Wirbelsäule sondern im 

Gesichtsbereich wuchsen. Zwei Wildtypmäuse zeigten bis zum Versuchsende keine Sympto-

me einer CML. Eine davon hatte jedoch histologisch gesicherte Lungeninfiltrate und K562-
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Zellen im Blut. In der Gruppe der selektindefizienten Mäuse mussten zwei Tiere vorzeitig 

getötet werden, da sie sichtbare Chlorome entwickelten. Sie hatten jedoch gegenüber den be-

troffenen WT-Mäusen einen besseren Allgemeinzustand (keine Kachexie, Apathie). Insge-

samt zeigten 90% der selektinkompetenten Tiere Zeichen einer CML, wohingegen nur 20% 

der selektindefizienten Mäuse betroffen waren. In der durchgeführten qRT-PCR lag die 

K562-Zelllast im Blut der WT-Gruppe im Median bei 268,8 Zellen/ml Blut und in der Knock-

Out-Gruppe bei 0,2 Zellen/ml Blut (P = 0,0068, Mann-Whitney-Test). Die selektinkompeten-

ten Mäuse hatten im Median 243 K562-Zellen/60!g DNA im Knochenmark, die selektindefi-

zienten Mäuse 0 Zellen/60!g DNA (P = 0,0089, Mann-Whitney-Test). Diese Ergebnisse las-

sen vermuten, dass E- und P-Selektin eine Rolle bei der Migration und Infiltration von K562 

und damit bei der Entwicklung einer CML spielen. 

Die Tatsache, dass in den selektindefizienten Mäusen beider Versuchsreihen nach Versuchs-

ende kaum noch Leukämiezellen im Blut nachzuweisen waren, deutet darauf hin, dass die 

Zellen nicht über längere Zeit im Blutstrom überleben können. Da in den Knock-Out-Mäusen 

die Möglichkeit zum Auswandern aus dem Blutstrom und zur Organinfiltration aufgrund der 

fehlenden Selektine eingeschränkt ist, können sich die Leukämiezellen nicht vermehren und 

sterben ab. In diesen Fällen konnte sich also keine Leukämie in der Maus entwickeln. 

 

2 Ausblick 

In dieser Arbeit wurde das Bindungsverhalten der Leukämiezelllinien EOL-1 und K562 an E- 

und P-Selektin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass E- und P-Selektin eine entschei-

dende Rolle in der Entwicklung und im klinischen Verlauf von CEL und CML im Xenograft-

Mausmodell spielen. Weitere Studien müssen nun zeigen, ob sich das hier angewendete 

Tiermodell auch auf den Menschen übertragen lässt. 

Wenn die Pathogenese der Krankheit auf der Interaktion von Leukämiezellen und Selektinen 

beruht, liegt es nahe, diese zu unterbinden. Dazu müssen in folgenden Studien die Selektin-

liganden der Leukämiezellen indentifiziert werden, um diese dann blockieren zu können. Ei-

nen weiteren potentiellen Therapieansatz stellt der membrandestabilisierende Effekt des mo-

noklonalen Antikörpers CSLEX1 auf die CD15s-positiven EOL-1-Zellen dar. Der genaue 

Mechanismus, der zu dieser Zerstörung der Leukämiezellen führt, muss in Zukunft noch wei-

ter erforscht werden. 

So könnten in Zukunft neue Therapien für die CML und die CEL entstehen und Rezidive, die 

nach dem Absetzen einer TKI-Therapie auftreten, verhindert werden.
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