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1 EINLEITUNG 

1.1 Die akute myeloische Leukämie 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des Blutes, die mit einer 

Vermehrung von unreifen hämatopoetischen Progenitorzellen einhergeht. Im Verlauf der 

Erkrankung kommt es zu einer unkontrollierten Proliferation dieser myeloischen 

Vorläuferzellen, die allerdings nicht weiter zu reifen Zellen differenzieren. Diese klonale 

Expansion myeloischer Blasten geht mit einem frühen Versagen der gesunden Hämatopoese 

einher, was zu einer Neutropenie, Thrombozytopenie und Anämie führt (Herold, 2019). Die 

Inzidenz liegt bei 4,3/100.000 und die Inzidenzrate steigt ab etwa einem Alter von 50-55 Jahren 

deutlich an. Das mittlere Alter, bei dem die akute myeloische Leukämie diagnostiziert wird, 

liegt bei 68 Jahren (NationalCancerInstitute, 2019). 

 

Die meisten Erkrankungen entstehen ohne vorausgehende Neoplasien, als so genannte 

primäre AML. Bestimmte Risikofaktoren konnten für die Entstehung einer AML identifiziert 

werden. Dazu gehören Schädigungen des Knochenmarks durch ionisierende Strahlen oder 

bestimmte toxische Stoffe wie Benzol oder Tabak. Das Risiko an einer AML zu erkranken ist 

bei Rauchern erhöht und korreliert mit der Zigarettenmenge (Fircanis et al., 2014; Röllig et al., 

2019).  Aber auch hereditäre Erkrankungen, die mit einer Knochenmarkinsuffizienz 

einhergehen können, wie zum Beispiel die Trisomie 21 oder die Fanconi-Anämie, können 

prädisponierend wirken (Chirnomas & Kupfer, 2013; Gruber & Downing, 2015). Ebenso kann 

sich die AML sekundär aus bestimmten anderen Erkrankungen der Hämatopoese entwickeln, 

den sogenannten myeloproliferativen Neoplasien und myelodysplastischen Syndromen. 

Zudem kann sie sekundär therapieassoziiert auftreten, wenn eine andere genotoxische 

Therapie in der Vorgeschichte durchgeführt wurde. Insbesondere häufig assoziiert mit dem 

Auftreten einer sekundären AML ist die Behandlung mit Zytostatika der Klassen 

Topoisomerase II Hemmer und Alkylanzien (Röllig et al., 2019). Der wichtigste 

patientenbezogene Faktor ist das Alter, wobei dieses einen unabhängigen Risikofaktor 

darstellt. (Röllig et al., 2019) 

 

Biologisch ist die Erkrankung sehr heterogen. Eine erste Einteilung nach zytomorphologischen 

Kriterien in acht Untergruppen (M0-M7) wurde im Rahmen der Französisch-Amerikanisch-

Britisch (FAB)-Klassifikation etabliert (Bennett et al., 1976).  
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Die 2010 zuerst implementierte Einteilung der European Leukemia Net (ELN) teilt genetische 

Merkmale verschiedenen prognostischen Gruppen zu, um die Prognose, auf eine intensive 

Chemotherapie anzusprechen, abzuschätzen. Seit der Weiterentwicklung 2017 unterscheidet 

die ELN-Klassifikation die Risikogruppen günstig, intermediär und ungünstig  (Dohner et al., 

2017). Eine verbesserte Objektivität und Reproduzierbarkeit liefert die Einteilung anhand der 

Klassifikation der World Health Organisation (WHO) von 2016, welche klinische, 

zytomorphologische, zytogenetische sowie molekulargenetischen Charakteristika vereint 

(Arber et al., 2016).  

 

Die klinische Symptomatik manifestiert sich vor allem durch das Versagen der normalen 

Hämatopoese. Eine Granulozytopenie führt zur defizienten Immunabwehr von Bakterien, Viren 

und Pilzen, eine Thrombozytopenie hat eine erhöhte Blutungsneigung zur Folge und die 

Anämie manifestiert sich durch Müdigkeit, Dyspnoe und Schwindel. Zusätzlich können 

extramedulläre Symptome durch Infiltration der Blasten in Lymphknoten, Milz, Leber, Haut 

oder dem zentralen Nervensystem hinzukommen. Beispielsweise typisch für die AML 

Subtypen M4 und M5 ist eine Gingivahypertrophie. Hohe Leukozytenzahlen im Blut können 

mit Störungen der Mikrozirkulation einhergehen oder fokal-neurologische Ausfälle können 

aufgrund einer Meningeosis leucaemica auftreten (Herold, 2019). 

 

Die Diagnose lässt sich durch zytomorphologische und immunphänotypische Untersuchungen 

des Knochenmarkes und des peripheren Blutes stellen. Die Diagnose kann ab einer 

Blastenzahl von ≥20% im peripheren Blut oder Knochenmark gestellt werden. Zusätzlich kann 

die Diagnose der AML unabhängig von der Blastenzahl beim Vorliegen bestimmter Krankheits-

definierender genetischer Aberrationen gestellt werden (Röllig et al., 2019). 

 

Die Therapie für biologisch fitte Patienten umfasst eine intensive Chemotherapie. Diese 

gliedert sich in die Induktionschemotherapie, die meist aus einem Anthrazyklin und dem 

antimetabolischen Zytostatikum Cytarabin besteht. Meist wird das „7+3“-Protokoll 

angewendet, bei dem eine siebentägige Therapie mit Cytarabin mit dem Anthrazyklin 

Daunorubicin an drei Tagen kombiniert wird (Röllig et al., 2019). Das Erreichen einer 

kompletten Remission, welche definiert ist durch eine Blastenzahl von <5% im Knochenmark, 

Erholung des Blutbildes und das Fehlen von extramedullären Manifestationen (Cheson et al., 

2003), ist das vorrangige Ziel nach Einleitung der Therapie. Die Remissionsrate der intensiven 

Induktionstherapie scheint besonders von der Zytogenetik abzuhängen, so beträgt sie in der 

günstigen Risikogruppe nach ELN noch bei >80-90%, jedoch beim Vorliegen von ungünstigen 

Aberrationen nur noch bei <30% (Schlenk & Döhner, 2013).  
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Zwischen 10% und 40% der Patienten erreichen in der Induktionstherapie keine komplette 

Remission und gelten somit als primär refraktär. Darüber hinaus erleidet ein großer Teil der 

Patienten, die zunächst eine komplette Remission erreicht hatten, ein Rezidiv. Abhängig von 

der Risikostratifizierung nach ELN beträgt die Wahrscheinlichkeit auf ein rezidivfreies 

Überleben nach 3 Jahren in der günstigen Gruppe noch 87,5%, in der intermediären 

Risikogruppe allerdings nur noch 56,5% unter Betrachtung der Altersgruppe >60 Jahren (Thol 

et al., 2015; Yanada et al., 2007). Für Patienten mit Erreichen einer Remission nach der 

Induktionstherapie und günstigem genetischen Risikoprofil nach der ELN-Klassifikation ist von 

einer ausreichenden Chemosensitivität auszugehen und deswegen sollte eine 

Konsolidierungschemotherapie mit intermediär- bis hochdosiertem Cytarabin erfolgen. Bei 

Patienten mit intermediärer und ungünstiger Zyto- und Molekulargenetik sollte je nach 

Verfügbarkeit eines passenden Spenders und den Komorbiditäten des Patienten eine allogene 

Stammzelltransplantation in erster Remission erfolgen (Röllig et al., 2019).  

Über Jahrzehnte hat sich trotz intensiver Bestrebungen zur Modifikation des 

Chemotherapieprotokolls keine Überlegenheit zum 7+3-Protokoll gezeigt. Erst kürzlich kam es 

zu einer Reihe von neuen Zulassungen.  In der RATIFY-Studie zeigten AML- Patienten ≤60 

Jahre mit einer FLT3-Mutation einen signifikanten Überlebensvorteil durch die Hinzunahme 

des Tyrosinkinase-Inhibitors Midostaurin zur intensiven Chemotherapie, was letztlich auch zur 

Zulassung unabhängig vom Alter als Kombinationstherapie geführt hat (Stone et al., 2017). 

Das Antikörper-Arzneimittel-Konjugat Gemtuzumab-Ozogamicin, ein monoklonaler CD33-

Antikörper gekoppelt mit dem Zytotoxin Calicheamicin, erhielt 2018 die Zulassung der EMA 

zur Primärtherapie in Kombination mit der Standardtherapie bei Patienten mit CD33-positiver 

AML. 2018 veröffentlichte Ergebnisse der französischen ALFA-0701 randomisierten Phase 3 

Studie mit 271 Patienten konnte eine signifikante Verlängerung des ereignisfreien 

Gesamtüberlebens gegenüber der alleinigen Standardinduktionstherapie herausstellen 

(Lambert et al., 2018). Eine Metaanalyse von mehreren randomisierten Studien zu 

Gemtuzumab-Ozogamicin stellte weiter eine Reduktion der Rezidivrate sowie eine 

Verbesserung des Gesamtüberlebens, vor allem bei günstiger und intermediärer 

Risikokonstellation nach ELN, heraus (Hills et al., 2014). Ferner kürzlich zugelassen wurde die 

liposomale Formulierung der 7+3-Chemotherapie als festes Mischungsverhältnis von 

Cytarabin und Daunorubicin von 5:1 (CPX-351). Dieses zeigte insbesondere bei Patienten ≥60 

Jahren mit meist biologisch ungünstigen Eigenschaften sekundärer und  therapieassoziierter 

AML einen Überlebensvorteil gegenüber dem standardisierten 7+3-Protokoll (Lancet et al., 

2018).  

Diese intensiven Chemotherapieprotokolle sind jedoch nebenwirkungsreich. Die 

Mortalitätsrate in der Induktionstherapie liegt bei >75-Jährigen Patienten bereits bei 29% 

(Kantarjian et al., 2006).  
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Deswegen kommt in der Regel eine intensive Chemotherapie für Patienten über 70-75 Jahre 

oder Patienten mit Komorbiditäten nicht in Frage. Hier kommen nebenwirkungsärmere, 

palliative Therapiekonzepte zum Einsatz. Die palliative Therapie zielt auf die Verbesserung 

der Lebensqualität. In Frage kommen insbesondere Kombinationstherapien aus 

hypomethylierenden Substanzen mit dem BCL2-Inhibitor Venetoclax, nachrangig auch 

Kombinationen mit niedrig-dosiertem Cytarabin mit entweder Venetoclax oder dem Hedgehog-

Inhibitor Glasdegib, wodurch im Vergleich zur niedrig-dosierten Chemotherapie ein 

Überlebenszuwachs verzeichnet werden kann (Cortes et al., 2019; DiNardo et al., 2020). 

Trotz intensiver Behandlungsstrategien ist das Langzeitüberleben schlecht. Prognostische 

Faktoren sind insbesondere die krankheitsbezogenen Faktoren, also genetische Aberrationen, 

sowie patientenbezogene Faktoren, hier vor allem das Alter (Döhner et al., 2017). Das Alter 

hat einen entscheidenden Einfluss auf die Toleranz der Chemotherapie und somit Ansprechen 

der Therapie, welches durch Komorbiditäten und den Eastern Cooperative Oncology Group 

(ECOG) Performance Status beeinflusst wird. Zusätzlich zu den patientenbezogenen 

Risikofaktoren der älteren Menschen zeigt sich auch eine vermehrte Häufigkeit von 

prognostisch ungünstigen genetischen Aberrationen in älteren Patienten (Ossenkoppele & 

Löwenberg, 2015). Die 5-Jahresüberlebensrate liegt im Mittel bei nur 27,6 %, wobei sie bei 

jungen Patienten unter 50 Jahren noch bei 57,1% liegt. Mit zunehmendem Alter nimmt die 5-

Jahresüberlebensrate rapide ab, auf nur noch 7,5% bei >65-Jährigen und verglichen damit 

nimmt die Rate an Todesfällen bedingt durch die AML im Alter stark zu 

(NationalCancerInstitute, 2019). Ausgenommen ist die Sonderform der akuten 

Promyelozytenleukämie (APL). Diese ist mit Einsatz des Vitamin A Derivates All-trans-

Retinsäure (ATRA) sowie Arsen vergleichsweise schonend behandelbar und zeigt ein 

krankheitsfreies 2-Jahresüberleben von 97% (Lo-Coco et al., 2013). 

 

Zusammenfassend bleibt auch nach Zulassung der oben genannten, zielgerichteten 

Therapien die Behandlung der AML eine klinische Herausforderung, insbesondere zeigen 

ältere Patienten aufgrund patienten- als auch krankheitsbezogener Faktoren einen dringenden 

Bedarf für neue Therapieansätze mit besserem Therapieansprechen bei guter Verträglichkeit, 

um die Prognose zu verbessern. 

 

1.2 Die hämatopoetische Stammzellnische 

Der Begriff der hämatopoetischen Stammzellnische beschreibt das zelluläre und molekulare 

Umfeld von hämatopoetischen Stammzellen, welches für die Regulation einer balancierten 

Produktion reifer Blutzellen je nach Bedarf unersetzlich ist.  
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Das Konzept der Stammzellnische wurde zuerst im Jahre 1978 von Ray Schofield 

beschrieben, der hervorhob, dass die Stammzellen dem Einfluss von anderen Zellen 

unterstehen würden (Schofield, 1978).  

 

Heute sind viele verschiedene Komponenten bekannt, die untereinander in komplexer 

Interaktion stehen, um die Quieszenz, Proliferation sowie Retention von hämatopoetischen 

Stammzellen im Knochenmark zu steuern. Durch die häufige endosteale Lokalisation der 

hämatopoetischen Stamm- und Progenitorzellen (HSPC) wurde zunächst Osteoblasten eine 

zentrale Rolle für die Regulation der HSPCs zugeschrieben (Zhang et al., 2003). 3D-

Rekonstruktionen von photomikrographischen Analysen im murinen Knochenmark zeigen 

HSPCs gehäuft in direkter Nähe zu Sinusoiden, Arteriolen und dem trabekulären Knochen 

(Morrison & Scadden, 2014). Tatsächlich scheint es eine perivaskuläre Nische im 

Knochenmark zu geben, die die Funktion der HSPC reguliert. Kolokalisiert zu den Gefäßen 

finden sich perivaskuläre mesenchymale Stamm und Progenitorzellen (MSPC) (Kunisaki et 

al., 2013; Mendez-Ferrer et al., 2010). Zunächst wurden diese perivaskulären Stromazellen 

als „CXCL-12 abundant reticular“ (CAR)“-Zellen beschrieben, welche in direktem Kontakt zu 

den HSPCs stehen und CXCL-12 sezernieren. Dieses Chemokin ist durch die Interaktion mit 

seinem Rezeptor CXCR-4 an der Retention der HSPC im Knochenmark beteiligt (Sugiyama 

et al., 2006). Später wurden diese perivaskulären Zellen als Nestin+-Zellen charakterisiert, 

welche eine Gruppe von MSPC formen, die zur Selbsterneuerung fähig sind und sich in 

Adipozyten, Chondrozyten sowie Osteoblasten differenzieren können. Darüber hinaus 

scheinen Nestin+-MSPCs in hohem Ausmaß HSPC-regulierende Gene zu exprimieren, so wie 

das Chemokin CXCL-12, den sogenannten Stammzellfaktor (SCF) oder Angiopoietin-1, 

Osteopontin und vaskular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1). Diese sind für die Regulation 

und Retention der HSPCs im Knochenmark unentbehrlich. Ebenfalls beschrieben wurden 

Leptin-Rezeptor+ perivaskuläre Stromazellen im murinen Knochenmark, die ebenso die 

Charakteristika von MSPCs erfüllen und als Hauptquelle für SCF und CXCL-12 die Regulation 

von HSPCs maßgeblich unterstützen (Zhou et al., 2014). Letztlich scheinen sowohl CAR-, 

Nestin- als auch Leptin-Rezeptor-exprimierende Zellen zum überwiegenden Teil dieselbe 

MSPC-Population im murinen Knochenmark zu beschreiben (Hanoun & Frenette, 2013).  

Da die Identifizierung dieser MSPCs bislang von Reportermäusen abhängig war, erfolgte eine 

Charakterisierung dieser MPSCs, wodurch sich die Koexpression von PDGFR-α und CD51 

MSPCs im murinen Knochenmarkstroma identifizieren ließ (Pinho et al., 2013).  

Neben MSPCs zeigen Endothelzellen eine für die Regulation von HSPC relevante Expression 

von SCF und CXCL12 (Ding et al., 2012).  
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Eine weitere wichtige Komponente der Stammzellnische ist das sympathische Nervensystem. 

Es konnte gezeigt werden, dass adrenerge Signale im murinen Knochenmark die Quieszenz 

der Nische aufrechterhalten und die Funktion von MSPCs und Osteoblasten maßgeblich 

beeinflussen (Hanoun et al., 2014). MSPC spielen nicht nur eine wichtige Rolle in der strikten 

Erhaltung der HSPC, sondern interagieren auch mit dem Immunsystem, indem sie dessen 

Funktion im Falle einer Infektion unterstützen. Unter inflammatorischen Bedingungen 

sezernieren sie Faktoren, die die Emigration von Monozyten aus dem Knochenmark ins Blut 

fördern und produzieren vermehrt Zytokine, die die Hämatopoese fördern und somit ein 

Ausbrennen des HSPC-Pools bei vermehrtem Bedarf an Immunzellen verhindert (Shi et al., 

2011; Ziegler et al., 2016). Neben dieser akuten Reaktion auf eine Inflammation ist zudem 

bekannt, dass MSPCs in der Stammzellnische ein immunsuppressives Umfeld 

aufrechterhalten, indem sie die Proliferation von T-Zellen und somit indirekt auch von B-Zellen 

hemmen (Bartholomew et al., 2002; Di Nicola et al., 2002). Auch Immunzellen selbst nehmen 

einen regulierenden Einfluss auf die Stammzellnische, so modulieren beispielsweise 

Makrophagen die CXCL-12 Sekretion und somit die Emigration von HSPC aus dem 

Knochenmark (Chow et al., 2011). Darüber hinaus konnte in einem in vivo-Modell 

herausgestellt werden, dass T-regulatorische Zellen sich im Knochenmark in physikalischer 

Nähe zu allogen-transplantierten HSPC ansiedeln und für deren Persistenz wichtig zu sein 

scheinen (Fujisaki et al., 2011). Insgesamt bildet die hämatopoetische Stammzellnische im 

murinen Knochenmark ein aus unterschiedlichen zellulären und nicht-zellulären Komponenten 

bestehendes, komplexes System, welches sich untereinander reguliert und letztlich die 

Funktion der geregelten Hämatopoese kontrolliert. 

1.3 Die Stammzellnische hämatopoetischer Neoplasien 

Es ist lange bekannt, dass im Prozess der Kanzerogenese nicht nur die malignen Zellen an 

sich, sondern auch umgebende, nicht-maligne Zellen eine wichtige Rolle spielen können. 

Hanahan und Weinberg definierten im Jahr 2000 biologische Fähigkeiten von Tumorzellen, 

die sogenannten „Hallmarks of Cancer“, die zum Verständnis der Komplexität und 

Heterogenität maligner Erkrankungen beitragen. Sie beschrieben, dass umgebende 

Stromazellen nicht nur als passive Komponente fungieren, sondern bewirken können, dass 

die Tumorzelle bestimmte biologische Fähigkeiten erlangt.  

Betrachtet werden müssen somit nicht nur die Fähigkeiten der Tumorzelle an sich, sondern 

auch die des Tumor-Mikroenvironments, das bedeutsam zur Tumorgenese beizutragen 

scheint (Hanahan & Weinberg, 2011).  

Leukämie-initiierende Zellen können sowohl durch akkumulierte Mutationen in den HSPC als 

auch aus weiter differenzierten Progenitorzellen entstehen und die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung zurückgewinnen (Passegué et al., 2003).  



Einleitung 

13 

Neben diesen zellautonomen Mechanismen scheinen die leukämischen Stammzellen mit 

ihrem Mikroenvironment zu kommunizieren. Die leukämische Nische unterscheidet sich durch 

strukturelle und funktionelle Alterationen von der gesunden Nische. Bereits 1996 eröffneten 

Dührsen und Hossfeld verschiedene Ansätze, die versuchten, den Einfluss des 

Mikroenvironments auf die Leukämogenese zu erklären (Duhrsen & Hossfeld, 1996). Zum 

einen konnte gezeigt werden, dass durch bestimmte genetische Alterationen der Stromazellen 

die Entwicklung hämatopoetischer Neoplasien begünstigt werden kann. Die Deletion des 

Retinoidsäurerezeptors (RAR-gamma) induziert im murinen Knochenmark eine Dysplasie der 

hämatopoetischen Zellen, ähnlich eines myelodysplastischen Syndromes (Walkley et al., 

2007). Eine Rolle bei der Homöostase der hämatopoetischen Stammzellen spielt die 

Signaltransduktion über den Notch-Signalweg. Tatsächlich führt eine Stromazell-spezifische 

genetische Modulation im Notch-Signalweg zu einer myeloproliferativen Neoplasie im 

Mausmodell (Kim et al., 2008). Ebenso führt die Deletion des Moleküls Dicer-1 in 

mesenchymalen Osteoprogenitorzellen zu einer verminderten Aktivität des Shwachman-

Bodian-Diamond-Gens zur Entwicklung eines myelodysplastischen Syndroms (Raaijmakers 

et al., 2010). Weiterführend konnte eine Aktivierung des β-Catenin-Signalwegs in 

Osteoblasten mit präleukämischen Veränderungen der hämatopoetischen Stammzellen in der 

Maus assoziiert werden (Kode et al., 2014). Interessanterweise scheint dies durch eine 

Hochregulation des Notch-Liganden in den Osteoblasten vermittelt zu sein, welche mit einer 

vermehrten Notch-Aktivität in den leukämischen Stammzellen interagiert.  

 

Neben den genannten Hinweisen, dass die Leukämogenese bereits durch Veränderungen im 

Mikroenvironment induziert werden kann, finden sich auch Beweise dafür, dass die 

Pathogenese der Leukämie auf einer Interaktion der leukämischen Stammzelle mit ihrem 

Umfeld beruht, wodurch die Leukämie verbesserte Wachstums- und Überlebensbedingungen 

vorfindet.  Dies wird zum Beispiel darin deutlich, dass Fibroblasten eine verminderte Fähigkeit 

zeigen, die normale Hämatopoese zu unterstützen (Li et al., 2015). Während die Stromazellen 

in der Knochenmarksnische die Fähigkeit verlieren, die gesunde Hämatopoese zu regulieren, 

induzieren sie in den transformierten Zellen einen Überlebens- und Proliferationsvorteil, indem 

sie deren Apoptose inhibieren (Bendall et al., 1994).  

 

In zwei Mausmodellen konnten Veränderungen der hämatopoetischen Stammzellnische 

detailliert herausgearbeitet werden. Zum einen führt die Interaktion leukämischer Zellen in 

einem BCR/ABL-Onkogen-exprimierenden Mausmodell der chronischen myeloischen 

Leukämie zu einer vermehrten Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in 

Osteoblasten, welche die Fähigkeit verloren haben, die gesunde Hämatopoese zu unterhalten 

(Schepers et al., 2013).  
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Weiterführend konnten Hanoun et al. in einem MLL-AF9-Modell der AML eine signifikante 

Verminderung von sympathischen Fasern im Knochenmark und in der Milz leukämischer 

Mäuse beobachten.  Experimente unter der Verwendung einer funktionellen Denervation 

führen zu einem Proliferationsvorteil der AML-Zellen und einem schlechteren 

Gesamtüberleben in vivo. Eine Störung der Quieszenz der mesenchymalen Stammzellen 

bedingt eine Expansion von MSPC in der leukämischen Nische, welche ein erhöhtes Potenzial 

zeigen, zur osteoblastären Differenzierung, jedoch nicht zu reifen Osteoblasten auszureifen. 

Infolgedessen ist auch ihre Kapazität, Moleküle wie SCF zu sezernieren und somit gesunde 

Stammzellen zu unterhalten, verringert (Chen et al., 2020; Hanoun et al., 2014).  

 

Die CXCL-12-CXCR-4 Achse vermittelt ein gezieltes Einwandern (engl.: Homing) von 

hämatopoetischen Stammzellen in das Knochenmark und ist von großer Bedeutung in der 

strikten Regulation der Stammzellnische. Eine mittlere und hohe Expression der CXC-

Rezeptors 4 auf den Zellen geht mit einem erhöhten Homing der leukämischen Zellen einher 

und bedingt ein kürzeres rezidivfreies- und Gesamtüberleben verglichen zu den CXCR-4-

niedrig exprimierenden Zellen (Spoo et al., 2007). Zudem birgt das leukämische 

Mikroenvironment einen Schutz für leukämische Stammzellen und vermittelt Chemoresistenz 

(Ishikawa et al., 2007). Diese Ergebnisse bekräftigen die Rolle von im Knochenmark 

verbliebenen leukämischen Stammzellen, die als vermutete Hauptursache in der Entstehung 

von Rezidiven angesehen werden. 

 

Seit vielen Jahren ist die Assoziation der Inflammation mit der Kanzerogenese bekannt. Viele 

Tumorentitäten zeigen eine starke inflammatorische Reaktion und Infiltration sowohl des 

angeborenen Immunsystems, aber auch des adaptiven Immunsystems. Eine große Rolle 

nehmen Tumor-assoziierte Makrophagen ein, welche den Tumor zwar erkennen und 

bekämpfen können, durch Produktion von Wachstums- und Angiogenesefaktoren allerdings 

auch sein Fortbestehen und seine Invasivität unterstützen. Obwohl man diese 

Entzündungsreaktion zunächst als körpereigene Abwehr gegen den Tumor verstehen kann, 

scheint die Inflammation paradoxerweise die Progression der Erkrankung zu verstärken 

(Balkwill & Mantovani, 2001; Hanahan & Weinberg, 2011). Neben der sterilen Inflammation 

entwickelt der Tumor auch Mechanismen, die das adaptive Immunsystem manipulieren. Viele 

dieser Mechanismen, durch welche der Tumor sein eigenes Überleben sicherstellt, sind 

heutzutage bekannt und Angriffspunkt für gezielte Therapieoptionen. Ein 

erfolgsversprechendes Beispiel ist die Immuncheckpoint-Blockade.  

Diese greift an dem Mechanismus an, mit welchem Tumorzellen durch PD1-Liganden an 

Immunzellen binden und diese inaktivieren (Wei et al., 2018).  
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Zusätzlich kann der Tumor durch Sekretion von immunsuppressiven Zytokinen sowie 

Stimulation immunregulatorischer Zellen, insbesondere T-regulatorischer Zellen, die 

Immunantwort weiter erschweren (Zou, 2006). Ebenso scheint die AML mit einer 

inflammatorischen Reaktion des Knochenmarks assoziiert zu sein.  Ein zentraler Mediator der 

Entzündungsreaktion und des Überlebens von Immunzellen ist der Transkriptionsfaktor 

Nuclear factor „kappa light chain enhancer“ of activated B-cells (Nf-κB), der die Expression 

vieler inflammatorischer Moleküle reguliert. Anhand von Analysen des Knochenmarks von 

Patienten mit myeloproliferativen Neoplasien konnte gezeigt werden, dass ein Verlust des 

Notch-Signalweges zu einer Überexpression der microRNA 55 in 

Knochenmarksendothelzellen führt, welche die Sekretion von Nf-κB und nachfolgend von 

vielen proinflammatorischen Zytokinen bedingt (L. Wang et al., 2014). Während humane 

CD34+-Progenitorzellen keine Nf-κB-Expression zeigen, liegt in leukämischen Stammzellen 

eine hohe Aktivität des Nf-κB-Signalweges vor (Braun et al., 2006; Guzman et al., 2001). 

Studien konnten weiterführend für die Pathogenese vieler hämatopoetischer Neoplasien eine 

entscheidende Rolle von proinflammatorischen Zytokinen wie Interleukin 1, Interleukin-6 oder 

Tumornekrosefaktor-α herausstellen (Hemmati et al., 2017). Viele proinflammatorische 

Zytokine aktivieren den JAK/STAT-Signalweg, welchem eine bedeutende Rolle in vielen 

soliden, aber auch hämatologischen Krebserkrankungen beigemessen wird (Pencik et al., 

2016; Rawlings et al., 2004). So konnte in AML-Zellen, als auch deren Mikroenvironment eine 

Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges gezeigt werden, wobei eine Inhibition dessen eine 

anti-leukämische Wirksamkeit in vitro zeigt (Habbel et al., 2020). Die genauen Mechanismen, 

durch welche die AML der Überwachung des Immunsystems entgeht, bleiben bisher 

weitgehend ungeklärt.  

 

1.4 CD38 als Zielstruktur in der Therapie hämatopoetischer Erkrankungen 

CD38 ist ein multifunktionales Glykoprotein, welches zuerst 1980 beschrieben wurde 

(Reinherz et al., 1980). Unter Verwendung eines agonistischen Antikörpers konnte es 

zunächst als Differenzierungs- und Aktivierungsmarker für T-, B-, Natürlichen Killer (NK-

Zellen)- und Plasmazellen charakterisiert werden (Funaro et al., 1990). Interessanterweise 

befindet sich auf dem CD38-Gen auch ein Retinsäure responsives Element, welches eine 

Hochregulation von CD38 durch ATRA vermittelt (Kishimoto et al., 1998).  

CD38 besitzt sowohl eine Rezeptor- als auch eine Enzymfunktion. Im Rahmen seiner 

Rezeptorfunktion vermittelt CD38 schwache Adhärenz an CD31-exprimierende 

Endothelzellen, dem natürlichen Liganden von CD38.  
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Interessanterweise vermittelt diese CD38-CD31 Interaktion nicht nur die Migration und 

Adhäsion von Leukozyten an das Endothel, sondern beeinflusst darüber hinaus deren 

Proliferation (Deaglio et al., 1998; Dianzani et al., 1994). CD38 agiert ebenso als ein 

bifunktionales Ektoenzym als Zyklase und Hydrolase. Es konvertiert sein Substrat 

Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) zu zyklischer Adenosindiphosphat-(ADP)-Ribose 

(cADPR) oder ADP-Ribose (ADPR). Darüber hinaus katalysiert es die Bildung von 

Nikotinsäure-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NAADP+) aus Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-

Phosphat (NADP+). Die jeweils durch CD38 gebildeten Moleküle nehmen durch Mobilisierung 

von Calcium ins Zytosol eine große Rolle in verschiedenen Signalwegen der Zelle ein (Aarhus 

et al., 1995; N. W. C. J. van de Donk et al., 2016). CD38 spielt eine große Rolle als NAD+ase 

und beeinflusst somit den gesamten Energiestoffwechsel der Zelle. Interessanterweise konnte 

für Th1/Th17-Helferzellen gezeigt werden, dass eine niedrigere CD38-Expression mit höheren 

NAD-Spiegeln, verbesserter Stoffwechselaktivität und ebenso einer stärkeren 

Tumorzellkontrolle einhergeht (Chatterjee et al., 2018). Die enzymatische Rolle von CD38 

könnte ein wichtiger Faktor in der Entstehung des inflammatorischen und 

immunsupprimierenden Tumormikroenvironments sein. In diesem Umfeld zeigt sich eine 

Häufung von katabolen Stoffwechselprodukten, und infolgedessen ein Anstieg der lokalen 

Adenosinkonzentration, welches eine entscheidende Rolle in der Kontrolle von Entzündung 

und Immunantwort einnimmt. Untersuchungen zu der Rolle von CD38 als Ektoenzym und 

NAD+ase zeigen, dass das Enzym zur Produktion von Adenosin aus NAD+ beiträgt und somit 

höchstwahrscheinlich an der Entstehung des immunsupprimierenden Umfeldes teilnimmt 

(Horenstein et al., 2013). Neben der wichtigen Rolle in der Adhäsion von Leukozyten und dem 

Eingreifen in den Energiestoffwechsel zeigt sich darüber hinaus eine häufig hohe CD38-

Expression auf malignen Zellen.  

 

Insbesondere für das Multiple Myelom, gekennzeichnet durch CD38-positive Plasmazellen 

und für das CD38-positive Non-Hodgkin-Lymphom, insbesondere die chronisch lymphatische 

Leukämie, gilt CD38 als ein vielversprechender Angriffspunkt, welches zur Entwicklung von 

verschiedenen CD38-Antikörpern führte (Matas-Cespedes et al., 2017; Vidal-Crespo et al., 

2020). Auch AML-Blasten zeigen eine regelhaft hohe CD38-Expression. In einer Analyse der 

CD38-Expressionshöhe bei 304 neudiagnostizierten AML-Patienten konnte gezeigt werden, 

dass die Expressionshöhe nicht von zytomorphologischen Kriterien gemäß der FAB-

Klassifikation abhängt, aber eine Korrelation mit dem genetischen Karyotyp vorweist, mit 

einem besonders hohen Expressionsanteil von 73% aller Patienten mit Translokation t(8;21). 

Ausgenommen ist die Promyelozytenleukämie mit der Translokation t(15;17), wo nur eine 

CD38-Expression von 5% im Gegensatz zu durchschnittlich 41% der Zellen der anderen 

Kategorien der FAB-Klassifikation deutlich wurde.  
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Bei Betrachtung der kompletten Remissionsraten und des Gesamtüberlebens der 

eingeschlossenen Patienten zeigte sich, dass das Vorhandensein von CD38 auf den AML 

Zellen mit einer günstigen Prognose zusammenhängt (Keyhani et al., 2000).  

CD38 bietet sich somit als vielversprechende therapeutische Zielstruktur zur Interferenz der 

Kommunikation der AML-Blasten mit ihrem Mikroenvironment und dem Immunsystem an. 

Am weitesten fortgeschritten ist die Entwicklung und der Einsatz des komplett humanen, 

monoklonalen IgGκ CD38 Antikörper Daratumumab, welches von der Firma Genmab 

entwickelt wurde. Klinisch wird Daratumumab in Kombination mit verschiedenen 

Medikamenten der Gruppen der Immunmodulatoren oder Proteasominhibitoren des Multiplen 

Myeloms angewandt. Seit 2021 besteht darüber hinaus die Zulassung für Isatuximab (Sanofi 

Oncology), einen weiteren, in Kombinationstherapie verwendeten CD38-Antikörper (Moreau 

et al., 2021)   

Die Monotherapie mit Daratumumab (16mg/kg Körpergewicht) zeigt ein sehr verträgliches 

Nebenwirkungsprofil in den beiden klinischen Phase II Studien GEN501 und SIRIUS, die zur 

Zulassung des Medikamentes führten. Häufig aufgetretene Nebenwirkungen waren 

Erschöpfung, Übelkeit und Anämie. Zudem traten bei etwa 50% der Patienten Infusions-

bedingte Reaktionen auf, welche nach der ersten Infusion seltener wurden und nur selten 

schwerwiegende Symptome hervorriefen. Grad 3/4 Nebenwirkungen betrafen nur einen 

kleinen Teil der Patienten, hierbei besonders häufig vertreten waren Anämie, 

Thrombozytopenie und Neutropenie (Usmani et al., 2017) 

 

Antikörper besitzen neben zwei Antigen-bindenden Fragmenten (F(ab)2) jeweils ein 

konstantes Fragment (Fc) und sind grundsätzlich in der Lage, verschiedene immunvermittelte 

Mechanismen auszulösen, wenn sie an das passende Antigen binden (Horn, 2019). Dazu 

gehören die Komplement-abhängige Zytotoxizität (CDC), die Antikörper-abhängige 

zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC), die Antikörper-abhängige Phagozytose (ADCP) sowie die 

Fc-Rezeptor vermittelte Kreuzvernetzung. Der Fc-Teil von IgG- und IgM-Antikörpern aktiviert 

das Komplementsystem, in dem es das Komplementmolekül C1 bindet, und somit den 

klassischen Weg der Komplementkaskade initiiert, was letztendlich zur Formation des 

Membran-Attack-Komplexes (MAK) führt und die Zielzelle lysiert (Noris & Remuzzi, 2013). Die 

Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität wird hauptsächlich durch Natürliche Killer 

Zellen (NK-Zellen) ausgelöst, allerdings können auch Makrophagen, dendritische Zellen und 

neutrophile Granulozyten dazu beitragen. Die Fc-Region des Antikörpers ist in der Lage, die 

Effektorzelle über ihren Fc-Rezeptor zu aktivieren. Die NK-Zelle beispielsweise sezerniert 

Stoffe, die die Membran der Zielzelle lysieren, so genannte Perforine und Granzyme (W. Wang 

et al., 2015). Als dritter wichtiger Antikörper-vermittelter Mechanismus wird die Phagozytose 

angesehen.  
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Auch Makrophagen exprimieren Fc-Rezeptoren, werden vom Fc-Teil des Antikörpers aktiviert 

und können somit die ihnen präsentierte Zielstruktur- bzw. Zielzelle phagozytieren und 

eliminieren (Overdijk et al., 2015). Die Fc-Rezeptor Kreuzvernetzung ist ein weiterer, 

immunvermittelter Mechanismus. Hierbei binden Fc-Rezeptoren entweder eines sekundären 

Antikörpers oder Fc-Rezeptoren auf verschiedenen Immunzellen an den Fc-Teil des an das 

Antigen gebundenen Antikörpers. Werden diese Fc-Rezeptoren kreuzvernetzt, kann dies 

diverse intrinsische Signalwege in der Zelle aktivieren, die den programmierten Zelltod 

auslösen können (Overdijk et al., 2016). 

 

 
Abbildung 1 Schematische Abbildung der Antikörper-abhängigen, immunvermittelten 
Effektormechanismen monoklonaler Antikörper. 

Komplement abhängige Zytotoxizität (CDC) Der Fc-Teil des Antikörpers aktiviert das 

Komplementmolekül C1, welches über den klassischen Weg der Komplementkaskade die 

Bildung des „Membran Attack Komplex“ initiiert und die Zelle lysiert. 

Antikörper abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (ADCC): Fc-Rezeptoren von 

Effektorzellen binden den an die Zelle gebundenen Antikörper und initiieren eine Zelllyse. 

Antikörper abhängige Phagozytose (ADCP): Fc-Rezeptoren auf Makrophagen agieren mit 

dem Antikörper und vermitteln die Phagozytose. 

Kreuzvernetzung: An das Antigen gebundene Antikörper können von Fc-Rezeptoren 

kreuzvernetzt werden und die Apoptose initiieren. 

Adaptiert aus: (Sanchez et al., 2016) 
 
Der CD38 Antikörper Daratumumab zeigt eine sehr breite und hohe Antitumoraktivität, die im 

Detail für die Therapie des Multiplen Myeloms erforscht wurde. Daratumumab bindet ein 

spezifisches Epitop am CD38 Molekül und diese Bindung ist im Stande, verschiedene 

Effektormechanismen zu initiieren, insbesondere CDC, ADCC, ADCP, Kreuzvernetzung und 

eine Modulation der CD38-Enzymfunktion (N. W. C. J. van de Donk et al., 2016).   



Einleitung 

19 

Nijhof et. al untersuchten die Mechanismen CDC und ADCC an Myelom-Zelllinien, als auch 

an primären Knochenmark-mononukleären Zellen, die sie von Multiplen Myelom-Patienten 

gewonnen haben. Es findet sich eine heterogene Aktivierung von CDC und ADCC in vitro, 

wobei die Stärke des Effektes abhängig von der Höhe CD38-Expression auf den Zellen ist. 

Interessanterweise gibt es keine Unterschiede im Effekt von Daratumumab zwischen 

unbehandelten Myelomzellen bei Erstdiagnose gegenüber Zellen bereits vortherapierter 

Patienten. Zudem fanden sie heraus, dass ATRA die Höhe von CD38 auf den Zellen stark 

erhöht und hiermit einhergehend der CDC- und ADCC-Effekt verstärkt wird (Nijhof et al., 2015).  

Des weiteren ist Daratumumab in der Lage, eine Antikörper-abhängige Phagozytose von 

CD38+-Burkitt-Lymphomzellen und Multiplen Myelom-Zelllinien in vitro und in vivo zu aktivieren 

(Overdijk et al., 2015). Ebenselbe Arbeitsgruppe konnte auch zeigen, dass Daratumumab in 

vitro und in vivo eine Kreuzvernetzung von Multiplen Myelom-Zelllinien induzieren kann, wenn 

ein sekundärer Antikörper oder ein Fc-ɣ-Rezeptor zur Verfügung steht. Daraus resultierend 

zeigt sich eine Induktion der Apoptose in den kreuzvernetzten Myelomzellen (Overdijk et al., 

2016).  

Neben diesen Mechanismen der Antitumoraktivität von Daratumumab gibt es weitere aktuelle 

Einsichten in die Auswirkungen der CD38-Inhibition auf das Immunsystem und das 

Tumormikroenvironment. Es zeigt sich, dass die CD38-Inhibition mittels Daratumumab das T-

Zell-Repertoire moduliert. Blut- und Knochenmarkproben von Multiplen Myelom-Patienten, die 

an Daratumumab Monotherapie-Studien teilnahmen, zeigten eine verminderte Anzahl 

immunsupprimierender und eine erhöhte Anzahl von immunkompetenten T-Zellen. Im Detail 

findet sich insbesondere eine Senkung von CD38+ T-regulatorischen Zellen (T-Regs), die 

immunsupprimierender wirken als CD38- T-Regs. Zusätzlich vergrößern sich die CD8+:CD4+ 

und CD8+:T-Reg-Verhältnisse und ebenso kommt es unter CD38-Inhibition zum absoluten 

Anstieg von zytotoxischen T-Zellen (CD8+) und T-Helferzellen (CD4+). Ferner kann ein Anstieg 

an Gedächtniszellen im Verhältnis zu naiven T-Zellen und eine verbreiterte T-Zell-Klonalität, 

gemessen an der Vielfalt von T-Zell-Rezeptoren festgestellt werden (Krejcik et al., 2016).  

 

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die CD38-Inhibition mittels Daratumumab nicht nur 

eine sehr effektive Antikörper-vermittelte Zytotoxizität gegen Myelomzellen vermittelt, sondern 

auch das Immunsystem und das Tumormikroenvironment moduliert, in dem es CD38+ T-Regs 

ausschaltet und die T-Zell-Abwehr zu verstärken scheint. Dies könnte insbesondere in 

Betrachtung der akuten Entzündungsreaktion im Tumormikroenvironment eine sehr 

erfolgsversprechende Eigenschaft von Daratumumab sein. 

 

  

 



Fragestellung 

20 

2 FRAGESTELLUNG 

Die akute myeloische Leukämie ist die häufigste akute Leukämie des Erwachsenen, deren 

Inzidenz mit dem Lebensalter steigt und aufgrund ihres aggressiven Verlaufs unbehandelt 

innerhalb kurzer Zeit zum Tod führt. Kurativ intendierte Therapieprotokolle umfassen intensive 

Chemotherapieprotokolle, welche aufgrund der hohen Nebenwirkungen nicht bei Älteren oder 

Patienten mit entsprechenden Begleiterkrankungen durchgeführt werden können. Neu 

zugelassene zielgerichtete Therapieoptionen zeigen zwar ein gutes Ansprechen, sind aber 

häufig auf eine bestimmte Patientensubgruppe mit bestimmten genetischen Charakteristika 

beschränkt und leider häufig nur von begrenzter Dauer wirksam. Das Hauptproblem der 

Therapie der AML stellt die hohe Rezidivrate dar. Neue Einsichten in die hämatopoetische 

Stammzellnische zeigen, wie AML-Zellen durch aberrante Signale des Mikroenvironments 

reguliert werden und vermutlich so dem Einfluss der Chemotherapie entkommen können. Die 

Stammzellnische unterliegt im Verlaufe der Erkrankung wichtigen funktionellen und 

strukturellen Veränderungen, die gesunde hämatopoetische Stammzellen verdrängen und das 

Überleben der Leukämiezellen unterstützen. Ebenso entsteht durch die Infiltration der AML-

Blasten in der Knochenmarksnische ein inflammatorisches Milieu, welches das Wachstum der 

Blasten fördert und ihre Überwachung durch das Immunsystem verhindert. Das Antigen CD38 

weist unter verschiedenen Gesichtspunkten vielversprechende Eigenschaften für eine 

zielgerichtete Therapie in der AML vor. Die Interaktion von CD38 mit seinem Liganden CD31 

auf Endothelzellen lässt es als geeignetes Ziel, um die Zirkulation von Leukämiezellen zu 

verhindern, erscheinen. Weiterführend wird es häufig stark von AML-Blasten exprimiert, 

wodurch die CD38-Inhibition eine zielgerichtete anti-leukämische Wirksamkeit vermuten lässt. 

Die ebenfalls hohe Expression auf T-regulatorischen Zellen und die enzymatischen 

Funktionen von CD38 lassen auf einen immunmodulatorischen Effekt schließen, welcher dazu 

beitragen könnte, das immunsuppressive Tumormikroenvironment zu durchbrechen. 

Der monoklonale CD38-Antikörper Daratumumab konnte in präklinischen in vitro und in vivo 

Studien, sowie in der klinischen Behandlung des Multiplen Myeloms schon eine hohe 

Antitumoraktivität herausstellen. 

In dieser Forschungsarbeit soll die Regulation der CD38-Expression auf AML-Zellen durch die 

hämatopoetische Stammzellnische sowie der anti-leukämische Effekt der CD38-Inhibition 

mittels Daratumumab in vitro und in vivo herausgearbeitet werden. Ferner sollen zugrunde 

liegende Mechanismen der vermuteten anti-leukämischen Wirksamkeit von Daratumumab in 

der AML aufgedeckt werden.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte und Verbrauchsmittel 

Tabelle 1 Geräte und Verbrauchsmittel 

Gerät Hersteller 
Analysenwaage: ALJ 220-4NM Kern & Sohn, Balingen 

CO2-Inkubator: NU-8700E NuAire, Plymouth, USA 

Durchflusszytometer: 

BD FACSAria III 

BD LSR II 

 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

DynaMagTM-2 Magnet Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Filter: 

Nalgene Rapid-Flow Einweg-Filtrationsgerät 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Gefrierbehälter:  

Mr. Frosty™ 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Kryoröhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Kulturschalen: 

10cm 

35mm 

 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada 

Laborglasflasche: DURAN DWK Life Sciences, Wertheim 

Mikroskop: 

Leica DM 1000 LED 

Olympus CK2 Inversionsmikroskop 

 

Leica Microsystems, Wetzlar 

Olympus K.K., Shinjuku, Japan 

Optische 384-Well-Reaktionsplatten:  

Applied Biosystems MicroAmp 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Parafilm Bemis, Neenah, USA 

PCR Thermocycler: FlexCycler Analytik Jena, Jena 

Pipetten: 

Eppendorf Research® 

ErgoOne® 

 

Eppendorf, Hamburg 

Star Lab, Ahrensburg  

Pipettenspitzen: TipOne® Star Lab, Ahrensburg 

Pipettierhilfe: pipetus® Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

Reaktionsgefäße: 

1,5ml: TubeOne® 

 

Star Lab, Ahrensburg 
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1,5ml: Eppendorf Safe-Lock Gefäße 

5ml Rundbodenröhrchen: Falcon® 

15ml, 50ml: CELLSTAR® 

Eppendorf, Hamburg 

Corning Incorporated, Corning, USA 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Quant-Studio 5 Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Shandon Single Cytoslides Objektträger Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Shandon EZ Single Cytofunnel Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Sicherheitswerkbank: NU-440-401E NuAire, Plymouth, USA 

Stabpipetten: CELLSTAR® Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Synergy 2 BioTek, Winooski, USA 

Zählkammer: Neubauer improved Assistent, Sondheim 

Zellkulturflaschen (25cm2; 75cm2): 

CELLSTAR® 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturplatten (6-Loch, 12-Loch, 24-Loch, 

48-Loch, 96-Loch): Falcon® 

Corning Incorporated, Corning, USA 

Zellkulturplatten 96-Loch Ultra Low Adherent Corning Incorporated, Corning, USA              

Zellkulturplatten 96-Loch schwarz CoStar, Washington DC, USA 

Zentrifugen: 

Rotanta 460R 

Mikro 220R 

Shandon Cytospin 2 

 

Hettich, Tuttlingen 

Hettich, Tuttlingen 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

 

3.1.2 Chemische Substanzen, Reagenzien und Puffer 

Tabelle 2 Substanzen, Reagenzien und Puffer 

Substanz Hersteller 
2-Methylbutan Merck, KGaA, Darmstadt 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Aqua B. Braun, Sempach, Schweiz 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

BD CytofixTM Fixierungspuffer Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

BD Pharm LyseTM Lysepuffer Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

BD PhosflowTM Perm Buffer III 

Permeabiliserungspuffer 

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Calcein-AM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

CD14 Microbeads Miltenyi, Bergisch Gladbach 
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Cytarabin (Ara-C) Stada, Bad Vilbel 

Daratumumab (Darzalex) Janssen, Neuss 

Dimethylsulfoxid (DMSO) PAN-Biotech, Aidenbach 

DNAse QIAGEN, Venlo, Niederlande 

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Ethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

FACS Clean Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

FACS Flow Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

FACS Rinse Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Fetales Kälberserum (FCS) PAN-Biotech, Aidenbach 

Glutamax Supplement Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

High Density Lipoprotein (HDL) Merck, Darmstadt 

Histofix 4% Roth, Karlsruhe 

IgG1, Kappa aus humanem Myelomplasma, 

Isotypkontrolle 

Sigma Aldrich, St. Louis, USA 

IgG-b12 Isotypkontrolle Genmab 

LymphoprepTM STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada 

Maisöl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

MitoTracker Green FM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

0,9% Natriumchloridlösung Braun, Melsungen 

Normal humanes Serum AB Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

OKT3 BioLegend, San Diego, USA 

Osteosoft Merck, Darmstadt 

Paraformaldehyd rein Roth, Karlsruhe 

Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

PrimocinTM InvivoGen, San Diego, USA 

Rekombinantes humanes IL-1β PeproTech, Rocky Hill, USA 

Rekombinantes humanes IL-3 PeproTech, Rocky Hill, USA 

Rekombinantes humanes IL-6 PeproTech, Rocky Hill, USA 

Rekombinantes humanes M-CSF PeproTech, Hamburg 

Rekombinantes humanes SCF PeproTech, Rocky Hill, USA 

Rekombinantes humanes TPO PeproTech, Rocky Hill, USA 

RNA to cDNA EcoDryTM Premix  Takara Bio, Kusatsu, Japan 

RNase-free water QIAGEN, Venlo, Niederlande 

RNaseZAPTM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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Sucrose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

SYBR Green Gene Expression Master Mix 

(Rox) 

Roche, Basel 

Tissue-Tek O.C.T. Compound Sakura, Alphen aan den Rijn, NL 

Tretinoin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Triton X100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Zelldissoziationslösungen: 

Trypsinlösung: TrypLE Express 

Cell Dissociation Solution, nicht-enzymatisch 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

 

3.1.3 Antikörper für die Durchflusszytometrie 

Tabelle 2 Antikörper 

Antikörper Hersteller 
BrdU APC Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

hCD11b APC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

hCD14 PE Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

hCD16 APC Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

hCD16 PerCP-Cy5.5 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

hCD3 APC Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

hCD38 PE  Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

hCD33 PE-Cy7 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

hCD45 APC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

hCD45 FITC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

mCD45 PerCP-Cy5.5 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

hCD144 FITC Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

 

3.1.4 Kits 

Tabelle 3 Kits 

Kit Hersteller 
Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

BrdU Flow Kit: Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
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APC BrdU Flow Kit 

Macs Cell Separation Kit Miltenyi, Bergisch Gladbach 

RNA-Isolations-Kits: 

Dynabeads® mRNA DIRECT™ Kit 

RNeasy Mini Kit 

RNeasy Micro Kit 

 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

QIAGEN, Venlo, Niederlande 

QIAGEN, Venlo, Niederlande 

 

3.1.5 Medien 

Tabelle 4 Medien 

Medium Hersteller 
Endothelial Cell GM2 PromoCell, Heidelberg 

Endothelial Cell GM2 Supplement Pack PromoCell, Heidelberg 

Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Leibovitz’s L15 Medium, no phenol red Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Minimum Essential Medium (αMEM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

RPMI-Medium 1640 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

StemSpanTM SFEM STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada 

 

3.1.6 Software 

Tabelle 5 Software 

Software Hersteller 

BD FACSDiva Software Version 6.1.3 Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Endnote X8.2 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA 

FlowJo v10 FlowJo LLC, Ashland, USA 

GraphPad Prism 6 Graphpad Software, Inc., La Jolla, USA  

Microsoft Office 2010 Microsoft, Redmond, USA 
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3.1.7 Primer 

Tabelle 7 Primer 

 

 

3.2 Methoden 

3.2.1 Zelllinien und Zellkultur 

Zur Kultur aller humanen und murinen Zelllinien wurden diese bei 37°C und 5% CO2 in einem 

CO2 Inkubatur (NU-8700E, NuAire, Plymouth, USA) gehalten. Die verwendeten Zelllinien 

wurden hierfür gemäß den Vorgaben der Hersteller (ATCC/DSMZ) subkultiviert.  

Gene symbol Sequence forward Sequence reverse 
GAPDH TCTGCTCCTCCTGTTCGACA AAAAGCAGCCCTGGTGACC 

ANGPT1 GCCATCTCCGACTTCATGTT CTGCAGAGAGATGCTCCACA 

APAF1 AAGGTGGAGTACCACAGAGG TCCATGTATGGTGACCCATCC 

BAX CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG CCAGCCCATGATGGTTCTGAT 

BCL2 GGTGGGGTCATGTGTGTGG CGGTTCAGGTACTCAGTCATCC 

CASP3 CATGGAAGCGAATCAATGGACT CTGTACCAGACCGAGATGTCA 

CASP8 TTTCTGCCTACAGGGTCATGC GCTGCTTCTCTCTTTGCTGAA 

CASP9 CTTCGTTTCTGCGAACTAACAGG GCACCACTGGGGTAAGGTTT 

CDH5 TTGGAACCAGATGCACATTGAT TCTTGCGACTCACGCTTGAC 

CD38 CAACTCTGTCTTGGCGTCAGT CCCATACACTTTGGCAGTCTACA 

CXCL12 TGGGCTCCTACTGTAAGGGTT TTGACCCGAAGCTAAAGTGG 

CXCR4 ACTACACCGAGGAAATGGGCT CCCACAATGCCAGTTAAGAAGA 

CYTC CTTTGGGCGGAAGACAGGTC TTATTGGCGGCTGTGTAAGAG 

ICAM1 ATGCCCAGACATCTGTGTCC GGGGTCTCTATGCCCAACAA 

MCL1 TGCTTCGGAAACTGGACATCA TAGCCACAAAGGCACCAAAAG 

PECAM1 AACAGTGTTGACATGAAGAGCC TGTAAAACAGCACGTCATCCTT 

SELE AGAGTGGAGCCTGGTCTTACA CCTTTGCTGACAATAAGCACTGG 

BID ATGGACCGTAGCATCCCTCC GTAGGTGCGTAGGTTCTGGT 

VCAM1 GTCTCCAATCTGAGCAGCAA TGAGGATGGAAGATTCTGGA 

VEGFA AGGGCAGAATCATCACGAAGT AGGGTCTCGATTGGATGGCA 
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Alle für Experimente eingesetzten Zelllinien wurden maximal fünfmal passagiert. Das Auftauen 

erfolgte in einem 37°C warmen Wasserbad und die Zellen wurden anschließend sofort in 

serumhaltiges Medium überführt, einmalig mit 10ml phosphate-buffered saline (PBS) 

gewaschen und dann anhand der vorgegebenen Zellzahlen in Zellkulturflaschen mit dem 

jeweiligen Medium der Zelllinie überführt. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt. 

Die Zellvitalität und die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zählkammer lichtmikroskopisch 

bestimmt. Dazu wurden die Zellen mit 0,1%igem Trypanblau gefärbt, welches nur Zellen 

anfärbt, deren Membran bereits beschädigt ist. Diese perforierten und gestorbenen Zellen 

erscheinen dann lichtmikroskopisch blau, während lebende Zellen nicht angefärbt werden und 

hell erscheinen. Die Konservierung erfolgte, in dem wir die Zellen im jeweiligen 

Zelllinienmedium mit 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) in Mr. Frosty™ Gefrierbehältern bei -80°C 

einfroren. Mit einer Kühlrate von -1°C/Minute erlaubt dies eine optimale Geschwindigkeit für 

die Konservierung von Zellen. Anschließend wurden die Zellen in der flüssigen Phase von 

Stickstoff in einem N2-Tank-System gelagert.  

 

Es wurden insgesamt acht verschiedene AML- Zelllinien verwendet. THP-1-Zellen wurden in 

RPMI 1640 mit dem Zusatz von 10% fetalem Kälberserum (FCS) kultiviert. Diese Zelllinie ist 

eine akute monozytäre Leukämie. Die Zellen tragen die Translokation t(9;11)(p21;q23) und 

somit das MLL-MLLT3 (MLL-AF9) Fusionsgen. Die Zelllinie Kasumi-1 trägt die Translokation 

t(8;21)(q22;q22), welche das RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO) Fusionsgen ausprägt und 

wurde von einem Patienten mit AML M2 (FAB-Klassifikation) gewonnen. Die Zellen wurden in 

RPMI 1640 mit 20% FCS kultiviert. KG-1 ist eine Zelllinie, die von einem Patienten mit 

Erythrämie mit Übergang zur AML abgeleitet wurde. Bei dem verwendeten Kulturmedium 

handelt es sich um IMDM mit 20% FCS. Die Zelllinie HL-60 wurde von einer Patientin mit 

akuter Promyelozytenleukämie etabliert und ebenfalls in IMDM unter Zugabe von 20% FCS 

kultiviert. MOLM-13 leitet sich von einer AML M5a (FAB-Klassifikation) auf dem Boden eines 

myelodysplastischen Syndroms ab und wurde in RPMI+ 20% FCS kultiviert. Die Zelllinie OCI-

AML-3 wurde von einem Patienten mit einer AML M4 (FAB-Klassifikation) etabliert. Sie wurde 

in Alpha-MEM und 20% FCS kultiviert.  Die Zelllinie OCI-M2 wurde in IMDM+ 20% FCS 

kultiviert und leitet sich von einem Patienten mit Erythroleukämie, FAB Klassifikation M6 ab. 

K562 Zellen stammen von einer Patientin mit einer Blastenkrise bei CML und Erythroleukämie. 

Diese wurden in IMDM mit 10% FCS kultiviert. 

Zusätzlich zu den aufgelisteten AML-Zelllinien wurden zudem noch zwei verschiedene 

Stroma-Zelllinien eingesetzt. Die MS-5-Zelllinie leitet sich von murinen 

Knochenmarkstromazellen ab. Sie wachsen als adhärente Schicht in IMDM-Medium mit 20% 

FCS und wurden bei einer Konfluenz von 80% überführt. Dafür wurden die Zellen mit 6ml PBS 

gewaschen und anschließend mit 3ml Trypsin 3 Minuten bei 37°C inkubiert und so abgelöst. 
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Dabei wurde der Kontakt zur Zellkulturflasche und der Zell-Zell-Kontakt von dem Enzym 

aufgespalten. Die Reaktion wurde mit 6ml serumhaltigem Medium gestoppt und die in 

Einzelzellsuspension vorliegenden Zellen abgenommen und in der gewünschten Anzahl weiter 

ausplattiert und kultiviert. Als zweite Stroma-Zelllinie verwendeten wir humane umbilikale 

Venenendothelzellen (HUVEC). Diese wurden in dem spezifischen Endothelzellmedium EGM-

2 kultiviert. Dieses beinhaltet neben FCS noch weitere Zusätze, nämlich Hydrocortison, 

Ascorbinsäure, Heparin und die humanen Wachstumsfaktoren fibroblast growth factor (FGF), 

vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-like growth factor (IGF) und epidermal 

growth factor (EGF). Die Zellen wurden identisch zu den MS-5 Zellen gelöst und überführt. 

Alle oben beschriebenen Kulturmedien wurden mit 1% Penicillin/Streptomycin ergänzt. Das 

verwendete FCS wurde im Wasserbad bei 56°C für 30 Minuten hitzeinaktiviert und 

anschließend bis zur Weiterverwendung in 50ml Portionen bei -20°C tiefgefroren. 

 

3.2.2 Gewinnung und Lagerung von Patientenproben 

Die primären Zellen, die für unsere in vitro Experimente eingesetzt wurden, wurden aus dem 

peripheren Blut von erstdiagnostizierten, nicht vortherapierten AML-Patienten oder gesunden 

Kontrollpersonen nach entsprechender Aufklärung und Zustimmung gewonnen (Ethikvotum 

der Universität Duisburg Essen, #15-6430-BO). 

Aus dem heparinisierten peripheren Blut wurde die Population von mononukleären Zellen, 

auch PBMC genannt, separiert. Dies gelang durch die Verwendung des sogenannten FICOLL 

Gradienten. Zur Auftrennung der PBMCs werden synthetische Polymere aus Saccharose 

(Ficoll) eingesetzt (Lymphoprep™, Stem Cell Technologies). Erythrozyten und Granulozyten 

sinken beim Zentrifugieren durch die Polymere, während PBMCs durch ihre geringere Dichte 

auf der Substanz schwimmen (Buffy Coat) und nach der Zentrifugation als homogene 

Zellpopulation abgenommen werden können. Die Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung 

in IMDM+ 20% FCS und 10% DMSO in der flüssigen Phase von N2 konserviert. Am Tag der 

Verwendung wurde die jeweilige Probe im Wasserbad erwärmt und sofort in serumhaltiges 

Medium überführt.  

Es folgten zwei Waschschritte in PBS und eine Zellzahl- und Viabilitätsbestimmung mittels 

Trypanblaufärbung in Verwendung der Neubauer-Zählkammern unter dem Lichtmikroskop, 

bevor die Zellen für Experimente eingesetzt wurden. Eine Zusammenstellung der 

Patientencharakteristika ist der beigefügten Tabelle zu entnehmen. 
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Tabelle 8 Patientenproben 

 
 

3.2.3 Kokultivierung von AML- und Stroma-Zelllinien 

Die Kokultur von AML-Zellen mit verschiedenen Stromazellen ist ein geeignetes Modell, um 

eine Nachstellung der Knochenmarksnische in vitro zu etablieren. Diese Experimente wurden 

mit AML- und Stroma-Zelllinien auf 96-Multiwell Gewebekulturplatten durchgeführt. Dafür 

wurde zunächst das Stroma ausgesät (HUVEC Endothelzellen oder MS-5 Fibroblasten). 

Dieses wurde aus Zellkulturflaschen wie bereits beschrieben geerntet und in einer bestimmten 

Zellzahl ausgesät, so dass es nach 2 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 eine Konfluenz 

von 80% erreichte. Die Konfluenz bestimmten wir durch Kontrollen mit dem Umkehrmikroskop. 

Daraufhin wurde das Stromazellmedium entfernt und pro Well 2x104 Zellen der AML-Zelllinien 

hinzugefügt, entweder in dem jeweiligen AML-Zelllinienmedium (Kontrolle), oder diesem mit 

0,1µg/ml Daratumumab ergänzt. Dieser Ansatz inkubierte für weitere 4 Tage im Inkubator. Am 

Analysetag wurden die Suspensionszellen abgenommen, das Well mit PBS gewaschen und 

das adhärente Stroma mit Trypsin für 3 Minuten bei 37°C gelöst. Die Stromazellen wurden 

zusammen mit den AML-Zellen in Eppendorf Gefäßen gesammelt und die absolute Zellzahl 

mittels Neubauer Zählkammer bestimmt. Danach wurde eine Antigenfärbung der Zellen mit 

einem humanen CD45-Antikörper durchgeführt. Als letzten Schritt wurden die gefärbten Zellen 

am Durchflusszytometer untersucht. Jede Kondition wurde in jedem Experiment dreifach 

ausplattiert. 
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Abbildung 2 Schematischer Aufbau der Durchführung der Kokulturexperimente mit 
Stromazellen und AML-Zelllinien. HUVEC Endothelzellen oder MS-5 Fibroblasten wurden 

bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert und dann mit unterschiedlichen AML-Zelllinien 

beimpft. Die Kokultur inkubierte entweder in Zellkulturmedium oder in diesem mit 0,1µg/ml 

Daratumumab versetzt über 4 Tage. 

 

3.2.4 Kultivierung humaner mesenchymaler Sphäroide 

Die humane mesenchymale Stamm- und Progenitorzelllinie BMB wurde in IMDM+   

20 % FCS+ 1% Penicillin/Streptomycin+ 1% Glutamin kultiviert. BMB-Zellen wurden in klonaler 

Zelldichte in DMEM/F12, Humanem Endothel-Serum-freien Medium mit 15% 

Hühnerembryoextrakt, 0,1mM (Millimolar) B-Mercaptoethanol, 1% Penicillin/Streptomycin und 

1% nicht-essentiellen Aminosäuren, 1% N2 und 2% B27, FGF, PDGF, Oncostatin M, IGF-1 

und EGF kultiviert. Die Entstehung von mesenchymalen Sphäroiden wurde regelmäßig 

mikroskopisch beurteilt. 

 

3.2.5 Triplekultivierung von humanen AML- und gesunden Kontrollzellen 

Primäre humane AML- bzw. gesunde Kontrollzellen wurden in serumfreien StemSpan™ 

Serum-Free Expansion Medium (SFEM) inkubiert, welches mit rekombinanten humanen 

Wachstumsfaktoren (50ng/ml SCF, 50ng/ml TPO), Zytokinen (5ng/ml IL-3, 5ng/ml IL-6), 

40mg/ml humanem High Density Lipoprotein (HDL), 2µl/ml Primocin und Heparin 

supplementiert wurde. HUVEC-Endothelzellen wurden vergleichbar zu den 

Kokulturexperimenten in definierter Zellzahl ausgesät, so dass sie nach 2 Tagen eine 

Konfluenz von 80% erreichten. Etwa 10 mesenchymale Sphäroide wurden pro 

anzusetzendem Well hinzugefügt. Sämtliche Konditionen, die mesenchymale Sphäroide 

enthielten, wurden auf „Ultra Low adherent“ 96 Well Platten angesetzt. Zu jedem Well wurden 

1,35x105 primäre Zellen (AML oder gesunde Kontrollzellen) in 0,1µM ATRA oder 

Kontrollmedium, hinzugefügt. Weitere 2 Tage später wurde Daratumumab (0,1µg/ml) oder in 

einzelnen Experimenten zusätzlich IgG1 und IgG-b12 (0,1µg/ml), hinzugefügt.  



Material und Methoden 

31 

Zu den Kontrollen wurde weiteres Medium gegeben, so dass das Volumen in allen Konditionen 

vergleichbar blieb. Jede Kondition wurde in jedem Experiment dreifach ausplattiert. Die 

Auswertung des Experimentes erfolgte analog zu den Kokulturen. Die Suspensions- und 

Stromazellen wurden geerntet, mittels Neubauer- Zählkammer am Mikroskop gezählt und mit 

einem humanen CD45-Antikörper für die Analyse am Durchflusszytometer gefärbt. Fünf von 

insgesamt 10 Experimenten wurden anschließend Fluoreszenz-aktiviert sortiert. Sortiert 

wurden CD45+ hämatopoetische Zellen und CD144+ Zellen.  

 

 
Abbildung 3 Schematischer Aufbau der Durchführung der Triplekulturexperimente mit 
Stromazellen und primären AML- oder gesunden Spenderzellen. Endothelzellen wurden 

bis zu einer Konfluenz von 80% kultiviert und folgend mit mesenchymalen Sphäroiden und 

primären AML- oder gesunden Kontrollzellen beimpft. Es folgte in der Hälfte der Konditionen 

eine Vorbehandlung mit 0,1µM ATRA über 2 Tage. Die folgenden 4 Tage wurden die Zellen in 

Daratumumab 0,1µg/ml oder Zellkulturmedium weiter inkubiert. 

 

3.2.6 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ist ein spezifisches Messverfahren, mit dem man Zellen 

charakterisieren und quantifizieren kann. Das Prinzip beruht darauf, dass die zu 

untersuchenden Zellen einzeln durch eine Kapillare fließen und dabei einen Laserstrahl 

passieren. Durch die Zellen wird der Laserstrahl gebrochen und gebeugt und das emittierte 

Licht wird in ein elektrisches Signal umgewandelt und von einem Detektor detektiert. An die 

Zellen gebundene Fluorochrome werden angeregt und können in unterschiedlichen 

Wellenlängenbereichen sichtbar gemacht werden. Das Vorwärtsstreulicht (FSC) ist ein Maß 

für die Beugung des Lichtsignals durch die Zellen und abhängig von der Größe oder des 

Volumens. Das Seitwärtsstreulicht (SSC) hängt von der Brechung des Lichtes ab und ist 

abhängig von der Zellstruktur, beispielsweise von der Granularität. Zusätzlich gibt es 

Detektoren, die Fluoreszenz einzelner Zellen wahrnehmen. Dadurch kann man mit 

Fluorochrom-gekoppelten Antikörpern Zielstrukturen auf den Zellen färben und diese 

gleichzeitig analysieren.  
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Dadurch, dass mit diesem Prinzip mehr als 1000 Zellen/Sekunde analysiert werden können, 

erhält man schnell Informationen zu verschiedenen Zellpopulationen. In Diagrammen können 

so FSC/SSC und die verschiedenen Fluorochrome gegeneinander aufgetragen und analysiert 

werden (Picot et al., 2012). Wir verwendeten das BD LSR II Durchflusszytometer. Als 

Auswertungsprogramm benutzten wir die Software FlowJo® der Firma FlowJow, LLC. 

 

3.2.7 Durchflusszytometrische Analyse 

Jede einzelne hier dargestellte durchflusszytometrische Analyse hat als Grundlage dieselbe 

Einsäum-Strategie (engl.: Gating). Zunächst wurden die zu analysierenden Zellen eingesäumt 

(SSC-A/FSC-A), darauf folgten zwei Ausschnitte, die es möglich machten, Dupletten 

auszusortieren (FSC-W/FSC-H und SSC-W/SSC-H). In jeder Analyse wurde der Lebend-Tod-

Farbstoff DAPI verwendet, welcher durch die geschädigte Membran toter Zellen treten kann 

und dort die DNA anfärbt. Nach dem Gating für DAPI- (lebende Zellen) folgten dann schließlich 

die jeweils spezifische Strategie abhängig von den darüber hinaus verwendeten Antikörpern. 

 
Abbildung 4 Gating-Strategie für die durchflusszytometrische Analyse lebender 

Einzelzellen. 

 

3.2.8 Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 

Das durchflusszytometrische Prinzip machen sich auch Zellsortiersysteme zu Nutzen. 

Zusätzlich dazu können diese allerdings die einzelnen Zellen anhand von Kriterien sortieren.  
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Dabei werden die einzelnen Zellen durch den FSC, den SSC und die verschiedenen 

Fluorochrome charakterisiert. Der Flüssigkeitsstrom wird von dem Gerät in Tröpfchen 

aufgetrennt, die einzelne Zellen beinhalten. Diese werden anhand von festgelegten Kriterien 

elektrisch geladen, so dass die Zellen, die den Kriterien entsprechen, im elektrischen Feld 

heraussortiert werden können. Durch verschiedene Auffanggefäße kann man so die 

unterschiedlichen Zellpopulationen gewinnen. Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 

(FACS) wurde bei den Triplekulturexperimenten mit den primären AML- und gesunden 

Kontrollzellen angewendet, nachdem diese durchflusszytometrisch analysiert wurden. Die 

hämatopoetischen Zellen (Kriterium: CD45+) und die Endothelzellen (Kriterium: CD144+) 

wurden sortiert, um weiterführend molekularbiologische Experimente auszuführen.  

 

3.2.9 Einsatz des Medikamentes Daratumumab  

Zum Einsatz in den Experimenten kam das Medikament Daratumumab (Darzalex, Janssen). 

Dieses hat eine Konzentration von 20mg/ml und wurde im Kühlschrank bei 4°C lichtgeschützt 

gelagert. Zumeist wurde in den in vitro Experimenten eine Konzentration von 0,1µg/ml 

verwendet, wobei zum Verdünnen der Stocklösung das verwendete Zellkulturmedium benutzt 

wurde. In einzelnen Experimenten kamen höhere Konzentrationen von bis zu 10µg/ml zum 

Einsatz. Die Arbeitslösungen des Medikamentes wurden nur am jeweiligen Herstellungstag 

verwendet.  

 

3.2.10 Einsatz von All-trans-Retinsäure  

Das pulverisierte Ausgangsprodukt der All-trans-Retinsäure wurde mit 2,5ml DMSO vermischt, 

um die gewünschte Konzentration von 40mg/ml zu erreichen. Dieses wurde dann abgefüllt 

und bei -20°C in Portionen gelagert. Für die Triplekulturexperimente wurde eine Konzentration 

von 0,1µM verwendet, welche durch Verdünnen mit dem Kulturmedium erreicht wurde. In den 

in vivo Experimenten wurde eine Konzentration von 10mg/kg Körpergewicht (mg/kgKG) 

verwendet. 

 

3.2.11 Proliferationsanalyse 

Um die Proliferation von AML-Zellen in der Kokultur mit MS-5 und HUVEC unter Daratumumab 

zu charakterisieren, wurde das APC BrdU Flow Kit (BD Biosciences) eingesetzt. BrdU 

(Bromdesoxyuridin) ist ein Nukleotidanalogon zu Thymin respektive Desoxyuridin. Es wird bei 

der Desoxyribonuklein (DNA)-Synthese in die DNA der Zelle eingebaut und kann diese so 

markieren.  
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Dies passiert allerdings nur mit genau den Zellen, die sich gerade in der S-Phase des 

Zellzyklus befinden, also die DNA replizieren. Mit einem spezifischen Antikörper kann BrdU im 

Durchflusszytometer sichtbar gemacht werden. Durch zusätzliche Färbung der Zellen mit 

DAPI kann ebenfalls unterschieden werden zwischen G0/G1- und G2/Mitose-Phase. Um dies 

für OCI-AML-3 und Kasumi-1 zu testen, wurde ein Experiment nach Protokoll der Kokulturen 

auf einer 48-Multiwell-Platte angesetzt. Zunächst wurde das Stroma ausgesät, dann die AML-

Zellen nach Erreichen der 80%igen Konfluenz nach 2 Tagen hinzugefügt. Der IgG1 Antikörper 

galt als Kontrolle neben der Behandlung mit Daratumumab (jeweils 0,1µg/ml). An Tag 5 nach 

Ansatz der AML-Zellen wurde das BrdU Flow Kit durchgeführt. Dazu wurde BrdU in einer 

Konzentration von 1mM zu den Zellen hinzugegeben und für 45 Minuten inkubiert. Danach 

wurden die Zellen geerntet, die adhärenten Zellen mit Trypsin gelöst und die 

Oberflächenantigene mit einem humanen CD45-Antikörper gefärbt. Anschließend wurden die 

Zellen fixiert und die Membran nach Protokoll des Kits permeabilisiert. Darauffolgend wurde 

das BrdU sichtbar gemacht mit 100µl DNAse-Lösung/Well (300µg/ml). Danach erfolgte dann 

die BrdU-Antikörperfärbung mit 10µl Antikörper in 50µl Gesamtvolumen für 20min 

lichtgeschützt bei Raumtemperatur. Nach einem letzten Waschschritt wurden die Zellen in 

200µl DAPI in FACS-Buffer aufgenommen und dann durchflusszytometrisch analysiert. 

 

3.2.12 Apoptosedetektion 

Analog zur Proliferationsuntersuchung wurde die Apoptoseinduktion durch Daratumumab an 

beiden AML-Zelllinien (OCI-AML-3 und Kasumi-1) im Kokulturmodell getestet. Die 

Experimente wurden am selben Tag analog zu den Proliferationsexperimenten angesetzt und 

an Tag 6 analysiert. Hierfür wurde das PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD 

Biosciences) verwendet. Im Prozess der Apoptose wird das Membranlipid Phosphatidylserin 

von der inneren- auf die äußere Lipidschicht der Zellmembran verlagert, was im früh-

apoptotischen Geschehen passiert. Annexin V ist ein Ca2+-abhängiges Phospholipid-

bindendes Protein, welches besonders stark an Phosphatidylserin bindet. In dem man Annexin 

V mittels Fluorochrom-konjugierter Antikörperfärbung sichtbar machen kann, kann man früh-

apoptotische Prozesse aufdecken. Zusätzlich dazu können durch DAPI-Färbung Zellen mit 

beschädigter Zellmembran detektiert werden, welche spät-apoptotisch oder nekrotisch sind. 

So kann man einen detaillierten Einblick in die Apoptose der AML-Zellen bekommen. Die AML- 

und Stromazellen wurden an Tag 6 geerntet und daraufhin gezählt. Genau 1x105 Zellen 

wurden dann mit dem Annexin V- FITC Antikörper und einem humanen CD45 Antikörper für 

25 Minuten lichtgeschützt gefärbt und nach einem Waschprozess in 200µl DAPI in FACS-

Buffer resuspendiert und durchflusszytometrisch untersucht. 
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3.2.13 Assay für Komplement-abhängige Zytotoxizität 

Um die zugrunde liegenden Mechanismen der Wirkung von Daratumumab in der AML zu 

studieren, wurden Effektorassays durchgeführt. Dazu wurde der Stoff Calcein-AM zur 

Markierung von gesunden, lebenden Zellen verwendet. Dieser Stoff ist lipophil und diffundiert 

durch die Zellmembran. In lebenden Zellen wird das Calcein-AM dann von ubiquitär 

verfügbaren Enzymen in ein Produkt gespalten, das fluoresziert und bei 494nm angeregt wird. 

Dieses kann dann nicht mehr die Zellmembran passieren und markiert so letztlich jede lebende 

Zelle. 

Um die Komplement-abhängige Zytotoxizität zu testen, wurden zunächst die AML-Zellen (OCI-

AML-3 und Kasumi-1) mit 1µg/ml Calcein-AM in PBS für 30 Minuten bei 37°C inkubiert und 

danach dreimalig mit PBS gewaschen. Das Experiment wurde auf 96-Multiwell-Platten 

angesetzt. Dafür wurden die AML-Zellen in Medium mit 10%- normal humanem Serum 

aufgenommen und es wurde zusätzlich entweder der IgG1 Antikörper als Kontrolle oder 

Daratumumab in Konzentrationen von 0,1µg/ml bis 10µg/ml dazugegeben und das Ganze für 

eine Stunde bei 37°C und 5%CO2 inkubiert. Um einen Bereich von 0-100% Zelllyse zu 

definieren, wurden die markierten AML-Zellen zusätzlich in Medium ohne Serum 

(Minimalkontrolle) und in Medium mit 1% Triton X 100 (Detergenz, Maximalkontrolle) 

aufgenommen. Die gesamte Platte wurde zentrifugiert und von den Konditionen das Medium 

abgenommen. Wurden in den jeweiligen Konditionen Zellen lysiert, so trat das fluoreszierende 

Calcein-Produkt in das Medium über. Genau dieses Ausmaß an Fluoreszenz des Mediums 

der verschiedenen Konditionen konnte dann am Spektrophotometer (BioTek, Synergy 2) 

gemessen werden. 

 

3.2.14 Assay für Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität 

Hierbei wurde ein ähnlicher Versuchsaufbau wie für das Komplement-Assay zuvor 

angewendet. Die AML-Zellen (OCI-AML-3 und Kasumi-1) wurden mit 1µg/ml Calcein-AM 

markiert. In diesem Modell wurden zusätzlich Effektorzellen benötigt, die die Lyse der 

Zielzellen und somit das ADCC initiieren. Dafür wurden primäre humane PBMCs verwendet, 

die aus dem Blut von gesunden Spendern isoliert wurden. Diese inkubierten dann mit den 

Zielzellen in einem Effektor:Zielzellen-Verhältnis von 50:1 für 4 Stunden in Zellkulturmedium 

mit IgG1 oder Daratumumab (0,1µg/ml-10µg/ml) bei 37°C und 5% CO2 auf einer 96-Multiwell-

Platte. Die Minimalkontrolle und die Maximalkontrolle wurden ergänzt. Zuletzt wurde die 

Fluoreszenz des Zellüberstandes nach Zentrifugation am Spektrophotometer gemessen und 

das Ausmaß der Lyse der Zielzellen in den verschiedenen Konditionen ermittelt. 
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3.2.15 Gewinnung und Differenzierung primärer CD14+ Makrophagen 

Um primäre humane Makrophagen zu gewinnen, wurde peripheres Blut eines gesunden 

Spenders gesammelt und die mononukleäre Zellfraktion, wie zuvor beschrieben, gewonnen. 

Die Zellen inkubierten dann mit magnetischen CD14-Beads, die an das Antigen CD14 binden. 

CD14 ist ein Molekül, welches auf der monozytären-, nicht aber auf der lymphozytären 

Zellreihe exprimiert wird. Dann wurden mittels magnetischer Zellaufreinigung (MACS® 

Magnetic Cell Separation) mit LS Depletions-Säulen die Zellen gewonnen, die mit den CD14-

Beads markiert wurden. Diese homogene Population von Monozyten inkubierten dann in 

Zellkulturflaschen in RPMI Medium +1% GlutaMax +1% P/S mit dem Makrophagen-Kolonie-

stimulierenden Faktor (M-CSF) in einer Konzentration von 100ng/ml. Nach 5 Tagen wurde ein 

Drittel des bereits vorhandenen Mediums mit der doppelten Konzentration M-CSF 

hinzugegeben. Ab Tag 6 erhielten wir eine Population von differenzierten, adhärenten 

Makrophagen, die für die Experimente wie bereits beschrieben mit Trypsin abgelöst wurden. 

Es wurden 1x105 Zellen pro Well auf eine 96-Multiwell-Platte ausplattiert, welche über Nacht 

anwachsen konnten. 

 

3.2.16 Assay für Antikörper-abhängige Phagozytose  

Die AML-Zellen (OCI-AML-3 und Kasumi-1, sowie fünf primäre AML-Proben) wurden mit 

Calcein-AM markiert. Einen Tag vor dem Experiment wurden die humanen Makrophagen in 

bestimmter Zellzahl auf 96 Multiwell-Platten ausgesät und über Nacht belassen. Dann wurden 

die AML-Zellen in einem Effektor:Zielzell Verhältnis von 2:1 in Medium hinzugegeben, 

entweder mit IgG1 oder Daratumumab (0,1-10µg/ml) ergänzt. Das Experiment inkubierte für 4 

Stunden, danach wurden die Suspensionszellen und die Makrophagen wie zuvor beschrieben 

gelöst. Die Zellmischung aus AML-Zellen und Makrophagen wurde mit dem Antikörper CD16, 

der nur von den Makrophagen exprimiert wird, gefärbt. Bei der durchflusszytometrischen 

Analyse konnten so die Makrophagen von den Zielzellen getrennt werden. Zuvor wurde mittels 

Durchflusszytometrie eine CD16-Expression auf den AML-Zellen ausgeschlossen. Die starke 

Fluoreszenz des Calcein-AM kann man im FITC-Kanal des Durchflusszytometers messen. Die 

ADCP-Aktivität wurde anhand der Makrophagen analysiert, die doppelt-positiv waren für CD16 

und Calcein. Dadurch dass diese Calcein-fluoreszierten, konnten wir darauf schließen, dass 

diese eine Zielzelle phagozytiert haben. Durch unsere in 3.2.7 beschriebene Analysestrategie 

in durchflusszytometrischen Untersuchungen konnten wir sicherstellen, dass wir nur einzelne 

Makrophagen darstellen und den Fehler ausschließen, dass die AML-Zelle bloß an den 

Makrophagen gebunden ist. 
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3.2.17 In vivo NSG-Xenograft Model  

Sämtliche in vivo Experimente wurden mit Mäusen des Genotypes Nod Scid Gamma (NSG) 

durchgeführt. Dies sind speziell gezüchtete Mäuse, welche die Veränderung NOD.Cg-

PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJl tragen und stark immunsupprimiert sind. Ihnen fehlen reife T-, B-, und 

NK-Zellen, viele Zytokin-Signalwege sind nicht ausgebildet und es gibt bedeutende Defekte 

des angeborenen Immunsystems. Durch diese geschwächte Immunabwehr können 

transplantierte humane Zellen anwachsen. Humane mononukleäre Zellen, die von 

unbehandelten AML-Patienten stammten, wurden unter Verwendung von 2 µl OKT3/1 ×106-

Zellen (BioLegend, San Diego, USA) von CD3+-Zellen bereinigt und intravenös in NSG-Mäuse 

transplantiert. Knochenmark- und Milzzellen von leukämischen Mäusen wurden geerntet und 

ohne vorherige Konditionierung für eine sekundäre Transplantation verwendet. Nach 

frühestens 5 Wochen wurde das Anwachsen der Leukämiezellen anhand der humanen 

Blastenzahl im Blut überprüft. Dafür wurden die Zellen mit humanen CD45-, CD33- und CD3-

Antikörpern gefärbt, um die humanen Zellen im Mausblut zu charakterisieren. Zusätzlich 

verwendeten wir einen murinen CD45-Antikörper und DAPI. Anhand der 

durchflusszytometrischen Analyse konnte der humane Anteil an Zellen im Blut bestimmt 

werden und charakterisiert werden, ob dies leukämische Blasten oder T-Zellen sind. Ab einer 

Infiltration des Mausblutes mit 5-10% humanen Leukämiezellen wurde das in vivo Langzeit-

Experiment gestartet. Dazu wurden die Mäuse in zwei Gruppen mit einer soweit wie möglich 

gleichen Anzahl an Mäusen und ähnlichen Infiltrationen an Leukämiezellen im peripheren Blut 

verteilt. Die Kontrollgruppe wurde über vier Wochen an Tag 1-4 mit ATRA (10mg/kgKG) und 

an Tag 3 mit IgG1 (8mg/kgKG) behandelt. Die Medikamentengruppe bekam ebenfalls an Tag 

1-4 ATRA (10mg/kgKG) und an Tag 3 Daratumumab (8mg/kgKG). Dies erfolgte jeweils mit 

einer intraperitonealen Injektion. Sechs Tage nach Ablauf der Behandlungswochen wurden 

die Mäuse analysiert. Zur Analyse wurden die Milz, die beiden Femurknochen, die Tibiae und 

die Humeri, sowie das Blut der Mäuse gewonnen. Aus dem Blut wurden Blutausstriche 

angefertigt, sowie ein murines Blutbild (VET-ABC) bestimmt. Die Milz wurde gewogen und 

anschließend ca. ein Viertel des gesamten Organs, sowie je eine Tibia in Fixation mit 4% 

Paraformaldehyd aufbewahrt. Das Knochenmark wurde durch Spülen der Knochen mit PBS 

gewonnen. Je ein Femur wurde einzeln gespült und nach Zentrifugation der 

Knochenmarksüberstand eingefroren. Die Zellzahl des Knochenmarks eines einzelnen 

Femurs wurde bestimmt.  



Material und Methoden 

38 

 
Abbildung 5 Applikationsschema der Langzeitbehandlung der NSG-Mäuse. 
Leukämische NSG-Mäuse wurden über 4 Wochen mittels intraperitonealer Injektion an 4 

Tagen wie folgt behandelt: Tag 1-4 ATRA, Tag 3 zusätzlich Daratumumab oder IgG1-

Kontrollantikörper. 

 

Nach Durchführung des oben beschriebenen Langzeitexperimentes wurde das 

Therapieprotokoll um eine Behandlung mit dem Zytostatikum Cytarabin ergänzt, um dessen 

Wirkung in Kombination mit ATRA und Daratumumab herauszuarbeiten. Dazu wurden wie 

oben beschrieben zwei AML-Proben in NSG-Mäuse transplantiert. Ab einer 

Leukämieinfiltration zwischen 5-10% im peripheren Blut wurde das um Cytarabin ergänzte 

Behandlungsprotokoll gestartet. Das Cytarabin (20mg/ml) wurde verdünnt in NaCl und an den 

Tagen 1-4 nur der ersten Woche zusätzlich zu den anderen Substanzen intraperitoneal 

verabreicht. Daratumumab respektive IgG1 und ATRA wurden wie oben beschrieben appliziert. 

Sechs Tage nach Therapieende wurden die NSG-Mäuse wie bereits beschrieben analysiert. 

 
Abbildung 6 Applikationsschema der Langzeitbehandlung der NSG-Mäuse in 
Kombination mit Cytarabin. Leukämische NSG-Mäuse wurden über 4 Wochen mittels 

intraperitonealer Injektion an 4 Tagen wie folgt behandelt: Woche 1 Tag 1-4 Cytarabin, Woche 

1-4 Tag 1-4 ATRA, Tag 3 zusätzlich Daratumumab oder IgG1-Kontrollantikörper. 

 

3.2.18 In vivo Homing-Experiment 

Um den Einfluss der CD38-Inhibition auf das Einwandern von Leukämiezellen in das 

hämatopoetische Gewebe zu analysieren, wurde ein sogenanntes Homing-Assay 

durchgeführt.  
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Dazu wurden zwei Gruppen mit jeweils derselben Anzahl an NSG-Mäusen gebildet (n=5) und 

IgG1 oder Daratumumab (8mg/kg KG) intraperitoneal injiziert. 24 Stunden nach der 

Vorbehandlung wurden den Mäusen primäre humane AML-Zellen transplantiert und nach 

weiteren 16 Stunden Blut, Milz und Knochenmark wie bereits beschrieben analysiert (siehe 

3.2.17). 

 

 
Abbildung 7 Skizze der Durchführung des Homing-Experimentes. NSG-Mäusen wurde 

zum Startpunkt des Experimentes Daratumumab oder der Kontrollantikörper IgG1 

intraperitoneal verabreicht. Nach 24 Stunden wurden primäre AML-Zellen intravenös 

appliziert. Weitere 16 Stunden später wurde das Knochenmark, das Blut und die Milz 

gewonnen und die Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. 

 

3.2.19 Paraffineinbettung von Knochen und Milz der NSG-Mäuse  

Nach 24 Stunden Konservierung in 4% Paraformaldehyd wurden die Knochenproben vor der 

Paraffineinbettung weiterverarbeitetet. Dazu wurden diese in PBS gewaschen und zur 

Dekalzifizierung in Osteosoft (Merck) überführt, worin sie über ca. 3-5 Tage bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert wurden. Darauffolgend wurden die Knochen 

und die Milz in der Pathologie des Universitätsklinikums Essen über Nacht entwässert und am 

nächsten Tag in Paraffin eingebettet. Die histologischen Schnitte wurden an einem Mikrotom 

angefertigt und mit einer Hämatoxylin-Eosinfärbung (H.E.) gefärbt, um die Gewebestruktur zu 

beurteilen. Die Knochen wurden zusätzlich mit einer Retikulinfärbung versehen, um neben der 

groben Gewebestruktur auch das Bindegewebe und die retikulären Fasern besser zu 

beurteilen. 
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3.2.20 Molekularbiologische Methoden 

3.2.20.1 RNA-Isolierung  
 

Zur Isolation der Ribonukleinsäure  (RNA) aus Zellen wurde das Dynabeads TM mRNA DIRECT 
TM Kit von Thermo Fisher Scientific verwendet. Das Prinzip des Kits beruht darauf, dass die 

Oligo-(dT)25-Reste der Dynabeads an die poly-adenylierten 3‘ Enden binden, die sich auf der 

mRNA befinden. Dies sind Enden der mRNA mit multiplen, angehängten Adenin-Nukleotiden. 

Durch die spezifische Bindung der Dynabeads können bereits kleinste mRNA-Reste 

aufgereinigt werden. Die mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung gewonnenen Proben 

wurden zunächst in 100µl des Lyse-/Bindungs-Buffer des Kits aufgenommen, durch vortexen 

vermischt und bei -80°C zwischengelagert. Dieses lysiert die Zellen und setzt so die RNA aus 

dem Zellkern frei. Zur RNA-Isolierung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und mit den Oligo-

(dT)25 Dynabeads vermengt. Die Beads hybridisierten in einem 5-minütigen Inkubationsschritt 

unter ständiger Vermengung an die mRNA. Des weiteren konnten durch Platzierung auf dem 

DynaMagTM-2-Magneten die magnetischen Beads und die gebundene mRNA von der 

Flüssigkeit separiert werden. Dies ist möglich, da die Komplexe durch das magnetische Feld 

an der Wand des Reaktionsgefäßes anlagern und so sämtlicher Überstand abgenommen 

werden kann. Es folgten mehrere Waschschritte mit zwei Waschpuffern und 10mM TRIS-HCL 

nach Protokoll des Kits und letztlich wurde die mRNA in 20µl Nuclease-freiem Wasser 

aufgenommen. 

 

 

3.2.20.2 RNA nach cDNA mit dem EcoDry TM Kit (TaKaRa) 
 

Die gewonnene RNA lässt sich mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in einen 

doppelsträngigen, komplementären DNA-Strang umschreiben. Dafür wurde das RNA nach 

cDNA EcoDry TM Vorgemisch verwendet. Die mRNA wurde in 20µl Nuclease-freiem Wasser 

suspendiert und mit dem Gemisch vermengt. Darauf folgte eine einstündige Inkubation in 

einem PCR-Thermocycler (Analytik Jena) bei 42°C. In dieser Zeit arbeitete das Enzym und 

produzierte doppelsträngige DNA-Moleküle. Im Anschluss wurde dann die Reaktion in einem 

10-minütigen Schritt bei 70°C gestoppt. Die so entstandene cDNA wurde daraufhin entweder 

direkt weiterverarbeitet oder bei -20°C bis zum Einsatz zwischengelagert. 
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3.2.20.3  Realtime Polymerase-Ketten-Reaktion  
 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine in vitro Methode, die es ermöglicht, DNA zu 

vervielfältigen. Entwickelt wurde diese Methode im Jahr 1983 von Kary Mullis (Mullis & 

Faloona, 1987). Um die Amplifikation der zu untersuchenden DNA zu erreichen, benötigt man 

zunächst neben der DNA spezifische Primer. Dies sind kurze Nukleotidsequenzen, die an das 

zu amplifizierende Gen binden und dort die DNA-Synthese initiieren können. Man benötigt 

jeweils zwei Primer für ein Gen, da sowohl an den 5‘ – als auch an den 3‘ -Strang der DNA ein 

Primer binden muss, um die Replikation erfolgreich zu initiieren. Darüber hinaus benötigt man 

das Enzym, das die DNA-Synthese katalysiert, die DNA-Polymerase. Heutzutage wird 

standardmäßig die Taq-Polymerase verwendet, weil diese ein Arbeitsoptimum bei hohen 

Temperaturen hat. Damit die Synthese erfolgen kann, müssen die Bestandteile der DNA, die 

Desoxyribonukleosidtriphosphate Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin in ausreichender 

Anzahl vorhanden sein. Alle diese Bestandteile werden im PCR Mastermix zur Verfügung 

gestellt. Verwendet wurde für alle Experimente der SYBR Green Master Mix (Roche). Beim 

Vorgang der PCR durchläuft das Reaktionsgemisch zumeist in einem Thermocycler drei 

Vorgänge mit bestimmten Temperaturen. Zunächst startet der Prozess mit der „Denaturierung“ 

bei 94°C, bei dem durch die Hitze die Wasserstoffbrückenbindungen der doppelsträngigen 

DNA aufgelöst werden. Darauf folgt dann die „Primerhybridisierung“, die zumeist bei 55-65°C 

durchgeführt wird. Die „Elongation“ der DNA geschieht dann im Temperaturoptimum der 

jeweils verwendeten DNA-Polymerase, zumeist bei Verwendung der Taq-Polymerase bei 

72°C. Diese drei Phasen beschreiben genau einen Zyklus, in dem sich die zu untersuchende 

DNA verdoppelt. Standardmäßig wird dieser Zyklus 40-mal wiederholt. Darüber hinaus macht 

man sich bei der Realtime-PCR das Prinzip zu Nutze, dass bestimmte fluoreszierende 

Substanzen in die replizierende DNA interkalieren können. Nach jedem Zyklus wird diese 

Fluoreszenz dann gemessen, und gibt in Echtzeit die Menge an DNA wieder, welche repliziert 

wurde. Damit kann ein Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem die Fluoreszenz zum ersten Mal 

eine unspezifische Hintergrundfluoreszenz überstrahlt, dies nennt man dann Ct-Wert. Dieser 

Ct-Wert ist abhängig von der ursprünglich vorhandenen Menge an DNA (bzw. mRNA) des zu 

untersuchenden Gens. Er wird korreliert zu einem so genannten „House-Keeping-Gen“, hier 

GAPDH, welches in jeder Zelle ubiquitär vorhanden ist. Dadurch ist es möglich, die Expression 

des zu untersuchenden Gens zu quantifizieren. Sämtliche Versuche wurden mit dem 

QuantStudio™-5 Thermocycler (Thermo Fisher) durchgeführt. Die Analyse erfolgte an der 

Software des Gerätes (QuantStudio™ Design & Analysis Software). 
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Die Replikationszyklen setzen sich wie folgt zusammen: 

 

40 Zyklen: 
2 min 50°C 

10 min 95°C 

15 Sek. 95°C 

1 min 60° 

 

3.2.21 Anfertigung von Cytospin-Präparaten 

Mit dem Verfahren der Cytospin-Zentrifuge lassen sich Suspensionszellen auf Objektträger 

konservieren, so dass sie mikroskopisch untersucht werden können. Dazu wurden jeweils 

1x104 Zellen verwendet. Dafür spannt man ShandonTM Single CytoslidesTM Objektträger in 

Cytospin-Einrichtungen (ShandonTM EZ Single CytofunnelTM) ein. Die Zellen werden in 

Suspension hinein pipettiert und für 5 Minuten bei 1200 RPM in einer ShandonTM Cytospin II-

Zentrifuge zentrifugiert. Dabei werden die Zellen durch die Zentrifugalkraft auf den 

Objektträger übertragen. Anschließend wurden die Zellen mit einer Pappenheimfärbung 

gefärbt und mikroskopiert. 

 

3.2.22 IC-50 Untersuchung 

IC-50 Experimente dienen dazu, die Zytotoxizität von einer Substanz in aufsteigenden 

Konzentrationen auf eine Zellpopulation zu untersuchen. Der IC-50 Wert ist jener, bei dem die 

anfängliche Zellzahl unter dem Einfluss der Substanz auf genau 50% geschrumpft ist und gibt 

per definitionem eine Konzentration an. Jeweils acht AML-Zelllinien wurden für vier Tage im 

Zellkulturmedium mit ansteigenden Konzentrationen von Daratumumab (0-10µg/ml) inkubiert. 

Die Auswertung erfolgte anhand der Zellzahlen, die mittels Neubauer-Zählkammer 

mikroskopisch bestimmt wurden.  
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3.2.23 Statistische Auswertung  

Zur statistischen Auswertung der Daten und Erstellung der Graphen wurde die Software 

Graph-Pad Prism 6 verwendet. Die Darstellung erfolgte immer mit der Bestimmung des 

Standardfehler des Mittelwertes (Mittelwert+ SEM). Zur Bestimmung der Normalverteilung der 

Daten wurde der D’Agostino-Pearson-Test angewendet. Zeigte die Studienpopulation eine 

Normalverteilung, so wurde die Signifikanz anhand des „Student’s- t-Test“ (gepaart und 

ungepaart, jeweils gekennzeichnet) kalkuliert, indem der p-Wert bestimmt wurde.  

War die Studienpopulation nicht durch Normalverteilung gekennzeichnet oder die 

Probenanzahl zu gering, so wurde der nichtparametrische Wilcoxon-Vorzeichenrangtest oder 

der Mann-Whitney-U-Test angewendet. Zum Vergleich mehrerer Konditionen mit der Kontrolle 

wurde der One-way ANOVA Test angewendet. 

Die Signifikanzen wurden wie folgt dargestellt:  

 

* p < 0,05 

** p < 0,01 

*** p < 0,001 

**** p < 0,0001 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 CD38-Inhibition zeigt anti-leukämische Aktivität in der AML in vitro 

Ein möglicher anti-leukämischer Effekt der CD38-Inhibition mit Daratumumab wurde zunächst 

in vitro im Mono- und Kokulturmodell mit acht verschiedenen AML-Zelllinien getestet. Der 

Ansatz, Leukämiezellen mit verschiedenen Stromazelltypen zu kultivieren, stellt eine 

Annäherung an das Konzept der Knochenmarknische im lebenden Organismus dar und hat 

den Sinn, Mikroenvironment-vermittelte Effekte auf Leukämiezellen zu untersuchen und von 

zellautonomen Effekten zu differenzieren. Die AML-Zellen wurden zu diesem Zweck für 4 Tage 

allein oder auf 80% konfluentem Stroma mit Kulturmedium als Kontrolle oder Daratumumab in 

einer Konzentration von 0,1µg/ml inkubiert. Um den Einfluss auf das Zellwachstum zu 

charakterisieren, wurden die jeweiligen Zellzahlen der verschiedenen Konditionen durch 

mikroskopische Zählung quantifiziert und die Zellen mittels FACS-Analyse charakterisiert. Die 

Zellzahlen wurden jeweils errechnet aus der absoluten Zellzahl und der Prozentzahl in 

unserem jeweiligen FACS-Protokoll (Singletten, DAPI-, CD45+ (hämatopoetische Zellen) oder 

CD45- (Stromazellen)). Um einen besseren Vergleich zu gewährleisten, wurden die 

Konditionen der Kokulturen jeweils zur unbehandelten Monokultur der entsprechenden AML-

Zelllinie normalisiert. Der Einsatz der murinen Fibroblastenzelllinie MS-5 mit humanen AML-

Zelllinien wurde bereits zuvor etabliert (Auffray et al., 1994). Wie einleitend bereits beschrieben 

unterhalten auch Endothelzellen die Nische für hämatopoetische Stammzellen. Die 

Kommunikation erfolgt auch über die CD31-CD38 Interaktion, so dass zur Beurteilung der 

Auswirkung durch CD38-Inhibition eine Endothelzell-Kokultur (HUVEC) ergänzt wurde.   

Wir konnten nachweisen, dass die Imitation des Mikroenvironments mit 

Knochenmarkstromazellen das Wachstum der AML-Zellen unterstützt. Insgesamt war dieser 

supportive Effekt am ausgeprägtesten in der Kultur mit Fibroblasten bei einem Zuwachs von 

bis zu +46% der AML-Zellen im Vergleich zur AML-Monokultur. Eine signifikante Zytoreduktion 

unter Daratumumab zeigte sich in 6 von 8 AML-Zelllinien mit einer Varianz von -7% bis -18% 

in Monokultur. Interessanterweise stellte sich heraus, dass die MS-5 Kokultur die zytotoxische 

Effektivität von Daratumumab auf die Zelllinien steigern konnte (ausgenommen der Zelllinie 

HL-60). Am sensibelsten zeigten sich die Zelllinien Kasumi-1, OCI-AML-3 und MOLM-13, in 

denen die mittleren Zellzahlreduktionen -24% (p=0,0004), -31% (p=0,0104) und -30,5% 

(p=0,0041) betrugen. Die Kokultur mit HUVEC schien den Effekt von Daratumumab auf die 

AML-Zellen im Vergleich zur Monokultur nicht weiter zu steigern. Die mittlere Zytoreduktion 

war mit einem Ausmaß von -1,3% bis hin zu -24,1% vergleichbar mit dem Effekt in Monokultur 

(Abbildung 8).  
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Zusammenfassend beschreibt dies eine homogene anti-leukämische Wirksamkeit der CD38-

Inhibition im in vitro Kokulturmodell von AML-Zelllinien. Die Kultivierung der Zellen mit MS-5 

Fibroblasten konnte die Sensitivität der AML-Zellen gegenüber Daratumumab verbessern, 

wohingegen die HUVEC Kultur keine signifikante Verbesserung der Wirkung auslösen konnte. 

Insgesamt weist dies zunächst auf eine zellautonome Wirkweise der CD38-Inhibition hin, die 

allerdings durch Modulation des Mikroenvironments verstärkt werden kann.  

Unser Kokulturmodell unter Verwendung von AML- und Stromazellen konnte eine Auswirkung 

der CD38-Inhibition auf das Wachstum der Stromazellen ausschließen, die beobachtete 

Wirksamkeit ist somit Leukämie-spezifisch (Abbildung 9). 

Eine 4-tägige Inkubation aller Zelllinien in Monokultur in einer Titrationsreihe von 

Daratumumab mit ansteigenden Konzentrationen von 0-10 µg/ml sollte einen Einblick in die 

Dynamik der anti-leukämischen Wirksamkeit ermöglichen. Insgesamt zeigte sich hierbei eine 

anti-leukämische Wirksamkeit von ca. -20% Zytoreduktion bei 0,1µg/ml Daratumumab, die 

Wirksamkeit ließ sich auch durch höhere Konzentrationen des Medikamentes kaum steigern, 

so dass kein IC-50 Wert, also die Konzentration des Medikamentes, bei der die Zytoreduktion 

50% erreicht, bestimmt werden konnte (Daten nicht gezeigt). 
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Abbildung 8 Wirksamkeit der CD38-Inhibition in Mono- und Kokultur der AML-Zelllinien. 
Die verschiedenen AML-Zelllinien wurden für 4 Tage mit 80% konfluenten Stromazelllinien 

(MS-5 (blau), HUVEC (rot)) oder allein mit Daratumumab (0,1µg/ml) oder Medium inkubiert. 

Angegeben sind die absoluten CD45+ Zellzahlen normalisiert zur Monokultur der jeweiligen 

Zelllinie. Darstellung der mittleren Zytoreduktion in Prozent.  Pro Kondition jeweils dreifache 

Ausführung. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Ungepaarter Student’s t-Test: 

ns=nicht signifikant; *= p <0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001; ****= p<0,0001.  
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Abbildung 9 CD38-Inhibition hat keinen Einfluss auf Wachstum der Stromazellen. Die 

verschiedenen Zelllinien (MS-5 (blau) oder HUVEC (rot)) wurden für 4 Tage mit anfänglicher 

Konfluenz von 80% mit Daratumumab (0,1µg/ml) oder Medium inkubiert. Angegeben sind die 

absoluten CD45- Zellzahlen normalisiert zur Monokultur der jeweiligen Zelllinie. Pro Kondition 

jeweils dreifache Ausführung. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Ungepaarter 

Student’s t-Test: ns=nicht signifikant.  

 

Um die klinische Relevanz der CD38-Inhibition mittels Daratumumab für die humane AML 

herauszuarbeiten, etablierten wir ein 3D Triplekulturmodell. Hierzu wurden AML-Zellen und 

mesenchymale Sphäroide zusammen mit adhärenten Endothelzellen kultiviert.  

Primäre AML-Zellen (n=10) bzw. mononukleäre Zellen des peripheren Blutes gesunder 

Kontrollen (n=6), wurden allein, in Kokultur mit HUVEC oder humanen mesenchymalen 

Sphäroiden, sowie in Triplekultur untersucht und mit 0,1µg/ml Daratumumab behandelt. Im 

Vergleich zur Monokultur zeigte die Kultur mit Endothel- und mesenchymalen Stammzellen 

sowie insbesondere die Triplekultur ein gesteigertes Wachstum der primären AML-Zellen oder 

Kontrollzellen. Insgesamt war dieser supportive Effekt in der Triplekultur am stärksten 

ausgeprägt und beläuft sich auf +55% in der AML (+10% bis +153% Wachstum) und auf +40% 

bei den gesunden Spenderzellen (-11% bis hin zu +110% Wachstum).  Auch für die primären 

Zellen lässt sich somit erkennen, dass die Imitation der Knochenmarksnische in vitro eine 

positive Beeinflussung des Wachstums der hämatopoetischen Zellen induziert. Zur Evaluation 

der anti-leukämischen Wirksamkeit Daratumumabs wurden die zur Monokultur normalisierten 

Zellzahlen verglichen. Ein nur sehr geringer anti-leukämischer Effekt zeigte sich in der 

Monokultur der AML-Proben mit einer mittleren Reduktion von 7,2% (ns). Unter Hinzunahme 

der mesenchymalen Sphäroide und HUVEC ließ sich in den Kokulturen beobachten, dass die 

Zytoreduktion der primären AML-Zellen auf 10,8% (ns) und 22,8% (p=0,0020) anstieg. Die 

erfolgreichste Steigerung der anti-leukämischen Wirksamkeit konnte allerdings in Triplekultur 

mit -35,6% (p=0,0098) mittlerer Zytoreduktion der AML-Zellen erreicht werden.  
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Im Gegensatz dazu zeigten sich für die gesunden humanen Zellen kein, beziehungsweise nur 

ein vernachlässigbar geringer Effekt der CD38-Inhibition auf das Zellwachstum (Abbildung 10). 

 

 
 

Abbildung 10 Anti-leukämischer Effekt von Daratumumab im Triplekulturmodell mit 
primären AML- und gesunden Spenderzellen. Primäre AML (n=10, oben) und gesunde 

Kontrollzellen (n=6, unten), wurden mit Endothelzellen (HUVEC, rot), mesenchymalen 

Stammzellen (MSPC, blau) kokultiviert und in einem dritten Modell mit HUVEC und MSPC 

triplekultiviert (braun) und mit Daratumumab (0,1µg/ml) oder Medium behandelt. Angegeben 

sind die absoluten CD45+ Zellzahlen normalisiert zur unbehandelten Monokultur. Jeder Punkt 

stellt den Mittelwert der Dreifachbestimmungen pro Experiment dar.  



Ergebnisse 

49 

Darstellung der mittleren Zytoreduktion in Prozent. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. 

Wilcoxon Vorzeichenrangtest: ns=nicht signifikant; **= p<0,01.  

Weiterführend untersuchten wir, ob der zytotoxische Effekt spezifisch durch die 

Antigenbindung an CD38 ausgelöst wird, und nicht nur eine unspezifische Aktivität des 

Antikörpers widerspiegelt. Dazu wurde zusätzlich zur Mediumkontrolle ein IgG1- und ein IgG-

b12- Kontrollantikörper eingesetzt. In sämtlichen Experimenten war zwischen den beiden 

Kontrollantikörpern und der Mediumkontrolle keine signifikante Veränderung der Zellzahlen zu 

beobachten, wohingegen sich unter Daratumumab-Therapie der zytotoxische Effekt bestätigte 

(Abbildung 11).   

 

 
Abbildung 11 Triplekultur von primären AML-Zellen mit Kontrollantikörpern. Primäre 

AML-Zellen wurden triplekultiviert mit HUVEC und MSPCs und mit 0,1µg/ml Daratumumab 

oder zwei Antikörperkontrollen (IgG1 und IgG-b12) für 3 Tage inkubiert. Angegeben sind die 

absoluten CD45+ Zellzahlen normalisiert zur Monokultur in Mediumkontrolle. Jeder Punkt stellt 

den Mittelwert der Dreifachbestimmungen pro Experiment dar. Darstellung der Daten als 

Mittelwert ± SEM. One-way ANOVA: ns=nicht signifikant; *= p<0,05; ****= p<0,0001.  

 

Um eine Differenzierung der leukämischen Blasten unter Daratumumab als eventuellen 

Mechanismus zu evaluieren, wurden von den in der Triplekultur behandelten AML-Zellen 

mikroskopische Präparate mittels Zytospin-Technik angefertigt. Unter Verwendung der 

Pappenheimfärbung ließ sich keine Ausdifferenzierung der Blasten erkennen (Daten nicht 

gezeigt).  
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Zusammenfassend kann man aus beiden in vitro Modellen einen zellautonomen Effekt der 

CD38-Inhibition erkennen, der allerdings nur geringfügig ist. Bemerkenswerterweise wird 

dieser zytoreduktive Effekt durch das Mikroenvironment potenziert, so dass in Betrachtung der 

AML in ihrer Knochenmarksnische ein signifikanter, spezifisch anti-leukämischer Effekt in vitro 

nachgewiesen werden konnte. 

 

4.2 Bedeutung und Modulation von CD38 im Mikroenvironment 

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit sollte sein, die Regulation des Antigens CD38 auf 

hämatopoetischen Zellen durch das Mikroenvironment zu verstehen und den Einfluss der 

CD38-Inhibition zu untersuchen. Zunächst interessierte uns, ob eine Hochregulation von CD38 

auf den Leukämiezellen die Wirkung des Medikamentes verbessern könnte. Es wurde All-

trans-Retinsäure verwendet, da dieses Vitamin-A-Derivat eine starke Hochregulation des 

Antigens CD38 und einhergehend eine bedeutende Verbesserung der Zytotoxizität der CD38-

Inhibition in der in vitro Behandlung des Multiplen Myeloms induziert (Nijhof et al., 2015). Im 

3D in vitro Triplekulturmodell wurde die Vorbehandlung der Zellen mit 0,1µM ATRA zwei Tage 

vor der Zugabe von Daratumumab ergänzt. Durch die Bestimmung der CD38-Expression auf 

den primären hämatopoetischen Zellen mittels Durchflusszytometrie konnte für jede AML-

Probe eine mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) bestimmt werden.  

Insgesamt wurde deutlich, dass die verschiedenen humanen AML-Zellen eine heterogene 

basale CD38-Expression aufweisen. Unter Hinzunahme der Stromazellen zur Kultur ließ sich 

bereits ohne ATRA eine deutliche Hochregulation der CD38-Expression in AML-Zellen durch 

das Mikroenvironment nachweisen, mit einem Anstieg um 79% bzw. 78% in Kokultur mit 

HUVEC bzw. mesenchymalen Stammzellen im Vergleich zur Monokultur. Die Triplekultur 

zeigte die höchste Steigerung der CD38-Expression der AML-Zellen um 205% (Bereich +71% 

bis +371%). Diese Mikroenvironment-vermittelte Hochregulation von CD38 ließ sich auch für 

gesunde hämatopoetische Zellen beobachten. Die Expression war allerdings nicht in so einem 

hohen Ausmaß beeinflussbar wie die der AML-Zellen und erreichte einen maximalen Anstieg 

von +126,5% in der Triplekultur (Abbildung 12).  

 

AML- und gesunde Kontrollzellen wurden mit ATRA behandelt. Tatsächlich konnte die 

Vorbehandlung die CD38-Expression um das 25-fache in AML-Zellen und um das 3-fache in 

Kontrollzellen steigern (Abbildung 12).  
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Abbildung 12 Modulation der CD38-Expression auf hämatopoetischen Zellen durch 
ATRA und das Mikroenvironment. Mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) von CD38 auf 

primären AML-Zellen (n=10, links) bzw. gesunden Kontrollzellen (n=6, rechts) in Monokultur, 

Kokultur mit Endothelzellen HUVEC (rot), mesenchymalen Stammzellen (MSPC, blau) oder 

Triplekultur (braun) ohne bzw. mit 0.1µM ATRA-Vorbehandlung. Angegeben sind MFI-CD38 

normalisiert zur Monokultur. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. One-way ANOVA: 

ns= nicht signifikant; *= p <0,05; **= p<0,01.  

 

Um die Abhängigkeit der anti-leukämischen Wirksamkeit von Daratumumab von der CD38-

Expressionshöhe zu untersuchen, erfolgte eine 2-tägige Vorbehandlung der AML- und 

Kontrollzellen mit 0,1µM ATRA vor Applikation von Daratumumab in unserem 

Triplekulturmodell. Interessanterweise konnte in den meisten Konditionen keine signifikante 

Steigerung der anti-leukämischen Wirksamkeit durch Hochregulation von CD38 auf den AML-

Zellen erwirkt werden. Einzig in der Kokultur der primären AML-Zellen mit MSPC konnte eine 

signifikante Steigerung der durchschnittlichen Zytoreduktion von -11% auf -20% erzielt 

werden. Die Kombinationstherapie mit ATRA zeigte ähnlich zur Monotherapie mit 

Daratumumab keinen bedeutsamen zytotoxischen Effekt auf die gesunden hämatopoetischen 

Zellen (Abbildung 13). 
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Abbildung 13 Anti-leukämischer Effekt von Daratumumab in Kombination mit ATRA im 
Triplekulturmodell mit primären AML- und gesunden Zellen. Primäre AML (n=10, oben) 

und gesunde Kontrollzellen (n=6, unten) wurden mit Endothelzellen (HUVEC, rot), humanen 

mesenchymalen Stammzellen (MSPC, blau) kokultiviert und in einem dritten Modell mit 

HUVEC und MSPC triplekultiviert (braun), für 2 Tage mit 0,1µM ATRA inkubiert und 

darauffolgend für weitere 3 Tage mit 0,1µg/ml Daratumumab behandelt. Angegeben sind die 

absoluten CD45+ Zellzahlen normalisiert zur Monokultur. Jeder Punkt stellt den Mittelwert der 

Dreifachbestimmungen pro Experiment dar. Darstellung der mittleren Zytoreduktion in 

Prozent. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Wilcoxon Vorzeichenrangtest: ns=nicht 

signifikant; *= p <0,05; **= p<0,01; ***= p<0,001.  
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Nachdem sich eine deutliche Regulation der CD38-Expression durch ATRA und das 

Mikroenvironment herausarbeiten ließ, wurde eine Korrelation der CD38-Expression der AML-

Zellen mit der anti-leukämischen Wirksamkeit gemessen, an der mittleren Zytoreduktion der 

in vitro Kulturmodelle von AML-Zelllinien und primären AML-Zellen, durchgeführt (siehe 

Abbildung 8 und 13). 

Die verschiedenen AML-Zelllinien weisen analog zu den primären Zellen basale Unterschiede 

in der Expression von CD38 auf. Während K562, OCI M-2 und KG-1 niedrige CD38-Werte 

exprimieren (mittlere MFI <1000), exprimieren die restlichen Zelllinien CD38 in einem relativ 

höheren Ausmaß (mittlere MFI-CD38: 11.000-49.000).  

Betrachtet man die Korrelation der CD38 Expression mit der anti-leukämischen Wirkung von 

Daratumumab zeigte sich nur in Kokultur mit MS-5 Fibroblasten ein schwach positiver 

Zusammenhang zwischen CD38-Expression und anti-leukämischer Wirksamkeit (r²= 0,3706), 

die Monokultur der Zelllinien sowie die HUVEC-Kultur ergab keine Korrelation (r²=0,1084 und 

r²= 0,01835) (Abbildung 14A). 

Bestätigend konnten wir auch bei den primären AML-Zellen die Abhängigkeit der Wirksamkeit 

Daratumumabs von der Höhe der CD38-Expression ausschließen. Dies gilt ebenfalls nach 

Vorbehandlung der Zellen mit ATRA (Abbildung 14B). 
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Abbildung 14 Wirksamkeit unabhängig von CD38-Expression der AML-Zellen. Analyse 

der Korrelation mittels linearer Regression von mittlerer Zytoreduktion und CD38-Expression 

(MFI) der Experimente mit A) AML-Zelllinien und mit B) primären AML- Zellen (n=10) mit oder 

ohne Vorbehandlung mit 0,1µM ATRA. Dargestellt sind der Mittelwert der MFI und der 

Zytoreduktion aus allen Ko- und Triplekulturexperimenten. Lineare Regression mit R-Quadrat: 

ns= nicht signifikant. 

 

4.3 Mechanismen der CD38-Inhibition mit Daratumumab  

Um die zugrunde liegenden Mechanismen des anti-leukämischen Effektes von Daratumumab 

auf AML-Zellen herauszuarbeiten, wurde zunächst überprüft, ob Daratumumab die 

Proliferation der Leukämiezellen beeinflusst. Hierzu wurde das Kokulturmodell mit den AML-

Zelllinien mit der höchsten Sensitivität gegenüber der CD38-Inhibition eingesetzt (OCI AML-3 

und Kasumi-1). Nach vier Tagen Inkubation mit Daratumumab oder dem Kontrollantikörper 

IgG1 (jeweils 0,1µg/ml), wurde am fünften Tag ein BrdU-Assay durchgeführt. Durch 

Inkorporation des Stoffes BrdU in die replizierende DNA der Zellen kann man mittels 

Durchflusszytometrie die proliferierenden Zellen differenzieren. Die S-Phase wird bestimmt 

durch BrdU-positive Zellen, da diese in der DNA-Replikation befindlichen Zellen das BrdU 

inkorporieren.  
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Diese Population kann mittels anti-BrdU-Antikörperfärbung im Durchflusszytometer dargestellt 

werden. Die CD38-Inhibition mit Daratumumab induzierte keine Veränderung der Proliferation 

der Leukämiezellen (Abbildung 15).  

 
Abbildung 15 Keine Beeinflussung der Zellproliferation durch Daratumumab. Analyse 

der Proliferation von AML-Zelllinien mittels BrdU-Assay (BD Biosciences). A) Repräsentative 

FACS-Abbildungen der Analysestrategie. Bestimmung der Zellzyklusverteilung in Mono- und 

Kokultur für B) OCI AML-3 und C) Kasumi-1 nach Behandlung mit 0,1µg/ml Daratumumab 

oder Kontrollantikörper für vier Tage. D) Statistische Auswertung. Darstellung der Mittelwerte 

der Dreifachbestimmungen von drei unabhängigen Experimenten. Darstellung der Daten als 

Mittelwert ± SEM. Ungepaarter Student`s t-Test: ns= nicht signifikant.  

 

Als nächstes wurde der Einfluss von Daratumumab auf die Apoptose von AML-Zellen als 

möglicher Erklärungsansatz für die induzierte Zytoreduktion untersucht. In einem 

apoptotischen Prozess wird das Lipid Phosphatidylserin auf die äußere Membran der 

Lipidschicht von Zellen transferiert.  
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Durch Bindung des fluoreszierenden Annexin-V an dieses ist es möglich Phosphatidylserin an 

der äußeren Lipidmembran zu detektieren und eine frühe Apoptose zu bestimmen. Zusätzlich 

zu einem Annexin-V-Antikörper werden die Zellen mit DAPI gefärbt, welches durch 

Beschädigungen der Zellmembran in die Zelle eintreten und in die DNA inkorporieren kann. 

Dies ermöglicht es, sowohl früh-, als auch spätapoptotische Prozesse in Zellen zu detektieren. 

In unserem Kokulturmodell mit MS-5 und HUVEC zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede im Anteil der apoptotischen, Annexin+-Zellen im Vergleich von Daratumumab 

und IgG1-Kontrollantikörper (Abbildung 16). 

 
Abbildung 16 Daratumumab induziert keine Apoptose in Leukämiezellen. Analyse der 

Apoptoseinduktion mittels Annexin-V-Assay. Darstellung der Anteile Annexin+-Zellen in A) OCI 

AML-3 und B) Kasumi-1 nach Behandlung mit Daratumumab 0,1µg/ml oder Kontrollantikörper 

für vier Tage. Mittelwerte der Dreifachbestimmungen von drei unabhängigen Experimenten. 

Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Ungepaarter Student’s t-Test:ns= nicht signifikant. 

 

Neben der durchflusszytometrischen Beurteilung einer möglichen Induktion der Apoptose 

durch Daratumumab wurde die Expression bestimmter Schlüsselmoleküle der Apoptose in 

primären AML-Proben quantifiziert. Nach Triplekultur wurden hämatopoetische Zellen im 

FACS isoliert und mittels Realtime-PCR die Expression von Schlüsselmolekülen der Apoptose 

untersucht (Abbildung 17). Dazu gehören Caspasen, welche für die Initiierung der Apoptose 

von zentraler Rolle sind. Caspasen bilden eine Gruppe von Cysteinproteasen, die am C-

terminalen Ende der Peptidbindung von Aspartat spalten. Caspase 8 und 9 sind die beiden 

wichtigsten Initiator-Caspasen, welche die Funktion haben, die Vorform der Effektorcaspasen 

zur aktiven Effektorcaspase zu spalten. Zu diesen Effektorcaspasen gehört Caspase 3, welche 

die Aufgabe hat, die Zelle proteolytisch zu zerlegen. Ebenso wichtig neben dieser 

extrinsischen Form der Apoptose, ist die intrinsische Form, bei der Stoffe aus den 

Mitochondrien freigesetzt werden. Da diese sich normalerweise nicht im Zytosol befinden, 

erhält die Zelle das Signal zur Apoptoseinduktion. Dazu gehören das Mitochondrienprotein 

Cytochrom-c und das Molekül Apaf-1, welches die Caspase 9 aktiviert.  
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Beide Stoffe bilden einen Komplex, das so genannte Apoptosom, welches für diesen Weg der 

Apoptoseinduktion verantwortlich ist (Horn (2019)). Des weiteren interessierten wir uns für 

verschiedene anti- oder pro-apoptotische Stoffe der Bcl-2 Familie, welche im Prozess der 

Apoptose modulatorisch einwirken können.  

Ähnlich zu den Ergebnissen der Annexin-V-Assays zeigte sich in den primären AML-Zellen 

keine unterschiedliche Expression von Apopotose-assoziierten Genen nach Daratumumab-

Behandlung und somit kein Anhalt für eine Induktion der Apoptose. 
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Abbildung 17 Daratumumab behandelte AML-Zellen zeigen keine veränderte 
Genexpression von Schlüsselmolekülen der Apoptose. Triplekultivierte primäre AML-

Zellen (n=4) wurden durch FACS sortiert und mittels rt-PCR auf die Expression 

verschiedener Schlüsselmoleküle der Apoptose untersucht. Dargestellt ist die relative 

mRNA-Expression der Moleküle korreliert zur internen Kontrolle GAPDH. Jeder Punkt 

repräsentiert den Mittelwert der Dreifachbestimmung. Wilcoxon Vorzeichenrangtest: ns= 

nicht signifikant. 

 

Der monoklonale Antikörper Daratumumab aktiviert diverse immunvermittelte, zytotoxische 

Mechanismen im multiplen Myelom. Hierzu gehören die Antikörper-abhängige Zell-vermittelte 

Zytotoxizität (ADCC), die Komplement-vermittelte Zytotoxizität (CDC) und die Antikörper-

vermittelte Phagozytose (ADCP). Um die Rolle dieser Antikörper-vermittelten Mechanismen 

für die anti-leukämische Wirksamkeit von Daratumumab in der AML herauszuarbeiten wurden 

entsprechende Effektorassays durchgeführt. Alle Assays wurden mittels des Stoffes Calcein-

AM durchgeführt, welcher aufgrund von hoher Lipophilie durch die Membranen der Zellen 

diffundieren kann. Ubiquitär vorkommende Enzyme spalten das Calcein-AM in ein Produkt, 

welches im Durchflusszytometer und auch im Spektrophotometer durch starke Fluoreszenz 

nachweisbar ist. Dementsprechend kann man mit Calcein lebende Zellen markieren, da nur in 

diesen die Reaktion zum fluoreszierenden Produkt erfolgen kann.  

Hinsichtlich der Testung des ADCC-Mechanismus wurden die beiden AML-Zelllinien OCI–

AML-3 und Kasumi-1 mit Calcein-AM für 4 Stunden mit 0,1-10µg/ml Daratumumab oder IgG1 

in Anwesenheit von gesunden mononukleären Zellen des peripheren Blutes, die als 

Effektorzellen fungierten, kultiviert. Danach wurde der Überstand der Konditionen gesammelt 

und die Calceinfluoreszenz gemessen, an der man das Ausmaß an Zellen einschätzen konnte, 

welche lysiert wurden. Ein Bereich zwischen 0 und 100% Lyse konnte bestimmt werden, in 

dem eine Mediumkontrolle als Minimal- und eine Maximalkontrolle angesetzt wurden, bei der 

durch Zugabe eines Detergenz eine vollständige Zelllyse erzielt wurde. In drei unabhängigen 

Experimenten mit OCI AML-3 oder Kasumi-1 Zellen zeigte Daratumumab keine signifikante 

Aktivierung von ADCC (Abbildung 18A).  

Für die Bestimmung der CDC-Aktivität wurden AML-Zellen in Zellkulturmedium mit 10% 

humanem Serum zur Bereitstellung der Komplementfaktoren in Anwesenheit von 0,1-10µg/ml 

Daratumumab oder IgG1 kultiviert. Anhand der Calceinfluoreszenz im Überstand konnte auch 

hier eine Induktion der CDC durch Daratumumab evaluiert werden. Jedoch zeigte sich auch 

hier keine signifikante Induktion der Komplement-abhängigen Zytotoxizität durch 

Daratumumab in der AML (Abbildung 18B).  
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Die Verlässlichkeit der Methodik testeten wir durch Hinzunahme einer Plasmazellleukämie als 

Positivkontrolle, für welche die Induktion der ADCC und CDC durch Daratumumab ja bereits 

beschrieben sind.  

 

 
Abbildung 18 Keine Induktion von ADCC oder CDC durch Daratumumab. Testung der 

antikörper-abhängigen Mechanismen A) ADCC oder B) CDC durch Markierung der AML-

Zellen mit Calcein-AM und Behandlung mit Daratumumab 0,1-10µg/ml. Dargestellt ist die 

Zelllyse in Prozent, die mit einer Mediumkontrolle (Negativkontrolle) und einer 

Detergenzkontrolle (Positivkontrolle) bestimmt wurde. Mittelwerte der Dreifachbestimmungen 

drei unabhängiger Experimente. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Mann-Whitney-

U Test: ns= nicht signifikant.  

 

Als dritter, wichtiger immunvermittelter Mechanismus der CD38-Inhibition gilt die Antikörper-

abhängige Phagozytose. Um diese näher zu untersuchen, wurden CD14+ mononukleäre 

Zellen aus humanem Blut isoliert, um diese mit M-CSF für 6 Tage zu reifen Makrophagen 

auszudifferenzieren.  
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Die reifen Makrophagen wurden über Nacht ausplattiert und am darauffolgenden Tag mit den 

Zelllinien OCI AML-3 oder Kasumi-1 in aufsteigender Konzentration mit Daratumumab oder 

IgG1 (0,1-10µg/ml) für vier Stunden inkubiert. Die Leukämiezellen wurden zuvor als Zielzelle 

mit Calcein-AM gefärbt. Die Induktion der Phagozytose wurde durch Quantifizierung von 

Calcein-positiven Makrophagen mittels Durchflusszytometer bestimmt. Daratumumab 

induzierte signifikant die Phagozytose von OCI AML-3- und Kasumi-1 Zellen. Im Detail konnte 

die Phagozytose in der niedrigsten Daratumumabkonzentration von 0,1µg/ml um insgesamt 

+64,4% bzw. +79,4% (OCI AML-3 bzw. Kasumi- 1) gesteigert werden. Interessanterweise 

scheint dieser Effekt nicht konzentrationsabhängig zu sein, denn eine weitere Erhöhung der 

Daratumumab-Konzentration über 0,1µg/ml zeigte keine Änderung der Induktion der 

Phagozytose (+79,2% bei 1µg/ml und +75,6% bei 10µg/ml für Kasumi-1) (Abbildung 19C-D).  

Um die Relevanz auch für die primäre, humane AML zu verifizieren, wurde der ADCP-Assay 

mit fünf verschiedenen nicht monozytären AML-Proben durchgeführt. Bemerkenswerterweise 

steigerte die Behandlung mit Daratumumab (0,1µg/ml) in allen fünf Proben die Phagozytose 

zu einem deutlichen Ausmaß, im Durchschnitt um das 1,75-fache im Vergleich zur Kontrolle 

(+75%) (Abbildung 19E).  

 

Zusammenfassend konnte in Übereinstimmung mit der geringfügigen zellautonomen anti-

leukämischen Wirksamkeit von Daratumumab keine signifikante Auswirkung auf die 

Proliferation, Apoptose, Differenzierung oder CDC und ADCC beobachtet werden, während 

Daratumumab signifikant die Phagozytose von AML-Zellen induzierte. Da auch Endothelzellen 

dafür bekannt sind, phagozytäre Kapazitäten zu besitzen, könnte dies den Microenvironment-

vermittelten Effekt von Daratumumab in unserem 3D-Triple-Kultur-Modell erklären. 
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Abbildung 19 Antikörper-abhängige Phagozytose (ADCP) von AML-Zellen durch 
Daratumumab. A) Schema der Analysestrategie. B) Repräsentative FACS-Abbildung einer 

primären Probe. Die Calcein-gefärbten AML-Zellen C) OCI AML-3 und D) Kasumi-1 (jeweils 

n=3) sowie die E) primären AML-Zellen (n=5) inkubierten mit primären humanen Makrophagen 

für vier Stunden in 0,1-10µg/ml Daratumumab oder IgG1. Dargestellt ist der Anteil 

CD16/Calcein-doppelt positiver Makrophagen im Durchflusszytometer. Mittelwerte der 

Dreifachbestimmungen. Ungepaarter Student’s t-Test (C,D) und Wilcoxon Vorzeichenrangtest 

(primäre AML): ns=nicht signifikant; *= p <0,05. 

 

Die zugrunde liegenden Mechanismen für die nicht zellautonome anti-leukämische 

Wirksamkeit von Daratumumab blieb bisher nur teilweise erklärt. Wir vermuteten einen Effekt 

von Daratumumab auf die Interaktion von Leukämiezellen und Endothelzellen auf die 

Adhäsion und Migration. Wir gewannen die CD45+ hämatopoetische und CD144+ 

Endothelzellen aus dem in vitro Triplekulturmodell durch FACS und untersuchten die 

Expression von verschiedenen Molekülen, die eine wichtige Rolle für die Adhäsion, Migration 

und Angiogenese spielen. Wir untersuchten Moleküle mit Einfluss auf die Migration und 

Adhäsion an Endothelzellen, nämlich CXCR-4, ICAM-1 und VCAM. Zusätzlich wurde die 

Expression der Adhäsionsmoleküle CD31 (PECAM), E-Selektin und CD144 (VE-Cadherin) 

betrachtet, die vorwiegend auf Endothelzellen exprimiert werden.  Als weitere 

Schlüsselmoleküle wurden Endothelzellen-regulierende Moleküle untersucht, im Detail das 

sogenannte Angiopoietin-1, VEGF und zusätzlich das CXCL-12, welches Stammzellen-

regulierend wirkt, aber von Endothelzellen sezerniert werden kann. Insgesamt beobachteten 

wir keine Unterschiede in der Menge an mRNA eines der Schlüsselmoleküle nach CD38-

Inhibition, weder in den AML-Zellen noch in den Endothelzellen. Schlussfolgernd können wir 

einen Effekt der Expression von Adhäsions-, Migrations- und Angiogenesemolekülen auf den 

von uns beobachteten Mikroenvironment-vermittelten Effekt nicht sicher belegen. 



Ergebnisse 

63 

 



Ergebnisse 

64 

 Abbildung 20 Genexpression verschiedener Schlüsselmoleküle der 
Knochenmarksnische in AML-Zellen. Primäre AML-Zellen (A, n=4) oder CD144+ 

Endothelzellen (B, n=5, kultiviert mit AML-Zellen oder Kontrollzellen) wurden nach 

Triplekultivierung mit Daratumumab und ATRA durch FACS gewonnen und auf die mRNA-

Expression verschiedener Moleküle im Bezug zur Knochenmarksnische untersucht. 

Dargestellt ist die Genexpression relativ zu GAPDH. Jeder Punkt repräsentiert den Mittelwert 

der Dreifachbestimmung. Wilcoxon Vorzeichenrangtest: ns= nicht signifikant. 

 

4.4  In vivo Wirksamkeit der CD38-Inhibition in der AML 

Die in vitro Experimente mit AML-Zelllinien und primären AML-Zellen belegen eine 

vielversprechende, vor allem Mikroenvironment-vermittelte Wirkung der CD38-Inhibition mit 

Daratumumab in der AML. Um diese in vivo zu testen, wurde ein NSG-Xenograft Modell 

verwendet. Die hierbei verwendeten NSG-Mäuse sind immuninkompetent und erlauben eine 

Transplantation von menschlichen AML-Zellen, die in der Maus anwachsen und eine 

Leukämie induzieren. Nach der Transplantation wurde die Leukämielast fortlaufend durch 

Bestimmung der humanen Zellen im Blut verfolgt und das Experiment ab einer ungefähren 

Infiltration von 5-10% humanen Blasten im peripheren Blut gestartet. Die Mäuse wurden in 

zwei Gruppen verteilt (Daratumumab und IgG1-Kontrolle). Dabei wurde darauf geachtet, dass 

die Verteilung der Leukämielast im Blut der Mäuse in beiden Gruppen vergleichbar ist (mittlere 

Leukämielast im murinen peripheren Blut vor Start des Experimentes 7%). Die Mäuse wurden 

über 4 Wochen behandelt, im Detail wurde an vier aufeinander folgenden Tagen 

intraperitoneal ATRA (10mg/kgKG) injiziert, um eine Hochregulation von CD38 auf den Zellen 

zu vermitteln. An Tag 3 erfolgte die Behandlung mit Daratumumab oder dem Kontrollantikörper 

IgG1 (8mg/kgKG). Nach der vierten Behandlungswoche wurden die Mäuse weitere sechs Tage 

beobachtet und dann durch Gewinnung des Knochenmarks, der Milz und des Blutes die 

Leukämielast durchflusszytometrisch bestimmt und verglichen. Insgesamt wurden fünf 

verschiedene primäre AML-Proben transplantiert und in diesem Modell behandelt.  

 

Tatsächlich konnten wir nachweisen, dass die Zugabe von ATRA die CD38-Expression in 

AML-Zellen in mit IgG1 behandelten Kontrollmäusen induzierte, wenn auch in geringerem 

Maße als in vitro (Abbildung 21A). In drei von fünf Experimenten beobachteten wir eine 

deutliche Abnahme der humanen AML-Zellen im peripheren Blut um -30 %, während 

insgesamt keine signifikante Verringerung der Leukämielast im Knochenmark und in der Milz 

beobachtet wurde (Abbildung 21B-C). In Übereinstimmung mit der offensichtlichen anti-

leukämischen Aktivität, die im peripheren Blut beobachtet wurde, waren die Leukozytenzahlen 

bei mit Daratumumab behandelten Mäusen signifikant niedriger (Abbildung 21D).  
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Nach der Daratumumab-Behandlung war die Knochenmarkzellularität leicht erhöht (Abbildung 

20D), während keine offensichtlichen histologischen Unterschiede in der 

Knochenmarkarchitektur beobachtet werden konnten, insbesondere keine offensichtlichen 

Unterschiede in der Menge der retikulären Fasern (Abbildung 20E).  

Bemerkenswerterweise zeichnete sich innerhalb eines Experimentes eine stärkere anti-

leukämische Aktivität von Daratumumab ab, wobei die durchschnittliche Leukämielast in der 

Kontrollgruppe mit 55 % AML-Infiltration im Knochenmark vergleichsweise gering war. 

 

Die anti-leukämische Wirksamkeit zeigte sich zwischen den einzelnen eingesetzten AML-

Proben heterogen, wobei weder zytomorphologische, zytogenetische Charakteristika oder die 

CD38-Expression der verwendeten AML-Proben einen Hinweis auf die Wahrscheinlichkeit des 

Ansprechens auf Daratumumab lieferten. 
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Abbildung 21 Langzeitbehandlung in vivo mit Daratumumab zeigt heterogene 
Wirksamkeit.  
A) Darstellung der MFI-CD38 aus einer primären AML-Probe vor Transplantation (links) und 

nach Langzeitbehandlung mit ATRA und IgG1 gewonnen aus dem Knochenmark (rechts). B) 
Repräsentative FACS-Abbildung humaner CD45+ Zellen und C) Quantifizierung der humanen 

AML-Zellen (CD45+/CD33+) im Knochenmark, peripheren Blut und Milz nach Behandlung mit 

Daratumumab und IgG1 Kontrolle. Jeder Punkt repräsentiert die Mittelwerte aller jeweiligen 

Mäuse/AML-Probe, n=5 verschiedene AML-Proben und n=2-9 Mäuse/Probe. D) Analyse der 

Leukozytenzahl, des Hämoglobins sowie der Thrombozyten aus dem peripheren Mausblut 

sowie des feuchten Milzgewichts und der Zellzahlen/Femur behandelter Mäuse normalisiert 

zur Kontrolle. E) Repräsentative histologische Abbildung des Knochenmarkes zweier Mäuse 

(IgG1 oben, Daratumumab, unten); links: H.E. Färbung, rechts: Retikulinfärbung. 40x 

Vergrößerung. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Wilcoxon Vorzeichenrangtest (C) 

und gepaarter Student’s t-Test (D): ns= nicht signifikant, **=p<0,01. 
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Anschließend ergänzten wir unser Modell der Langzeitbehandlung um eine Therapie mit dem 

Zytostatikum Cytarabin, da wir vermuteten, dass die Kombinationstherapie in Synergismus 

einen Vorteil in der anti-leukämischen Behandlung erbringen könnte. Wir führten in der ersten 

Woche des Versuchsansatzes eine viertägige Induktionsbehandlung der Mäuse mit Cytarabin 

(200mg/kgKG) durch. Insgesamt wurden zwei verschiedene AML-Proben in insgesamt 10 

NSG-Mäuse transplantiert. Nach Beendigung der vierwöchigen Behandlung gewannen wir 

Knochenmark, Milz und peripheres Blut und analysierten die Leukämielast wie zuvor erwähnt. 

Die Leukämieinfiltrationen der behandelten Mäuse waren vergleichbar mit denen der 

Kontrollgruppe, ebenso ließ sich kein Effekt auf die Blutbilder, das Milzgewicht oder die 

Zellzahlen pro Femur erkennen (Abbildung 22).  

 

 
Abbildung 22 Kombinationstherapie mit ATRA und Cytarabin zeigt keine verbesserte 
anti-leukämische Wirkung Daratumumabs. A) Quantifizierung der humanen AML-Zellen 

(CD45+/CD33+) im Knochenmark, peripheren Blut und Milz nach Behandlung mit Cytarabin, 

Daratumumab oder IgG1 Kontrolle.  Jeder Punkt repräsentiert die Mittelwerte aller jeweiligen 

Mäuse/AML-Probe, n=2 verschiedene AML-Proben und n=4-6 Mäuse/Probe. B) Analyse der 

Leukozytenzahl, des Hämoglobins sowie der Thrombozyten aus dem peripheren Mausblut 

sowie des feuchten Milzgewichts und der Zellzahlen/Femur behandelter Mäuse normalisiert 

zur Kontrolle. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Wilcoxon Vorzeichenrangtest: ns= 

nicht signifikant. 
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Angesichts der beobachteten Umverteilung von Leukämiezellen nach der Behandlung mit 

Daratumumab stellte sich die Frage, ob die CD38-Inhibition das Homing der AML-Zellen in 

vivo beeinflusst. Dazu wurden die Mäuse durch intraperitoneale Injektion von Daratumumab 

oder IgG1 (8mg/kgKG, n=5 pro Gruppe) vorbehandelt und 24 Stunden später primäre AML-

Zellen transplantiert (n=2 verschiedene AML-Proben, 2-3 Mäuse pro AML-Probe).  

 

Weitere 16 Stunden später wurde das Knochenmark, die Milz und das Blut der Mäuse 

gewonnen und durch durchflusszytometrische Analyse der Anteil an humanen AML-Zellen in 

den unterschiedlichen Kompartimenten bestimmt. Bemerkenswerterweise migrierten deutlich 

weniger Zellen in das Knochenmark und die Milz von Daratumumab-behandelten Mäusen, 

was eine Interferenz von Daratumumab in der Zirkulation von AML-Zellen nahelegt. 

 
 

Abbildung 23 Daratumumab vermindert Migration von AML-Zellen in vivo. A) 
repräsentative FACS-Abbildungen einer primären AML-Probe sowie B) Quantifizierung 

humaner AML-Zellen (human CD45+/CD33+) im Durchflusszytometer im Knochenmark, 

peripheren Blut sowie der Milz nach Behandlung mit Daratumumab oder IgG1 Kontrolle. Jeder 

Punkt repräsentiert die Mittelwerte aller jeweiligen Mäuse/AML-Probe, n=2 verschiedene AML-

Proben und n=5 Mäuse/Gruppe. Darstellung der Daten als Mittelwert ± SEM. Mann-Whitney 

U-Test: ns= nicht signfikant; *= p <0,05. 
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5 DISKUSSION 

In der Behandlung der akuten myeloischen Leukämie stellen insbesondere die hohen 

Rezidivraten sowie die eingeschränkten Behandlungsmöglichkeiten von älteren Patienten ein 

bisher ungelöstes Problem dar. Aktuelle Forschungsergebnisse betonen die Wichtigkeit des 

Konzeptes der hämatopoetischen Stammzellnische- und insbesondere der leukämischen 

Stammzellnische in Bezug auf die Entstehung und Fortbestehung der Krankheit (Schepers et 

al., 2015). Es wird vermutet, dass leukämische Stammzellen wie ihre gesunden Gegenstücke, 

die hämatopoetischen Stammzellen, in der Knochenmarknische ruhen. Ebenso scheinen die 

leukämischen Zellen viele Mechanismen zu entwickeln, um einen Überlebensvorteil zu 

erlangen und die Chemotherapie zu überdauern (Ishikawa et al., 2007). Durch die 

Transformation der hämatopoetischen Stammzellnische wird der Fortbestand der Krankheit, 

auch über die Chemotherapie hinaus vermutet. Die hämatopoetische Stammzellnische bietet 

also einen geeigneten Angriffspunkt, um die Kommunikation der leukämischen Stammzellen 

mit ihrem Mikroenvironment zu unterbinden. 

 

Die standardisierten Therapieprotokolle für die AML zeigen vielversprechende Ansprechraten 

im kurativen Konzept, erreichen doch eine Mehrheit der Patienten zunächst eine komplette 

Remission (65-75% der unter 60-Jährigen und 40-60% der >60-Jährigen Patienten) (Schlenk 

& Döhner, 2013). Für ältere, biologisch unfitte Patienten kommt diese intensivierte, kurativ 

intendierte Chemotherapie allerdings nicht in Frage (Röllig et al., 2019). Insgesamt besteht ein 

großer Bedarf, neue zielgerichtete Therapien zu finden, die insbesondere in Synergismus mit 

den bestehenden Protokollen einen Überlebensvorteil erzielen und auf die protektive 

leukämische Nische gerichtet sind. Insbesondere für ältere Patienten würde also ein 

zielgerichtetes, nebenwirkungsarmes Mittel, welches das Überleben von leukämischen 

Stammzellen in der Knochenmarksnische angreift, erhebliche Vorteile erbringen. 

Der Einsatz von zielgerichteten Biologika zeigt in den letzten Jahren eine erfolgreiche 

Veränderung der Therapiemöglichkeiten für viele Tumorentitäten. Die Entwicklung von diesen 

zielgerichteten Medikamenten zeigt eine überraschende Effektivität und verglichen zur 

hochdosierten Chemotherapie eine bessere Verträglichkeit.  

 

Auch im Bereich der Hämatologie werden bereits zielgerichtete Therapien verwendet, nicht 

zuletzt der Einsatz des Medikamentes Daratumumab, welches auf das Antigen CD38 abzielt. 

Das transmembranäre Glykoprotein scheint einen maßgeblichen Einfluss auf 

Zytokinsekretion, Adhäsion und Migration im Sinne einer proinflammatorischen Reaktion zu 

nehmen (Piedra-Quintero et al., 2020). Es ist darüber hinaus weit verbreitet auf Immunzellen, 

unabhängig vom Ausreifen und Funktionsstatus (Funaro et al., 1990).  
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Tatsächlich exprimieren auch AML-Blasten regelhaft zu einem hohen Ausmaß CD38, ohne 

dass die Expressionshöhe mit morphologischen oder zytogenetischen Charakteristika 

korreliert (Keyhani et al., 2000). Auf dieser Grundlage, und mit dem Wissen um die 

inflammatorische Reaktion in der AML-Knochenmarknische, zeichnet sich CD38 als 

hervorragende Zielstruktur zum Eingreifen in die Kommunikation der leukämischen Nische- 

aber auch als direkte Zielstruktur zur Therapie der AML ab. Neben der Kernfrage nach der 

anti-leukämischen Wirksamkeit, konzentrierte sich die Arbeit zudem auf die Regulation des 

Antigens CD38 im Konzept der Stammzellnische. 

 

5.1 Anti-leukämische Wirkung von Daratumumab ist abhängig vom Mikroenvironment 

Der Versuch, die Kommunikation des Mikroenvironments mit den AML-Zellen zu 

unterbrechen, ist ein attraktiver Ansatz, um Leukämie-initiierende Zellen anzugreifen und 

damit ihre Empfindlichkeit gegenüber genotoxischen Einflüssen zu erhöhen. Sowohl 

zellautonome, als auch vom Mikroenvironment abgeleitete Entzündungssignale, fördern die 

klonale Hämatopoese. Chronischer Stress, ausgelöst beispielsweise durch Chemotherapie, 

aber auch durch eine andauernde niedrige Entzündungsreaktion im alternden Knochenmark, 

fördert die Ausschöpfung gesunder hämatopoetischer Stammzellen bis hin zum Versagen des 

Knochenmarks und Entstehung einer Leukämie. Der Einfluss chronischer Inflammation auf die 

Leukämogenese ist beispielsweise bei Malignomen der B-Linie sowie bei myeloischen 

Neoplasmen beschrieben (Henry et al., 2015; Leimkühler & Schneider, 2019). Verschiedene 

Ansätze, die Entzündungsreaktion zu unterbrechen, zeigen Wirksamkeit bei der Behandlung 

myeloischer Malignome. So konnte beispielsweise die Blockierung der IL-6-Signalübertragung 

die Entwicklung der chronischen myeloischen Leukämie verzögern (Reynaud et al., 2011). 

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die Inhibition des proinflammatorischen 

JAK/STAT-Signalwegs eine anti-leukämische Aktivität bei AML in vitro zeigt (Habbel et al., 

2020). 

 

Basierend auf der ausgeprägten immunmodulatorischen Funktion von CD38 (N. van de Donk 

& Usmani, 2018), wählten wir die CD38-Inhibition mit Daratumumab als vielversprechenden 

Therapieansatz der AML. In verschiedenen in vitro Kulturmodellen mit Stroma- und 

mesenchymalen Stammzellen konnten wir die Komplexität der hämatopoetischen 

Stammzellnische ansatzweise nachstellen. Daratumumab zeigt eine geringe anti-leukämische 

Wirksamkeit in Monokultur der AML-Zellen, was auf einen vernachlässigbaren zellautonomen 

Wirkmechanismus schließen lässt. Im 3D Triplekulturmodell bewirkt die CD38-Inhibiton einen 

signifikanten anti-leukämischen Effekt, moduliert durch die verschiedenen Komponenten des 

Mikroenvironments.  
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Als Beleg für die Bedeutung der Knochenmarknische für das Antigen CD38 konnten wir 

herausstellen, dass die Expression von CD38 durch das Mikroenvironment auf 

hämatopoetischen Zellen induziert wird, insbesondere auf AML-Zellen. Wie bereits 

vorbeschrieben kann die CD38-Expression durch Induktion der Transkription durch ATRA 

reguliert werden (Drach et al., 1994). In zahlreichen Studien zum Multiplen Myelom konnte 

dieser Effekt verifiziert werden und interessanterweise führte die CD38 Hochregulation durch 

ATRA zu einer deutlichen Verbesserung der zytotoxischen Effektivität der CD38-Inhibition 

beim Multiplen Myeloms (Nijhof et al., 2015). Auch wir beobachteten einen deutliche 

Hochregulation von CD38 auf hämatopoetischen Zellen, insbesondere auf den AML-Zellen. 

Die Kombination aus Daratumumab und ATRA in einem 3D Triplekulturmodell konnte jedoch 

keine Verstärkung der anti-leukämischen Wirksamkeit erreichen. Gegensätzlich zu unseren 

Ergebnissen konnte in einer weiteren Studie mit Daratumumab eine Kombinationstherapie mit 

ATRA die Wirksamkeit gegen myeloische Blasten in vitro, als auch einem in vivo Kulturmodell 

steigern (Buteyn et al., 2018).  

 

Um den Mikroenvironment-vermittelten Effekt zu entschlüsseln, fokussierten wir uns auf die 

Interaktion von AML- und Endothelzellen, welche den natürlichen Liganden von CD38, nämlich 

CD31, exprimieren (Deaglio et al., 1998). Im leukämisch veränderten Knochenmark findet 

gleichzeitig zur inflammatorischen Infiltration eine Steigerung der Angiogenese statt, welche 

zu einer erhöhten Anzahl von Endothelzellen führt (Padró et al., 2000). Wir untersuchten in 

unserem 3D Triplekulturmodell die mRNA-Expression verschiedener Moleküle, die für die 

Vermittlung der Adhäsion und Migration der AML-Zellen oder Unterhalt der Endothelzellen in 

der Knochenmarknische relevant sind. Die CD38-Inhibition hatte jedoch keinen Einfluss auf 

die Expression der untersuchten Moleküle.  

 

Daratumumab zeigt diverse immunvermittelte, zytotoxische Mechanismen. Bereits für das 

Multiple Myelom beschrieben sind die Aktivierung der CDC, der ADCC und der ADCP sowie 

der Fc-Kreuzvernetzung mit Induktion der Apoptose (N. W. C. J. van de Donk et al., 2016). In 

dieser Arbeit konnte deutlich herausgearbeitet werden, dass Daratumumab die Phagozytose 

von AML-Zellen induziert, während die anderen Mechanismen keine Relevanz zeigten.  

Limitierend zur grundsätzlichen Durchführung des ADCC-Assays ist, dass die eingesetzten 

mononukleäre Zellen nur zu einem geringen Teil aus den eigentlichen Effektorzellen, den NK-

Zellen, bestehen (Matas-Cespedes et al., 2017; Nijhof et al., 2016). Als weiterer, Antikörper-

vermittelter Mechanismus gilt die Fc-γ-Rezeptor-Kreuzvernetzung von der an das Zielantigen 

gebundenen Antikörper. Findet eine Kreuzvernetzung mehrerer Rezeptoren statt, so kann dies 

in der Zelle den Zelltod auslösen.  
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Während dieser Mechanismus in dieser Arbeit nicht untersucht wurde, stellten Buteyn et al 

heraus, dass Daratumumab und insbesondere eine Kombination aus Daratumumab und 

ATRA, eine Konjugation von AML-Zellen (MV4-11, myelomonozytäre Leukämie) und über Fc-

γ-Kreuzvernetzung konsekutiv eine deutliche anti-leukämische Wirksamkeit auslöste (Buteyn 

et al., 2018).  

 

Heutzutage gibt es ein wachsendes Verständnis dafür, wie zellautonome sowie dem 

Mikroenvironment-entstammende entzündliche Signale die Leukämogenese fördern. Ein 

Unterbinden dieser inflammatorischen Antwort, beispielweise durch Inhibition des JAK/STAT-

Signalweges (Habbel et al., 2020), zeigt in vitro anti-leukämische Aktivität bei AML-Zellen. 

In Bezug auf die CD38-Inhibition ist ein Eingreifen in die inflammatorische Reaktion durch 

mögliche Beeinflussung der immunregulatorischen Tumorkontrolle zu diskutieren.  

In der Arbeit von Chatterjee et. al konnte herausgestellt werden, dass die Immunkontrolle von 

T-Zellen abhängig ist von ihrem intrazellulären NAD+-Gehalt, welcher durch Beeinflussung des 

Zellstofffwechsels einen entscheidenden Einfluss auf die Zellfunktion nimmt. CD38 nimmt 

Einfluss auf den NAD+ Spiegel, in dem es durch die enzymatische Funktion als NADase dieses 

degradiert. T-Zellen, in denen die CD38-Aktivität durch einen Antikörper blockiert wurde, 

zeigten eine verbesserte Tumorkontrolle in einem murinen Melanommodell und somit eine 

potenziell wirkungsvolle Immunmodulation durch CD38-Inhibition (Chatterjee et al., 2018). 

Ergänzend dazu konnten Krejcik et al. bereits eine immunmodulatorische Wirkung von 

Daratumumab herausarbeiten, in dem eine veränderte T-Zell Zusammensetzung im Blut von 

behandelten Patienten auffiel. Es zeigte sich eine Vergrößerung von immunkompetenten CD4+ 

und CD8+ T-Zellen und insbesondere auch eine Verminderung immunsuppressiver T-Zellen 

(Krejcik et al., 2016). Diese Ergebnisse lassen die Vermutung offen, dass Daratumumab einen 

entscheidenden Einfluss auf die Tumorkontrolle durch das adaptive Immunsystem nehmen 

könnte. Dieser weitere, in dieser Arbeit nicht rekapitulierte Effekt auf die Knochenmarksnische 

soll hier am Rande nur Erwähnung finden und die bisher für die AML bisher nicht weiter 

erforschte Wirksamkeit von Daratumumab über das Eingreifen in die Immunkontrolle zur 

Geltung bringen.  

 

Zusammenfassend stellte sich also heraus, dass die in vitro Wirksamkeit der CD38-Inhibition 

in der AML nur durch einen geringen zellautonomen Effekt, aber vorwiegend durch das 

Mikroenvironment vermittelt wird. Zu diesem tragen insbesondere die Antikörper-vermittelten 

Mechanismen bei, wie in dieser Arbeit beschrieben, insbesondere die Phagozytose von AML-

Zellen. Zudem scheint die Fc-Kreuzvernetzung ein weiterer, Antikörper-vermittelter anti-

leukämischer Mechanismus in der Behandlung der AML mit Daratumumab zu sein.  
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5.2 Anti-leukämische Wirksamkeit der CD38-Inhibition in vivo 

Zur Validierung der anti-leukämischen Wirksamkeit von Daratumumab in der AML 

verwendeten wir ein NSG-Xenograft-Mausmodell. Während in dieser Arbeit ein nur 

geringfügiger anti-leukämischer Effekt der CD38-Inhibition in vivo nachgewiesen werden 

konnte, gibt es weitere, aktuelle Studien, die eine in vivo Wirksamkeit von Daratumumab in 

der AML unterstützen. Buteyn et al. Arbeiteten eine anti-leukämische Wirksamkeit in zwei 

unterschiedlichen Mausmodellen heraus, die insbesondere in Kombination mit ATRA zu 

maximieren war. In einem soliden Tumormodell, worin MV4-11 Leukämiezellen subkutan in 

NSG-Mäuse injiziert wurden und zu einem soliden Tumor heranwuchsen, konnte eine 

signifikante Reduktion des Tumorwachstums und -volumens mit der Kombinationstherapie 

erreicht werden, obwohl anzumerken ist, dass die Nische für Leukämiezellen in einem soliden 

Tumormodell nicht realistisch abgebildet wird. 

 

Weiterführend verlängerte die Behandlung mit Daratumumab und ATRA auch signifikant das 

Überleben von NSG-Mäusen, bei denen zuvor durch intravenöse Transplantation von MV4-11 

Zellen eine humane Leukämie induziert wurde (Buteyn et al., 2018).  

In einem weiteren Xenograft-Modell und einem heterotopen Transplantationsmodell wurden 

u.a. AML-Zellen in ein Gerüst aus Calciumphosphat, welches mit humanen, mesenchymalen 

Stammzellen beschichtet wurde, injiziert. Nach 3 Wochen wurden die Mäuse mit 16mg/kgKG 

Daratumumab intraperitoneal über 5 Wochen behandelt. Verglichen mit der Kontrolle war die 

leukämische Infiltration in den Nischen deutlich reduziert. Interessanterweise wuchs eine AML-

Probe nicht nur in den humanen Nischen, sondern auch im murinen Knochenmark an. Auch 

dort konnte die Leukämielast durch Daratumumab signifikant reduziert werden (Naik et al., 

2019).  

Weiterführend konnte unter Verwendung eines NSG-Xenograft-Modells mit OCI AML-3 Zellen 

eine reduzierte Leukämielast und verlängertes Überleben leukämischer Mäuse nach 

Behandlung mit Daratumumab erreicht werden (Mistry et al., 2021). 

 

Die Ergebnisse der anti-leukämischen Wirksamkeit im NSG-Xenograft-Modell weisen deutlich 

auf einen Effekt der CD38-Inhibition auf die Migration von AML-Zellen hin. Wir führten Homing-

Assays durch, um dieser Hypothese nachzugehen und die Wichtigkeit der CD38-Interaktion 

mit dem Endothelzellliganden CD31 zu untersuchen. Diese Interaktion spielt eine wesentliche 

Rolle bei der Zirkulation von AML-Zellen aus dem Blut ins Gewebe. Unter Applikation von 

Daratumumab wanderten insbesondere in das Knochenmark und die Milz signifikant weniger 

AML-Zellen aus, was eine Evidenz dafür liefert, dass die CD38-Inhibition das zielgerichtete 

Homing von Leukämiezellen beeinflussen kann. Unsere Ergebnisse der Homing-Assays 

stimmen mit den Untersuchungen von Taussig et al. überein.  
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Diese stellten heraus, dass ein CD38 Antikörper das Anwachsen von Nabelschnurblutzellen 

und primären AML-Zellen im Knochenmark von NSG-Mäusen im Vergleich zur Kontrolle stark 

verringerte. Insgesamt wurde beobachtet, dass normalerweise insbesondere die CD34+CD38+ 

AML-Zellen im Knochenmark anwuchsen und eine Leukämie auslösten (Taussig et al., 2008). 

Dies könnte bedeuten, dass sich in dieser Population besonders viele leukämische 

Progenitorzellen befinden, die man durch Verwendung eines CD38-Antikörpers am 

Einwandern in das Knochenmark hindern könnte.  

Als Limitation des NSG-Xenograft-Modells muss angeführt werden, dass aufgrund des 

defizienten Immunsystems eine allumfängliche Immunantwort nicht beurteilbar ist. Angesichts 

der diversifizierten immunmodulatorischen Funktion von CD38 bleibt unklar, inwieweit die 

tatsächliche Wirksamkeit von Daratumumab bei AML bei immundefizienten NSG-Mäusen, 

denen funktionelle B-Zellen, T-Zellen und natürliche Killerzellen fehlen, rekapituliert wird. 

Darüber hinaus könnte das Fehlen von humanen phagozytierenden Zellen bei NSG-Mäusen 

die doch nur geringfügige, anti-leukämische Aktivität von Daratumumab in vivo erklären. Daher 

sind weitere Untersuchungen erforderlich, um das geeignete Modell zur Prüfung der 

antileukämischen Wirksamkeit von Daratumumab in der AML zu finden.   
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist trotz neuer Therapieoptionen immer noch durch eine 

hohe Rezidivrate gekennzeichnet und insbesondere für nicht intensiv behandelbare Patienten 

mit einer schlechten Prognose assoziiert. Die hohe Rezidivrate wird vor allem zurückgeführt 

auf residuelle leukämische Stammzellen, die durch den Schutz einer Leukämie-bedingten, 

veränderten hämatopoetischen Stammzellnische den genotoxischen Einflüssen 

konventioneller Therapien entgehen. Ein Eingriff in die Kommunikation der Leukämiezellen mit 

ihrem Mikroenvironment soll residuelle Leukämiezellen effektiver angreifbar machen und 

letztlich einen Überlebensvorteil für AML-Patienten hervorrufen. Die AML geht mit einer 

signifikanten Freisetzung von entzündlichen Zytokinen in der Knochenmarknische einher, 

welche die Leukämogenese beschleunigen. Die Zytokinfreisetzung wird auch durch das 

Transmembran-Glykoprotein CD38 reguliert, welches auf AML-Zellen häufig hoch exprimiert 

wird, weswegen wir die therapeutische Wirksamkeit einer CD38-Inhibition in der AML 

untersuchten. Wir konnten in einem 3D in vitro Kokulturmodell mit Endothelzellen und 

mesenchymalen Sphäroiden zeigen, dass das Mikroenvironment eine Hochregulation der 

Expression des Antigens CD38 auf den AML-Zellen induziert, welche durch die Hinzunahme 

von All-trans-Retinsäure weiter potenziert wird. Die CD38-Inhibition mit dem monoklonalen 

Antikörper Daratumumab zeigt nur einen geringen anti-leukämischen Effekt in Monokultur. In 

Kultivierung mit verschiedenen Knochenmarkstromazellen zeigt sich eine signifikante anti-

leukämische Wirksamkeit, welches auf einen Mikroenvironment-vermittelten Effekt schließen 

lässt. Diese ist zumindest teilweise auf eine durch Daratumumab induzierte Antikörper-

abhängige Phagozytose von AML-Zelllinien und primären humanen AML-Zellen 

zurückzuführen. Um die anti-leukämische Wirksamkeit von Daratumumab in der AML in vivo 

zu testen, wurden in einem Xenograft-Transplantationsmodell immundefiziente Nod Scid 

Gamma (NSG)-Mäuse mit primären humanen AML-Zellen transplantiert und leukämische 

Mäuse mit dem monoklonalen Antikörper behandelt. Es zeigt sich, dass Daratumumab die 

Zirkulation von AML-Zellen aus dem Blut in das Knochenmark und die Milz hemmt. Allerdings 

zeigt sich eine nur geringe anti-leukämische Wirksamkeit von Daratumumab in vivo, auch in 

Kombination mit Chemotherapeutika. Dies könnte eventuell durch das Fehlen der Immunzell-

vermittelten Wirkung in immundefizienten NSG-Mäusen erklärt werden. Zur weiteren 

Beurteilung der vielversprechenden anti-leukämischen Wirkung von Daratumumab aus den in 

vitro- und in vivo Modellen ist es also notwendig, ein geeigneteres Modell zu finden, in welchem 

sowohl die Antikörper-vermittelten Mechanismen aus auch die immunmodulierende Funktion 

von Daratumumab in der AML besser reproduziert werden können.  
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ELN ..................................................................................................... European Leukemia Net 

EMA ...................................................................................... Europäische Arzneimittel-Agentur 

F 

F(ab)2 .......................................................................................... Antigen-bindende Fragmente 

FAB ..................................................................................... Französisch-Amerikanisch-Britisch 

FACS ................................................................................... Fluorescence activated cell sorting 

Fc ............................................................................................................. Konstantes Fragment 

FCS ........................................................................................................... Fetales Kälberserum 

FGF ...................................................................................................... Fibroblast growth factor 

FSC .................................................................................................................. Forward Scatter 

G 

GAPDH ............................................................... Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

H 

H.E. .............................................................................................................. Hämatoxylin-Eosin 

HDL ....................................................................................................... High density lipoprotein 

HSPC ............................................................. Hämatopoetische Stamm- und Progenitorzellen 

HUVEC ...................................................................... Humane umbilikale Venenendothelzellen 

I 

IGF ...................................................................................................... Insulin like growth factor 

IL-3 ......................................................................................................................... Interleukin-3 

IL-6 ......................................................................................................................... Interleukin-6 
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M 

MAK .................................................................................................. Membran-Attack-Komplex 

M-CSF .................................................................. Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor 

MFI .............................................................................................. Mittlere Fluoreszenzintensität 

mg/kgKG ........................................................................ Milligramm/Kilogramm Körpergewicht 

ml  ................................................................................................................................... Milliliter 

mM .............................................................................................................................. Millimolar 

mRNA ............................................................................................................... Messenger RNA 

MSPC .................................................................. Mesenchymale Stamm und Progenitorzellen 

N 

NAADP+ .................................................................. Nikotinsäure-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

NAD+ ........................................................................................ Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid 

NADP+ ..................................................................... Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat 

Nf-κb ....................................... Nuclear factor „kappa light chain enhancer“ of activated B-cells 

NK-Zellen ............................................................................................... Natürliche Killer Zellen 

NSG ................................................................................................................ Nod Scid Gamma 

P 

PBMC ................................................................................. Peripheral blood mononuclear cells 

PBS .................................................................................................. Phosphate buffered saline 

PCR .................................................................................................. Polymerase chain reaction 

PDGF .......................................................................................... Platelet derived growth factor 

PDGFR-α ................................................................... Platelet derived growth factor receptor α 

R 

RNA ................................................................................................................ Ribonukleinsäure 

SCF .................................................................................................................. Stammzellfaktor 

S 

SEM ......................................................................................... Standardfehler des Mittelwertes 

SFEM ................................................................. Stemspan™ Serum-Free Expansion Medium 

SSC ................................................................................................................. Sideward Scatter 

T 

Taq ....................................................................................................... Thermophilus aquaticus 

TPO .................................................................................................................... Thrombopoetin 

T-Regs ................................................................................................... T-regulatorische Zellen 

V 

VCAM-1 ................................................................................. Vascular cell adhesion molecul-1 

VEGF .................................................................................... Vascular endothelial growth factor 
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W 

WHO ................................................................................................. World Health Organisation 

µ 

µg ........................................................................................................................... Mikrogramm 
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