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I Einleitung 

1 Akute Myeloische Leukämie 

Die International Agency for Research on Cancer schätzt die Zahl der Krebsneuerkrankungen 
auf rund 18 Millionen und die Zahl der Krebstoten weltweit für das Jahr 2018 auf rund 9,56 
Millionen. Davon sind Lungen-, Magen-, Darm-, Leber- und Brustkrebs für über die Hälfte der 
Todesfälle verantwortlich. [1] 

Nach Lungen-, Magen-, Darm-, Leber- und Brustkrebs ist die Gruppe der bösartigen 
Neubildungen des blutbildenden Systems als häufigste Krebsneuerkrankung aufgeführt. Allein 
2016 wurde bei 13.900 Menschen in Deutschland eine Leukämie neudiagnostiziert. Der Anteil 
der Patienten, die an Akuter Myeloischer Leukämie (AML) erkrankten, lag dabei 
geschlechtsunabhängig bei 23% (Anteile nach Geschlecht: Frauen: 25%; Männer: 22%). Das 
altersunabhängige 5-Jahres-Überleben lag in diesem Zeitraum bei circa 21% - für die 
Altersgruppe >65 Lebensjahren liegt diese sogar <10%. [2, 11, 76] 

Als AML bezeichnet man eine Erkrankung von hämatopoetischen Zellen, die durch genetische 
Veränderung zu einer Deregulation in Wachstum und Differenzierung dieser Zellen führt. 
Hierdurch akkumulieren unreife myeloische Zellen, die zwar teilungsfähig aber funktionell 
absolut unreif sind. Diese Zellen werden im Folgenden als „AML-Blasten“ bezeichnet. Diese 
Deregulation führt zu einer unkontrollierten Expansion der AML-Blasten, die schlussendlich zu 
einer Verdrängung der normalen Hämatopoese führen. Differentialdiagnostisch sichern lässt 
sich die Diagnose entweder durch Nachweis von >20% AML-Blasten im peripheren Blut bzw. 
Knochenmark oder durch den Nachweis von AML-bestimmenden Mutationen. Je nach 
genetischer Mutation wird die AML in unterschiedliche Subtypen eingeteilt, welche sich 
teilweise in den Erstlinien-Therapien unterscheiden. [3] [174] 

Zu diesen Therapieansätzen gehören auch immuntherapeutische Behandlungskonzepte, zu 
denen ich in der vorliegenden Dissertation Daten erhoben habe. Der Schwerpunkt dieser Arbeit 
liegt hierbei auf der antikörperbasierten Immuntherapie mit einem CD3/CD33 bispezifischen 
Antikörperkonstrukt.  

1.1 Therapie bei AML  

Nach der Diagnosestellung einer Leukämie werden zunächst mittels Morphologie, 
Immunophänotypisierung und zytogenetischen Untersuchungen die Subgruppe der AML sowie 
positive und negative prognostische Faktoren festgestellt. [4]  Bis auf die Subgruppe der Akuten 
Promyelozytären Leukämie, welche eine spezifische Therapie verlangt, werden die übrigen 
Subgruppen anhand klinischer Scores in sogenannte „fitte“ (Lebensalter <75 Jahre, keine bzw. 
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wenige Komorbiditäten und „unfitte“ (Lebensalter >75 Jahre, schwerwiegende 
Komorbiditäten) Patientengruppen eingeteilt. [174] 

Die daraufhin eingeleitete Erstlinien-Therapie bei den sogenannten „fitten“ Patienten verfolgt 
einen kurativen Ansatz mittels Polychemotherapie im 7+3 Schema mit Ara-C und Daunorubicin. 
Je nach genetischen Mutationen können in diesem Fall weitere zielgerichtete Therapeutika 
eingesetzt werden: wird der Oberflächenmarker CD33 nachgewiesen, wird zusätzlich zur 
Polychemotherapie Gemutzumab-Ozagmicin, ein Anti-CD33-Antikörper eingesetzt; bei 
Nachweis einer FLT3 Mutation, wird neben der Polychemotherapie Midostaurin, ein FLT3-
Inhibitor, verwendet. Im Rahmen von AML bei Myelodysplastischen Veränderungen oder 
therapieassoziierter AML wird eine Polychemotherapie mittels CPX351, welches einer 
liposomalen Formulierung von Cytarabin und Daunorubicin entspricht, durchgeführt. Nach 
Erreichen einer kompletten Remission folgt die Postremissionstherapie, welche durch 
Elimination von residualen leukämischen Stammzellen ein Rezidiv verhindern soll. Für die 
Konsolidierungstherapie gibt es die Möglichkeit der weiteren konventionellen Chemotherapie 
entweder mittels Ara-C in höherer Dosierung zzgl. der zielgerichteten Therapiemöglichkeiten 
oder einer allogenen Stammzelltransplantation. [3-4, 12, 15-17, 23, 25-26, 28, 31, 78, 99-103, 
115, 174] 

Bei der sogenannten „unfitten“ Patientengruppe steht die Lebensverlängerung bzw. 
Lebensqualität im Mittelpunkt. Hierzu wird als First-Line-Therapie zunächst eine 
hypomethylierende Sustanz mit Venetoclax, einem zielgerichteten BCL2-Inhibitor, kombiniert. 
Alternativ werden auch eine Monotherapie von hypomethylierenden Substanzen oder 
Kombinationen von niedrig dosiertes Ara-C mit Venetoclax oder Glasdegib, einem 
Hedhehodge-Inhibitor, eingesetzt. [3-4, 25- 27, 37, 104-107, 114, 174] 

Im Falle eines Rezidivs wird anhand verschiedener klinischer Scores entschieden, ob der Patient 
für eine allogene Stammzelltransplantation in Frage kommt. Falls eine allogene 
Stammzelltransplantation möglich ist, wird zunächst anhand des Status einer FLT3-Mutation 
eine Re-Induktionstherapie durchgeführt. Bei FLT3-Wildtyp erfolgte diese als Re-
Induktionstherapie mit Chemotherapeutika entsprechend der Firstline-Therapie. Bei einer 
FLT3-Mutation kann Gliterinib, ein FLT3-Inhibitor, eingesetzt werden. Nach Durchführung der 
Re-Induktionstherapie erfolgt die allogene Stammzelltransplantation. [4- 6, 25, 27, 78-79, 80-
83, 174] 

Bei Patienten, die den Kriterien einer allogenen Stammzelltransplanation nicht entsprechen, 
wird ebenfalls zwischen FLT3-Wildtyp oder einer FLT3-Mutation unterschieden. Letzteres wird 
mittels Gliderinib-Monotherapie behandelt. Im Falle eines FLT3-Wildtyp und bisher nicht 
erfolgter Therapie mit hypomethylierenden Substanzen wird eine Chemotherapie mit diesen 
in Kombination mit Venetoclax empfohlen. Falls eine nicht-naive FLT3-Wildtyp AML vorliegt, 
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wird anhand weiterer vorliegender Mutationen im Isocitrat-Dehydrogenase 1/2-Gen die 
weitere Therapie entschieden: bei IDH1-Mutation kann Ivosidenib bzw. bei IDH2-Mutation 
kann Enasidenib als IDH1 bzw. IDH2-Inhibitoren eingesetzt werden. Im Falle eines IDH1/2-
Wildtyps gibt es unterschiedliche Therapiemöglichkeiten, u.a. Kombinationstherapien von 
hypomethylierenden Substanzen mit Venetoclax oder niedrig dosiertem Ara-C mit Ventoclax 
sowie der Einsatz einer Monotherapie mit Gemtuzumab-Ogamazin bei CD33+ Mutation und 
eine Monotherapie mit Mephalan. [4-6, 25-27, 78-79, 80-83, 89, 94-98, 174]  

1.2 Medikamente in der Therapie von AML 
Tabelle 1: Eingesetzte Medikamente in der Therapie der Akuten Myeloischen Leukämie 

Name Wirkstoffbezeichnung Mechanismus Indikation 
Gemtuzumab
-Ozagmicin 

Anti-CD33-Antikörper-
Wirkstoff-Konjugat 

Spezifische Bindung an CD33-
Antigen auf AML-Blasten, 
intrazelluläre Freisetzung des 
Wirkstoffes N-Acetyl-Gamma-
Calicheamicin, welches DNA-
Doppelstrangbrüche induziert 
und zur Zellzyklusarrest und 
Apoptoseinduktion führt. [3, 4, 
12, 15, 16, 17, 23, 31, 179]  

AML (Induktion bei ED) mit 
CD33 + Mutation, 
Kombination mit 
Chemotherapeutika 

Midostaurin FLT3-Inhibitor 
Multikinase-Inhibitor 

Hemmung der Kinasen FLT3 und 
KIT dadurch resultierender 
Zellzyklusstillstand und 
Apotptoseinduktion [4-6, 25-27, 
78, 79, 80-83, 115, 178] 

AML bei FLT3-Mutation 
(Induktion, Konsilidierung, 
Erhaltung bei ED) 

CPX-351 rekombinant hergestellte 
liposomaler Träger von 
Cytarabine und 
Daunorubicin (in einem 
5:1 Verhältnis) [25, 28, 
99-103, 197] 

s. Mechanismus von Cytarabine 
und Daunorubicin 
 

AML ED, therapie-assoziierte 
AML, MDS-assoziierte AML 
[197] 

Ara-C bzw. 
Cytarabin 

Pyrimidinnukleosid-
Analogon 

Hemmung der DNA-Synthese in 
der S-Phase des Zellzyklus durch 
Interkalierung [177] 

AML (Induktion, 
Konsilidierung, Erhaltung bei 
ED) 

Decitabine Hypomethylierende 
Substanz 
Nukleosid-Analogon 

Durch Hemmung der DNS-
Methyltransferase kommt es 
zur Hypomethylierung von Gen-
Promotoren resultierend in 
einer Reaktivierung von 
Tumursuppressor-Genen mit 
Induktion der 
Zelldifferenzierung und des 
programierten Zelltod  
[4, 7, 8, 10, 25, 26, 27, 84-91, 
175] 

AML bei „unfitter“ 
Patientengruppe  
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Azacytidine Hypomethylierende 
Substanz 
Pyrimidin-Analogon 

Durch Hemmung der DNA-
Methyltransferase kommt es 
zur Hypomethylierung und 
damit zur Reaktivierung von 
Tumorsuppressorgenen. Zudem 
weist es unklare zytotoxische 
Mechanismen auf. [4, 7, 8, 10, 
25, 84-89, 176] 

AML bei „unfitter“ 
Patientengruppe, >65 
Lebensjahre, AML mit sehr 
hohem Blastenanteil 
Aktuell in Zulassungsprozess 
für Erhaltungstherapie in 
Remission 

Venetoclax BCL2-Inhibitor Bindung des BCL2-Gen 
resultierend in einer erhöhten 
Permeabisiliserung der äußeren 
Mitochondrienmembran, 
Aktivierung von Caspasen und 
Apoptoseinduktion [25- 27, 37, 
104-107, 180] 

AML, nicht-kurative Absicht 
in Kombination mit 
Azacytidine oder Ara-C 

Glasdegib Hedgehoge-Inhibitor 
SMO-Inhibitor 

Aktivitätsminderung des GLI-
Transkriptionsfaktor 
resultierend in der Reduktion 
des leukämischen Potentials 
von AML-Basten und Erhöhung 
der Sensitivität der AML-Blasten 
gegen Chemotherapeutika [25, 
114, 181] 

AML bei nicht-kurativem 
Therapieansatz, in 
Kombination mit Ara-C oder 
Azacytidine 

Gliterinib FLT3-Inhibitor 
Multikinaseinhibitor 

Induktion von Apoptose bei 
leukämischen Zellen [4, 5, 6, 25, 
27, 78, 79, 80-83, 182] 

AML Rezidivtherapie bei 
FLT3-Mutation  

Ivosidenib IDH1-Inhibitor Reduktion von 2-
Hydroxyglutarat in AML-Blasten 
zur Induktion der Zellreifung [5, 
25, 26, 27, 89, 94-98, 183] 

AML mit IDH1-Mutation bei 
Rezidiv, nicht zugelassen 

Enasidenib IDH2-Inhibitor Reduktion von 2-
Hydroxyglutarat in 
leukämischen Zellen zur 
Induktion zur Zellreifung in 
Blasten [5, 25, 26, 27, 89, 94-98, 
193] 

AML mit IDH2-Mutation bei 
Rezidiv, nicht zugelassen 

Mephalan Alkylierende Substanz bewirkt Quervernetzung von 
DNA-Strängen resultierend in 
der Hemmung der 
Zellreplikation [184] 

Nicht-kurative Therapie bei 
Rezidiv, >65 Lebensjahre 

All-trans-
Retinolsäure 

 Bindung an nuklearen 
Retinsäure-Rezeptor und 
induktion dessen Abbaus [185] 

Akute Promyeloztäre 
Leukämie (Induktion bei ED 
und Rezidiv) 

Arsentrioxid  Induktion der DNS-
Fragmentierung resultierend in 
Apoptoseinduktion [186] 

Akute Promyelozätre 
Leukämie (Induktion bei ED 
und Rezidiv, Konsilidierung 
bei ED) 
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Daunorubicin Zytostatikum, 
Anthrazyklin 
Antibiotikum mit 
antineoplastischen 
Eigenschaften 

Hemmung der DNS- und RNS-
Synthese mittels DNS-
Interkalation und Inhibition der 
Topoisomerase-II-Aktivität [187] 

AML (Induktion ED) 

Etoposid Zytostatikum Verursacht DNA-
Doppelstrangbrüche und 
Interaktion von DNA-
Topoisomerase II resultierend in 
Apoptoseinduktion [188] 

AML (Induktion im 
Kindesalter, Re-Induktion bei 
Rezidiv) 

Hydroxyurea Zytostatikum Hemmung der DNA-Synthese 
durch Inhibition des 
Ribonukleotid-Reduktase-
Inhibitor [189] 

Im Zulassungsprozess: AML 
bei Hyperleukozytose 

Idarubicin Daunorubicin-Analogon 
Anthrazyklin 

DNA-Interkalation und 
Topoisomerase-II-Inhibition 
resultierend in der Hemmung 
der Nukleinsäuresynthese [194] 

AML (Induktion und 
Konsilidierung bei ED) 

Mitoxantron Zytostatikum Verursacht Quervernetzung von 
DNS-Strängen, inhibiert die 
Topoisomerase II und resultiert 
in Apoptose-Induktion [190] 

AML 

Thioguanin Purinantagonist Hemmung der De-Novo 
Purinsynthese [191] 

AML (Induktion, 
Konsolidierung) 

Sorfafenib FLT3-Inhibitor 
Multikinase-Inhibitor 

Hemmung von Targets an der 
Tumorzelle (CRAF, BRAF, C-KIT, 
FLT3) und der Angiogenese 
(VEGFR, CRAF, PDGFR) [4, 5, 6, 
25, 27, 78, 79, 80-83, 192] 

ED AML mit FLT3-Mutation, 
Erhalt nach allogener SZT 

Lenalidomid Immunmodulator Bindung an Cereblon 
(Enzymkomplex), welcher die 
Transkriptionsfraktoren Aiolos 
und Ikaros rekrutiert, diese 
durch Ubiquinierung dem 
Abbau zuführt und in 
zytotoxischen und 
immunmodulierenden Effekten 
resultiert [75, 92-93, 195-196] 

AML bei „unfitter“ 
Patientengruppe, >65 
Lebensjahre 
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2 Immuntherapie im Einsatz gegen die Akute Myeloische Leukämie 

2.1 Allogene Stammzelltransplantation als Mutter der Immuntherapie 

Die allogene Stammzelltransplanation ist eine effektive, aber risikoreiche Therapiemöglichkeit, 
die bei sorgfältiger Abwägung in folgenden Fällen bei der „fitten“ Patientengruppe indiziert ist: 
Konsolidierung bei Erstdiagnose, Rezidivtherapie. [174, 198, 201] 

Der Wirkmechanismus erfolgt über den sogenannten Graft-Versus-Leukemia-Effekt, welcher 
eine zytotoxische Wirkung der CD3+ Spender-T-Zellen gegenüber leukämischen Antigenen 
beschreibt. [198, 202] 

Ein weiterer Effekt ist der sogegannte Graft-Versus-Host-Effekt, welche eine unerwünschte 
Reaktion der CD3+ Spender-T-Zellen gegen „minor histocompatibilitly antigens“ des 
Empfängers beschreibt. Um den unerwünschten GvH-Effekt zu minimieren, wird als Spender 
ein HLA-identisches Spender-/Empfängerpaar ausgesucht. Versuche den GvH-Effekt vollständig 
zu eliminieren durch Entfernung der Spender-T-Zellen aus dem Transplantat gehen allerdings 
mit einem erhöhten Rezidivrisiko einher. Es zeigt sich, dass eine Entwicklung einer GvH-Effekts 
nach allogener Stammzelltransplatation mit einer verminderten Rezidivrate assoziiert ist. [198, 
199-200, 202] 

2.2 Antikörperbasierte Immuntherapie in Anwendung bei AML 

Die antikörperbasierte Immuntherapie versucht über verschiedene Mechanismen den 
Wirkungsgrad einer allogenen Stammzelltransplanation zu erreichen. Antikörper können 
hierbei über unterschiedliche Zielantigene und entsprechenden Effektormechanismen 
antineoplastisch wirken. Als häufig eingesetztes Targetmolekül auf den AML-Blasten wird der 
Oberflächenmarker CD33 verwendet. Dieses Target wurde bereits in unterschiedlichen in vitro 
und in vivo Studien als Ziel der antikörperbasierten Immuntherapie beschrieben und findet 
bereits Anwendung in der Therapie der AML. Neben Versuchen monoklonale CD33-Antikörper 
als Monotherapie oder als Konjugat mit radioaktiven Partikeln einzusetzen, haben sich vor 
allem zwei Arten der antikörperbasierten Immuntherapie durchgesetzt auf die ich im 
Folgenden eingehen möchte. [12, 16, 19, 21, 22] 

2.2.1 Antikörper-Toxin-Konjugate 
Der Mechanismus von Antikörper-Toxin-Konjugaten (ADC = antibody-drug-conjugates) erfolgt 
durch eine Verbindung eines tumorspezifischen monoklonalen Antikörpers mit einem 
zytotoxischen Medikament. Der Antikörper bindet an den Rezeptor der Tumorzelle und wird in 
das Endosom internalisiert. Durch den niedrigen pH-Wert im lysosomalen Kompartment in der 
Zelle wird das Zytotoxin aus der stabilen Bindung entlassen und entfaltet seine spezifische 
Wirkung, was in der Induktion einer Zellapoptose resultiert. [12, 14]  
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Im Kapitel 1.1 ist uns bereits Gemtuzumab-Ozogamicin (GO) als Bestandteil der 
Standardtherapie bei AML begegnet. GO ist ein monoklonaler Antikörper gegen CD33, welcher 
als Oberflächenmarker auf AML-Blasten exprimiert wird, und ist mit dem Zytotoxin 
Calichaemicin konjugiert. Die Wirkung erfolgt über die intrazelluläre Freisetzung des 
Wirkstoffes N-Acetyl-Gamma-Calicheamicin, welches DNA-Doppelstrangbrüche induziert und 
zu einem Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion führt. Die Zulassung umfasst insbesondere 
die Induktionstherapie bei einer AML Erstdiagnose bei Nachweis einer CD33+ Mutation sowie 
in der Rezidivtherapie. [3, 4, 12, 15, 16, 17, 23, 31, 179]        

Zudem gibt es mehrere ADCs, die in klinischer Erprobung sind. Vadastuximab-Talirine ist ein 
weiterer monoklonaler Antikörper gegen CD33, welcher an Pyrrolobenzodiazepine (PBD) 
gebunden ist. Das Zytotoxin verursacht Zellapoptose durch Bindung an DNA-Strukturen und 
Störung der Zellteilung. Dieser zeigt sich in ersten klinischen Studien wirksam – auch in AML 
Subgruppen, die bisher nicht gut auf GO angesprochen haben. [12, 18, 23] 

Ein weiteres Beispiel für einen ADC, der CD33 als Oberflächenmarker nutzt, ist HUM-195. HUM-
195 ist mit einem rekombinanten Glenon (rGel) verbunden, welches auf ribosomaler Ebene die 
Proteinsynthese verhindert. In vitro hat der HUM-195/rGel eindrucksvolle zytotoxische Effekte 
gezeigt, welche in in vivo Modellen bestätigt wurden. In ersten klinischen Untersuchungen zeigt 
sich jedoch keine deutliche Verbesserung im Vergleich zu bisherigen Therapieansätzen. [12, 21] 

Ein weiteres Beispiel für einen ADC in der Behandlung von AML ist ein monoklonaler CD123-
Antikörper, welcher an auch an PBD gebunden wurde. Der Oberflächenmarker CD123 ist Teil 
des Interleukin-3-Rezeptors, der ebenfalls auf AML-Blasten exprimiert wird. In präklinischen 
Studien zeigt der ADC vielversprechende Ergebnisse, vor allem in Kombination mit einem FLT3-
Inhibitor in FLT3-genmutierten AML-Modellen. [12, 20] 

2.2.2 Bispezifische Antikörper 
Bereits seit den 80er Jahren werden bispezifische Antikörper hergestellt. Ein solches Konstrukt 
hat zwei unterschiedliche Erkennungsstellen und kann daher – im Gegensatz zu einem 
herkömmlichen Antikörper – zwei unterschiedliche Antigene binden. In den meisten Fällen 
bindet der Antikörper auf der einen Seite über den Oberflächenmarker CD3 an T-Zellen. Auf 
der anderen Seite wird ein tumorspezifischer Marker ausgewählt, um die Targetzelle zu binden. 
So wird eine immunologisch wirksame Synapse zwischen T-Zelle und Tumorzelle gebildet. 
Mittels der Aktivierung der T-Zelle wird dadurch eine T-Zell-induzierter Zelltod durch Granzyme 
B und Perforin initiiert. [29, 38, 39] 

2.2.2.1 Mechanismen und Bauweise von bispezifischen Antikörpern 
Eine Bauweise ist es die bispezifischen Antikörper aus variablen Einzelketten eines humanen 
IgGs herzustellen. Hierbei werden die variablen Domänen der schweren und leichten Kette 
zweier Antikörper mittels Polypeptid-Linker verbunden. Hierunter fallen folgende Typen: [41] 
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- BiTE®: Ein „bispecific T-Cell-Engager“ wird aus zwei unterschiedlichen monoklonalen 
Antikörpern hergestellt, die mit einem kurzen flexiblen Linker verbunden sind, der eine 
flexible Rotation beider Arme gewährleistet. Das bekannteste Beispiel hierfür ist wohl 
der CD3/CD19-BiTE® Blinatumomab, der bei ALL erfolgreich eingesetzt wird. In dieser 
Doktorarbeit wird näher auf den CD3/CD33-BiTE® AMG 330 eingegangen. [29, 40, 41] 

- DART®: „Dual Affinity Re-Targeting“-Konstrukte sind ebenso aus zwei unterschiedlichen 
monoklonalen Antikörpern hergestellt, allerdings sind sie durch zwei Linker gekreuzt 
verbunden. Laut präklinischen Studien sei dies eine stabilere Form als ein BiTE®. Ein 
Beispiel hierfür ist der sogenannte CD3/CD123-DART® MGD006, der gegen AML in 
klinischer Erprobung ist. [40, 41] 

- Tandem Diabodies®: Diese Untergruppe beschreibt ein tetravalentes Konstrukt aus 
monoklonalen Antikörpern des IgG-Typs, mit jeweils zwei möglichen Bindungsstellen 
für sowohl Antigene der Targetzelle als auch der Effektorzelle. Beispiele hierfür sind u.a. 
der CD3/CD19 Tandem-Diabody® AFM111, welcher in der Therapie von Non-Hodgin-
Lymphomen und ALL eingesetzt wird, und der CD30/CD16a Tandem-Diabody® AFM 
113, welcher durch Stimulation von natürlichen Killerzellen bei Morbus Hodgkin und 
beim malignen T-Zell Lymphom in klinischer Erprobung ist. [40, 41] 

- CiTE®: Ein checkpoint inhibitory T-Cell-Engager ist eine Weiterentwicklung des BiTE® mit 
einer fusionierten extrazellulären Domäne zur Bindung und Inhibition eines 
Checkpoints. Herrmann et al entwickelte einen CD3-CD33-PD1 CiTE® der in vitro gute 
Ergebnisse zeigte. [71] 

- BiKE®: Ein bispecific Killer-Cell-Engager gilt als Abwandlung des BiTE®, der im Gegensatz 
zum BiTE® nicht gegen einen Oberflächenmarker auf T-Zellen bindet, sondern mit 
natürlichen Killerzellen interagiert. Als Beispiel wäre CD16/CD33-BiKE® zu nennen, der 
in präklinischer Erprobung ist. [72] 

- TriKE®: Ein trispecific Killer-Engager ist eine Weiterenwicklung des BiKE®, in dem 
zusätzlich ein IL-15-Crosslinker eingebaut wurde. Ein Beispiel ist ein CD16/IL15/CD33-
TriKE®, der in präklinischer Entwicklung ist, zum Einsatz in der AML-Therapie. [73, 74] 

Die zweite Variante ist die Herstellung von Y-förmigen bispezifischen Antikörpern. Da diese in 
weiterer Folge meiner Doktorarbeit keine Rolle spielen, möchte ich hier nicht weiter auf diese 
Gruppe eingehen. 

2.2.3 Halbwertszeit der bispezifischen Antikörper 
Ein typischer BiTE® hat ein Molekulargewicht von 50 kDa und ist damit so klein, dass er renal 
frei filtriert wird. Die Halbwertszeit liegt bei circa 1,25 +/- 0,63 Stunden. Da aber der Antikörper 
eine bestimmte Zieldosis im Körper erreichen soll, muss er dauerhaft infundiert werden. Ein 
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DART® hat ungefähr die gleiche Größe und macht ebenfalls eine Dauerinfusion notwendig. Im 
Gegensatz hierzu ist u.a. der Tandem Diabody®, welcher mit einem Molekulargewicht von circa 
105 kDa nicht renal filtriert wird und somit eine längere Halbwertszeit gewährleistet. [41] 

Es wurden bereits mehrere Möglichkeiten entwickelt, die Halbwertszeit der bispezifischen 
Antikörper zu erhöhen, und zwar durch  Vergrößerung des hydrodynamischen Volumens durch 
PEGylierung oder durch Anhängen von Polypeptidketten oder Glykoengineering. [42] 

In meiner Doktorarbeit möchte ich zwei weitere Wege genauer beleuchten, die bereits als 
halbwertszeit-verlängernde Varianten für den CD3/CD33 BiTE® AMG 330 produziert wurden 
und in meiner Doktorarbeit auf ihre Effektivität geprüft werden: 

- HLE-BiTE® Crossbody: Bildung eines Konstrukts durch Bindung des bispezifischen 
Antikörper an eine Fc-Domaine, die das Molekulargewicht deutlich erhöht. Dies wurde 
sowohl für BiTE® als auch für DART® bereits umgesetzt. Erste Studien zeigen hier die 
Erhöhung der Halbwertszeit auf bis zu 112 Stunden. [42] 

- HLE-BiTE® HALB: Bildung eines Antikörper-Albumin-Konstrukts durch Bindung von 
Albumin an den N-, C-Terminus, die Fv-Fragmente oder an die Fc-Rezeptorbindestelle, 
um somit das hydrodynamische Volumen und das Molekulargewicht zu erhöhen. [42] 

Um mit diesen Antikörperkonstrukten effektiv gegen Tumorzellen vorgehen zu können, 
braucht es passende Zielstrukturen auf den Tumorzellen. Im folgenden Kapitel gebe ich eine 
Übersicht über definierte und mögliche Targets bei der AML.  

2.3 Definierte Targets und neue mögliche Targets bei AML 
Tabelle 2: Definierte und mögliche Targets bei AML. 

Name Beschreibung Natürliche Lokalisation Expression 
CD7  
[30] 

T-Cell-Leukemia Antigen [45] Thymozyten, TZ, pre-BZ, NKZ, MZ 
[45] 

AML [46] 

CD11b  
[30, 44] 

Komplexbildung mit CD18 = Mac-1 
oder CR3 [45] 

aktivierten LZ, MZ, GZ, NKZ [45] AML [47] 

CD13  
[30, 44] 

=Aminopeptidase N, Regulation 
des Proteinmetabolismus [45] 

Hämatopoetische Vorläufer -
zellen, GZ, MZ, Mastzellen [45] 

AML [48] 

CD25  
[23, 43, 44] 

=Teil des IL2-Rezeptors, mit CD122 
und CD132 [45] 

Thymozyten, PBSCs v.a. 
aktivierte TZ [45] 

AML [49, 65] CML [54] B-
ALL, HL, NHL [65] nicht 
auf NBM und HSC [55]  

CD26  
[43] 

Adenosin-Deaminase-Bindeprotein 
[45] 

TZ, BZ, NKZ, Makrophagen [45] AML mit FLT3-
Mutationen [43], CML 
aber nicht auf NBM 
[54] 

CD30  
[44] 

= Zytokinrezeptor, Teil der 
Tumornekrosefaktor-Rezeptoren-
Gruppe, Regulation der 
Zellproliferation, -apoptose [45] 

Stimulierte TZ und BZ [45] AML [50] CML [54] 
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CD33  
[23-24, 30, 
43-44, 203] 

= Silgec-3, Funktion als 
Zelladhäsionsmolekül [45, 203] 

MZ, aktivierte TZ, myeloide 
Vorläuferzellen, Mastzellen [45, 
203] 

AML, CML, NBM [23-
24, 30, 43-44, 54-55, 203] 

CD38  
[23,44, 
203] 

= Transmembranöses Glykoprotein 
mit enzymatischer Funktion, 
reguliert Zellwachstum, Apooptose 
und Differenzierung [45, 203] 

Thymozyten, aktivierte TZ, 
Plasmazellen, MZ, Makrophagen, 
DZ, NKZ, myeloide und 
erythroide Vorläuferzellen [45, 
203] 

AML [51, 204], MM, T-
NHL [65] 

CD44  
[43, 203] 

= Rezeptor für Hyaluronsäure, Rolle 
in Zellmigration, 
Lymphozytenaktivierung und -
adhäsion [45, 203] 

Leukozyten, Erythrozyten, 
Eptiheliale Zellen, Plättchen [45, 
203] 

AML, CML, NBM [54, 
55, 203] 

CD45  
[23, 44] 

= Tyrosinphophatase, Regulation 
von Leukozyten-Funktionen 

Alle kernhaltigen 
Hämatopoetischen Zellen [45] 

v.a. AML t(8;21) [52] 

CD47 
[43] 

=Integrin-assoziiertes Protein, 
Checkpoint [45] 

Alle hämatopoetische Zellen [45] AML, CML, NBM [53-
55] 

CD52 
[23, 43] 

Glykosyliertes Protein in der 
Zellmembran, Funktion noch nicht 
eindeutig geklärt [45] 

Thymozyten, MZ, DZ, 
Eosinophile, testinale 
Epihtelzellen [45] 

AML, HSC [55] CLL [65] 

CD56 
[23, 44, 
203] 

Adhäsionsprotein, Regulation von 
Zell-zu-Zell-Adhäsionen [45, 203]  

NKZ [45, 203] AML [23, 203] CML [54] 

CD70 
[203] 

Aktivierung von T-Zellen zur 
Zytotoxischen T-Zellen, Aktivierung 
von B-Zellen [203] 

Thymozyten [203] AML [203] 

CD96 
[23, 43, 
203] 

=Teil der Immunglobulin-
Superfamilie, bindet an CD155 [45, 
203] 

NKZ, TZ [45, 203] T-ALL und AML [56, 
203] 

CD98 
[45] 

Transport von Aminosäuren, 
Regulation von Zellaktivierung, -
Proliferation und -Überleben [45] 

LZ, MZ, GZ, intestinale 
Epithelzellen [45] 

AML [65] 

CD105 
[43] 

=Endoglin, Regulation der 
Angiogenese [45] 

Endothelzellen, Fibroblasten [45] Solide Tumore, AML, 
B-ALL [57] 

CD114 
[43] 

=GCSF-Rezeptor [45] GZ, MZ, DZ, Endothelzellen, 
Plättchen, Plazenta [45] 

AML, CML, NBM [54] 

CD117 
[43, 203] 

=cKIT = Stammzellfaktor-Rezeptor, 
Tyrosinkinase, Rolle in der 
Hämatopoese und 
Mastzelldifferenzierung [45, 203] 

Hämatopoetische 
Vorläuferzellen, Thymozyten, 
Mastzellen, Hepatozyten, 
Histiozyten [45, 203] 

AML, CML, NBM [54-
55, 58-59, 203] 

CD123 
[23-24, 44, 
203] 

Teil des Interleukin-3-Rezeptors, 
bindet spezifisch IL-3 [45, 203] 

Hämatopoetische 
Vorläuferzellen, Basophile, 
Eosinphile, Mastzellen, MZ, 
Makrophagen, DZ, 
Megakaryozyten, BZ, 
Endothelzellen [45, 203] 

AML, CML, NBM [54-
55, 60-61, 203] 

CD133 
[43] 

= Teil der Prominin-Gen-Familie [45] KM, PBSCs, Neurale 
Stammzellen, epitheliale Zellen, 
Vorläuferzellen, Retinale Zellen, 
[45] 

AML, HSC [55], 

Melanom und 
Retinoblastom [45] 
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CD135 
[23, 43, 
203] 

=FLT3, Tyrosinkinase, 
Wachstumsfaktor der 
Vorläuferzellen [45, 203] 

B-Vorläuferzellen [45, 203] AML, HSC [55, 62, 203] 

CD157 
[45] 

=BST-1, Regulation von Neutrophil-
/Monozytenadhäsion, Diapedesisis 
und Tumorzellwanderung [45] 

KM, GZ, MZ, Makrophagen, DZ, 
Endothelzellen, B- und T-
Vorläuferzellen [45] 

AML [45, 63-65] 

CD184 
[43] 

=CXCR4, Chemokin-Rezeptor. 
Regulationen in der Hämatopoese, 
Vaskularisierung und neurologische 
Entwicklung [45] 

Lymphoide und myeloide 
Vorläuferzellen, 
Megakaryozyten, Plättchen, TZ, 
BZ, GZ, MZ, Markophagen, DZ, 
Vaskulare Endothelzellen, 
Epithelzellen, Neuronen, und 
Astrozyten [45] 

AML, HSC [55, 65] 

CD371 
[43-44, 
203] 

=CCL1, =CLEC12A, 
Weiterentwicklung von 
Dendritischen Zellen und 
Produktion von IL-12 [45, 203] 

MZ, Makrophagen, DZ, GZ, NKZ 
[45, 203] 

AML [43, 55, 203] 

EPHA3 
[23] 

EPO-produzierender humaner 
Rezeptor, Tyrosinkinase [66] 

Viele Organe, v.a. Gallenblase, 
Prostata, Placenta, Schilddrüse, 
Harnblase etc. [23, 66-65] 

AML [65] 

CD366 
[23, 203] 

=Tim3; Teil der humanen Tim-
Immunglobulin-Familie. 
Reguliert Aktivierung von 
Makrophagen und THZ-1 [45, 203] 

THCZ1, Tc1, Th17, regulatorische 
T-Zellen, NKZ, DZ, Mastzellen, 
MZ, Makrophagen [45, 203] 

AML [45, 60] 

CD244/
2B4 [203] 

Regulation von Aktivierung oder 
Inhibition der Natürlichen 
Killerzellen [203] 

Natürliche Killerzellen in vielen 
Organen[203] 

AML, HSC [203] 

TZ = T-Zellen, BZ = B-Zellen, MZ = Monozyten, NKZ = Natürliche Killerzellen, LZ = Lymphozyten, GZ = Granulozyten, DZ = Dendritische Zellen, 
KM = Knochenmark, THZ-1 = T-Helferzellen 1, MM=Multiples Myelom, HSC=Hämatopoetische Stammzellen, CML=Chronisch Myeloische 
Leukämie, NBM=Normales Knochenmark 

 
In meiner Doktorarbeit werde ich vor allem auf die Targets CD33, CD123 und CD157 eingehen, 
für die bereits unterschiedliche Antikörper in präklinischer und klinischer Erprobung im Einsatz 
gegen AML sind.  

2.4 Cytokine-Release-Syndrome 

Als Cytokine-Release-Syndrome (CRS) bezeichnete man die überschüssige Aktivierung des 
Immunsystem nach Gabe einer zielgerichteten Immuntherapie. Die Symptome treten 
charakteristischer Weise zeitverzögert, zum Teil erst Wochen nach der Verabreichung des 
Medikaments auf. Der zugrundeliegende Mechanismus ist noch nicht vollständig geklärt. Man 
geht davon aus, dass sie auf der Aktivierung von T-Zellen nach Bindung an ihr Zielantigen 
beruht. Je nach kinetischen Eigenschaften des Medikaments tritt die Bindung an das Zielantigen 
Tage bis Wochen nach Verabreichung ein. Das CRS ist hauptsächlich durch die Freisetzung von 
Interleukin-6 (IL6) verursacht. CRS im Rahmen einer Immuntherapie mit einem BiTE® ist im 
Rahmen der klinischen Studien mit Blinatumomab charakterisiert worden – dort variiert das 
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Auftreten von CRS bei 2% bis 36% aller Patienten. Aktuell therapiert man CRS mit einer 
präventiven Gabe von Dexamethason, einem Kortikosteroid, oder Tocilizumab, einem 
spezifischen IL6-Rezeptor-Inhibitor. [67] 

Symptome eines CRS werden in drei Gradstufen unterteilt und anhand unterschiedlicher Skalen 
eingeteilt (CTCAE-Skala, MD Anderson Cancer Center/Lee-Skala, CRP-basierte Skala). Grad 1 
umfasst nicht-lebensbedrohliche Symptome (Fieber, Übelkeit, Müdigkeit, Kopfschmerzen) und 
wird symptomatisch behandelt. Grad 2 umfasst bereits Anzeichen einer Organdysfunktion 
(Fieber und Hypotension), die medikamentös behandelt werden müssen. Grad 3 bezeichnet 
eine schwere Reaktion, die eine intensiv-medizinische Therapie notwendig machen. [67] 

In meiner Dissertation überprüfe ich, inwieweit die Verabreichung von Dexamatheason oder 
Tocilizumab die in vitro Effektivität des CD3/CD33-BiTE® AMG 330 beeinflusst. [67]  

  



 13 

II Konzept 

1 Zielsetzung 

Im Rahmen meiner Doktorarbeit habe ich den Einfluss zytoreduktiver und immunsuppressiver 
Substanzen auf die Wirkung des CD3/CD33-BiTE® AMG 330 in vitro charakterisiert. Da die T-
Zell Funktion für die Wirkungsweise des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 unerlässlich ist, muss die 
Wirkung von Zytostatika und Immunsupressiva, die teils einen direkten Einfluss auf die T-Zell-
Funktion haben, untersucht werden. Um die maximale Wirkung zu gewährleisten wurde der 
Einfluss dieser Therapien im Rahmen einer Vorphase bzw. Kombination dieser als auch 
typischer Medikamente, die für eine CRS Therapie eingesetzt werden, untersucht. Um eine 
maximale Wirkung zu gewährleisten, braucht man zudem eine stabile Expression von 
Targetantigenen. Ein negativer Einfluss auf die Expression des Targetantigens würde sich 
ebenfalls negativ auf die Therapie Auswirkungen. Hierfür habe ich die unter II.2 folgenden 
Fragestellungen im Detail formuliert. 

2 Fragestellung 

- Welchen Einfluss hat die Inkubation mit zytoreduktiven oder anderen 
immunmodulierenden Medikamenten in der Vorphase einer antikörperbasierten 
Immuntherapie mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 auf die in vitro Zytotoxizität gegen 
CD33+ AML-Blasten und die in vitro Proliferation von Spender-T-Zellen?  

- Inwieweit werden Oberflächenmarker bzw. mögliche Zielantigene auf AML-Blasten in 
ihrer Expression durch in vitro Inkubation mit zytoreduktiven und 
immunmodulierenden Substanzen beeinflusst? 

- Welchen Einfluss haben die Medikamente Dexamethason und Tocilizumab, die bei 
einem sogenannten CRS eingesetzt werden, auf die in vitro Zytotoxizität gegen CD33+ 
AML-Blasten und die in vitro Proliferation von Spender-T-Zellen unter Einsatz des 
CD3/CD33 BiTE® AMG 330?  

- Werden in vitro Oberflächenmarker bzw. mögliche Zielantigene auf AML-Blasten in 
ihrer Expression durch die bei CRS eingesetzten Medikamente (Dexamethason und 
Tocilizumab) beeinflusst? 

- Eine unabhängige, zusätzliche Fragestellung meiner Doktorarbeit beschäftigte sich mit 
dem Vergleich halbwertszeitverlängernde Modifikationen des CD3/CD33 BiTE® AMG 
330 in vitro und ex vivo (Patientenproben) im Bezug auf die Zytotoxizität gegen CD33+ 
AML-Blasten und die in vitro Proliferation von T-Zellen. 
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III Material und Methoden 

1 Material 

1.1 Medien, Chemikalien, Reagenzien und Zusätze 
Tabelle 3: Medien, Chemikalien, Reagenzien und Zusätze 

Bezeichnung Hersteller 
5-Aza-2‘-deoxycytidine (Decitabine) Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
5‘-Azacythidine (Azacytidine) Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Alpha MEM Eagle Medium mit L-
Glutamine, RNS, DNS und 2,2 g/L NaHCO3 

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE 

ß-Mercaptoethanol Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Biocoll/Ficoll 1,077 g/ml, isoton Biochrom AG, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Dexamethason 4 mg Injektionslösung Jenapharm GmbH & Co. KG, Jena, DE 
DMSO SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, DE 
DPBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE 
EDTA 0,5M pH 8,0 Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
Fetales Kälberserum (FKS) GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 
Formaldehyd 37% Carl Roth & Co GmbH, Karlsruhe, DE 
Gammunex (humanes IgG) 10% Grifolis GmbH, Frankfurt, DE 
Hepes-Puffer 1M GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 
Lenalidomid Selleck Chemicals, München, DE 
MACS Humanes Fc-Rezeptor Blocking-
Reagenz 

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE 

MACS BSA Stock Solution Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE 
Penicillin-Streptomycin-Glutamin GIBCO, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 
Pferdeserum Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Prostaglandin E2 Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Rekombinantes humanes G-CSF PeproTech Inc., Wien, AT 
Rekombinantes humanes IL-2 R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA 
Rekombinantes humanes IL-3 PeproTech Inc., Wien, AT 
Rekombinantes humanes Thrombopoietin PeproTech Inc., Wien, AT 
RPMI 1640 Medium mit 2,0 g/l NaHCO3 
und stabilem Glutamin 

Biochrom AG, Merck KGaA, Darmstadt, DE 

RoActemra® Tocilizumab 20 mg/ml F. Hoffmann – La Roche AG, Basel, CH 
Trypanblau 0,4% Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
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1.2 Geräte, Zubehör und Computerprogramme 
Tabelle 4: Geräte, Zubehör und Computerprogramme 

Bezeichnung Hersteller 
Adobe Illustrator CC 2015.1.0 Release Adobe Systems Inc. 
Bestrahlungsanlage Atomic Energy of Canada Limited, Chalkriver, 

ON, CAN 
FCAP Array™ Software Version 3.0 BD Biosciences, San José, CA, USA 
Durchflusszytometer LSR II & FACS Diva 4 BD Biosciences, San José, CA, USA 
Eppendorf Tubes® 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, DE 
epT.I.P.S.® Pipettenspitzen 10-1000 µl Eppendorf AG, Hamburg, DE 
Falcon™ Polystrene Round-Bottom-Tube BD Biosciences, San José, CA, USA 
Falcon™ Conical Tube BD Biosciences, San José, CA, USA 
Falcon™ Zellkulturflasche BD Biosciences, San José, CA, USA 
FlowJo 9.6 Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA 
GraphPad PRISM 6 Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA 
Greiner LeucoSep™ Tube Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Heraeus Multifuge 3 S-R Benchtop 
Centrifuge 

Kendro, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 

Inkubator CO2 Binder GmbH, Tuttlingen, DE 
Kryoröhrchen mit Außengewinde STARLAB GmbH, Hamburg, DE 
Kühl- und Gefrierschränke Liebherr Internation S.A., Bulle, Schweiz 
Laminar-Flow Reinluftwerkbank BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbühl-

Genkingen, DE 
MACS Columns Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE 
MACS Separator Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE 
Microsoft Office 16.21 Microsoft Corporation, Redmont, 

Washington, USA 
Mikroskop Leica DM IL Leica Microsystems, Wetzlar, DE 
Mr. Frosty™ Gefrierbehälter Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Nunc™ Zellkultur-Multischalen 24- und 96-
Well-Platten 

Nalgene Nunc International Corporation, 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 

Stripette™ Serologische Pipetten 1-25 ml Corning Life Sciences, Tewksbury, MA, USA 
S-Monovette® Lithium-Heparin 7,5 ml Sarsted, Nümbrecht, DE 
Safety-Multifly® 20 G Flügelkanüle  Sarsted, Nümbrecht, DE 
Stickstofftank Messer Industreigase GmbH, Bad Siden, DE 
Vortex-Genie 2 Vortexer Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA 
ED-13 offenes Wasserbad Julabo GmbH, Seelbach, DE 
Zellzähler Countess Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
Zellzähler Kammerobjektträger Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
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1.3 Selbsthergestellte Medien und Puffer 
Tabelle 5: Selbsthergestellte Medien und Puffer 

Bezeichnung Zusammensetzung 
Blastenmedium 500 ml Alpha MEM Egale Medium 

+ 12,5% Pferdeserum 
+ 12,5% FKS 
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin/Glutamin 

FACS Fix FACS-Puffer 
+ 2% Formaldehyd 37% 

FACS Puffer 50 ml DPBS 
+ 2,5 ml BSA 0,5% 
+ 2 ml EDTA 0,5M 

Kryokonservierungsmedium 80% FKS 
+ 20% DMSO 

MACS Puffer 50 ml DPBS 
+ 2,5 ml BSA 0,5% 
+ 2 ml EDTA 0,5M 

R10 Medium 500 ml RPMI 1640 Medium 
+ 50 ml FKS 
+ 5 ml Hepes-Puffer 
+ 5 ml Penicillin/Streptomycin/Glutamin 

Zellkulturmedium Blastenmedium 
+ 20 ng/ml IL-3 
+ 20 ng/ml TPO 
+ 20 ng/ml G-CSF 
+ 57,4 µmol ß2-Mercaptoehthanol 

1.4 Kits 
Tabelle 6: Kits 

Bezeichnung Hersteller 
CBA Human IFN-y Flex Set BD Biosciences, San José, CA, USA 
CBA Human IL-6 Flex Set BD Biosciences, San José, CA, USA 
CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit BD Biosciences, San José, CA, USA 
CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit II BD Biosciences, San José, CA, USA 
CellTrace CFSE cell Proliferation Kit Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
Live/Dead Fixable Dead Cell Stain Kit Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA 
MACS Humanes Pan T-Zell-Isolation Kit Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE 
Mycoplasma Detection Kit for PCR Minerva Biolabs GmbH, Berlin, DE 
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1.5 Zelllinien 
Tabelle 7: Zelllinien 

Bezeichnung Beschreibung Herkunft 
HL-60 Human; Peripheres Blut aus 1976 bei AML FAB M2 einer 

weiblichen 35-jährigen Patientin. Mutationen: verstärkte MYC-Gen 
Expression; immunologische Marker: CD3-; CD4+, CD13+, CD14-, 
CD15+, CD19-, CD33+, CD34-, HLA-DR-. 

DSMZ, 
Braunschweig, 
DE 

Molm-13 Human; Peripheres Blut aus 1995 bei AML FAB M5a eines 
männlichen 20-jährigen Patienten nach initialem MDS mit 
refraktärer Anämie und Blastenexzess. Mutationen: 
Tandemduplikation von FLT3 ohne FLT3-Proteinexpression, CBL 
deltaExon8 Mutation; Immunologische Marker: CD3-, CD4+, CD13 
(+), CD14-, CD15+, CD19-, CD33+, CD34-, cyCD68+, HLA-Dr-. 

DSMZ, 
Braunschweig, 
DE 

MS-5 Murin; Nährzellen; Bestrahlte Fibroblasten aus 
Knochenmarkskulturen von C3H/HeNSIc-abstammenden Mäusen  

DSMZ, 
Braunschweig, 
DE 

MV4-11 Human; von einem männlichen 10-jährigen Patienten mit AML FAB 
M%. Mutationen: t(4/11), Tandemduplikation von FLT3; 
Immunologische Marker: CD3-, CD4+, CD5-, CD8-, CD10-, CD14-, 
CD15+, CD19-, CD33+, CD34-. 

DSMZ, 
Braunschweig, 
DE 

OCI-AML3 Human; Peripheres Blut aus 1987 bei einer ED AML Subtyp FAB M4 
eines männlich 57-jährigen Patienten. Mutationen: NPM1 
Genmutation Typ A, DNMT3A R882C Mutation; Immunologische 
Marker: CD3 -, CD4+, CD13+, CD14-, CD15+, CD19-, cyCD68+, HLA-
DR-, CD33 im aktuellen DSMZ-Katalog nicht angegeben.  

DSMZ, 
Braunschweig, 
DE 

Aufbewahrung im Inkubator bei 37°C mit 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit in geeigneten 
Kulturmedien (Leukämische Zelllinien in R10 Medium, MS5 in Blasten-Medium). Es erfolgten 
regelmäßige lichtmikroskopische Kontrollen und Untersuchungen mittels dem Mycoplasma 
Detection Kit via PCR. 

1.6 Humanes Zellmaterial 
Tabelle 8: Humanes Zellmaterial 

Herkunft der Spende Art der Probe 
Gesunde Spender-/innen Vollblut 
Patientenproben (Patienten/-innen mit stationärem Aufenthalt in der 
Medizinischen Klinik III im Klinikum Großhadern oder externe Proben-
Zusendung an das Labor für Leukämiediagnostik) 

Vollblut 
Knochenmark 

Ein schriftliches Einverständnis zur Probenentnahme mussten sowohl von Patient*innen als 
auch von gesunden Spender*innen unterzeichnet werden. Zusätzlich lagen eine Zustimmung 
des Ethikrates der LMU München sowie eine Übereinstimmung mit der Deklaration von 
Helsinki vor. 
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1.7 Antikörper und weitere Substanzen für Färbungen 
Tabelle 9: Antikörper und weitere Substanzen für Färbungen 

Hersteller Bezeichnung Fluoreszenz Klon Isotyp 
BioLegend Inc., 
San Diego, CA,  
USA 
 

Anti-Human CD2 APC RPA-2.10 Mouse IgG1, k, MOPC-21 
Anti-Human CD3 APC UCHT1 Mouse IgG1, k, MOPC-21 
Anti-Mouse/Rat 
CD29 

APC/Cy7 HMß1-1 Armenian Hamster IgG, 
HTK888 

Anti-Mouse/Rat 
CD29 

PE-Cy7 HMß1-1 Armenian Hamster IgG, 
HTK888 

Anti-Human CD33 BV-471™ WM53 Mouse IgG1, k, MOPC-21 
Anti-Human CD33 PE WM53 Mouse IgG1, k, MOPC-21 
Anti-Human CD123 APC 6H6 Mouse IgG1, k, MOPC-21 
Viabilitätsfärbung 7-AAD - - 

eBioscience, 
Thermo Fisher 
Scientific, 
Waltham, MA, USA 

Anti-Human CD33 PE WM53 Mouse IgG1- k, P3.6.2.8.1 
Anti-Human CD33 PE-Cy7 WM53 Mouse IgG1, k, P2.6.2.8.1 
Anti-Human CD157 PE SY11B5 Mouse IgG1, k, P3.6.2.8.1 

1.8 CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® Crossbody und HALB zzgl. Jeweiliger 
Negativkonstrollen 

Tabelle 10: AMG 330 - Bispezifischer BiTE® Antikörper, modifizierte halbwertszeitverlängernde Konstrukte und Negativkontrollen 

Bezeichnung Beschreibung Hersteller 

CD3/CD33-
BiTE® AMG 
330  

Bispezifischer BiTE® Antikörper zusammengesetzt aus zwei scFv-
Fragmenten; N-Terminus spezifisch für CD33 (human, Javaner 
Affen) und C-Terminus spezifisch für ε-Kette des CD3 im TZR 
(human, Javaner Affen) hergestellt durch Rekombinante DNA-
Technologie aus einer CHO-Zelllinie und zweistufigem 
Reinigungsprogramm (Nickel-Chelatchromatographie, Gelfiltration) 

AMGEN Research, 
München, DE 

HLE-BiTE® 
Crossbody 

CD33-Fc-Crossbody-AMG 330-BiTE® -Diabody Derivat (DART-like) 
mit weitestgehend inaktiviertem IgG1-Fc Teil 

AMGEN Research, 
München, DE 

HLE-BiTE® 
HALB 

Humanalbumin-Fusionskonstrukt mit CD3/CD33 BiTE® AMG 330  AMGEN Research, 
München, DE 

Kontroll-
AMG 330  

Bispezifischer BiTE® Antikörper zusammengesetzt aus zwei scFv-
Fragmenten; statt N-Terminus Einzelkette spezifisch für Herbizide 

AMGEN Research, 
München, DE 

Kontroll- 
Crossbody 

s. Crossbody; zusammengesetzt aus zwei scFv-Fragmenten; statt 
N-Terminus Einzelkette spezifisch für Herbizide 

AMGEN Research, 
München, DE 

Kontroll-
HALB 

s. HALB; zusammengesetzt aus zwei scFv-Fragmenten; statt N-
Terminus Einzelkette spezifisch für Herbizide 

AMGEN Research, 
München, DE 

Die Titration der einzelnen BiTE® Antikörper und deren Negativkontrollen lagen teilweise 
bereits vor und wurden komplementiert durch Kerstin Lämmermann, MTRA der Arbeitsgruppe. 
Ebenso wurden die Zelllinien auf das Vorhandenseins eines IL6-Rezeptors durch Kerstin 
Lämmermann überprüft.  
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2 Methoden 

2.1 Isolation von mononukleären Zellen aus Knochenmark bzw. Vollblut von 
Patienten und gesunden Spendern 

Die Vollblutproben wurden von gesunden Spendern oder im Rahmen von Routinekontrollen 
von Patienten der Medizinischen Klinik III des Klinikum Großhaderns entnommen. Die 
Knochenmarkproben der Patienten wurden bei therapeutisch und diagnostisch 
durchzuführenden Knochenmarkspunktionen zusätzlich abgenommen. Das Material wurde 
sowohl bei gesunden Spendern als auch bei Patienten in heparinisierten Monovetten bzw. 
geeigneten Spritzen bis zur weiteren Verarbeitung bei Raumtemperatur gelagert.  

Die Isolation der mononukleären Zellen erfolgte anhand eines bereits in der Arbeitsgruppe 
verwendeten Protokolls. Hierzu wurde das Material erst 1:2 mit DPBS verdünnt. Zusätzlich 
bereitete man Greiner LeucoSep™ Röhrchen mit je 15 ml Bicoll vor. Maximal 25 ml der 
verdünnten Blutprobe wurde gleichmäßig über den Bicoll verteilt. Es erfolgt eine 30-minütige 
Zentrifugation (2000 rpm, ungebremst, Raumtemperatur). Durch den entstehenden 
Dichtegradienten bildeten die mononukleären Zellen eine gut erkennbare Schicht, die 
vorsichtig pipettiert werden konnte. Die gesammelten mononukleären Zellen wurden dreimal 
mit RPMI1640 Medium zentrifugiert (1800 rpm, Raumtemperatur). Dann erfolgte entweder 
eine weitere Verarbeitung in Experimenten oder sie wurden kryokonserviert. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Isolation mononukleärer 
Zellen aus Knochenmark oder Vollblut 
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2.2 Kryokonservierung von mononukleären Zellen  

Die Kryokonservierung wurde für mononukleäre Zellen von gesunden Spendern und Patienten 
eingesetzt. Hierzu erfolgte eine Aufnahme von 1 x 107 Zellen pro 400 µl DPBS und 400 µl 
Kryokonservierungsmedium in ein Kryoröhrchen. Es erfolgte eine Aufbewahrung bei -80°C im 
Mr. Frosty – Gefrierbehälter. Die Aufbewahrung erfolgte in einem Stickstofftank.  

2.3 Auftauen kryokonservierter mononukleärer Zellen  

Die Kryoröhrchen wurden aus dem Stickstofftank geholt. Daraufhin erfolgte ein zügiges 
Auftauen im 37°C warmen Wasserbad und Aufnahme im erwärmten R10-Medium. Die 
mononukleären Zellen wurden in Suspension mit R10-Medium zweimal zentrifugiert (550 G, 
Raumtemperatur). Danach schloss sich die weitere Verarbeitung der Zellen an.  

2.4 Zellzählung und Viabilitätsmessung 

Ein abzentrifugiertes Zellpellet wurde in 1 ml R10 Medium oder Blastenmedium aufgenommen 
und mittels Vortexer durchmischt. Daraufhin wurde in einer 96-Wellplatte 20 µl der 
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau gefärbt. Es erfolgte eine Durchmischung mit einer Pipette. 
Dann wurde 10 µl der gefärbten Zellsuspension in einen Kammerobjektträger des Zellzählers 
pipettiert. Die Messung erfolgte durch den Zellzähler, welcher die Gesamtzellzahl und das 
Verhältnis von viablem und totem Zellmaterial ermittelte. Verifizierung des Ergebnisses 
erfolgte mithilfe des Mikroskops.  

2.5 Herstellung eines Nährbodens für Patientenproben mit MS5-Nährzellen 

Die teilbaren Nährzellen wurden in Blastenmedium aufgenommen und mittels zweistündiger 
Bestrahlung inaktiviert. Die daraufhin teilungsunfähigen Nährzellen wurden zentrifugiert (550 
G, RT) und erneut in Blastenmedium aufgenommen. Die inaktivierten Nährzellen wurden auf 
einer 24-Wellplatte zu 3 x 104 Zellen pro Well verteilt. Die 24-Wellplatte wurde daraufhin für 
mindestens 24 Stunden inkubiert. Die Zellen bildeten auf dem Boden der 24-Wellplatte einen 
Nährboden für AML-Blasten. Die Funktionsweise und Handhabung der MS5-Nährzellen wurde 
bereits beschrieben. [68-70] 

Bestrahlung

Blastenmedium

Nährzellen

inaktivierte Nährzellen

Abbildung 2: Schematische Abbildung der Herstellung eines MS5-
Nährboden für AML-Blasten 
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2.6 MACS Pan-T-Zell-Isolation von gesunden Vollblutspenden 

Die Isolation von T-Zellen aus Vollblutproben von gesunden Spendern erfolgte gemäß der 
Anleitung des MACS Pan-T-Zell-Isolation-Kit von Miltenyi Biotec GmbH. Hierzu wurde nach der 
Isolierung der mononukleären Zellen des gesunden Spenders das Zellmaterial gezählt. 
Daraufhin erfolgte ein intensiver Waschvorgang in R10 Medium und Zentrifugation. Gemäß der 
Anleitung wurden die gewaschenen mononukleären Zellen mit 10 µl Pan-T-Zell Biotin-
Antikörper Cocktail pro 1 x 107 Zellen sowie 40 µl R10 Medium pro 1 x 107 Zellen suspendiert. 
Der Biotin-Antikörper Cocktail markiert durch Bindung an spezifische Oberflächenmarker alle 
Zellen außer den T-Zellen (Dendritische Zellen, NK-Zellen, Granulozyten, Erythrozyten, 
Neutrophilie, B-Zellen, Monozyten, Stammzellen). Es erfolgte eine fünfminütige Inkubation in 
einem Kühlschrank bei +7°C. Danach wurden 20 µl Pan-T-Zell MicroBead Cocktail pro 1 x 107 
Zellen und 30 µl R10 Medium pro 1 x 107 Zellen hinzugegeben. Durch die MicroBeads wurden 
die zuvor an Antikörper gebundene Zellen magnetisch markiert. Es erfolgte eine weitere 
zehnminütige Inkubation in einem Kühlschrank bei +7°C.  Während der Inkubation erfolgte eine 
Vorbereitung des MACS Seperator und einer MACS Säule. Die MACS Säule wurde mit 3 ml R10 
gereinigt. Daraufhin wurde die Zellsuspension in die Säule pipettiert. Durch den magnetischen 
MACS Seperator verblieben die magnetisch markierten Zellen im Bereich des Magneten. Das 
durchgetretene R10 Medium enthält so nur die unmarkierten T-Zellen. Diese isolierten T-Zellen 
wurden erneut zentrifugiert (550 G, Raumtemperatur) und wurden dann zur weiteren 
Verarbeitung in frischem R10 Medium aufgenommen. 

2.7 CFSE-Färbung der T-Zellen 

Mithilfe des CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit können mehrere Generationen in der 
Durchflusszytometrie erkannt werden. Dies erfolgte mit den isolierten T-Zellen aus Vollblut von 
gesunden Spendern in Suspension mit R10. Es erfolgt eine Zentrifugation (550 G, 
Raumtemperatur). Das Pellet wird in 4 ml PBS + 0,1% BSA aufgenommen. Zusätzlich lässt man 
1 µl CFSE CellTrace (1:10 Verdünnung mit R10) langsam an der Wand des Falcon® Röhrchen 
hinabrinnen. Es erfolgt eine gute Durchmischung mit dem Vortexer. Es erfolgt eine 
zehnminütige Inkubation im Inkubator mit erneuter Durchmischung nach fünf Minuten. 
Daraufhin wird das Röhrchen mit eisgekühltem R10 aufgefüllt und es erfolgt eine fünf-minütige 
Inkubation auf Eis. Im weiteren Verlauf wird die Suspension zentrifugiert (550 G, 
Raumtemperatur). Nachdem der Überstand verworfen wurde, wurde das Pellet erneut mit 
eisgekühltem R10 aufgefüllt und zentrifugiert (550 G, Raumtemperatur). Dieser Schritt wurde 
noch einmal wiederholt. Danach nahm man das Zellpellet mit raumtemperierten R10 auf und 
konnte die T-Zellen weiterverarbeiten.  
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2.8 Färbung der Oberflächenmarker mittels Fluorchrom-markierten Antikörpern 
für die Durchflusszytometrie 

Zur Markierung der Oberflächenmarker wurden die zu untersuchenden Zellpopulationen in 
jeweils zwei Falcon® Round Bottom Tubes bzw. Röhrchen zu je 1 x 106 Zellen überführt. Es folgte 
eine fünfminütige Zentrifugation (550 G, Raumtemperatur). Nach Abschütten des Überstands 
erfolgte eine 15-minütige Inkubation mit 10 µl Fc-Rezeptor-Blocker pro Röhrchen in einem 
Kühlschrank bei +7°C. Daraufhin wurde die Zellsuspension mit jeweils 3 ml FACS-Puffer 
zentrifugtiert (550 G, Raumtemperatur). Nach erneutem Abschütten des Überstandes erfolgte 
die Aufnahme der Zellen in 100 µl FACS-Puffer pro Röhrchen. In eines der zwei Röhrchen wurde 
der spezifische Fluorchrom-markierte Antikörper für den zu messenden Oberflächenmarker in 
der empfohlenen Menge pipettiert. In das zweite Röhrchen wurde die spezifische 
Isotypkontrolle in vergleichbarer Menge hinzugegeben. Unabhängig von den zu messenden 
Oberflächenmarker wurde bei jeder Färbung der 7-ADD Fluorchrom-markierte Antikörper zur 
Unterscheidung zwischen viablen und toten Zellen hinzugefügt. Nach gleichmäßiger 
Durchmischung durch den Vortexer erfolgte eine 25-minütige Inkubation im Kühlschrank bei 
7°C. Daraufhin wurde das Röhrchen erneut mit jeweils 1 ml FACS-Puffer pro Röhrchen 
zentrifugiert (550 G, Raumtemperatur). Im finalen Schritt erfolgte die Zugabe von 100 µl FACS-
Fix pro Röhrchen. Die Messung der Proben konnte somit bis zu drei Tage nach Färbung am 
Durchflusszytometer LSR II erfolgen. Alle eingesetzen Fluorchrom-markierten Antikörper sowie 
die spezifischen Isotypkontrollen sind in Tabelle 9 aufgelistet. 

2.9 Durchflusszytometrie 

Die Analyse durch das Durchflusszytometer LSR II erfolgt durch einen laminaren 
Flüssigkeitsstrom. Durch diesen wird jede Zelle einzeln durch das Licht des eingebauten Lasers 
geführt, wodurch Streulicht entsteht. Die eingebauten Detektoren stehen im rechten Winkel 
zueinander und fangen dieses Streulicht ein. Die Detektoren wandeln das eingehende 
Streulicht in ein Spannungssignal um. So entstehen zwei Maße: Forwardscatter und 
Sidescatter. Der Forwardscatter bezeichnet das Licht, welches in Richtung des Laserstrahls 
gestreut wird und ist ein Wert, der die Größe der Zelle beschreibt. Der sogenannte Sidescatter 
dagegen bezeichnet das senkrecht zum Laser einfallende Licht und ist ein Maß, für die 
Granularität der Zelle. Aufgrund dieser Eigenschaft ist bereits eine Unterscheidung 
verschiedener Zellen bei bekannter Charakterisierung bezüglich Größe und Granularität 
möglich. Zu weiteren Spezifizierung kann man jedoch auch mithilfe von Fluorchrom-markierten 
Antikörpern spezifische Oberflächenmarker anfärben. Diese Fluorchrome absorbieren einen 
Teil des Lichts beim Durchtritt der Zelle durch den Laser und geben eine für das Fluorchrom 
spezifische Licht ab. Dieses Licht wird mithilfe der eingebauten dichroitischen Spiegel in den 
Fluorchrom spezifischen Wellenlängen zum Detektor geleitet. Zur Vorbereitung war die Anlage 
von sogenannten Färbepanels notwendig, da manche Fluorchrome ähnliche Wellenlängen 
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haben und somit die Messungen verfälschen können. Um dies zu verhindern, wurde eine 
Kompensation mit einer Kontrollprobe durchgeführt, durch die der überlappende Anteil der 
Wellenlänge abgezogen werden kann.  

2.10 Cytometric Bead Array 

Die quantitative Bestimmung von Zytokinen erfolgte gemäß der Anleitung des CBA Human 
Cytokine Kit von BD Biosciences. Dieser Kit beinhaltet je nach Produktgröße einen oder 
mehrere spezifische Human Cytokine Capture Beads. Diese antikörpergebundenen Capture 
Beads binden an spezifische Zytokine und besitzen ein einheitliche Fluoreszenzfärbung in 
spezifischer Intensität. Hierzu wurden 10 µl der spezifischen Capture Beads pro zu messender 
Einheit in ein Röhrchen pipettiert. Nach einer guten Durchmischung mit dem Vortexer wurde 
von der Capture Bead-Mischung je 50 µl in alle zu messenden Röhrchen pipettiert. Es erfolgte 
eine Zugabe von 50 µl der bereits vorbereiteten Standardverdünnungen pro Röhrchen. Des 
Weiteren wurden 50 µl des zu messenden Wells und 50 ml des BD Detektionsreagenz 
hinzugefügt. Das BD Detektionsreagenz beinhaltet einen weiteren Fluorchrom-markierten 
Antikörper, der in direkter Relation zur Zytokinkonzentration an Zytokine bindet.  Es erfolgt 
eine gute Durchmischung durch den Vortexer und eine dreistündige lichtgeschützte Inkubation 
bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden die Röhrchen mit je 1 ml BD Wash Buffer zentrifugiert 
(200 G, 5 Minuten, Raumtemperatur). Das Pellet wurde in je 300 µl BD Wash Buffer 
aufgenommen und vorsichtig durchmischt. Die Messung der Proben konnte daraufhin am 
Durchflusszytometer LSR II erfolgen. Alle eingesetzen BD™ CBA Human Cytokine Kits sind in 
Tabelle 6 angeführt. 

2.11 Bestimmung der physiologischen Medikamentenkonzentrationen in 
Überständen der Zellkulturen 

Die Bestimmung der physiologischen Medikamentenkonzentrationen erfolgte in 
Zusammenarbeit mit Dr. Roman Lang vom Lehrstuhl für Lebensmittelchemie und Molekulare 
Sensorik der TU München. Es erfolgte ein Versuchsaufbau gemäß Kapitel III.2.12 und III.2.13. 
Die Überstände der jeweiligen Tage wurden mithilfe der Massenspektrometrie untersucht, mit 
physiologischen Konzentrationen der Literatur verglichen und dementsprechende Dosierungen 
und Talspiegel folgender Medikamente ermittelt: Lenalidomid, Azacytidine, Decitabine, 
Tocilizumab und Dexamethason.  
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2.12 Analyse der Auswirkung von immunmodulierenden und zytoreduktiven 
Substanzen auf die Expression von Oberflächenantigenen der AML-Blasten 

Die Analyse wurde mit vier verschiedenen AML Zellinien durchgeführt: Oci-AML3, Molm-13, 
HL60 und MV4-11 (weitere Informationen siehe Tabelle 7). Hierzu wurden die jeweiligen 
Zelllinien mit 1 x 106 Zellen pro Well in einer 24-Wellplatte in je 1 ml R10 Medium ausplattiert. 
Es erfolgte die Zugabe der ausgewählten Substanzen pro Well: Lenalidomid (660 nM, 1,5 µM, 
4 µM und einer Negativkontrolle), Azacytidine (0,2 µM, 2 µM, 5µM, 10 µM und einer 
Negativkontrolle) und Decitabine (0,3 µM, 2 µM, 5 µM und einer Negativkontrolle). Es erfolgte 
eine Inkubation von bis zu 6 Tagen und eine tägliche Zugabe der Substanzen, um eine 
physiologische Konzentration der Medikamente aufrechtzuerhalten (siehe Bestimmung der 
physiologischen Medikamentenkonzentrationen in Zellkulturmedien Kapitel III.2.11). An Tag 0, 
3 und 6 erfolgten jeweils durchflusszytometrische Bestimmungen der Expression ausgewählter 
Oberflächenmarker: CD33, CD157 und CD123.  

 
Abbildung 3: Schematische Abbildung des Versuchaufbaus Expression von Oberflächenantigenen durch immunmodulierende und 
zytoreduktive Substanzen. 

2.13 Analyse der Auswirkung von Dexamethason und Tocilizumab auf die 
Expression von Oberflächenantigenen der AML-Blasten 

Die Analyse wurde ebenfalls mit vier verschiedenen AML Zellinien durchgeführt: Oci-AML3, 
Molm-13, HL60 und MV4-11 (weitere Informationen siehe Tabelle 7). Hierzu wurden die 
jeweiligen Zelllinien mit 1 x 106 Zellen pro Well in einer 24-Wellplatte in je 1 ml R10 Medium 
ausplattiert. Es erfolgte die Zugabe der ausgewählten Substanzen pro Well: Tocilizumab 
(743 nM und einer Negativkontrolle) und Dexamethason (75 ng/ml und Negativkontrolle). Es 
erfolgte eine Inkubation von bis zu 6 Tagen und eine Zugabe von Dexamethason an jedem 
zweiten Tag, um eine physiologische Konzentration des Medikaments aufrechtzuerhalten 
(siehe Bestimmung der physiologischen Medikamentenkonzentrationen in Zellkulturmedien 
Kapitel III.2.11). An Tag 0, 3 und 6 erfolgten jeweils durchflusszytometrische Bestimmung der 
Expression ausgewählter Oberflächenmarker: CD33, CD157 und CD123.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus Expression von Oberflächenantigenen durch Dexamethason oder Tocilizumab 

2.14 Analyse der Auswirkung von zytoreduktiven und immunmodulierenden 
Substanzen auf die Zytotoxizität der T-Zellen unter Anwendung des CD3/CD33 
BiTE® AMG 330  

Die Analyse wurde mit isolierten T-Zellen aus Vollblut von gesunden Spendern begonnen. Die 
T-Zellen wurden gemäß Kapitel III.2.6 isoliert. Es erfolge eine Aufnahme in R10 Medium und T-
Zellen wurden zu je 2 x 106 Zellen pro Well einer 24-Wellplatte verteilt. Danach wurden 
folgende Substanzen hinzugegeben: Lenalidomid (660 nM, 1,5 µM, 4 µM und einer 
Negativkontrolle), Azacytidine (2 µM, 5µM, 10 µM und einer Negativkontrolle) und Decitabine 
(0,2 µM, 2 µM, 5 µM und einer Negativkontrolle). Die T-Zellen wurden für 72 h inkubiert. Nach 
72 h wurden die T-Zellen gemäß Kapitel III.2.8 gefärbt. Es erfolgte eine Zählung der Zelllinie 
HL-60 und Ausplattierung der T-Zellen und HL-60 Zellen in einem Verhältnis mit 1:1, 1:3 oder 
1:4 in 2 Wells einer 24 Wellplatte je Konzentration. In den Wells mit der Negativkontrolle 
erfolgte die Zugabe der Negativkontrolle und in den anderen die Zugabe des CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330 zu 5 ng/ml. An Tag 0 und 3 erfolgten jeweils die durchflusszytometrische Bestimmung 
der Expression ausgewählter Oberflächenmarker: CD2, als Marker auf T-Zellen, und CD33, als 
Marker auf den AML-Blasten.  

 
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus Charakterisierung des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 unter Einfluss von zytoreduktiven 
und immunmodulierenden Substanzen. 
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2.15 Analyse der Auswirkung von Dexamethason und Tocilizumab auf die 
Zytotoxizität der T-Zellen in Patientenproben unter Anwendung des CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 

Die Analyse wurde mit der Herstellung des MS5-Nährbodens gemäß Kapitel III.2.5 begonnen. 
Es erfolgte eine Aufnahme einer geeigneten Patientenprobe zu 1,5 x 106 Zellen pro Well einer 
24-Wellplatte verteilt. Danach wurden folgende Substanzen hinzugegeben: Tocilizumab 
(743 nM und eineNegativkontrolle) und Dexamethason (75 ng/ml und Negativkontrolle). Für 
den Erhalt der jeweiligen Dosierungen siehe Kapitel III.2.11. In den Kontroll-Wells erfolgte die 
Zugabe der Negativkontrolle und in den anderen die Zugabe des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 zu 
5 ng/ml. An Tag 0, Tag 3 und Tag 6 erfolgten jeweils durchflusszytometrische Bestimmung der 
Expression ausgewählter Oberflächenmarker: CD2 und CD33.  

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus: Charakterisierung des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 unter Einfluss von 
Dexamethason oder Tocilizumab. 

2.16 Ausblick: Vergleich des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 mit halbwertszeit-
verlängernden Konstrukten hinsichtlich T-Zellaktivierung und Zytotoxizität 

Die Analyse wurde mit der Herstellung des MS5-Nährbodens gemäß Kapitel III.2.5 begonnen. 
Es erfolgte eine Aufnahme einer geeigneten Patientenprobe zu 1,5 x 106 Zellen pro Well in einer 
24-Wellplatte verteilt. Danach wurden folgende Substanzen hinzugegeben: In den Wells mit 
der Negativkontrolle erfolge die Zugabe der jeweiligen Negativkontrolle in äquivalenter 
Dosierung und in den anderen die Zugabe des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 zu 5 ng/ml sowie des 
HLE-BiTE® Crossbody und des HLE-BiTE® HALB. Die Inkubation erfolgte in einem CO2-Inkubator. 
An Tag 0, Tag 3, Tag 6, Tag 9 und Tag 14 erfolgten jeweils durchflusszytometrische Bestimmung 
der Expression ausgewählter Oberflächenmarker: CD2, CD33 und CD29. 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus, Charakterisierung des AMG 330 und seiner halbwertszeitverlängerten 
Konstrukten. 

2.17 Durchflusszytometrische Auswertung 

Die durchflusszytometrische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms FlowJo® Version 8.6. 
Zuerst erfolgte das Gating im FSC/SSC-View. Hierzu konnte sowohl T-Zellen als auch AML-
Blasten durch Festlegung eines Gates nach Größe und Granularität ausgewählt werden. 
Folgend wurden mithilfe der 7-AAD-Färbung die viablen von den toten Zellen unterschieden. 
Die weitere Auswertung erfolgte lediglich mit den als viabel gewerteten Zellen. Hierzu wurde 
zur Messung der ausgewählten Oberflächenmarker eine Hintergrundaktivität mithilfe der 
Isotypkontrolle ausgeschlossen. Dieses Gate wurde auf die gefärbte Probe angewendet.  

 

 
Abbildung 8: Durchflusszytometrische Auswertung am Beispiel zur Bestimmung der T-Zellen und der CD33+ AML Blasten. Bild A: X-Achse: 
FSC; Y-Achse: SSC. Bild B: MFI der 7-AAD Färbung; Bild C: Isotypkontrolle; X-Achse: CD33+; Y-Achse: CD2+. Bild D: Gefärbte Probe; X-Achse 
CD33+; Y-Achse: CD2+ 

Die CFSE Färbung wurde durch Gating auf die CD2+ T-Zell-Population gemessen. Mithilfe der 
Isotypkontrolle wurde das Referenzgate festgelegt, dass auf Probe angelegt wurde. So konnte 
kontrolliert werden, dass die CD2+ Population mehrere Generationen beinhaltet. 
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2.18 Statistische Auswertung 
Eine Beurteilung der Ergebnisse anhand statistischer Untersuchungsmethoden erfolgte in 
dieser Doktkorarbeit nicht. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen sind die vorhandenen 
statistischen Verfahren nicht geeignet dazu valide Aussagen über die Signifikanz der Ergebnisse 
zu treffen. 

Lediglich zur quantitativen Auswertung des Einflusses der Konzentrationen unterschiedlicher 
Medikamente wurden die Konzentrationswerte in metrischer Skalierung dargestellt. Mittels 
Regressionsanalyse kann man den konzentrationsabhängigen Einfluss anhand der jeweiligen 
Steigungen der einzelnen Regressionsgeraden quantifizieren. Die Steigungen für die einzelnen 
Teilgruppen wurden auf Gleichheit getestet. So konnte ich die Signifikanz der dosisabhängigen 
Wirkung darstellen. Diese Berechnungen wurden in Prism® durchgeführt. 
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IV Ergebnisse 

1 Einfluss von immunmodulierenden und zytoreduktiven Substanzen 
auf die CD3/CD33 BiTE® AMG 330 induzierte in vitro T-
Zellaktivierung und die T-Zellvermittelte Zytotoxizität mit Spender-T-
Zellen und AML-Blasten von Zellinien 

1.1 Vergleich der in vitro T-Zellaktivierung durch den CD/CD33 BiTE® AMG 330 
nach Vorbehandlung der T-Zellen mit Lenalidomid, Azacytidine und 
Decitabine  

Nach einer Vorbehandlung von Spender-T-Zellen mit Lenalidomid zeigt sich kein wesentlicher 
Unterschied in der Aktivierung der T-Zellen (s. Abb. 11). Zudem gibt es keine Korrelation der 
eingesetzten Lenalidomid-Konzentration und Proliferation der T-Zellen (s. Abb. 11). Lediglich 
unter Beachtung des eingesetzten Effektor-Zielzell-Verhältnisses (E/T ratio; englisch: effector 
to target ratio) kann bei einem Verhältnis von 1:3 die Tendenz zur verstärkten Aktivierung der 
T-Zellen gesehen werden, die jedoch keine statische Signifikanz in der linearen 
Regressionsanalyse aufweist (s. Abb 10, Abb. 19 und Tabelle 10). Im Gegensatz hierzu zeigen 
sich sowohl unter Einfluss von Azacytidine (s. Abb. 12) als auch von Decitabine (s. Abb 13) eine 
signifikante dosisabhängige Reduktion der T-Zellaktivierung (s. Abb. 19 und Tabelle 11). 

 

 

Abbildung 10: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Lenalidomid-
Konzentrationen (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen 
in verschieden E/T ratios. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: CD2+ fold change der T-Zellen. Darstellung mit 
Median. Bild 1: 1:1 E/T ratio; n=3. Bild 2: 1:3 E/T ratio; n=5. Bild 3: 1:4 E/T ratio; n=5.  
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Abbildung 11: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-
Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Lenalidomid-Konzentrationen (s. 
Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® 
(A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung 
und Symbolleiste; Y-Achse: CD2+ fold change der T-Zellen. Darstellung mit Median 
und Range. n=13 
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Abbildung 12: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-
Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Azacytidine-Konzentrationen (s. 
Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-
BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der 
Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: CD2+ fold change der T-Zellen. Darstellung 
mit Median und Range. n=3-7. 
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Abbildung 13: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-
Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Decitabine-Konzentrationen (s. 
Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-
BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der 
Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: CD2+ fold change der T-Zellen. 
Darstellung mit Median und Range. n=3 
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1.2 Vergleich der in vitro T-Zellvermittelten Zytotoxizität des CD3/CD33 BiTE® 
AMG 300 Einfluss von Lenalidomid, Azacytidine und Decitabine 

Nach einer Vorbehandlung mit Lenalidomid zeigt sich kein wesentlicher Unterschied in der T-
Zell-vermittelten Zytotoxizität (s. Abb. 14). Zudem gibt es keine Korrelation der eingesetzten 
Lenalidomid-Konzentrationen und der T-Zell-vermittelten Zytotoxizität (s. Abb. 14). Auch unter 
Beachtung der eingesetzten E/T ratios konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt 
werden. (s. Abb 17, Abb 18, Abb. 20 und Tabelle 11).  

Im Gegensatz hierzu zeigt sich sowohl unter Einfluss von Azacytidine (s. Abb. 15) als auch von 
Decitabine (s. Abb 16) dosisabhängig eine Reduktion der T-Zellvermittelten Zytotoxizität (s. 
Abb. 20 und Tabelle 11). 
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Abbildung 14: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Lenalidomid-
Konzentrationen (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD33+ AML-Blasten 
in verschieden E/T ratios. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: CD33+ fold change der AML-Blasten. Darstellung mit 
Median. Bild 1: 1:1 E/T ratio; n=3. Bild 2: 1:3 E/T ratio; n=5. Bild 3: 1:4 E/T ratio; n=5. 

Bild 1: 1:1 E/T-Ratio Bild 2: 1:3 E/T-Ratio Bild 3: 1:4 E/T-Ratio 

Abbildung 15: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Lenalidomid-Konzentrationen 
(s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die spezifische Lyse der CD33+ AML-Blasten in verschieden 
E/T ratios. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: Spezifische Lyse der CD33+ AML Blasten in Prozent. Darstellung mit 
Median. Bild 1: 1:1 E/T ratio; n=3. Bild 2: 1:3 E/T ratio; n=5. Bild 3: 1:4 E/T ratio; n=5. 
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Bild 1: CD33+ fold change 

Bild 2: Spezifische Lyse in % 

Abbildung 16: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen 
mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Lenalidomid-Konzentrationen (s. Symbolleiste) 
mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die 
Proliferation (Bild 1) bzw. auf die Spezfische Lyse (Bild 2) der CD33+ AML-Blasten. X-
Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: Bild 1: CD33+ fold 
change der AML-Blasten; Bild 2: Spezfische Lyse in %. Darstellung mit Median und 
Range. n=13. 
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Abbildung 17: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen mit 
HL60-Zellen mit unterschiedlichen Azacytidine-Konzentrationen (s. Symbolleiste) mit 
dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation 
(Bild 1) bzw. auf die Spezfische Lyse (Bild 2) der CD33+ AML-Blasten. X-Achse: s. 
Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: Bild 1: CD33+ fold change der 
AML-Blasten; Bild 2: Spezfische Lyse in %.  Darstellung mit Median und Range. n=3-7. 

1

0

1

2

3

4

5

6

7

Control without Azacytidine

Control + 2 µM Azacytidine

Control + 5 µM Azacytidine

A B

fo
ld 

ch
an

ge
 C

D
33

+

Control + 10 µM Azacytidine
AMG330 without Azacytidine
AMG330 + 2 µM Azacytidine
AMG330 + 5 µM Azacytidine
AMG330 + 10 µM Azacytidine

Bild 1: CD33+ fold change 

AMG33
0 w

ith
ou

t A
za

cy
tid

ine

AMG33
0 +

 2 
µM

 A
za

cy
tid

ine

AMG33
0 +

 5 
µM

 A
za

cy
tid

ine

AMG33
0 +

 10
 µM

 A
za

cy
tid

ine

0

50

100

AMG330 without Azacytidine

AMG330 + 2 µM Azacytidine

AMG330 + 5 µM Azacytidine

AMG330 + 10 µM Azacytidine

sp
ec

ific
 ly

sis
 in

 %

Bild 2: Spezifische Lyse in % 
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Bild 2: Spezifische Lyse in % 

Bild 1: CD33+ fold change 

Abbildung 18: Einfluss nach dreitägiger Inkubation von gesunden Spender-T-Zellen 
mit HL60-Zellen mit unterschiedlichen Decitabine-Konzentrationen (s. Symbolleiste) 
mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-Antikörper (A) auf die 
Proliferation (Bild 1) bzw. auf die Spezfische Lyse (Bild 2) der CD33+ AML-Blasten. X-
Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: Bild 1: CD33+ fold 
change der AML-Blasten; Bild 2: Spezfische Lyse in %.  Darstellung mit Median und 
Range. n=3. 
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1.3 Statistische Auswertung  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 11: Ergebnisse der linearen Regressionsanalyse. 

Substanz Fold change CD2+ Fold change CD33+ 
Lenalidomid Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 

P-value; non-zero 0,9939, not significant 0,8096, not significant 0,3565, not significant 0,6773, not significant 
Equation Y = -0,0002074*X + 1,101 Y = 0,02874*X + 2,628 Y = -0,07373*X + 2,680 Y = -0,03883*X + 1,158 
P-value; slopes 0,8125, not significant 0,7754, not significant 
P-value, intercepts <0,0001, extremely significant <0,0001, extremely significant 

Azacytidine Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 
P-value; non-zero 0,3752, not significant 0,0016, significant 0,5628, not significant 0,0094, significant 
Equation Y = -0,02550*X + 1,140 Y = -0,2867*X + 3,346 Y = 0,02578*X + 2,687 Y = 0,2402*X + 0,1979 
P-value; slopes 0,0034, very signficant 0,0292, significant 
P-value, intercepts ------------------------------ ------------------------ 

Decitabine Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 Kontroll-BiTE® BiTE® AMG 330 
P-value; non-zero 0,9088, not significant 0,0030, significant 0,2109, not significant 0,1522, not significant 
Equation Y = -0,008208*X + 1,038 Y = -0,3899*X + 3,304 Y = 0,5246*X + 4,862 Y = 0,4991*X + 1,571 
P-value; slopes 0,0051, very significant 0,9604, not significant 
P-value, intercepts ------------------------------- 0,003, very significant 
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Abbildung 20: Metrische Darstellung der Messwerte unter linearer Regressionsanalyse. Bild 1: Lenalidomid, n=13; Bild 2: Azacytidine, n=7; 
Bild 3: Decitabine, n=3. X-Achse: Konzentration der einzelnen Substanzen in µM. Y-Achse: Fold change der CD33+ AML-Blasten. 
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2 Einfluss von Tocilizumab und Dexamethason auf die CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330 induzierte T-Zellaktivierung und die T-Zellvermittelte 
Zytotoxizität in Patientenproben ex vivo 

2.1 Vergleich der T-Zell-Aktivierung des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 in 
Patientenproben unter ex vivo Einfluss von Tocilizumab und Dexamethason 

 
Nach einer in vitro Behandlung der Patientenproben mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und 
Tocilizumab zeigt sich eine vergleichbare Aktivierung der T-Zellen (s. Abb. 21 und 22). Nach 
einer in vitro Behandlung der Patientenproben mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und 
Dexamethason zeigt sich eine deutliche Reduktion der Aktivierung der T-Zellen (s. Abb. 21 und 
22). Diese Reduktion zeigt sich zudem an allen gemessenen Zeitpunkten. (s. Abb. 22).  
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Abbildung 21: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit 
Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-
Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold 
change der CD2+ T-Zellen. Darstellung mit Median und Range. 
Zusammenfassende Ergebnis an drei Messzeitpunkten: Tag 3, 6 und 14. n=9-
21. 
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Abbildung 22: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen an unterschiedlichen Messzeitpunkten. X-Achse: s. 
Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold change der CD2+ T-Zellen. Darstellung mit Median. Bild 1: Messung nach drei Tagen 
Inkubation; n=3-7. Bild 2: Messung nach 6 Tagen Inkubation; n=3-7. Bild 3: Messung nach 14 Tagen Inkubation; n=3-7 
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2.2 Vergleich der T-Zellvermittelten Zytotoxizität des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 in 
Patientenproben unter ex vivo Einfluss von Tocilizumab und Dexamthason 

 
Während einer Behandlung von Patientenprobem mit Tozilizumab zeigt sich in meinen 
Ergebnissen kein eindeutiger Unterschied in der T-Zell-vermittelten Zytotoxizität (s. Abb. 23-
26). Lediglich wenn man die unterschiedlichen CD33+ Populationen, wie in Abb. 23 und 24 
gezeigt, ansieht, zeigt sich die Tendenz, dass die AML Blasten bei der mit Dexamethason 
behandelnden Gruppe weniger reduziert werden, dies zeigt sich aber bezogen auf die 
Absolutzahlen in der Spezifischen Lyse (s. Abb. 25 und 26) nicht.  
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Abbildung 24: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD33+ AML-Blasten an unterschiedlichen Messzeitpunkten. X-
Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse; Darstellung 1: fold change der CD33+ AML Blasten Y-Achse; Darstellung 2: 
Population der CD33+ AML-Blasten in %. Darstellung mit Median. Bild 1: Messung nach drei Tagen Inkubation; n=3-7. Bild 2: Messung nach 
sechs Tagen Inkubation; n=3-7. Bild 3: Messung nach 14 Tagen Inkubation; n=3-7 
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Abbildung 23: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit Tocilizumab oder Dexamethason (s. 
Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD33+ 
T-Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse; Darstellung 1: fold change der CD33+ AML 
Blasten Y-Achse; Darstellung 2: Population der CD33+ AML-Blasten in %. Darstellung mit Median und Range. 
Zusammenfassende Ergebnis an drei Messzeitpunkten: Tag 3, 6 und 14. N=9-21. 
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Abbildung 25: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit 
Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die spezifische Lyse der 
CD33+ T-Zellen. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; 
Y-Achse: spezifische Lyse der CD33+ AML Blasten in Prozent. Darstellung mit 
Median und Range. Zusammenfassende Ergebnis an drei Messzeitpunkten: 
Tag 3, 6 und 14. n=9-21. 
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Abbildung 26: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem 
CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die spezifische Lyse der CD33+ AML-Blasten an unterschiedlichen 
Messzeitpunkten. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: Spezifische Lyse der CD33+ AML-Blasten in Prozent. 
Darstellung mit Median. Bild 1: Messung nach drei Tagen Inkubation; n=3-7. Bild 2: Messung nach sechs Tagen Inkubation; n=3-7. Bild 3: 
Messung nach 14 Tagen Inkubation; n=3-7 
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Abbildung 27: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit Tocilizumab oder Dexamethason (s. Symbolleiste) mit dem 
CD3/CD33 BiTE® AMG 330 (B) oder mit dem Kontroll-BiTE® (A) auf die Sekretion von Zytokinen an unterschiedlichen Messzeitpunkten. 
X-Achse: s. Symbolleiste, gruppiert in Ergebnissen der Messtage 1-6 und 14. Y-Achse: Konzentration der Zytokine in pg/ml. Darstellung 
mit Median. n=1-4 

2.3 Vergleich der Zytokinsekretion des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 in 
Patientenproben unter ex vivo Einfluss von Tocilizumab und Dexamethason  

Während einer Behandlung von Patientenproben mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und 
Tozilizumab zeigt sich kein wesentlicher Unterschied in der Ausschüttung von allen 
gemessenen Zytokinen im Vergleich zu einer Patientenprobe ohne Vorbehandlung (s. Abb. 27). 
Auch in der Behandlung von Patientenprobem mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und 
Dexamethason zeigt sich für IL-4, IL-2 und IL-10 kein deutlicher Unterschied. (s. Abb. 27) Im 
Gegensatz hierzu zeigt sich bei den Zytokinen IFN-γ, TNF-𝛼 und IL-6 eine Reduktion der 
Ausschüttung unter Behandlung mit Dexamethason (s. Abb. 27). 
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3 Veränderungen der Oberflächenexpression unter Vorbehandlung 
von AML-Zelllinien mit immunmodulierenden Substanzen in vitro 

3.1 Vergleich der Oberflächenexpression von CD157 auf AML-Zelllinien unter in 
vitro Einfluss mit immunmodulierenden Substanzen 

Wenn man die Zelllinien gesamt betrachtet, lässt sich bei Vorbehandlung mit 
immunmodulierenden Substanzen keine eindeutige Änderung der Expression des 
Oberflächenmarkers CD157 erkennen (s. Abb. 28). Lediglich wenn man die Zelllinien individuell 
betrachtet, lässt sich grafisch ein Unterschied erkennen: Lenalidomid bewirkt gleich wie 
Acacytidine, Tocilizumab und Decitabine keine Hoch- oder Runterregulation der Expression von 
CD157. Im Gegenteil, Azacytidine zeigt in zwei der vier Zelllinien und Lenalidomid in einer der 
vier Zelllinien sogar eine leichte, jedoch konsistente Hochregulation. Lediglich bei 
Dexamethason zeigt sich in zwei Zellinien eine deutliche Runterregulation von <25% (s. Abb. 
28).  
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Abbildung 28: Einfluss von immunmodulierenden und zytoreduktiven Substanzen auf die Expression des Oberflächenmarkers CD157 auf 
verschiedenen AML-Zelllinien. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold change der MFI-Ratio in Darstellung 
mit Median. Die rote Linie stellt den fold change mit dem Wert 1 dar – über dieser Linie hat die Expression zugenommen; unter dieser Linie 
hat die Expression abgenommen. n=3 
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3.2 Vergleich der Oberflächenexpression von CD33 auf AML-Zelllinien unter in 
vitro Einfluss von immunmodulierenden Substanzen 

Wenn man die Zelllinien gesamt betrachtet, lässt sich bei Vorbehandlung mit 
immunmodulierenden Substanzen keine deutliche Änderung der Expression des 
Oberflächenmarkers CD33 erkennen (s. Abb. 29). Lediglich wenn man die Zelllinien individuell 
betrachtet, lässt sich grafisch eine Änderung erkennen. Unter Lenalidomid und Tocilizumab 
kam es weder zu einer Hoch- noch Runterregulation der Expression von CD33. Allerdings kann 
man bei Azacyitidine und Dexamethason in zwei der vier und bei Decitabine in einer der vier 
verwendeten Zelllinien eine angedeutete Runterregulation der Expression erkennen (s. Abb. 
29).  
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Abbildung 29: Einfluss von immunmodulierenden Substanzen auf die Expression des Oberflächenmarkers CD33 auf verschiedenen AML-
Zelllinien. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold change der MFI-Ratio in Darstellung mit Median. Die 
rote Linie stellt den fold change mit dem Wert 1 dar – über dieser Linie hat die Expression zugenommen; unter dieser Linie hat die 
Expression abgenommen. n=3 
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3.3 Vergleich der Oberflächenexpression von CD123 auf AML-Zelllinien unter in 
vitro Einfluss von immunmodulierenden Substanzen 

Wenn man die Zelllinien gesamt betrachtet, lässt sich bei Vorbehandlung mit 
immunmodulierenden und zytoreduktiven Substanzen eine deutliche Runterregulation der 
Expression des Oberflächenmarkers CD123 unter Therapie mit Lenalidomid in einer der 
Zelllinien, mit Azacytidine oder Decitabine in drei Zelllinien als auch mit Tocilizumab in zwei 
Zellinien erkennen.  

Generell lässt sich bei diesen Versuchen erkennen, dass die zytoreduktiven Substanzen 
Azacytidine und Decitabine eher den Effekt haben die Oberflächenmarkerexpression zu 
reduzieren, im Gegensatz zu den immunmodulierenden Substanzen, Lenalidomid, 
Dexamthason und Tocilizumab.  
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Abbildung 30: Einfluss von immunmodulierenden Substanzen auf die Expression des Oberflächenmarkers CD123 auf verschiedenen 
AML-Zelllinien. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold change der MFI-Ratio in Darstellung mit 
Median. Die rote Linie stellt den fold change mit dem Wert 1 dar – über dieser Linie hat die Expression zugenommen; unter dieser Linie 
hat die Expression abgenommen. n=3 
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4 Ausblick: Auswirkung von halbwertszeitverlängenden Konstrukten 
auf die von CD3/CD33 BiTE® AMG 330 vermittelte ex vivo T-
Zellaktivierung und Zytotoxizität in Patientenproben 

4.1 Vergleich der ex vivo T-Zell-Aktivierung mit CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-
BiTE® Crossbody und HLE-BiTE® HALB 

Bei der in vitro Behandlung von Patientenproben mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und den 
halbwertszeitverlängerten Konstrukten zeigt sich eine vergleichbare Aktivierung der T-Zellen 
(s. Abb. 31).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.2 Vergleich der ex vivo T-Zell-vermittelten Zytotoxizität mit CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330, HLE-BiTE® Crossbody und HLE-BiTE® HALB 

Bei der Behandlung von Patientenproben mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® 
Crossbody und HLE-BiTE® HALB zeigt sich in der gesamten Betrachtung eine vergleichbare 
Reduktion der CD33+ AML-Blasten (s. Abb. 32-34). Bei der Betrachtung der einzelnen Messtage 
zeigt sich jedoch ein Trend, bei dem die zytotoxische Wirkung des HLE-BiTE® HALB etwas 
geringer als der CD3/CD33 BiTE® AMG 330 allein und des HLE-BiTE® Crossbody scheint. 
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Abbildung 31: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit dem 
CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® Crossbody und HLE-BiTE® HALB(B) oder 
mit dem jeweiligen Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD2+ T-Zellen. 
X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold 
change der CD2+ T-Zellen. Darstellung mit Median und Range. 
Zusammenfassende Ergebnis an drei Messzeitpunkten: Tag 3, 6 und 14. n=7 
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Abbildung 32: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® 
Crossbody und HLE-BiTE® HALB (B) oder mit dem jeweiligen Kontroll-BiTE® (A) auf die Proliferation der CD33+ AML-
Blasten. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und Symbolleiste; Y-Achse: fold change der CD33+ AML-Blasten. 
Darstellung mit Median und Range. Zusammenfassende Ergebnis an vier Messzeitpunkten: Tag 3, 6, 9 und 14. n=7 

Darstellung 1: Fold change CD33+ Darstellung 2: CD33+ Population in % 
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Abbildung 33: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit 
dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® Crossbody und HLE-BiTE® 
HALB (B) oder mit dem jeweiligen Kontroll-BiTE® (A) auf die T-Zell-
vermittelte Zytotoxizität. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung und 
Symbolleiste; Y-Achse: Spezifische Lyse der CD33+ AML-Blasten in %. 
Darstellung mit Median und Range. Zusammenfassende Ergebnis an drei 
Messzeitpunkten: Tag 3, 6 und 14. n=7 
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Abbildung 34: Einfluss von Patientenproben unter in vitro-Therapie mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330, HLE-BiTE® Crossbody und HLE-
BiTE® HALB (B) oder mit dem jeweiligen Kontroll-BiTE® (A) auf die T-Zell-vermittelte Zytotoxizität. X-Achse: s. Beschreibung der Abbildung 
und Symbolleiste; Y-Achse: Spezifische Lyse der CD33+ AML-Blasten in %. Darstellung mit Median und Range. Bild 1 -4 zeigen die 
jeweiligen Messwerte von Tag 3, 6, 9 und 14. n=7 
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V Diskussion 

1 Einfluss von Substanzen auf Target – ein Überblick über mögliche 
Therapiekombinationen 

Im Rahmen der Therapie von malignen hämatologischen Erkrankungen wird vermehrt auf 
mögliche Kombinationstherapien zur verbesserten Effektivität gesetzt. In dieser Arbeit wurden 
verschiedene Kombinationsmöglichkeiten von zytoreduktiven und immunmodulierenden 
Substanzen mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und deren Wirkung auf die in vitro Proliferation 
von T-Zellen und der in vitro T-Zell-vermittelten Lyse von CD33+ AML-Blasten untersucht. Ziel 
der Kombinationen ist eine prognostisch günstige Ausgangslage für die antikörperbasierte 
Immuntherapie zu kreieren.  

Zum einen kann man vordefinierte Medikamente einsetzen, die die Expression des 

Oberflächenmarkers der Zelle erhöhen, um mehr Bindungsmöglichkeiten für den 

einzusetzenden Antikörper zu schaffen. Im Gegensatz dazu sollten Medikamente vermieden 

werden, die die Expression dieses Oberflächenmarkers vermindern. In dieser Doktorarbeit 

wurde die mögliche in vitro Hoch- und Niederregulation der Oberflächenmarkern CD33, CD157 

und CD123 durch die Medikamente Lenalidomid, Azacytidine, Decitabine, Dexamethason und 

Tocilizumab untersucht. CD33 dient als Zielantigen für den CD3/CD33 BiTE®. Gegen die 

Oberflächenmoleküle CD157 und CD123 sind bereits Antikörper in präklinischer oder klinischer 

Erprobung. [45, 54-55, 60-61, 63-65, 203] 

Eine andere Möglichkeit die Ausgangslage für die antikörperbasierte Immuntherapie zu 
verbessern, wäre das Schaffen eines günstigeren Verhältnisses von Effektor- zu Zielzellen. 
Krupka et al, konnten bereits zeigen, dass ein niedriges Verhältnis zu einer verbesserten 
Effektivität des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 bezüglich T-Zell-vermittelter Lyse der CD33+ AML-
Blasten führt. [149] 

Ein prognostisch günstigeres E/T ratio kann auf zwei möglichen Arten erreicht werden: zum 
einen über die Reduktion der Zielzell-Last mithilfe zytoreduktiver Medikamente, zum anderen 
über die Erhöhung der Anzahl bzw. Aktivierung der Effektorzellen mithilfe 
immunmodulierender bzw. -stimulierender Medikamente. 

Als Substanzen wurden in Rahmen dieser Doktorarbeit folgende, im klinischen Alltag häufig 
angewendeten Chemotherapeutika ausgewählt: Lenalidomid, Azacytidine und Decitabine. 
Lenalidomid soll als immunmodulierendes Medikament einerseits eine direkte 
Antitumoraktivität (nachgewiesen in der Therapie des Multiplen Myeloms und des 
Follikuklären Lymphoms) und zum anderen einen positiven Effekt auf die Aktivierung, Reifung 
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und Aktivität von T-Zellen haben. Beide Effekte sollen zu einem besseren Effektor-Ziellzellen-
Verhältnis führen. Azacytidine und Decitabine sollen als zytoreduktive Substanzen sollen über 
eine direkte Antitumoraktivität das E/T ratio positiv beeinflussen. [175-176, 204] 

In Arbeitsgruppe von Frau Prof. Subklewe wurden zuvor schon folgende zytoreduktiven 
Chemotherapeutika untersucht: Hydroxyurea und Cytarabine. Hydroxurea zeigte 
dosisunabhängig eine stabile Reduktion der CD33+ Zellen bei gleichbleibender Aktivierung der 
T-Zellen. Im Gegensatz hierzu zeigte Cytarabine ebenfalls eine dosisunabhängige Reduktion der 
CD2+ T-Zell-Aktivierung, jedoch einer verminderten Lyse der CD33+ AML-Blasten. [143] 

1.1 Lenalidomid 

Einreihend in diese Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass Lenalidomid, ähnlich wie 
Hydroxyurea, bei in vitro behandelten T-Zellen dosisunabhängig zu keiner Einschränkung der 
Aktivierung der T-Zellen führt. Ebenso konnte gezeigt werden, dass mit Lenalidomid 
vorbehandelte T-Zellen, die in vitro gemessene T-Zell-vermittelte Lyse von CD33+ AML Blasten 
nicht einschränkt.  

Xie et al. haben durch ein systematisches Review verschiedene Studien zusammengefasst, die 
bestätigen, dass Lenalidomid eine klinische Aktivität in AML-Patienten hat, wodurch sich der 
klinische Einsatz des Medikaments bei AML-Patienten rechtfertigt. [144]  

Die Wirkung von Lenalidomid auf T-Zellen wurde ebenfalls bereits mehrfach untersucht: 
Krämer et al. konnten zeigen, dass Lenalidomid im Einsatz bei Multiplem Myelom eine deutlich 
höhere T-Zell-Antwort induziert als bei einer Kontrollgruppe. Dies wurde durch die 
Immuntypisierung der T-Zellen bestätigt, in dem gezeigt wurde, dass die CD45RA und CD57 
Expression in der Lenalidomid-Gruppe vermindert war. Dies spricht für eine Reifung von 
unreifen zu funktionsfähigen T-Zellen. [145]  

Ebenso zeigten Wang et al., dass Lenalidomid die Funktion von CAR-T-Zellen im Einsatz bei 
soliden Tumoren, wie Glioblastom oder HER2-positivem Brustkrebs, erhöht. Im Einsatz einer 
Glioblastom-Zelllinie wurde in vitro gezeigt, dass die Lyse der Zielzellen, die Zytokinsekretion 
und die Proliferation der CD133+ CAR-T-Zellen durch den Einsatz von Lenalidomid gesteigert 
wurde. Im Beispiel mit der Brustkrebs-Zelllinie wurde lediglich für die Lyse und Zytokinsekretion 
eine signifikante Erhöhung unter Therapie mit Lenalidomid beobachtet. [146] 

Gribben et al. beschrieben, dass Lenalidomid synergistische Effekte im Einsatz mit Rituximab, 
Dexamethason, Bortezomib und B-Zell-Rezeptor-Inhibitoren hat und neben dem 
stimulierenden Effekt auf T-Zellen auch auf B-Zellen, Natürliche Killerzellen und Dendritische 
Zellen wirkt. [147] 
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Augsburger et al. konnte den positiven Effekt von Lenalidomid im Rahmen von in vitro 
Untersuchungen mit einem neuen T-Zell bispezifischen Antikörper gegen WT1 (Wilms 
Tumorprotein 1) nachweisen. Die T-Zell induzierte Zytotoxizität durch den WT1-TCB gegen 
AML-Blasten zeigte sich unter Einsatz von Lenalidomid erhöht. [205] 

Diese Resultate können in meinen Ergebnissen nicht reproduziert werden. Gründe hierfür 
können sein, dass andere Marker gemessen werden müssen oder eine längere Inkubationszeit 
mit Lenalidomid vorliegen muss, um den T-Zell stimulierenden Effekt zu sehen. 

Ebenso zeigte sich in meinen Ergebnissen nach einer Inkubation von 72h von AML-Zelllinien mit 
Lenalidomid keine signifikante Hoch- oder Runterregulation der Expression von CD33. Lediglich 
auf den Zelllinien MV4-11 und HL60 konnte, dosisunabhängig, eine erhöhte Expression von 
CD33 beobachtet werden. Allerdings lag diese bei <25% und ist aufgrund der niedrigen Fallzahl 
nicht eindeutig validierbar. 

Für die Behandlung der AML werden zurzeit unterschiedliche Antikörperkonstrukte gegen 
weitere Zielstrukturen, wie CD157 und CD123, untersucht. Um auch hier das Potential einer 
möglichen Kombinationstherapie zu prüfen, wurde der Einfluss einer in vitro Vorbehandlung 
der Zelllinien mit Lenalidomid auf die Expression dieser weiteren Antigene untersucht: 

CD157 zeigte in drei von vier untersuchten Zelllinien keine veränderte Expression unter in vitro 
Vorbehandlung mit Lenalidomid. In der AML-Zelllinie MV4-11 allerdings zeigte sich eine 
eindeutige Hochregulation um circa 50%. Ob dieser Effekt allerdings von dem genetischen Profil 
der Zelllinie abhängig ist, muss in einer größer angelegten Untersuchung bestätigt werden. 
Bisher gibt es hierzu noch keine zu vergleichenden Publikationen.  

CD123 zeigte ebenfalls in drei von vier untersuchten Zelllinien keine deutliche Veränderung 
bzw. sogar eine Tendenz zur Hochregulation der Expression unter der Vorbehandlung mit 
Lenalidomid. In der AML-Zellinie MV4-11 zeigte sich allerdings eine Niederregulation. Auch hier 
muss der Effekt in Abhängigkeit des genetischen Profils bestätigt werden. Bisher gibt es hierzu 
noch keine zu vergleichenden Publikationen.  

1.2 Azacytidine 

Im Gegensatz zu den gezeigten Ergebnissen bei Lenalidomid führte Azacytidine bei in vitro 
vorbehandelten T-Zellen dosisabhängig sowohl zu einer Einschränkung der Aktivität der T-
Zellen als auch zu einer reduzierten T-Zell-vermittelten Lyse von CD33+ AML Blasten unter dem 
Einsatz des CD3/CD33 BiTE® AMG 330.  

Für Azacytidine zeigte sich leider in der Literatur kein eindeutiges Bild, ob und inwiefern das 
zytoreduktive Medikament auf die T-Zellen wirkt. Zum einen werden positive Berichte im 
Rahmen des Einsatzes bei hämatologischen Erkrankungen diskutiert, aber genauso gibt es 
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einige Beschreibungen, in denen Azacytidine – wie auch in dieser Arbeit gezeigt – inhibitorische 
Effekte auf die T-Zell-Aktivität haben. 

Stübig et al. zeigten, dass Azacyitidine in einem in vivo und in vitro Modell hämatologischer 
Erkrankungen in einer Reduktion der Expression von CD8+ T-Zellen, Sekretion von IFN- γ und 
Expression von T-Helferzellen-1, aber in einer Erhöhung der CD4+ T-Zellen und Treg-Zellen 
resultiert. Des Weiteren zeigte sich eine deutliche Reduktion der zytotoxischen Aktivität. Stübig 
et al. resultiert hieraus eine starke Inhibition der tumorspezifischen T-Zell-Immunität. [150] 

Gang et al. zeigen, dass Azacytidine zu einer erhöhten Sensitivität von Tumorzellen gegenüber 
T-Zellen führte und zu keiner Reduktion von CD8+ oder CD4+ T-Zellen. [151] 

Woher diese unterschiedlichen Resultate kommen, lässt sich auch nach eingehender Studie der 
Veröffentlichungen nicht eindeutig sagen. Eine Überlegung wäre, dass Azacytidine in niedriger 
Dosierung einen stimulierenden Effekt auf T-Zellen und in hohen Dosierungen einen 
reduzierenden Effekt auf die T-Zell-Anzahl haben kann.  

In dieser Arbeit konnte keine signifikante Hoch- oder Runterregulation der Expression von CD33 
auf der Oberfläche der AML-Blasten in zwei der vier benutzen Zelllinien (Molm-13, HL-60) nach 
Inkubation für 72 Stunden von Spender-T-Zellen mit Azacytidine. In den AML-Zelllinien Oci-
AML3 und MV4-11 zeigte sich jedoch eine dosisabhängige Reduktion der CD33-Expression.  

Zudem habe ich auch hier die Expression von zwei weiteren möglichen Targets unter in vitro 
Vorbehandlung mit Azacytidine untersucht: 

Auch bei Azacytidine, zeigte sich analog zu Lenalidomid, nur ein geringfügiger bis kein Einfluss 
auf die Expression von CD157 auf den verwendeten AML-Zelllinien. Auf die Expression von 
CD123 konnte hingegen, mit Ausnahme der Zelllinie HL60, eine dosisabhänginge Reduktion der 
Expression unter der Vorbehandlung mit Azacytidine beobachtet werden. 

In diesem Zusammenhang kann darauf geschlossen werden, dass Azacytidine als 
Chemotherapeutikum im Rahmen einer Vorbehandlung oder in Kombination mit dem 
CD3/CD33+ BiTE® AMG 330 nicht ohne weitere Überprüfung zum Einsatz kommen kann, da in 
vitro mehrfach gezeigt wurde, dass sowohl die T-Zell-Proliferation und -Aktivierung als auch die 
T-Zell-vermittelte Immunität gegen die Zielzelle deutlich reduziert wurde. Um eine endgültige 
Aussage treffen zu können, benötigt es jedoch weiterführender Untersuchungen mit größeren 
Fallzahlen. 

Auch das Target CD123 zeigte Hinweise auf eine beeinträchtigende dosisabhängige 
Niederregulation unter Behandlung mit Azacytidine. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen in 
meiner Dissertation lässt sich dazu aber keine abschließende Schlussfolgerung ziehen. Den 
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Einsatz von CD123-Antikörpern in Kombination mit Azacytidine sollte mittels höheren 
Fallzahhlen noch tiefgehender untersucht werden. 

Lediglich CD157 zeigte keinen Hinweis auf eine beeinträchtigende Runterregulation unter in 
vitro Behandlung mit Azacytidine, sondern zeigte sogar Tendenzen, dass der 
Oberflächenmarker hochreguliert wird. Bezugnehmend auf diese Ergebnisse kann der Einsatz 
von Azacytidine in Kombination mit einem CD157-Antikörper diskutiert werden.  

1.3 Decitabine 

Decitabine führte bei in vitro behandelten T-Zellen dosisabhängig zu einer Einschränkung der 
Aktivierung der T-Zellen. In der kategorischen Darstellung lässt sich eine dosisabhängige 
Reduktion der T-Zell-vermittelten Lyse der CD33+ AML-Blasten abzeichnen, die sich allerdings 
in der metrischen Darstellung mittels linearer Regressionsanalyse als nicht signifikant 
herausstellt.  

Für Decitabine zeigt sich ähnlich wie bei Azacytidine in der Literatur leider kein eindeutiges Bild, 
ob und inwiefern das zytoreduktive Medikament auf die T-Zellen wirkt. Zum einen werden 
positive Berichte im Rahmen des Einsatzes in hämatologischen Erkrankungen diskutiert, aber 
genauso gibt es einige Beschreibungen in denen Decitabine – wie auch in dieser Arbeit gezeigt 
– inhibitorische Effekte auf die T-Zell-Aktivität haben. [153-162, 206] 

Wang et al. zeigten im Rahmen der Untersuchung des Einsatzes von Decitabine bei der 
Behandlung von Multipler Sklerose, dass die T-Zell-Proliferation sowohl in vitro als auch in vivo 
durch hochdosiertes Decitabine inhibiert wird. Als Grund wird die Expression von TET2 
genannt, einer DNA-Dioxygenase, welche die Expression von verschiedener Zellzyklus-
Inhibitoren reguliert. [162] 

Niu et al. zeigten den inhibierenden Effekt von Decitabine auf eine Subgruppe von T-Zellen, 
welche T-Zell-Rezeptoren bestehend aus γ- und σ-Ketten exprimiert. [153]  

Kopp et al. zeigten den negativen Effekt von Decitabine auf die Natürlichen Killerzellen 
resultierend in geringerer Viabilität und Funktion. Dies sei allerdings erst bei höheren 
Dosierungen aufgetreten. [160] 

Kehrmann et al. beschreiben, dass Decitabine die Reifung von Treg-Zellen fördert und somit in 
einer erhöhten Expression von IL10 und reduzierten Proliferation der T-Zellen resultiert. [161] 

Ähnliche Ergebnisse wie bei Kehrmann et al. sind in dieser Arbeit nicht abgebildet aber auch 
diese zeigen, dass Decitabine einen negativen Einfluss haben kann. Im Rahmen der Therapie 
mit Blinatumomab wurde bereits durch Duell et al. der negative Effekt von Treg-Zellen auf die 
Therapieeffektivität gezeigt. [206] 
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Im Gegensatz hierzu wurde durch einige Studien gezeigt, dass Decitabine über die vermehrte 
Expression von Proteinen, die für die Immunantwort wichtige Rollen spielen (death receptor 
FAS, MHC-I), die Sensitivität der Tumorzellen gegenüber Immunantworten erhöht.  [154-159] 

Auch You et al. konnten darstellen, dass Decitabine den Effekt von Anti-CD123-CAR-T-Zellen in 
vitro und in vivo verstärkte. [164] 

Woher diese Diskrepanz in den Ergebnissen führt, lässt sich auch durch eingehende 
Literaturrecheche nicht genau beschreiben. Eine Überlegung wäre, dass Decitabine in niedriger 
Dosierung einen stimulierenden Effekt auf T-Zellen und in hohen Dosierungen einen 
reduzierenden Effekt auf die T-Zell-Anzahl haben kann. 

In weiterer Folge zeigte sich auch keine signifikante Hoch- oder Runterregulation der 
Expression von CD33 auf der Oberfläche der AML-Blasten in drei der vier benutzten Zelllinien 
(Molm-13, MV4-11, HL-60). In der AML-Zelllinie Oci-AML3 zeigte sich jedoch eine leichte 
Tendenz zur Reduktion der CD33-Expression. Es gibt bisher keine vergleichbare Publikation, die 
die Expression von CD33 unter Therapie mit Decitabine darstellt.   

CD157 zeigte ebenfalls keine veränderte Expression unter in vitro Vorbehandlung mit 
Decitabine. Bisher gibt es hierzu noch keine zu vergleichenden Publikationen. Im Gegensatz 
hierzu zeigte CD123 in zwei von vier untersuchten Zelllinien eine dosisabhängige Reduktion der 
Expression unter der in vitro Vorbehandlung mit Decitabine. In der AML-Zelllinie MV4-11 und 
HL-60 zeigte sich keine Niederregulation.  

In diesem Zusammenhang lassen meine Ergebnisse der in vitro Experimente darauf schließen, 
dass Decitabine als Chemotherapeutikum im Rahmen einer Vorbehandlung oder in 
Kombination mit dem CD3/CD33+ BiTE® AMG 330 nicht ohne weitere Überprüfung zum Einsatz 
kommen kann, da in vitro mehrfach gezeigt wurde, dass sowohl die T-Zell-Proliferation und -
Aktivierung als auch die T-Zell-basierte Zytotoxizität gegen die Zielzelle deutlich reduziert 
werden kann. Um eine endgültige Aussage treffen zu können, würde ich jedoch die 
weiterführende Untersuchung mittels größerer Fallzahlen empfehlen.  

Auch das Target CD123 zeigte Hinweis auf eine beeinträchtigende dosisabhängige 
Niederregulation unter Behandlung mit Decitabine. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen in 
meiner Dissertation lässt sich dazu aber keine abschließende Schlussfolgerung ziehen. Den 
Einsatz von CD123-Antikörpern in Kombination mit Decitabine sollte noch tiefgehender 
untersucht werden. 

Lediglich CD157 zeigen keinen Hinweis auf eine beeinträchtigende Runterregulation unter 
Behandlung mit Decitabine.   
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1.4 Dexamethason und Tocilizumab 

Dexamethason und Tocilizumab werden im Rahmen der antikörperbasierten Immuntherapie 
zum Management des CRS-Syndroms eingesetzt. Im nächsten Kapitel habe ich die Wirkung von 
Dexamethason und Tocilizumab auf die in vitro Effektivität des CD3/CD33 BiTE® untersucht. In 
diesem Abschnitt möchte ich lediglich auf den Einfluss von Dexamethason und Tocilizumab auf 
die Expression der Oberflächenmarker CD33, CD123 und CD157 eingehen. Die 
immunmodulierende Wirkung wird in einem späteren Zusammenhang mit CRS diskutiert. 

Nach Inkubation mit Dexamethason zeigte sich keine signifikante Hoch- oder Niederregulation 
der Expression von CD33 auf der Oberfläche der AML-Blasten in zwei der vier benutzten 
Zelllinien (MV4-11, HL-60). Eine leichte Niederregulation konnte in den Zelllinien Oci-AML3 und 
Molm-13 beobachtet werden. Diese Niederregulation kann allerdings durch die niedrige 
Fallzahl nicht eindeutig objektiviert werden. Hierzu gibt es keine vergleichbare Publikation. 

CD157 zeigte nach Behandlung mit Dexamethason ebenfalls wie CD33 keine signifikante Hoch- 
oder Niederregulation der Expression auf der Oberfläche der AML-Blasten in zwei der vier 
benutzen Zelllinien (MV4-11, HL-60). Eine leichte Niederregulation konnte jedoch auch in den 
Zelllinien, Oci-AML3 und Molm-13 beobachtet werden. Diese Niederregulation kann allerdings 
durch die niedrige Fallzahl nicht eindeutig objektiviert werden. Bisher gibt es hierzu noch keine 
zu vergleichenden Publikationen. 

Im Gegensatz hierzu zeigte sich in meinen Ergebnissen nach Inkubation mit Dexamethason kein 
Hinweis auf eine Hoch- oder Niederregulation von CD123. Bisher gibt es hierzu noch keine zu 
vergleichenden Publikationen. Bisher wurde lediglich durch Duperrier et al. gezeigt, dass durch 
mit Dexamethason vorbehandelte Dendritische Zellen die Expression von CD123 angeregt wird. 
[165] 

Bei Tocilizumab zeigte sich in allen Zellinien keine signifikante Hoch- oder Niederregulation 
weder in der Expression von CD33, CD157 oder CD123 auf der Oberfläche der AML-Blasten. Die 
angedeutete Niederregulation von CD123 in den Zelllinien Molm-13 und MV4-11 lässt sich 
vermutlich als Artefakt aufgrund der niedrigen Fallzahl erklären. In keinem der Fälle gibt es 
vergleichbare bereits veröffentlichte Publikationen.  

In diesem Zusammenhang lassen meine Ergebnisse der in vitro Experimente darauf schließen, 
dass sowohl Dexamethason als auch Tocilizumab im Einsatz im Rahmen einer Therapie mit dem 
CD3/CD33+ BiTE® AMG 330 oder Antikörper, die gegen CD123 oder CD157 gerichtet sind, keine 
Auswirkung auf das Expressionsprofil der Targets der Zielzelle hat. Um eine endgültige Aussage 
treffen zu können, würde ich jedoch die weiterführende Untersuchung mittels größerer 
Fallzahlen empfehlen.  
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2 Management des CRS und die Auswirkung auf die antikörperbasierte 
Immuntherapie 

Tocilizumab, ein Anti-IL6-Rezeptor-Antikörper, zeigte ex vivo in Patientenproben keinen 
Hinweis auf die Beeinflussung der Effektivität des CD3/CD33 BiTE®. In Co-Kultur Experimenten 
über sechs Tage zeigten sich sowohl bei der Aktivierung der T-Zellen als auch bei der T-Zell-
vermittelten Zytotoxizität gegen CD33+ AML-Blasten, keine Unterschiede im Vergleich zur 
Verwendung des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 ohne Tocilizumab.  

Ebenfalls zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Zytokinausschüttung von IFN-γ, TNF-	
𝛼, IL10, IL2, IL4 und IL6. Die angedeutete Erhöhung von freiem IL6 resultiert daraus, dass 
Tocilizumab an den IL6-Rezeptor bindet und somit die Bindung von IL6 an diesen verhindert. 
Die freie IL6 Konzentration steigt also unter Therapie mit Tocilizumab im Gegensatz zu 
gebundenem und somit effektivem IL6. [166] 

Da Tocilizumab beeindruckende Ergebnisse sowohl im Rahmen des ursprünglichen Einsatzes 
bei Rheumatoider Arthritis als auch im Rahmen der Therapie mit CRS zeigte, wird der Einsatz 
von Tocilizumab im Rahmen von SIRS, MAS oder Lymphohistiozytose diskutiert. [167] 

Im Gegensatz hierzu zeigte Dexamethason in vitro eine deutliche Reduktion der Effektivität von 
CD3/CD33 BiTE® AMG 330 in Patientenproben im Vergleich zur alleinigen Gabe des 
bispezifischen Antikörpers. Die beeinträchtigende Wirkung zeigte sich vor allem in der deutlich 
verminderten Aktivierung der T-Zellen. 

Sowohl IFN-γ, TNF-𝛼, IL2 und IL6 zeigten eine deutlich geringere Ausschüttung im Vergleich zur 
unbehandelnden Kontrolle und der Vergleichsgruppe unter Einsatz von Tocilizumab. Lediglich 
IL4 zeigte eine vergleichbare Ausschüttung. Im Gegensatz hierzu zeigte sich die Expression von 
IL10 sogar leicht erhöht. Rodrigues de Almeida et al. zeigte bereits im Rahmen der Therapie bei 
Systemischer Sklerose, dass Dexamethason die Produktion von IL2, IL4, IL6, IL10, IL17a, TNF-𝛼 
und IFN-γ von sowohl erkrankten als auch gesunden PBMCs beeinträchtigt. [168] 

Chen et al. zeigten hierzu bereits, dass der Einsatz von Tocilizumab bei eingetretenem CRS im 
Rahmen einer CAR-T-Zell-Therapie zu empfehlen ist. Bei Patienten, die unter Therapie mit 
Tocilizumab weiterhin unter CRS litten, wurde niedrigdosiertes Dexamethason unterstützend 
angewendet. [169] 

Die Ergebnisse dieser Arbeit decken sich mit denen von Kauer et al., welche in vitro im Bezug 
auf ALL und Prostatakrebs ähnliche Resultate beobachteten. Kauer et al. sprechen sich gegen 
den Einsatz von Dexamethason, jedoch für den frühen prophylaktischen Einsatz von 
Tocilizumab aus. Dexamethason habe die Wirkung sowohl von dem bispezifischen CD3/PSMA-
Antikörper als auch von Blinatumomab, einem bispezifischen CD3/CD19 BiTE®, signifikant 
reduziert – im Gegensatz zu Tocilizumab. [170] 
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In der Zusammenschau lässt sich eine deutliche Empfehlung geben, dass die prophylaktische 
Gabe von Dexamethason im Rahmen der Studienprotokolle nicht bedenkenlos einzusetzen ist, 
da die in vitro Ergebnisse eine deutliche Reduktion der Effektivität des CD3/CD33 BiTE® AMG 
330 zur Folge hatten. Im Gegensatz dazu zeigte Tocilizumab keine negative Wirkung auf den 
bispezifischen Antikörper bei gleicher klinischer Aktivität gegen CRS und ist Dexamethason in 
diesem Einsatzgebiet vorzuziehen. 

3 Ausblick: Aktuelle Ansätze zur Verlängerung der Halbwertszeit bei 
BiTE®-Antikörperkonstrukten  

Zur Verlängerung der Halbwertszeit des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 hat AMGEN zwei Konstrukte 
entwickelt, die die Halbwertszeit des bispezifischen Antikörperkonstrukts verlängern. Ich habe 
in dieser Arbeit diese Konstrukte auf ihre Funktion überprüft. 

Der HLE-BiTE® Crossbody hat nach Fc-Engineering eine DART-ähnliche Struktur und zeigte in 
vitro gegen Patientenproben eine absolut vergleichbare Funktion wie der CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330. Sowohl die in vitro Aktivierung der T-Zellen als auch die in vitro T-Zell-vermittelte 
Zytotoxizität zeigte keine Beeinträchtigung unter dem Einsatz des HLE-BiTE® Crossbody.  

Auch der HLE-BiTE® HALB, ein Antikörper-Albumin-Konstrukt, zeigte im in vitro Experiment eine 
vergleichbare Aktivierung der T-Zellen und der T-Zell vermittelten Lyse der CD33+ AML-Blasten 
zur Kontrollgruppe. Im direkten Vergleich mit dem CD3/CD33 BiTE® AMG 330 und dem HLE-
BiTE® Crossbody zeigte der HLE-BiTE® HALB jedoch eine geringere Funktionsfähigkeit. 

Für ALL mit dem Target CD19 haben Lorenczewski et al. bereits ebenfalls den 
halbwertszeitverlängenden CD3/CD19 HLE-BiTE® getestet und kamen in vitro und in vivo zum 
Ergebnis, dass die Effektivität der BiTE®-Technologie nach Fc-Engineering nicht beeinträchtigt 
ist. [172] 

Arvedson et al. haben den HLE-BiTE® Crossbody und den HLE-BiTE® HALB in einem Mausmodel 
in vivo getestet und konnten im Vergleich zum CD3/CD33 BiTE® AMG 330 eine Verlängerung 
der Halbwertszeit von circa 6 auf 44-167 Stunden beobachten. Zudem zeigten sie kongruent zu 
meinen Ergebnissen, dass der HLE-BiTE® Crossbody sowohl in der Aktivierung der T-Zellen als 
auch in der T-Zellvermittelten Lyse der CD33+ AML-Blasten vergleichbar zu dem CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 war. Auch hier konnte festgestellt werden, dass der HLE-BiTE® HALB nicht 
dieselbe Effektivität ergab. [173] 

Die Ursache für die geringere Effektivität des HLE-BiTE® HALB lässt sich anhand der Ergebnisse 
in dieser Arbeit nicht überprüfen. In der Literatur wird Albumin häufig zur Konstruktion von 
halbwertszeitverlängernden Konstrukten beschrieben, jedoch findet sich keine direkte 
Überprüfung, ob die Funktionsfähigkeit des Antikörpers oder BiTE® durch die Bindung an 
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Albumin eingeschränkt ist. Lediglich Hopp et al. beschreibt einen mit Albumin modifizierten 
Diabody, der in der Effektivtät der Bindung an Targets wohl nicht beeinträchtigt ist. Jedoch sei 
eine Reduktion der T-Zell Aktivierung sichtbar geworden. [207] 

Amgen hat in diesem Zusammenhang die Technologie des HLE-BiTE® Crossbody nicht nur für 
AML mit dem Target CD33 sondern auch für weitere Erkrankungen adaptiert und entwickelt 
halbwertszeitverlängernde BiTE®-Konstrukte gegen folgende Targets: BCMA, CD19, CLDN18.2, 
DLL3, FLT3, MUC17 und PSMA. [171] 
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VI Zusammenfassung 

In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass eine in vitro Vorbehandlung von gesunden Spender-T-
Zellen mit Lenalidomid dosisunabhängig keinen negativen Einfluss auf die Funktionsfähigkeit 
und Effektivität des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 hat. Weder auf die Proliferation von T-Zellen 
noch auf die Reduktion der CD33+ AML-Blasten. In der T-Zell vermittelten spezifischen Lyse 
konnte sogar ein positiver Effekt unter bestimmten Bedingungen beobachtet werden. 

Im Gegensatz hierzu zeigten Azacytidine und Decitabine im selben in vitro Versuchsaufbau 
einen dosisabhängigen negativen Effekt auf die Funktionalität des CD3/CD33 BiTE® AMG 330 
sowohl bezogen auf die Proliferation von T-Zellen als auch auf die T-Zell vermittelte Lyse der 
CD33+ T-Zellen. 

Ebenso wurde die Oberflächenexpression von CD33, CD157 und CD123 durch den Einfluss von 
Lenalidomid, Azacytidine, Decitabine, Dexamethason und Tocilizumab ermittelt. Eine 
Reduktion in der Expression von CD33 zeigte Azacyitine, Dexamthason und Decitabine. Eine 
Reduktion in der Expression von CD157 konnte bei Dexamthason gezeigt werden. Eine 
Reduktion der Expression von CD123 konnte unter Vorbehandlung sowohl durch Azacytidine, 
Decitabine als auch Tozilizumab beobachtet werden. Aufgrund der niedrigen Fallzahlen müssen 
diese Tendenzen noch weiter überprüft werden.  

Im Vergleich inwiefern Dexamethason oder der IL6-Rezeptor-Antikörper, Tocilizumab, im 
Einsatz eines CRS die in vitro Effektivität der antikörperbasierten Tumorzytotoxizität 
beeinflussen, resultierten meine Ergebnisse eindeutig in der Empfehlung für den Einsatz von 
Tocilizumab. Im Vergleich lässt sich sowohl für die in vitro Proliferation von T-Zellen als auch in 
der Zytokinausschüttung zeigen, dass Tocilizumab bei gleicher klinischer Effektivität in der 
Therapie des CRS deutlich weniger negativen Einfluss auf die in vitro Funktion des CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 hatte. 

Zusammenfassend sollte der Einsatz von sowohl Azacytidine, Decitabine und Dexamethason 
im Zusammenhang mit einer antikörperbasierten Immunterhapie mit dem CD3/CD33 BiTE® 
AMG 330 genauestens abgewogen werden, da die in vitro vorgelegten Daten eine deutlich 
beeinträchtigte Wirksamkeit der Antikörpertherapie unter Einfluss der oben genannten 
Medikamente zeigten. Da für diese Medikamente aber klinisch erprobte und effektive 
Alternativen vorhanden sind, sollte in Zukunft eher auf diese zurückgegriffen werden.   

Als Exkurs habe ich zudem halbwertszeitverlängende Konstruktabwandlungen des CD3/CD33 
BiTE® AMG 330 auf ihre in vitro Effektivität getestet. Beide Konstrukte zeigten ähnliche 
Effektivität, wobei der HLE-BiTE® HALB bei genauerer Datenbetrachtung die Tendenz zu einer 
etwas geringeren Proliferation der T-Zellen als auch der T-Zell-vermittelten Zytotoxizität zeigte.  
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VIII Abkürzungsverzeichnis 
Tabelle 12: Abbildungsverzeichnis 

Abkürzung Bezeichnung 
ADC Antikörper-Medikamenten-

Konjugate 
ALL Akute lymphatische Leukämie 

AML Akute myeloische Leukämie 

BCL B-Cell-Lymphoma 

BCMA B-Zell Maturation Antigen 
BET Bromodomain and Extra-terminal 

motif protein 
BiKE® Biszepfischer Killer-Cell-Engager 
BiTE® Bispezifischer T-Zell-Engager 
BSA Bovine Serum Albumin 
BZ B-Zellen 
c-KIT Stammzellfaktor-Rezeptor 
CAR-T-cells Chimeric antigen receptor T cells 
CBA Cytometric Bead Array 
CCL1 Human C-type lectin-like 

molecule-1 
CD Cluster of Differentiation 
CiTE® Checkpoint inhibitory T-Zell-

Engager 
CLDN18.2 Tight junction molecule claudin 

18 isoform 2 
CML Chronische myeloische Leukämie 
CMR Chromosome Region 

Maintenance Gen 
CO2 Kohlendioxid 
CRP C-reaktives Protein 
CRS Cytokine Release Syndrome 
CTLA4 Cytotoxic T-lymphocyte 

Associated Preotin 4 
DART® Dual Affinity Re-Targeting-

Konstrukte 
DLL3 Delta like canonical notch ligand 3 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 
DNA/DNS Deoxyribonucleinsäure 
DOT Disruptor of Telomeric Slicencing 
DPBS Dulbecco’s Phosphate Buffered 

Saline 
DZ Dendritische Zellen 
EPHA-3 EPO-produzierender humaner 

Tyorsinkinase-Rezeptor 
E/T ratio Effektor-/Targetzellen-Verhältnis 

  

  
Abkürzung Bezeichnung 

Et al. Et alia 
FACS Fluorescence-activated cell 

sorting 
FAS Fas Cell Surface Death receptor 
FKS Fetales Kälberserum 
FLT3 FMS-like Tyrosine kinase 3 
G-CSF Granzlozyten-Stimulationsfaktor 
GO Gemtuzumab-Ozogamicin 
GZ Granulozyten 
HALB Humanes Albumin 
HDAC Histon-Deacetylase 
HER2 Human epitdermal Growth factor 

receptor 2 
HLA-A2 Human Leukocyte antigen A2 
HLE-BiTE® Half-life-extended BiTE® 
HSC Hämatopoetische Stammzellen 
IDH Isocitrat-Dehydrogenase 
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G 
IL Interleukin 
ITD Internal Tandem Duplication 
KM Knochenmark 
LSD Lysine-specific Demethylase 
LZ Lymphozyten 
MAS Macrophage Acitvation Syndrome 
MHC Major histocompatibility complex 
MLL Mixed line Leukemia 
MM Multiples Myelom 
MUC17 Membrane-bound Mucin-Gen 17 
MZ Monozyten 
NBM Normales Knochenmark 
NKZ Natürliche Killerzellen 
PBD Pyrrolobenzodiazepine 
PBMC Peripheral Blood mononuclear 

cell 
PD1 Programmed Cell-Death Protein 
PDGFRB Platelet Derived Growth Factor 

Receptor beta 
PSMA Prostata-spezifisches Membran-

Antigen 
RB1 Retinoblastoma Protein1 
RNA/RNS Ribonucleinsäure 
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Abkürzung Bezeichnung 

SIRS Systemic inflammatory response 
syndrome 

SMO Smoothened Protein 
PLK1 Serine/Threonine-Proteinkinase1 
Rpm Round per minutes 
RT Raumtemperatur 
Tim3 T-Zell Immunoglobulin und Mucin 

domain-containing protein 3 
Treg-Zellen Regulatorische T-Zellen 

  
Abkürzung Bezeichnung 

TET2 Ten-Eleven Translocation 
Metyhlcytosine Dioxygenase 2 

THZ T-Helfer-Zellen 
TNF Tumornekrosefaktor 
TriKE® Trispezifischerer Killer-Engager 
TZ T-Zellen 
VEGF Vaskular Endothelial Growth 

factor 
WT1 Wilms Tumor Protein 1 
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