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1. EINLEITUNG 

 

1.1 Akute Myeloische Leukämie (AML) 

 

1.1.1. Definition und Klassifikation 

 

Akute Leukämien (AL) sind klonale Erkrankungen von Vorläuferzellen der 

Myelopoese oder Lymphopoese. Diese sind durch eine Vermehrung von Blasten 

in Knochenmark, zirkulierendem Blut und gegebenenfalls auch in anderen Orga-

nen (Milz, Leber) mit Verdrängung der normalen Blutbildung charakterisiert.  

Häufig ist die hämatopoetische Insuffizienz mit Granulozytopenie, Anämie und 

Thrombozytopenie für die initiale Symptomatik verantwortlich und führt ohne spe-

zifische Therapie meist innerhalb weniger Wochen bis Monate zum Tode. Akute 

Leukämien treten in allen Altersstufen auf. Über 90 % der akuten Leukämien im 

Kindesalter sind akute lymphatische Leukämien (ALL), während akute myeloische 

Leukämien (AML) mit ihren Unterformen mit einem Anteil von ca. 80 % häufiger im 

Erwachsenenalter sind. Etwa die Hälfte aller Patienten mit AML ist über 60 Jahre 

alt. 

Zunehmend werden akute Leukämien nach erfolgreicher Chemo/Strahlentherapie 

anderer maligner Erkrankungen diagnostiziert (therapieassoziierte Leukämie). 

Hierbei handelt es sich meist um myeloische Leukämien. Im Vergleich zu den de 

novo auftretenden akuten Leukämien ist ihr Ansprechen auf eine Therapie 

schlechter. 

 

Der AML liegt eine maligne Entartung von hämatopoetischen Progenitorzellen der 

myeloischen Zellreihe im Knochenmark zugrunde. Dadurch, dass sich leu-

kämische Zellen den normalen Kontrollmechanismen von Proliferation und Dif-

ferenzierung entziehen, verlieren sie die Fähigkeit der Ausreifung zu funktionellen 

Zellen [14, 53]. So kommt es zum raschen Wachstum der leukämischen Zellen, 

zur Verdrängung der normalen Hämatopoese im Knochenmark und zu einer 

hämatopoetischen Insuffizienz [34]. 
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Anhand der „French–American–British–Group“ (FAB–Klassifikation) aus dem Jahr 

1976 bzw. deren Überarbeitungen aus dem Jahr 1985 wurde die AML mittels der 

Zytomorphologie und der Zytochemie in morphologische Subgruppen unterteilt [3]. 

 

Mit der zunehmenden Kenntnis der Pathogenese der AML und der Identifikation 

prognostisch relevanter spezifischer Chromosomenaberrationen wurde die AML 

durch die World Health Organisation (WHO) neu klassifiziert [23, 26, 55].  

In dieser WHO-Klassifikation der AML wird die Zytomorphologie, die Zytochemie 

und die Immunphänotypisierung mit der Zyto- und Molekulargenetik sowie weite-

ren klinischen Besonderheiten kombiniert (Tabelle 1). Diese WHO-Klassifikation 

ermöglicht eine Aussage über die Prognose von AML-Erkrankungen. 
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Tab.1:  

WHO-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie (AML) [55] 

FAB = French-American-British-(Group-classification) 

 

 
AML mit spezifischen zytogenetischen Translokationen 
 

Fusionsgen 

t(8;21)(q22;q22) 
RUNX1T1;RUNX1; 
AML1/ETO 

Eosinophilie inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22) CBFß/MYH 11 

APL (Akute Promyelozyten Leukämie) mit t(15;17)(q22;q11-21) PML/RARα und Varianten 

AML (Akute Myeloische Leukämie) mit 11q23-Abnormitäten MLL 

 

 
AML mit multilineärer Dysplasie 
 

 

Mit vorherigem MDS (Myelodysplastisches Syndrom) --- 

Ohne vorheriges MDS (Myelodysplastisches Syndrom) --- 

 

 
AML und myelodysplastische Syndrome, therapieassoziiert 
 

 

Assoziiert mit alkylierenden Substanzen --- 

Assoziiert mit Topoisomerase-II Inhibitoren --- 

Andere --- 

 

 
AML, nicht anderweitig klassifiziert 

 
Entspricht nach FAB 

AML mit minimaler Differenzierung M0 

AML ohne Ausreifung M1 

AML mit Ausreifung M2 

Akute myelomonozytäre Leukämie M4 

Akute monozytäre Leukämie M5 

Akute Erythroleukämie M6 

Akute megakaryozytäre Leukämie M7 

Akute Basophilenleukämie M2 baso 

Akute Panmyelose mit Myelofibrose --- 

Myeloisches Sarkom --- 
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1.1.2 Epidemiologie und Ätiologie 

 

Mit dem Alter steigt die Inzidenz der AML kontinuierlich an und beträgt bei Er-

wachsenen etwa 3,8/100.000 Einwohner pro Jahr. Bei Menschen über 65 Jahren 

liegt die Inzidenz bei 17,9 pro 100.000 [34]. Das mediane Erkrankungsalter der 

Patienten liegt im Alter von ca. 70 Jahren [24], wobei, betrachtet man die Ge-

schlechterverteilung bei der AML, das männliche Geschlecht überwiegt. In der 

Ätiologie einer malignen Neoplasie der Hämatopoese spielen beim Menschen ver-

schiedene Risikofaktoren eine Rolle. So besteht vermutlich auf Grund von 

chromosomalen Instabilitäten bei Patienten mit Trisomie 21 (Down Syndrom) oder 

Patienten mit Fanconi-Anämie ein erhöhtes Risiko, an einer AML zu erkranken [9, 

38]. Aus einem Myelodysplastischen Syndrom (MDS), einem Chronisch 

Myeloproliferativen Syndrom (CMPS) oder anderen hämatologischen Erkrankun-

gen entwickelt sich sekundär häufig eine AML [55]. Darüber hinaus kann eine AML 

auch durch Schädigungen der hämatopoetischen Stammzellen entstanden sein, 

z.B. verursacht durch chemische Substanzen wie Benzol und Benzolderivaten [25, 

42], organische Lösungsmittel [1] oder ionisierende Strahlen [39]. Eine häufige 

Ursache für eine Benzolexposition ist das Rauchen von Zigaretten. Für Raucher 

besteht so ein durchschnittlich 1,2 – 2,3 fach erhöhtes Risiko, an einer AML zu 

erkranken, folglich haben damit Kettenraucher das höchste Risiko dieser Gruppe 

[27]. Nach einer Chemotherapie erkranken ca. 10-15 % der Patienten an einer 

AML. Es lassen sich zwei Arten von chemotherapieinduzierter AML unterscheiden: 

Zum einen am häufigsten beobachtet nach Exposition mit Alkylantien und zum 

anderen nach Exposition mit Topoisomerase II-Inhibitoren [43, 47, 52]. Ebenfalls 

sind Personen, die Kontakt mit verschiedenen Pestiziden haben, einem erhöhten 

Risiko ausgesetzt [36]. 

 

 

1.1.3 Symptomatik und klinischer Verlauf 

 

Typisch für die akute Leukämie ist das relativ rasche Einsetzen der Anfangssymp-

tome, die durch die akut beginnende hämatopoetische Insuffizienz erklärbar sind. 

Im klinischen Bild stehen daher Befunde wie Anämie als Folge der sich rasch 

vermehrenden Blasten und damit der Verdrängung der hämatopoetischen Vorläu-
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ferzellen des Knochenmarks in Form von Blässe und Leistungsabfall im Vorder-

grund.  

Thrombopenie mit petechialen Blutungen sowie vermehrtes Zahnfleischbluten, 

also eine erhöhte Neigung zu Blutungen, wie es also vor allem bei der 

Promyelozyten-Leukämie vorkommt, sind auf die Störung der Homöostase des 

Gerinnungssystems durch maligne Blasten bzw. deren Spaltprodukte zurückzu-

führen. 

Im Rahmen einer Granulozytopenie kann es zu hochfieberhaften Infekten, insbe-

sondere Tonsillitiden, Entzündungen des Zahnfleisches und Pneumonien kom-

men. Hepato- und Splenomegalie, Lymphadenopathie oder Gingivahyperplasie 

und eine Leukemia cutis kann durch die leukämische Infiltration des 

extramedullären Gewebes verursacht werden [11]. 

Zur Leukostase mit okulärer oder cerebrovaskulärer Symptomatik kann eine Leu-

kozytose mit mehr als 100.000 Leukozyten pro µl peripheres Blut führen. Hinzu 

kommen häufig unspezifische Beschwerden wie Abgeschlagenheit, Appetitlosig-

keit und Müdigkeit [12]. 

 

 

1.1.4 Diagnostik 

 

Typische Veränderungen zeigen sich bei der akuten myeloischen Leukämie im 

kleinen und  großen Blutbild, letzteres auch bekannt als Differenzialblutbild, und im 

Knochenmark. Eine besondere Rolle spielt hier die mikroskopische Bewertung der 

Morphologie. 

Während im kleinen Blutbild die Thrombozyten und Erythrozyten stark erniedrigt 

sind, (die Anzahl der Leukozyten ist bei der AML meist kaum vermehrt), finden 

sich im großen Blutbild viele unreife Vorläuferzellen (Blasten), die ins Blut ausge-

schwemmt wurden. 

Auch im Knochenmark wird die Bildung der Erythrozyten und Thrombozyten durch 

viele unreife Vorläuferzellen (Blasten) stark verdrängt. Mit Hilfe spezieller Unter-

suchungsmethoden wie der Immunphänotypisierung und der Immunhistochemie 

lassen sich Blasten durch die Expression von spezifischen Antigenen wie auch 

Leukämie-assoziierten Antigenen einem Reifungsstadium zuordnen. 

http://www.medizinfo.de/labormedizin/haematologie/blutbild_kleines.shtml
http://www.medizinfo.de/labormedizin/haematologie/blutbild_grosses.shtml
http://www.medizinfo.de/haematologie/anatomie/thrombozyten.shtml
http://www.medizinfo.de/haematologie/anatomie/erythrozyten.shtml
http://www.medizinfo.de/haematologie/anatomie/leukozyten.shtml
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Durch zytogenetische und molekularbiologische Verfahren werden Chromo-

somenänderungen, die in Leukämiezellen häufig vorliegen, typisiert und eingeord-

net. Das ist für die Einschätzung der Prognose und die davon abgeleitete risiko-

stratifizierte Therapie essentiell. 

 

 

1.1.5 Therapie der AML 

 

Für die Behandlung von Patienten mit AML gibt es verschiedene Risiko-adaptierte 

Ansätze: Das Behandlungsspektrum kann eine Polychemotherapie bis hin zu (je 

nach Risikostratifikation und Spendersituation) einer allogenen Stammzelltrans-

plantation (SZT) umfassen [14, 15, 48]. Die Chemotherapie setzt sich aus einer 

Induktions- und einer Konsolidierungstherapie zusammen. Das Ziel der Induk-

tionstherapie besteht darin, die Zahl der Leukämiezellen so weit zu reduzieren, 

dass sich die normale Hämatopoese regenerieren kann und weniger als 5% 

Blasten im Knochenmark vorhanden sind. Des Weiteren macht sich die Konsoli-

dierungstherapie zum Ziel, die Leukämiezellzahl weiter zu reduzieren, bis die Leu-

kämiezellen entweder komplett eliminiert oder so weit reduziert sind, dass körper-

eigene Abwehrmechanismen die Leukämie kontrollieren können. Bei 50-60 % der 

AML-Patienten können chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden,    

welche derzeit neben dem Patientenalter den wichtigsten prognostischen Parame-

ter für das Erreichen einer kompletten Remission und für das krankheitsfreie Über-

leben darstellen [5, 6, 41]. Durch diese zytogenetischen Faktoren lassen sich Risi-

kogruppen mit unterschiedlicher Prognose stratifizieren (Abb. 2 links). Eine kom-

plette Remission (CR) der Erkrankung wird heute bei etwa 70% der Patienten, die 

jünger als 60 Jahre sind, durch eine Standardchemotherapie erreicht [7, 17, 48].  

Trotz der Behandlungserfolge der AML in den letzten Jahrzehnten kommt es    

immer noch häufig zu einem Rezidiv. Dies spiegelt die 5–Jahresüberlebensrate  

wider, welche bei allen an AML Erkrankten zusammengenommen nur bei ca. 20-

40% liegt [34, 44]. Für ältere Patienten (>60 Jahre) ist die Prognose schlechter, da 

bei ihnen häufig ein ungünstiger Karyotyp vorliegt. Zudem ist meistens eine 

Komorbidität vorhanden, so dass die Remissionsrate dieser Patienten lediglich bei 

etwa 20-30 % liegt [13, 24]. Nur ein geringer Anteil (<10 %) der AML-Patienten, 
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die älter als 60 Jahre sind, kann kurativ behandelt werden [14, 47] (siehe Abb. 1 

und Abb. 2 rechts). 

  

     
 
 

Abb. 1:   

Darstellung der Überlebenskurve von 348 Patienten >60 Jahr mit einer akuten myeloischen 

Leukämie (aus Rowe et al. 2004 [47]).  

Zwei Jahre nach Diagnosestellung leben noch ca. 20 %, der mit intensiver Chemotherapie behan-

delten Pat. >60 Jahre. Kombiniert man verschiedene Chemotherapeutika mit Cytarabin zeigten 

sich hierbei keine relevanten Unterschiede. DA= Daunorubicin+Cytarabin, MA= 

Mitoxantrone+Cytarabin, IA= Idarubicin+Cytarabin 

 

Eine schlechte Prognose haben Patienten mit einer primär chemo-

therapierefraktären Leukämie. Oft persistieren maligne Zellen gerade bei älteren 

Patienten und Patienten mit einem ungünstigen Karyotyp trotz primären Er-

reichens einer hämatologischen Remission und führen folglich zu einem Rezidiv 

[17]. Diese verbliebenen residuellen Zellen werden nach dem Erreichen einer kli-

nischen Remission im Körper des Patienten als „minimale Resterkrankung“ („mi-

nimal residual disease“, MRD) bezeichnet [8, 46]. 
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Abb. 2: 

Darstellung der Überlebenskurven von 361 Patienten mit einer Akuten Myeloischen Leukä-

mie (AML) in Abhängigkeit von ihrer Zytogenetik und ihrem Alter (aus Fröhling et al. [15]).  

Linke Abbildung:  

Die Prognose der AML-Patienten ist abhängig von ihrer zytogenetischen Risikozugehörigkeit. Low-

risk: t(15;17), inv (16); Standard-risk: Normaler Karyotyp, t(8;21), t(11q23), +8 (non-compl.), +11 

(non-compl.); High-risk: alle anderen.  

Rechte Abbildung:  

Die Prognose bei der AML-Patienten ist nicht nur allein von ihrer zytogenetischen Risikozugehörig-

keit abhängig, sondern auch von ihrem Alter. Patienten <70 Jahre haben eine bessere Prognose 

als Patienten >70 Jahre. 

 

Bei jüngeren AML-Patienten wird in der Primärtherapie abhängig von der Risiko-

situation (Karyotyp, Ansprechen auf die Therapie, Alter, Nebendiagnosen) und 

Spendersituation eine allogene Stammzelltransplantation durchgeführt, wenn eine 

refraktäre Erkrankung oder ein Rezidiv vorliegt [15, 48]. Man spricht von einer  

allogenen Stammzelltransplantation, wenn ein von einem gesunden Spender ge-

wonnenes Transplantat auf einen Empfänger übertragen wird. Hierbei wird die 

Leukämiebehandlung nicht nur durch den zytostatischen Effekt, sondern auch 

durch einen immunologischen Effekt erreicht, der als Transplantat gegen Leukä-

mie-Effekt oder im Englischen als Graft versus leukemia - Effekt (GVL-Effekt) be-

zeichnet wird. Kritisch ist hierbei allerdings, dass gegenwärtig der für die Patienten 

wünschenswerte GVL-Effekt nur unzureichend von der Graft- versus Host-

Erkrankung trennbar ist.   

Die Therapie von Patienten mit minimaler Resterkrankung, einer primär 

chemotherapierefraktären Leukämie oder einem Leukämierezidiv, aber vor allem 
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von älteren Patienten, für die eine intensive Chemotherapie oder eine SZT nicht in 

Frage kommt, erfordert die Entwicklung neuer und/oder komplementärer Thera-

piekonzepte.  

 

             

1.2 Leukämieassoziierte Antigene  

 

Spezifische Immuntherapien für Patienten mit AML nutzen Leukämie-assoziierte 

Antigene (LAA) als Target-Strukturen. Somit könnten sie als therapeutische Option 

zur Verbesserung des GVL-Effekts nach allogener Stammzell-Transplantation zur 

Einleitung oder zur kompletten Remission (CR) durch Chemotherapie wahrge-

nommen werden.  

Der erste Schritt zur Expression der LAA auf Proteinebene ist die Bildung von 

mRNA. In unserer Arbeitsgruppe wurde daher zunächst die Frequenz der mRNA-

Expression definierter LAA bei AML-Patienten und in Leukämie-Zelllinien unter-

sucht. Bei AML-Patienten fand sich eine hohe mRNA Expression folgender Anti-

gene: MPP11 wurde in 86%, RHAMM in 70%, WT1 in 67%, PRAME in 64%, G250 

in 51%, hTERT in 28%,  Bage in 27% und Proteinase 3 in 67% der AML Patienten 

entdeckt. Die Real-time RT-PCR zeigt eine Tumor-spezifische Ausprägung der 

Antigene Bage, G250 und hTERT, sowie eine hauptsächlich auf Tumore begrenz-

te Expression für RHAMM, PRAME und WT1. Das Antigen MPP11 wurde 

überexprimiert [20]. 

Diese Antigene könnten für die Immuntherapie von Leukämie-Patienten fungieren 

und für monovalente oder polyvalente Vakzinierungsstrategien eingesetzt werden 

[20]. Die wichtigsten LAA für die Vakzinierung von Patienten mit Leukämien sollen 

im Folgenden kurz vorgestellt werden.  

 

 

1.2.1 RHAMM (Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität) 

 

Beim Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität“ (RHAMM/CD168) handelt 

es sich um ein Leukämie-assoziiertes Antigen (LAA). Das RHAMM/CD168- Mole-

kül ist sowohl an der Zelloberfläche als auch intrazellulär exprimiert und bindet 

Hyaluronsäure (siehe Abb. 3) [33]. 
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Abb. 3: 

Immunzytologische Färbung mit einem Antikörper gegen RHAMM/CD168 eines AML-Blasten   

(links) und einer aus einem AML-Blasten generierten dendritischen Zelle (AML-DC) 

AML = Akute myeloische Leukämie, RHAMM = Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität 

(Abbildungen entnommen aus Li et al., 2004) 

 

Da das Expressionsmuster den "Cancer-Germline-(CG-)-Antigenen" ähnlich ist, 

handelt sich hierbei um ein weitgehend Leukämie-spezifisch exprimiertes Antigen.  

Cancer-Germline-(CG-)-Antigene zeigen eine starke Gewebe-spezifische Expres-

sion in Tumoren und Keimzellgeweben, jedoch nicht in anderen Normalgeweben. 

Aufgrund des Expressionsmusters sind bei Immuntherapien, die auf diese Anti-

gene zielen, keine Autoimmunreaktionen gegen Normalgewebe zu befürchten.  

 

Bei der Zellproliferation spielt RHAMM/CD168 eine wesentliche Rolle. 

Überexprimiert wird RHAMM/CD168 bei verschiedenen soliden Tumoren und bei 

malignen hämatologischen Erkrankungen wie der CLL, der AML oder dem Multip-

len Myelom. Ebenfalls aktiviert RHAMM/CD168 die RAS-Signaltransduktions-

kaskade. Das intrazellulär exprimierte RHAMM/CD168 bindet direkt an die ERK-1 

Kinase und interagiert indirekt mit der MEK-1-Kinase. Noch weitgehend unklar ist 

die Rolle von RHAMM/CD168 für die normale und die maligne hämatopoetische 

Stammzelle; von Bedeutung ist RHAMM/CD168 möglicherweise bei der Mobilisie-

rung hämatopoetischer Stammzellen. 

Inwieweit RHAMM/CD168 bei der Transformation der hämatopoetischen Stamm-

zelle eine Rolle spielt und ob RHAMM/CD168 beim Progress der CLL beteiligt ist, 

muss noch weiter untersucht werden. Erste Untersuchungen zeigten eine stärkere 

RHAMM-Expression in fortgeschrittenen CLL-Stadien. Eine verstärkte spezifische 

T-Zellaktivität gegen RHAMM/CD168 könnte eine Lyse maligner lymphatischer 

Zellen ermöglichen und wäre damit ein neuer interessanter therapeutischer Ansatz 

gegen dieses bei der CLL überexprimierte Gen [16]. 
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Ein von der Proteinsequenz abgeleitetes immunogenes Peptid (RHAMM-R3) wur-

de bereits im Sinne der spezifischen Immuntherapie in einer klinischen Phase I–

Studie eingesetzt und zeigt bei der überwiegenden Zahl der Patienten ein immu-

nologisches Ansprechen [51].  

 

 

1.2.2 G250 

 

G250, oder Carboanhydrase IX (CA), gehört zu den Carboanhydrase-Enzymen, 

welche die Tumorgenese mit kontrollieren. Bei Überexpression sind die CA an der 

Onkogenese beteiligt.  

Carboanhydrasen sind Zn2+-bindende Metalloenzyme, die die reversible Hydrie-

rung von Kohlendioxid zu Kohlensäure katalysieren [37]: 

  

CO2  +  H2O          ↔          H2CO3          ↔          HCO3
-  +  H+ 

 

Diese Enzyme finden sich in Tieren, Pflanzen und einige Bakterien. Während      

α-Carboanhydrasen in erster Linie bei Tieren gefunden wurden, sind β- und         

γ-Carboanhydrasen typisch für Pflanzen und Prokaryonten. Die Carboanhydrasen 

nehmen an einer Vielzahl physiologischer Prozesse wie Atmung, Knochenresorp-

tion, Glukoneogenese, Nierenstoffwechsel, Bildung von Liquor und Magensäure 

teil. Carboanhydrase-Isoenzyme sind hoch polymorphe Eiweißmoleküle mit unter-

schiedlichen kinetischen Eigenschaften, subzellulärer lokalisierter Verteilung und 

im Gewebe empfindlich gegenüber Inhibitoren. 

Bis heute wurden elf enzymatisch aktive Mitglieder der α-Carboanhydrase-Familie 

beim Menschen identifiziert. Darüber hinaus wurden Carboanhydrase verwandte 

Proteine (CA-RPs) beschrieben. Zu den CA-RPs gehören CA VIII, CA X, CA XI, 

XIII und CA-Rezeptor-Protein Tyrosin β-Phosphatase und γ-Phosphatase. Dabei 

handelt es sich um Isoformen, die für die erforderliche Bindung zu Zn2+ mindes-

tens einen der drei Histidinrückstände substituieren müssen. Die markante Erhal-

tung ihrer Sequenzen zwischen den verschiedenen Arten deutet auf eine Beibe-

haltung wichtiger zellulärer Funktionen hin. G250 ist eine Zielstruktur in der Im-

muntherapie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms und hat darüber hinaus in die-
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ser Entität auch eine prognostische und für bestimmte immunologische Therapie-

formen prädiktive Bedeutung. Dies war auch in einer klinischen Phase-II-Studie 

mit dem monoklonalen Antikörper Rencarex® (WX-G250) zu beobachten [4]. 

 

 

1.2.3 WT1 

 

Das Wilms Tumorsuppressorgen WT-1 ist ein Tumorsuppressorgen des Men-

schen und liegt auf der Bande 13 des kurzen Arms von Chromosom 11. Es kodiert 

ein DNA-bindendes Zinkfingerprotein, das als Transkriptionsfaktor wirken kann, 

und spielt eine Rolle bei der Entwicklung der Niere und der Keimdrüsen. In tran-

sienten Transfektionen konnte eine Suppression von vielen GC-reichen Promotern 

gezeigt werden. Allerdings ist die biologische Relevanz dieser Zielgene in der Nie-

renentwicklung und Differenzierung jedoch sehr fraglich. 

Mutationen in diesem Gen verursachen sogenannte Wilms-Tumoren, einen Nie-

rentumor, der mit einer Häufigkeit von etwa 1: 10.000 bei Kindern zwischen 2 und 

4 Jahren auftritt. Es handelt sich bei dem von WT-1 kodierten Protein um einen 

Transkriptionsfaktor, der die Aktivität anderer Gene steuert. Das WT-1 Protein 

kann dabei sowohl aktivierende wie auch reprimierende Wirkung haben und ist vor 

allem in den Nieren, den Keimdrüsen (Gonaden), dem Mesothel sowie in der Milz 

aktiv. WT1 wird seit einigen Jahren auch als LAA in der klinischen Phase I und II 

Studien bei Patienten mit AML oder MDS eingesetzt. In einer aktuellen Phase II 

Studie ließ sich bei 10 von 17 AML Patienten unter Vakzinierung eine stabile Er-

krankung nachweisen; bei 4 Patienten fand sich eine deutliche Blastenreduktion 

[29]. 

 

 

1.2.4 Proteinase 3 – PR1 

 

Proteinase 3 spielt eine wichtige Rolle bei der neutrophilen Reaktion auf Entzün-

dungen. Myeloblastin (PR3) ist eine polymorphonucleare Leukozyten-Serin-

Protease, welche Elastin, Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ I, III und IV (in 

vitro) degradiert. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Tumorsuppressorgen
http://de.wikipedia.org/wiki/Chromosom
http://de.wikipedia.org/wiki/Niere
http://de.wikipedia.org/wiki/Keimdr%C3%BCsen
http://de.wikipedia.org/wiki/Mutation
http://de.wikipedia.org/wiki/Gen
http://de.wikipedia.org/wiki/Nephroblastom
http://de.wikipedia.org/wiki/Nierentumor
http://de.wikipedia.org/wiki/Nierentumor
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Transkriptionsfaktor
http://de.wikipedia.org/wiki/Mesothel
http://de.wikipedia.org/wiki/Milz
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Vom Immunsystem gebildete Antikörper, die nicht mehr zwischen "eigen" und 

"fremd" unterscheiden können, sind Auslöser der Blutgefäßentzündungen oder 

Vaskulitiden. Sie richten sich sowohl gegen die häufigsten weißen Blutzellen, die 

neutrophilen Granulozyten, als auch gegen ein Enzym, das normalerweise im 

Zellplasma dieser Blutzellen sitzt, die Proteinase 3 (PR3). 

Proteinase 3 ist hochkonzentriert in den ersten Granulas akuter und chronischer 

myeloischer Leukämie-Blasten und stellt somit eine potentielle T-Zell-Target-

struktur für ein Antigen dar. PR1 ist ein von Proteinase 3 abgeleitetes Tumoranti-

gen, das, auf HLA-A2 präsentiert, von zytotoxischen T-Lymphozyten erkannt wer-

den kann [40]. 

 

 

1.2.5 PRAME 

 

PRAME (preferentially expressed antigen of melanoma) ist in einer Vielzahl hu-

maner Neoplasien aberrant exprimiert. Es gehört zur Gruppe der Cancer/Testis-

Antigene, da es natürlicherweise auch in Hodengewebe vorkommt. 

Aber auch vor allem in leukämischen Zellen der akuten myeloischen Leukämie ist 

PRAME exprimiert. Daher stellt es einen wichtigen Marker für Diagnose und 

Monitoring vieler maligner Erkrankungen, insbesondere der AML, dar. Interessant 

für Tumor-Immuntherapie-Ansätze wird es durch die Präsentation von PRAME-

Antigenen auf der Oberfläche von Tumorzellen. PRAME ist sowohl bei der CML 

und AML exprimiert; bei AML-Patienten wurde auch eine prognostische Bedeu-

tung in Kombination mit den LAA RHAMM und G250 nachgewiesen [22]. 

In mehreren Tumorarten korreliert die PRAME-Expression mit einer erhöhten 

Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Metastasen und einem schlechten kli-

nischen Verlauf der Krankheit, was zur Vermutung führt, dass PRAME eine kausa-

le Rolle in der Tumorentwicklung spielt. Da PRAME einen dominanten Repressor 

des Retinsäure-Rezeptor-Signalweges darstellt und somit eine onkogene Funktion 

besitzt, wird diese Theorie der Tumorentwicklung noch verstärkt.  
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1.3 Ansätze für Peptidvakzinierung 

 

Letztendlich ist bei der AML wie auch bei der MDS oder MM eine definitive 

Eradikation aller malignen Zellen schwierig, so dass die Entwicklung neuer bzw. 

zusätzlicher Therapiekonzepte wie zum Beispiel einer spezifischen Immuntherapie 

notwendig ist. Voraussetzung ist hierbei die Definition und Charakterisierung ge-

eigneter Targetstrukturen. So exprimieren maligne Zellen Antigenstrukturen, die 

spezifische Immunreaktionen auslösen können. Peptide, die von Leukämie-

assoziierten Antigenen (LAAs) abgeleitet sind und von MHC-Molekülen der Klas-

se-I präsentiert werden, können diese spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten 

(CTLs) induzieren. Schon länger bekannt ist, dass das RHAMM-Antigen sowohl 

die Induktion einer humoralen als auch einer CD8+ vermittelten T-zellulären Im-

munantwort auslösen kann [19, 21]. Des Weiteren wurde mit dem Peptid RHAMM-

R3 ein Peptidepitop charakterisiert, das ebenfalls spezifische Immunantworten von 

CD8+ T-Lymphozyten auslöst, die leukämische RHAMM-exprimierende Blasten 

lysieren können [19]. Aufgrund des Expressionsmusters und der spezifischen hu-

moralen und zellulären Immunantworten wurde für Patienten mit AML, MDS, oder 

MM eine Phase einer I/II-Peptidvakzinierungsstudie mit dem RHAMM-Peptid 

durchgeführt [51].  

Zusammenfassend konnten bis dato spezifische Target-Antigenepitope definiert 

werden und in Peptid-Vakzinierungs-Studien immunologische antileukämische 

Effekte induziert bzw. verstärkt werden. Die folgende Abbildung veranschaulicht in 

graphischer Weise den Wirkungsmechanismus des Peptidvakzinierungsansatzes 

[18]. 
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Abb. 4:  

Peptidvakzinierung bei Patienten mit einer akuten myeloischen Leukämie (AML). 

Die therapeutische Vakzinierung mit einem Peptid besteht aus einer subkutanen Injektion des Pep-

tides in den Oberschenkel eines Patienten mit AML in der Nähe der regionalen Lymphknoten. Das 

injizierte exogene Peptid kann an ein Klasse-I-Molekül des Haupthistokompatibilitätskomplexes 

(Major Histocompatibility Complex, MHC) einer antigenpräsentierenden Zelle, der Langerhanszelle, 

binden und wird einem naiven CD8
+
 T- Lymphozyten präsentiert, der zum nächsten Lymphknoten 

migriert (Oberer Teil der Abbildung). Der Zellkern eines AML-Blasten enthält eine DNA, die ein 

spezisches Leukämie-assoziiertes Antigen (LAA) kodiert, das in Proteine übersetzt wird (Unterer 

Teil der Abbildung). Anschließend wird das Antigen in dem Signalweg des MHC Klasse I verarbei-

tet und auf der Oberfläche eines AML-Blasten von einem Klasse-I-Molekül des MHC präsentiert. 

Somit kann das präsentierte Peptid auf dem Rezeptor des MHC Klasse-I-Moleküls an den T-Zell-

Rezeptor eines Lymphozyten binden, welcher wie in dem oberen Teil der Abbildung gezeigt, akti-

viert wurde. Die aktivierte T-Zelle bindet wieder das MHC Klasse I-Molekül mit dem LAA-Epitop-

Peptid, mit dem Ergebnis der Freisetzung von Granzym B, Perforin und FasL, welche zur Lyse der 

AML-Blasten führen [18].  

CD = Cluster of Differentation  
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1.4 Ziel der Arbeit 

 

Während die mRNA Expression der LAA bereits gut dokumentiert ist, finden sich 

kaum Daten zur Expression auf Proteinebene.  

Daher soll in dieser Arbeit ein antikörperbasierter Ansatz gewählt und die Expres-

sion der LAA RHAMM und G250 in AML-Blasten mittels Durchflusszytometrie und 

Immunhistochemie untersucht werden. Von besonderem Interesse ist dabei, ob 

die LAA im Zellinneren (intrazellulär) und auf der Zelloberfläche (extrazellulär) 

exprimiert werden. Zu diesem Zweck sollen sowohl nicht kommerziell als auch 

kommerziell erwerbbare Antikörper eingesetzt werden. Die immunphänotypische 

Analyse von RHAMM umfasst ein Panel von 3 Antikörpern (NY IgG2a; NY IgG2b;  

RHAMM-mAK H90, Novocastra), die Analyse von G250 2 Antikörper (M75-mAK; 

IgG2a mAK, Wilex).   

In Kooperation mit dem pathologischen Institut sollen nach Durchführung eines 

Zytospin die immunphänoptypisch gewonnenen Ergebnisse durch eine immun-

histochemische Färbung verifiziert werden.  

Bei positivem Nachweis hätte dies zum einen diagnostische Implikationen, weil so  

eine einfache Quantifizierung der RHAMM-Expression auf Proteinebene möglich 

würde. Zum anderen könnten diese Ergebnisse je nach Lokalisierung des Anti-

gens in der Zelle auch die Basis für einen therapeutischen Einsatz der Antikörper 

bilden.  
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MATERIAL UND METHODEN 

 

2.1 Grundausstattungen 

 

2.1.1 Allgemeine Laborgeräte 

 

Autoklav   (Webeco, Bad Schwartau) 

AxiophotTM-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) 

Brutschrank Steri-Cult Incubator (Forma Scientific, Marietta, Ohio, 

USA); B 5042 E (Heraeus Instruments, Hanau, 

Deutschland) 

Cytozentrifuge   (Cytospin 2) von der Firma Shandon 

Digitalwaage Precisa 3000C-6000D (PAG Oerlikon, Zürich, Schweiz); 

Mettler PC 440 (Mettler, Giessen, Schweiz) 

FACS-Gerät: FACScan, Fa. Becton Dickinson (Heidelberg, Deutsch-

land)    

 CellQuestTM 

Flüssigstickstofftank Taylor Wharton, Mildstedt, Deutschland 

Gefrierschrank  -20°C: Bosch GmbH, München, Deutschland 

 -20°C: Liebherr GmbH ,Deutschland  

 -80°C: Ultra Low, (Sanyo Fisher GmbH, München,  

  Deutschland) 

Kühlschrank   +4°C: Liebherr GmbH, Deutschland 

Magnetrührer  KAMAG REO (Bender &. Hobin) 

Mikroskop   Carl Zeiss; Vergrößerung 3,2 fach 10, 16 und 100fach 

Neubauer Kammer  (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) 

Pipetten   0,5-10µl; 10-100µl; 50-250µl und 200-1000µl  

 Eppendorf Reference (Eppendorf AG, Hamburg,  

  Deutschland) 

Pipettierboy   (Integra Bioscenics) 

Sterile Arbeitsbank  Hera-Safe HS-18 und HLB 2448  

 (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) 

Videokamera   KY-F75U (JVC, Tokyo, Japan) 
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Vortexer   Vortex-Genie 2 (Scientific Industries) 

Wasserbad   Julabo U3/ 7 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach/ 

    West, Deutschland) 

Zentrifugen   Beckmann GS-6R und GS-15R  

 (Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA) 

 Biofuge pico (I) und Labofuge M (II) 

 (Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland) 

 alle mit Standard-Rotor 

 

 

2.1.2 Plastikwaren 

 

Alle verwendeten Plastikwaren wurden von den Firmen steril bezogen. 

 

Einfrier-Röhrchen  Nunc Cryo TubeTM Vials (1,8 ml)  

(Nalge Nunc International, Roskilde, Dänemark) 

FACS-Röhrchen (5ml) FALCON® Polystyrene Round-Bottom Tube 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

Gewebekulturflaschen NUNCLONTM Surface (25,75 und 175cm2)  

    (Nalge Nunc International, Roskilde, Dänemark) 

Pipetten   FALCON® Serologische Pipetten (2, 5, 10, 25 und 50 

    ml) (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

Pipettenspitzen  epT.I.P.S. Standard (0,1 – 10 µl, 2 – 200 µl und 

50 – 1000 µl) (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 

Reaktionsgefäße  Safe-Lock Tube (0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml und 2 ml)  

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 

Röhrchen   FALCON® Polypropylen Tubes (15 ml und 50 ml)  

    (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

Sterilfilter   Minisart RC 15 (Sartorius) 
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2.1.3 Spezielle Chemikalien und Antikörper 

 

Sämtliche Laborchemikalien wurden in höchstmöglicher Reinheit von den Firmen 

bezogen: 

AB-Serum     Humanes AB-Serum 

      (Deutsches Rotes Kreuz, Ulm,   

      Deutschland) 

Aqua destillata Spüllösung (1000ml) Fa. Braun, Melsungen 

BSA      Bovines Serum Albumin 

      (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

DMSO     Dimethyl-Sulfoxid  

      (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 

      (Delta-Select, München, Deutschland) 

FACS-Antikörper    • New York 2a, 2b – LICR (Ludwig Insti- 

         tute for Cancer Research) 

      • RHAMM NCL-CD 168 Fa. Novocastra 

         + Polyclonal Goat-anti-mouse IgG FITC 

         (2. Antikörper zu CD 168) = FITC 

      • M75;  cG250-Alexa 488, 1,4 mg/ml,  

         MK 06060601 (freundlichst überlassen

         von Frau Prof. Pastorekova) 

      • mG250 IgG 2a, Fa. Wilex, 2,4 mg/ml 

      • PE anti-human CD 34, Fa. BD Pharmin-

         genTM, #555822 

      • PECy5 anti-human CD 33, Fa. BD  

         PharmingenTM, #551377 

 

      2. Antikörper 

      • Polyclonal Goat-anti-mouse IgG FITC, 

           Fa. Dako Cytomation, #F0479 

   

      Isotypen Kontrolle = Negative Kontrolle 

      • Mouse IgG 2a, Fa. Dako, #X0943 
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      • PE Mouse IgG1, Fa. BD PharmingenTM, 

         #555749 

      • PerCP Mouse IgG1 k Isotype Control,  

         Fa. BD PharmingenTM, #559425 

       

Färbelösungen    Tryptanblau 0,4% 

      (Sigma-Aldrich, München, Deutschland) 

Fetales Kälberserum   Fa. Gibco BRL, Eggenstein 

Ficoll-Lösung  BIOCOLL Seperating Solution, Dichte: 

1,077 (Fa. Seromed-Biochrom AG, Berlin) 

L-Glutamin     Zusatz für Zellkulturenmedium 

      (Fa. Seromed-Biochrom AG, Berlin) 

Magnetische Markierung   MicroBeads CD8     

      (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch   

      Gladbach, Deutschland) 

PBS 10x   phosphate buffered saline 10x (w/o Cal-

cium and Magnesium)  

      (Fa. Gibco, Invitrogen C. AKL, NZ) 

Penicillin     Zusatz für Zellkulturenmedium 

      (Invitrogen Gibco, Grand Island, USA) 

RPMI 1640     Fa. Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Streptomycin     Zusatz für Zellkulturenmedium 

      (Invitrogen Gibco, Grand Island, USA) 

Tryptanblau-Lösung 0,4%   Fa. Sigma 

 

 

2.2 Puffer  

. 

PBS (engl. phosphate buffered saline) 

In 1 l Aqua bidest wurden folgende Salze gelöst: 

 8,0 g Natriumchlorid 

 0,2 g Kaliumchlorid 

 1,44 g Natriumhydrogenphosphat 
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 0,24 g Kaliumhydrogenphosphat. 

Die Lösung wurde auf einen pH - Wert von 7,2 eingestellt und steril filtriert. 

 

FACS - Puffer 

Es wurden 500 ml  PBS mit 5 g BSA (Albumin bovine Fraction) mit Hilfe des 

Magnetrührers versetzt und steril filtriert. 

 

 

2.3 Zelllinien 

 

Die humanen Zelllinien K562 (Chronische Myeloische Leukämie (CML),  Blasten 

crises) und SKRC52 (Sloan Kettering Nierenzellkarzinom Zelllinie 52) wurden in 

RPMI 1640, 10% fetales Kälberserum (FCS), 2mM L-gGutamine, 100 Einheiten/ml 

Penicillin und 100 Einheiten/ml Streptomycin bei 37°C und 5% CO2-Atmosphäre 

kultiviert. 

 

 

2.4 Kulturmedien 

 

Medium zur K562-Zell-Kultivierung 

K562-Zellen wurden in 1640 RPMI-Medium kultiviert. Zu 500 ml RPMI-Medium 
wurden folgende Zusätze gegeben: 

 1% Penicillin/Streptomycin 

 1% L-Glutamin 

 10% hitzeinaktiviertes FCS 

. 

Einfriermedium  

Zu 500 ml 1640 RPMI-Medium wurden folgende Zusätze gegeben: 

 1% Penicillin/Streptomycin 

 1% L-Glutamin 

 20% humanes AB-Serum  

 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) 
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plain – Medium 

Zu 500 ml 1640 RPMI-Medium wurden folgende Zusätze gegeben: 

 1% Penicillin/ Streptomycin 

 1% L-Glutamin 

 

 

2.5 Antikörper 

 

Für die Immunphänotypisierung auf das LAA RHAMM wurden die Maus-

Antikörper New York IgG 2a, New York IgG 2b, sowie der Novocastra Antikörper 

RHAMM H90 verwendet. Die New York Antikörper 2a und 2b stellte Gerd Ritter 

aus New York zur Verfügung. Dabei wurden die Zelllinie K562 als Positivkontrollen 

und Zellen von healthy volunters (HV) als Negativkontrollen herangezogen. Der 

G250 Antikörper des Typs M75, gewonnen aus einem Zellkulturüberstand (freund-

lichst überlassen von Frau Prof. S. Pastorekova, Bratislava, Slowakische Re-

publik) und der G250-AK von der Firma Wilex wurden zum möglichen Nachweis 

des G250-Antigens benutzt. Zellen von HVs wurden als Negativkontrollen ver-

wendet, SKRC diente als Positivkontrolle. 

 

 

2.6 Patienten 

 

Alle Proben wurden von AML-Patienten entnommen, welche im Rahmen von kli-

nischen Studien behandelt wurden. Eine Einverständniserklärung zur Erforschung 

ihres Zellmaterials, die von der Ethikkommission der Universität Ulm approbiert 

worden war, lag von allen AML-Patienten vor. 
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2.7 Materialgewinnung und Probenaufbereitung 

 

2.7.1 Materialgewinnung 

 

Aus EDTA-Vollblutproben von AML-Patienten sowie aus HLA-A2-Buffy-Coats (Cit-

rat-Blut) erfolgte die Gewinnung von peripheren, mononukleären Blutzellen 

(PBMC). Buffy-Coats sind aufkonzentrierte, zelluläre Bestandteile des Blutes von 

gesunden Spendern. 

Die Separation der PBMC aus Blut wird hier für Buffy-Coat-Blut beschrieben. Die 

Prozedur für Vollblutproben erfolgte analog. 

 

 

2.7.2 Zellisolation und Zellarchivierung 

 

Blut besteht zu ca. 55 % aus Blutplasma und zu 45 % aus korpuskulären Bestand-

teilen. Diese können in Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten unterteilt 

werden. Aufgrund der unterschiedlichen spezifischen Masse des Gewichts dieser 

Zelltypen kann zur Gewinnung mononukleärer Zellen von HV das Prinzip der  

Dichtegradientenzentrifugation angewandt werden. Hierzu wurde das PB in einem 

Verhältnis 1:2 mit PBS verdünnt. Anschließend wurde das PB in einem Verhältnis 

2:1 über ein Ficoll-Medium mit einem spezifischen Gewicht von 1,077g/ml ge-

schichtet und dann bei 2000 U/min für 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT) ohne 

Bremse zentrifugiert. Während Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer  

größeren spezifischen Masse den Gradienten passieren können, sammeln sich 

Lymphozyten, Monozyten (zusammen PBMC) und Thrombozyten aufgrund ihrer 

geringeren spezifischen Masse an der Plasma-Gradientengrenze an. Nach der 

Zentrifugation befanden sich die mononukleären Zellen zwischen Plasma und  

Ficollschicht und wurden mittels einer sterilen Pipette abgenommen. Um die in der 

PBMC-Fraktion noch enthaltenen Thrombozyten zu entfernen, wurden die PBMC 

zweimal mit PBS gewaschen. Nach zweimaligem Waschen mit 50 ml und 25 ml 

EDTA (Zentrifugation bei 1200 U/min für 10 Minuten bei RT) bestimmt man die 

Zellzahl mittels Tryptanblau in einer Neubauer-Zählkammer. Dieser Farbstoff 

dringt in tote Zellen schnell ein und lässt sie unter dem Mikroskop schwach bis 
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tiefblau erscheinen, wogegen lebende Zellen den Farbstoff nur langsam aufneh-

men und sich erst nach mehreren Minuten anfärben. 

Zur Ermittlung der Zellzahl wurde ein Aliquot der zu bestimmenden Zellsuspen-

sion mit der Färbelösung in definiertem Verhältnis gemischt und in eine Neubauer-

Zählkammer überführt. Nach dem Auszählen der Zellen in vier Großquadraten 

erfolgte die Berechnung der Zellzahl pro ml nach der Formel: 

 
 

                                       

410


n

VN

 

N  = Zahl der gezählten Zellen 

n   = Zahl der ausgezählten Großquadrate 

V  = Verdünnungsfaktor 

104   = Kammerfaktor 

 

Zur Kryokonservierung von Zellen wurde Einfriermedium (RPMI-Medium mit 20%  

AB-Serum, 1% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin sowie 10% DMSO) ver-

wendet. 

Das Wegfrieren der Zellproben erfolgte als Aliquot der mononukleären Zellen. Mit-

tels Einfriermedium wurde das Zellpellet mit je 1 x 106 bis 5 x  107 Zellen in 1,5 ml 

Kryoröhrchen weggefroren. Diese wurden in einen -80°C-Tiefkühlschrank über-

führt und am nächsten Tag in Flüssigstickstoff gelagert. 

 

 

2.8 FACS-Analyse 

 

2.8.1 Durchflusszytometrie  

 

Spricht man heute von FACS (= fluorescence activated cell sorting), meint man 

damit die Untersuchung von Zellen mit einem Durchflusszytometer. Dabei handelt 

es sich bei dem Akronym FACS lediglich um die geschützte Handelsmarke der 

Firma Becton Dickinson (BD).  

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers können verschiedene mikroskopisch kleine 

Partikel anhand ihrer Größe, Struktur, Oberflächeneigenschaften und auch intra-
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zellulären Zusammensetzung unterschieden werden. Für spätere Messungen wird 

eine Markierung der Zellen mit Antikörpern, die gegen bestimmte zelluläre Struktu-

ren gerichtet sind, vorausgesetzt. Man spricht von einer direkten Markierung, 

wenn die Antikörper an einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind, bzw. von einer 

indirekten Markierung, wenn sie zum Nachweis zusätzlich an einen fluoreszenz-

gekoppelten Sekundärantikörper gebunden werden müssen. Diese Antikörper sind 

meist gegen bestimmte Oberflächenproteine, zum Beispiel Proteine der CD-

Klassifizierung (CD = Cluster of differentiation), gerichtet. 

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Emission von optischen Sig-

nalen seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Hierbei werden die 

in einer Lösung befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und passieren im 

Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Dadurch kommt es zu einer Anregung der 

gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe, die dadurch Licht einer bestimmten Wellen-

länge emittieren. Durch ein komplexes System, bestehend aus Spiegeln und Fil-

tern, kann dieses Licht im Durchflusszytometer gebündelt und zerlegt werden. 

Man bekommt also für jeden unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoff ein spezifi-

sches Signal. Außerdem lässt sich eine Aussage über die Größe und Granularität 

der Zelle machen, und das unabhängig von den gekoppelten Fluoreszenzfarbstof-

fen.  

 

 

 

Abb. 5 

Funktionsprinzip eines Durchflusszytometer (FACS).  

In der Regel läuft eine FACS Messung in folgenden Schritten ab: 

- Probenvorbereitung (Zellmarkierung) 

- Inbetriebnahme des Durchflusszytometers 

- Kompensation und Messung der Proben 

- Auswertung der Messergebnisse 

http://de.wikipedia.org/wiki/Cluster_of_differentiation
http://de.wikipedia.org/wiki/Emission
http://de.wikipedia.org/wiki/Laser
http://de.wikipedia.org/wiki/Kapillare
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Als Parameter fungieren der Forwardscatter „FSC“, auch Vorwärtssteulicht ge-

nannt, sowie der Sidewardscatter „SSC“, auch als Seitwärtsstreulicht bezeichnet. 

Dies bedeutet: Trifft das von einem Laser ausgesandte Licht auf eine Zelle, kann 

durch die Streuung der Lichtstrahlen in Verlängerung der Richtung des Laser-

strahls die Zellgröße, gekennzeichnet durch den Forwardscatter „FCS“, bestimmt 

werden. Währenddessen stellt der Sidewardscatter „SSC“, der das der Zelle von 

Strukturen in einem  90°-Winkel reflektiertes Licht registriert, ein Maß für die Zell-

granularität dar (Abb. 5). 

Werden mehrere Laser verwendet, kann eine Vielzahl von Fluoreszenzfarben 

gleichzeitig gemessen werden. 

 

 

2.8.2 Intra- und extrazelluläre Färbung  

 

Bevor also die gewünschten Messungen durchgeführt werden können, ist zu ent-

scheiden, ob es sich um eine extrazelluläre oder intrazelluläre Färbung (extra- and 

intracellular staining) handelt. Da die Antigene einer Zelle sowohl auf der Zellober-

fläche, als auch intrazellulär exprimiert werden können, muss man beide Ver-

suchswege durchführen, um zu sehen, falls es zu einem Auftreten der Antigen-

Antikörper-Komplexe kommt, ob dies im Zellinneren oder auf der Zelloberfläche 

geschieht. Es werden also in einem ersten Schritt die zu untersuchenden Zell-

proben aufgetaut. Diese wurden entweder im -80°C-Gefrierschrank oder für län-

gerfristig im Flüssigstickstofftank gelagert. Die im Wasserbad aufgetauten Zellen 

werden unmittelbar zu 25ml plain-Medium pipettiert und zentrifugiert. Nach Ver-

werfen des Überstandes wird das sich am Boden abgesetzte Zellpellet in 5ml PBS 

gelöst. Nun lassen sich mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer und Tryptanblue die 

Zellen zählen. Pro Tube sollten mindestens 5 x 105 und maximal 2 x 106 Zellen zu 

finden sein. Egal, ob es sich um extra- oder intrazelluläres Färben handelt, müs-

sen die Zellen der einzelnen Tubes mit FACS-Puffer (≈2ml PBS + 1%BSA) ge-

waschen werden. Spricht man von extracellular staining, müssen folgende Schritte 

ablaufen, bevor gefacst wird: Die gewaschenen Zellen werden zunächst mit je 1µl 

Fc-Blocking Reagent (Serotec) versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wird der Primär-AK  hinzugegeben und wiederum inkubiert: 30 min, 

Raumtemperatur, im Dunkeln. Für die Isotyp-Kontrolle (im Folgenden ISO) wurde 
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zunächst 10µl mouse IgG2a vorgelegt. Nach der Inkubation folgte wieder ein 

Waschvorgang. Waschen, das heißt: Nach Zugabe von 2ml PBS wurde für ca. 7 

min bei 1200 Umdrehungen zentrifugiert und im Anschluss der Überstand verwor-

fen und trockenpipettiert. Anschließend  wurden für die Isotyp-Kontrolle jeweils 

sämtliche Zweitantikörper, die in der Reaktion Verwendung fanden, hinzugegeben. 

Bei Anwendung nur eines Fluoreszenz-Markers wurde mit dem Sekundär-AK 10µl 

goat-anti-mouse IgG FITC gefärbt und für 30 min, aber diesmal bei 4°C, im Dun-

keln inkubiert (Abb. 6). Nach einem weiteren Waschvorgang konnte die Probe mit 

250µ PBS resuspendiert und dann im FACS-Gerät analysiert werden.  

 

 
 

Flussschema des intra- und extrazellulären Färbeprotokolls 

 

1x106 Zellen pro Röhrchen 

mit 2ml PBS + 1% BSA waschen 

       1                 2                3                 4    

  

 ISO-Extra       RHAMM-Extra   ISO-Intra       RHAMM-Intra 

+ 1µl Fc-Blocking Reagent (Serotec)  + 100µl IntraStain Reagent  A 

inkubieren 10 min, RT, im Dunkeln   inkubieren 15 min, RT, im Dunkeln 

+ 10µl Maus IgG2a pure     5µl RHAMM NY IgG2a waschen 1x 2ml PBS (7 min, 1200 rpm) 

inkubieren 30 min, RT, im Dunkeln   + IntraStain Reagent B 

waschen 1x 2ml PBS (7 min, 1200 rpm)   + 1µl Fc-Blocking Reagent (Serotec) 

+ 10µl Ziege-anti-Maus IgG FITC   inkubieren 10 min, RT, im Dunkeln 

inkubieren 30 min, 4°C, im Dunkeln   + 10µl Maus IgG2a pure     5µl RHAMM NY IgG2a 

waschen 1x 2ml PBS (7 min, 1200 rpm)   inkubieren 30 min, RT, im Dunkeln 

+ in 250µl PBS resuspendieren   waschen 1x 2ml PBS (7 min, 1200 rpm) 

 FACS     + 10µl Ziege-anti-Maus IgG FITC 

      inkubieren 30 min, 4°C, im Dunkeln  
  

      waschen 1x 2ml PBS (7 min, 1200 rpm) 

      + in 250µl PBS resuspendieren 

       FACS 

Abb. 6:  

Färbeprotokoll einer extra- und intrazellularen Versuchsanordnung  

als Vorbereitung der Tubes 1-4 zur FACS-Analyse mit dem Antikörper RHAMM NY IgG2a, sowie 

hier nicht noch einmal explizit aufgeführt RHAMM NY IgG2b. 

BSA = Albumin bovine Fraction, FACS = Durchflusszytometer, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, Ig 

= Immunglobulin, ISO = Isotypkontrolle, NY = New York-Antikörper, PBS = Phosphat-gepufferte 
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Kochsalzlösung, RHAMM = Rezeptor für Hyaluron-säure vermittelte Motilität, RT = Raumtempera-

tur 

 

Will man eine Dreifachfärbung durchführen, werden die Tubes der ISO-Kontrollen 

mit je 10µl Mouse IgG PE und 10µl Mouse IgG PerCP, die übrigen Tubes mit je 

10µl der CD33 und CD34 Antikörper versetzt, so dass nach einem weiteren 

Waschvorgang gefacst werden kann.  

Bei entstehender Wartezeit lassen sich die Proben unter Zugabe von PBS + 1% 

Formaldehyd aufbewahren. Vor dem Facsen waschen und wieder in 250µl PBS 

resuspendieren. Ist der gewünschte Antikörper, wie beispielsweise G250 von der 

Firma Wilex, schon von Seiten des Herstellers markiert, so wird kein Sekundär-AK 

mehr benötigt, es kann also der Schritt des Färbens ausgelassen werden. 

 

Soll geschaut werden, ob die Möglichkeit einer intrazellulären Antikörper-Antigen-

Bindung besteht, bedient man sich der Methode der intrazellulären Färbung     

(intracellular staining). Dazu werden, wie in Abb. 6 dargestellt, die Tubes sowohl 

mit den Zellproben als auch mit den ISO-Kontrollen nach dem ersten Waschvor-

gang mit 100µl IntraStain Reagent A versetzt. Nach Inkubation und erneutem Wa-

schen werden 100µl IntraStain Reagent B hinzu pipettiert. Im Weiteren erfolgt der 

Versuchsablauf, angefangen mit der mit der Zugabe des Fc-Blocking Reagens, 

wie bei der extrazellulären Markierung. 

 

  

2.9  Immunhistochemie / Zytospin 

 

Die Immunhistochemie ist eine Methode, um relevante Proteine der Zellen nach-

zuweisen. Dies geschieht über Antigen-Antikörper-Bindungen auf zellulärer Ebene 

in situ. Die gewünschten Proteine werden markiert und anschließend licht-

mikroskopisch ausgewertet.  

Diese Methode beschreibt kurz gesagt [2]: Zytospins von PBMCs von HV-

Patienten dienen als negative Kontrollen, während K562 als positive Kontrolle für 

RHAMM und SKRC als positive Kontrolle für G250 fungieren. Des Weiteren wur-

den Gewebeproben, in Kooperation mit Prof. Dr. T. Barth, eingebettet in Paraffin 

als Beispiele für Tumore mit einem monoklonalem anti-RHAMM Antikörper 
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(CD168, clone 2D6, Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK) oder mit einem anti-

G250 Antikörper mit einer Verdünnung von 1:100 inkubiert. Der Envision Kit 

(Dako, Carpinteria, CA, USA) dient als Erkennungssystem für den primären Anti-

körper. Negative Kontrollen werden ohne primäre Antikörper durchgeführt. Für die 

Mikroskopbilder wurde ein AxiophotTM Mikroskop der Firma Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland, gekoppelt mit einer hochauflösenden Videokamera (JVC KY-F75U, 

Tokyo, Japan) verwendet. Bei der Mikroskopiersoftware handelte es sich um 

DiskusTM V.4.50.590. 

 

 

Zytospin 

 

Um einen Zytospin durchführen zu können, müssen die Zellen vorerst ausgezählt 

werden. Es werden einerseits 0,5 x 105 Zellen aus jeder der zu analysierenden 

Zelllinien, andererseits 1 x 105 Zellen der PBMCs oder Patientenzellen pro Objekt-

träger, benötigt. Anschließend werden die Zellen in ca. 1ml  PBS aufgenommen. 

Auf den Objektträger, der in eine Metallklammer gelegt wird, kommt ein Filterpa-

pier und zwar so, dass die raue Seite nach oben zeigt. Über das Filterpapier 

kommt ein Plastikfilter. In diesen werden 100µl (0,5x10E5 Zellen oder 1x10E5 Zel-

len) pro Objektträger pipettiert. Die Cytozentrifuge (Cytospin 2) von der Firma 

Shandon läuft für 3 min. bei 100 rpm. Bevor die Cytospins mit Hilfe von Aceton 

fixiert werden können, müssen sie minimal 30 min trocknen. Die folgende Fixie-

rung in Aceton dauert 10 min. Unfixiert können die Zytospins für drei Tage aufbe-

wahrt werden. 

 

 

2.10 Statistische Methoden 

 

Da es sich bei dieser Arbeit nicht um vergleichende Analysen handelt, kamen kei-

ne besonderen statistischen Methoden zur Anwendung. Die in der Einleitung ver-

wendeten Abbildungen, die das Gesamtüberleben von Patienten mit akuter mye-

loischer Leukämie unterschiedlicher Altersgruppen darstellen, sind Kaplan-Meier-

Plots, die nach der publizierten Standardmethode generiert wurden [28].  



30 
Demmler, Matthias Neue Antikörper gegen Leukämieantigene   

 

 

 

3. ERGEBNISSE          

 

3.1 Ermittlung der Antikörper-Konzentration im Durchflusszytometer 

      

Um die optimale Antikörperkonzentration für die Immunphänotypisierung zu ermit-

teln, wurden individuelle Verdünnungsreihen für jeden der 5 eingesetzten Antikör-

per jeweils für eine extrazelluläre und eine intrazelluläre Färbung  durchgeführt. So 

wurde die Mindestmenge des Antikörpers bestimmt, die den prozentual höchsten 

positiven Anteil anfärbte. Die so ermittelte Menge des jeweiligen Antikörpers in µl 

wurde für die weiteren Versuche übernommen.  Als Beispiel sei die Verdünnungs-

reihe einer Positivkontrolle für den Antikörper M75 in Abb. 7 dargestellt. Dieser 

Antikörper färbt spezifisch das TAA und LAA G250 an. In diesem Fall wurde eine 

optimale Antikörper Menge von 5 µl für eine extrazelluläre Färbung und 10 µl für 

die intrazelluläre Färbung ermittelt.  

 

  

     G250 (M75)  -  SKRC 

  

 

 

Abb. 7: 

Verdünnungsreihe zur Ermittlung der zu pipettierenden Antikörpermengen 

AK = Antikörper, FSC = Forwardscatter, SKRC = Zelllinie, SSC = Sidewardscatter 

 

In Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration des verwendeten Antikörper va-

riierte die Menge des Antikörpers erheblich. Die eingesetzten Mengen betrugen für 

den G250 Wilex-Antikörper für beide Färbemethoden 0,8 µl und für den RHAMM-

Novocastra-Antikörper für beide Färbemethoden jeweils 60 µl. Die uns freund-

licherweise überlassenen Antikörperüberstände RHAMM-NY-2a und RHAMM-NY-

2b wurden in den deutlich größeren Volumina von jeweils 50 µl verwendet. Trotz 
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vielfacher Variation der Antikörperkonzentration und Reaktionsbedingungen ließ 

sich für den Antikörper RHAMM-NY-2b kein positives Signal für RHAMM etab-

lieren. 

 

 

3.2 Definition der Isotypkontrolle 

 

Nach Ermittlung der optimalen Antikörperkonzentration wurde die Isotypkontrolle 

definiert, indem ein unspezifischer Maus IgG-Antikörper eingesetzt wurde und an-

schließend mit fluoreszenzmarkierten Zweitantikörpern gefärbt wurde. Danach 

wurde die Grenze zu positiv gewerteten Zellen definiert und diese Trennung auch 

zu den negativ gewerteten Zellen während der gesamten nachfolgenden Färbun-

gen mit dem jeweils spezifischen ersten Antikörper beibehalten. Dies wurde für 

alle nachfolgenden Experimente so eingehalten. Als Beispiel ist in Abbildung 8 

wieder der  G250-M75-Antikörper gezeigt. Hierzu wurde wieder die im vorherigen 

Schritt ermittelte optimale Antikörpermenge von 5µl des Antikörpers verwendet. 

         

          A Gate                              B iso                       C  

     

 

Abb. 8: 

Isotypenkontrollle am Beispiel der Zelllinie SKRC 

A: Gate 

B:  Iso (Isotypkontrolle) 

C: Darstellung des positiven Anteils der Population unter der Verwendung von G250-M75 5µl 

Antikörper mit extrazellulärer Färbetechnik 

AK = Antikörper, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, Ig = Immunglobulin, 

SSC = Sidewardscatter 
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3.3 Charakterisierung von Zelllinien  

  

Der Test der Antikörper erfolgte zunächst an zwei humanen Zelllinien. Bei der 

K562-Zelllinie handelt es sich um eine erythroleukämische Zelllinie, die aus einem 

Patienten mit chronisch myeloischer Leukämie im Stadium der Blastenkrise gene-

riert wurde. Diese Zelllinie ist gut charakterisiert und exprimiert bekannterweise 

das RHAMM auf mRNA- und Proteinebene, während eine Expression von G250 

bereits auf mRNA-Ebene nicht vorkommt [20].  

SKRC-52 ist eine Zelllinie, die im Sloan-Kettering Institut in New York aus einem 

klarzelligen Nierenzellkarzinom etabliert wurde. Sie ist ebenfalls sehr gut charakte-

risiert. In dieser Zelllinie wurde mehrfach eine besonders hohe Expression des 

TAA/LAA G250 auch auf Proteinebene mittels Immunphänotypisierung nachge-

wiesen [32]. 

 

 

3.3.1. Expression der LAA G250 und RHAMM auf Proteinebene  

 

Da Antigene nicht nur auf der Oberfläche, sondern auch im Zellinneren exprimiert 

werden können, wurden, wie bereits oben ausgeführt sowohl intrazelluläre als 

auch extrazelluläre Färbungen durchgeführt. Mindestens 2 x 105 PBMN wurden 

bei jeder Messung eingesetzt. Sowohl für die zelloberflächliche als auch intrazellu-

läre Exprimierung wurden in je ein FACS-Röhrchen 10µl des Fluoreszenzantikör-

pers Mouse FITC pipettiert. In das zweite FACS-Röhrchen wurden je 1µl des Fluo-

reszenzantikörpers G250 (Wilex) FITC, bzw., 10µl G250 (M75) pipettiert, wobei für 

den intrazellulären Antigennachweis die Zelle mit Hilfe des Intrastain-Verfahrens 

aufgespalten wurde.  
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Expression von G250 in der Nierenzelllinie SKRC52 durch Wilex-Antikörper 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

       

 

Expression von G250 in der Nierenzelllinie SKRC durch den M75-Ak 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

       
 

Abb. 9: 
FACS-Messung von PBMCs von mononukleären Zellen des peripheren Blutes. 

A: Gesamtpopulation 

B:  Iso (Isotypkontrolle) 

C: Darstellung des positiven Anteils der Population auf der Zelloberfläche (extrazellulär)  

unter Verwendung von:  G250 (Wilex) 1µl Antikörper 

     G250 (M75) 10µl Antikörper 

D: Darstellung des positiven Anteils der Population intrazellulär  

unter Verwendung von:  G250 (Wilex) 1µl Antikörper 

     G250 (M75) 10µl Antikörper 

AK = Antikörper, FACS = Durchflusszytometer, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = 

Forwardscatter, Ig = Immunglobulin, PBMC = mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, SSC = 

Sidewardscatter 

 

Es konnte für beide Antikörper eine hohe Expression des LAA G250 auf der 

SKRC52 Zelllinie nachgewiesen werden. Dies gilt sowohl für die extrazelluläre als 

auch für die intrazelluläre Färbung. Dies Expressionsraten lagen hier deutlich über 

90%, bzw. bei der intrazellulären Färbung mit dem G250-M75-Antikörper bei 88%.  

 

Um diese Ergebnisse zu verifizieren, wurde in Kooperation mit Prof. Barth aus 

dem pathologischen Institut eine Immunhistochemie durchgeführt. Abbildung 10 

zeigt das mikroskopische Bild eines solchen Zytospins der SKRC52-Zelllinie unter 
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Verwendung des G250-M75-Antikörpers. Die auftretende stark rötliche Färbung 

kommt über Antigen-Antikörper-Bindungen auf zellulärer Ebene zustande. Da die 

Immunhistochemie Proteine in Zellen nachweist, handelt es sich hierbei um mar-

kierte Proteine, welche lichtmikroskopisch dargestellt werden.  

 

 

Immunologische Färbung der Zelllinie SKRC52 durch den G250-M75-Ak 

   A      B 
 

     
 

 

Abb. 10: 

Immunzytologische Färbung (Zytospin) einer SKRC-Zelllinie mit einem G250-Antikörper  

A: 100 fache Vergrößerung 

B: 200 fache Vergrößerung 
Ak = Antikörper 

 

Es zeigte sich eine ca. 80% Färbung der Tumorzellen mit diesem Antikörper. Als 

Resultat lässt sich hier also eine gute Überstimmung zwischen der 

Immunphänotypisierung und der Immunhistochemie festhalten. 

 

Als Nächstes wurde die Expression des TAA/LAA RHAMM ebenfalls mit beiden 

Methoden untersucht. Es wurde hierzu der kommerzielle Antikörper von 

Novocastra und die Antikörperüberstände NY-2a eingesetzt.  

 
 
 
 
 
 

200µ 100µ 
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Expression von RHAMM in der Zelllinie K562 durch den Novocastra-Ak 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

                                                                                            
 

Expression von RHAMM in der Zelllinie K562 durch den New-York 2a-Ak 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

      
         
Abb. 11:   
FACS-Messung der PBMCs einer mononucleären Zelle des peripheren Blutes. 

A: Gesamtpopulation 

B:  Iso (Isotypkontrolle) 

C: Eigentlicher Versuch der Darstellung positiven Anteils der Population auf der Zellober- 

 fläche unter Verwendung von: Novocastra 10µl Antikörper  

     New York 2a 70µl Antikörper   

D: Darstellung des positiven Anteils der Population intrazellulär  

unter Verwendung von:  Novocastra 60µl Antikörper 

New York 2a 70µl Antikörper  

AK = Antikörper, FACS = Durchflusszytometer, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = For-

wardscatter, Ig = Immunglobulin, PBMC = mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, RHAMM = 

Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität, SSC = Sidewardscatter 

 

In der Abb. 11 ist auch noch einmal der Versuch der Darstellung der New York 2a 

positiven Zellpopulation gezeigt. Wie aus Abbildung hervorgeht, ist nur in der in-

trazellulären Technik ein positives Signal zu finden. In den Folgeversuchen wur-

den daher keine extrazellulären Färbeversuche mit dem New York 2a-Antikörper 

unternommen.  

Auch in diesem Fall wurden die immunphänotypisch gewonnenen Ergebnisse für 

den Novocastra-Antikörper in Kooperation mit Prof. Barth durch immunhisto-

chemisch untersuchte Zytospins abgesichert.  
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Immunologische Färbung auf RHAMM der Zelllinie K562 durch den Novocastra-Ak 

   A      B 

     

 
   C 

 

 

 

Abb. 12: 

Immunzytologische Färbung (Zytospin) einer K562-Zelllinie mit einem RHAMM-Antikörper  

Mit Primärantikörper     A: 100 fache Vergrößerung 

      B: 200 fache Vergrößerung 

Ohne Primärantikörper   C: 100 fache Vergrößerung  

Ak = Antikörper, RHAMM = Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität 

 

 

Wie in der Abb. 12 A+B dargestellt, findet gleichfalls, konkordant mit der 

Immunphänotypisierung, eine Anfärbung von ca. 70% der Tumorzellen für 

RHAMM in der Immunhistochemie statt. In Abb. 12 C wird als Vergleich ein anti-

körpernatives Präparat ohne Färbung der Zellen gezeigt. 

 

100µ 200µ 

100µ 
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Bei den Färbeversuchen mit dem Antikörper New York 2b ließ sich trotz umfas-

sender Variation der Antikörperkonzentration und der Reaktionsbedingungen kein 

positives Signal ableiten (Abb. 13). 

 

Expression von RHAMM in der Zelllinie K562 durch den New-York 2b-Ak 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

      
 
Abb. 13:    
FACS-Messung der PBMCs einer mononucleären Zelle des peripheren Blutes. 

A: Gesamtpopulation 

B:  Iso (Isotypkontrolle) 

C: Eigentlicher Versuch der Darstellung des New York 2b positiven Anteils der Population auf 

 der Zelloberfläche unter Verwendung von 50µl Antikörper 

D: Eigentlicher Versuch der Darstellung des New York 2b  positiven Anteils der Population  

 unter Verwendung der gleichen Antikörperkonzentration wie in Abb. B 

AK = Antikörper, FACS = Durchflusszytometer, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = 

Forwardscatter, Ig = Immunglobulin, PBMC = mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, 

RHAMM = Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität, SSC = Sidewardscatter 

           

Der Antikörperüberstand NY2b wurde daher für die weiteren Untersuchungen we-

gen des fehlenden Positivsignals außer Acht gelassen. 

 

 

3.3.2 Korrespondierende Negativkontrollen 

 

Als Negativkontrolle wurden bei allen Versuchsreihen Proben von HV`s benutzt. 

Wie bei der Positivkontrolle wurde sowohl für die extra- als auch intrazelluläre 

Färbung je in ein FACS-Röhrchen 10µl des Fluoreszenzantikörpers Mouse FITC 

pipettiert. Ein zweites FACS-Röhrchen wird für das extrazelluläre Exprimieren mit 

5µl und das intrazelluläre Exprimieren mit 10µl versetzt, anschließend wurden 10µl 

G250 (M75) hinzupipettiert. Da dieser Antikörper aber von sich aus noch 

unmarkiert ist, wurde nach dessen Inkubation mit einem fluoreszierenden Sekun-

där-Antikörper gefärbt. Auch hier fand mit Hilfe des Intrastain-Verfahrens die Per-
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foration der Zellmembran statt, so dass man von einem intrazellulären Antigen-

nachweis sprechen kann. In der Abbildung 14 sind die korrespondierenden Nega-

tivkontrollen zu den in 3.3.1 ausgeführten Ergebnissen dargestellt. 

 

Negativkontrolle G250 (Wilex)-Ak  -  HV 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

                                                           
 

Negativkontrolle G250 (M75)-Ak  -  HV 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

       
 

Negativkontrolle NOVOCASTRA-Ak  -  HV 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 
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Negativkontrolle RHAMM New-York 2a -Ak  -  HV 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

      
     

Negativkontrolle RHAMM New-York 2b -Ak  -  HV 
 

            A Gate                     B iso                        C extra                  D intra 

        

 

Abb. 14:  
FACS-Messung der peripheren Blutmonozyten (PBMC) einer HV-Probe beim Exprimieren 

der Antikörper.  

A: Gesamtpopulation mit Monozyten oberhalb des Gates (Granulozyten wurden bereits bei 

 der Ficoll-Separation entfernt)  

B:  Iso (Isotypkontrolle) 

C: Darstellung des negativen Anteils der Population auf der Zelloberfläche unter Verwendung 

 von: G250 (Wilex) 0,8µl Antikörper 

  G250 (M75) 5µl Antikörper 

  Novocastra 10µl Antikörper 

  New York 2a 50µl Antikörper 

  New York 2b 50µl Antikörper 

D: Darstellung des negativen Anteils der Population intrazellulär unter Verwendung von: 

  G250 (Wilex) 0,8µl Antikörper 

  G250 (M75) 10µl Antikörper 

  Novocastra 40µl Antikörper 

   New York 2a 70µl Antikörper 

  New York 2b 50µl Antikörper 

AK = Antikörper, CD = Cluster of Differentiation, FACS = Durchflusszytometer, FITC = Fluorescei-

nisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, HV = gesunder Patient (healthy volunteer), Ig = Immunglo-

bulin, PBMC = mononukleäre Zellen des peripheren Blutes, RHAMM = Rezeptor für Hyaluronsäure 

vermittelte Motilität, SSC = Sidewardscatter 

  

Im Gegensatz zu den deutlichen antigenpositiven Reaktionen aus 3.3.1 sehen die 

in der Abbildung 15 dargestellten Negativkontrollen, die ohne Primärantikörper 
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durchgeführt wurden, blass aus. Hier kommt zu keiner spezifischen Antikörperbin-

dung. 

 

Zytospin eines HVs  

   A      B 
 

         

 

Abb. 15: 

Immunzytologische Färbung (Zytospin) eines HVs (healthy volunteer) als Negativkontrolle  

mit einem:  A: G250-Antikörper 100 fache Vergrößerung 

 B: RHAMM–Antikörper 100 fache Vergrößerung 

RHAMM = Rezeptor für Hyaluronsäure vermittelte Motilität  

    

 

3.4 Analyse von myeloischen Blasten in Patienten mit AML  

 

Nach der erfolgreichen Etablierung der Bedingungen für die Färbung mit den Anti-

körpern G250-Wilex, G250-M75 und RHAMM-Novocastra, wurden diese Bedin-

gungen auf periphere Blutproben von AML-Patienten übertragen. 

Hierzu wurde PBMC aus dem peripheren Blut von Patienten isoliert, die an einer 

akuten myeloischen Leukämie erkrankt waren.  

Diese Proben wurden stets bei Nachweis von peripheren Blasten entweder bei 

Diagnosestellung oder im 1. Rezidiv entnommen. Diagnostische Informationen zu 

den hier verwendeten Patienten mit AML sind in Tab. 2 aufgeführt. 

 

 

 

 

100µ 100µ 
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Tab. 2:  

Auflistung, der in den durchgeführten Versuchsreihen verwendeten Proben von Patienten 

mit einer akuten myeloischen Leukämie (AML) 

Pat.-Nr. = Patientennummer 

  

Pat.-Nr. 
Initia-
lien 

Geburts-
jahr 

Ge-
schlecht 

Alter Diagnose Zytogenetik 

1 Z. W. 1958 m 49 AML t(8;21) 

2 W. G. 1923 m 85 AML Nicht durchgeführt 

3 O. M. 1965 m 43 AML 46xy,t(2;12)(p21;q13) 

4 M. P. 1950 m 58 AML 45x,y inv.(16)(p13q22) 

5 S. M. 1944 w 64 AML t(6;11) 

6 R. K. 1940 m 68 AML del 16q22 

7 T. L. 1938 m 70 AML Nicht durchgeführt 

 

 

Die ersten immunphänotypischen Analysen wurden mit dem G250-Wilex-

Antikörper durchgeführt. Hier waren die Isotyp-Kontrollen durchweg negativ. Die 

Ergebnisse der Immunphänotypisierung sind in Abb. 16 dargestellt.  
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Abb. 16:  

Immunphänotypischen Analysen der AML-Patienten 3-5 mit dem G250-Wilex-Antikörper.  

Es wurde, sowohl extrazellulär (extra) als auch intrazellulär (intra) 0,8µl Antikörper verwendet. 

AML = akute myeloische Leukämie, extra + intra = Darstellung des jeweiligen negativen bzw. posi-

tiven Anteils der Population, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, Gate = Ge-

samtpopulation (Monozyten oberhalb des Gates), Ig = Immunglobulin, Iso = Isotypkontrolle,  SSC = 

Sidewardscatter,  

 

Die Expressionsraten für G250 auf AML Blasten lagen in einem relativ niedrigen 

Bereich. Es ließen sich bei der exztrazellulären Färbung maximal 8% G250 positi-
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ve Zellen nachweisen. Bei der intrazellulären Färbung lag die Expressionsrate 

deutlich unter 1%. 

Anschließend wurden Untersuchungen zum Antikörper G250-M75 durchgeführt. 

Wie bei den Untersuchungen zu den Zelllinien bereits festgestellt, ließen sich bei 

einer Reihe von AML-Proben die Mehrzahl der AML-Blasten extrazellulär positiv 

anfärben. Exemplarisch sind hier in dieser Abb. 17 die Patienten AML3 und 4 ge-

zeigt. 

 
AML3 – G250 (M75) 
 

 A Gate   B iso    C extra  D   

    
 

AML4 – G250 (M75) 
 

 A Gate   B iso    C extra  D   

    
 
Abb. 17:  

FACS-Messung der PBMC einer AML-Probe beim Exprimieren der Antikörper auf der Zell-

oberfläche.  

A: Gesamtpopulation mit Monozyten, unterhalb des Gates befindet sich Zelldepris 

B: Ins Positive reichende Zellwolke durch Darstellung des G250 (M75) positiven Anteils wä-

 rend der Isotypenkontrolle  → Marker für eine unspezifische Bindung für die Population 

C: Darstellung des G250 (M75) positiven Anteils der Population bei den Patientenproben 

 AML3 und AML4    

D: Doppelmarkierung mit CD33/CD34 als Marker für maligne Zellen 

  (verwendete Antikörpermenge C-E: 5µl)   

AML = akute myeloische Leukämie, Ak = Antikörper, CD = Cluster of Differentiation, FACS = 

Durchflusszytometer, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, HV = gesunder 

Patient (healthy volunteer), Ig = Immunglobulin, iso = Isotypenkontrolle, PBMC = mononukleäre 

Zellen des peripheren Blutes, SSC = Sidewardscatter 

 

Ersichtlich wird aus dieser Grafik, dass das Antigen für G250 (M75) bei dem AML-

Patienten 4 zu 98,4 % gebunden wird. Betrachtet man nur die Abbildungen 17 A, 
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C+D einzeln, könnte man meinen, G250 (M75) wird spezifisch gebunden. Wird 

zusätzlich in  einer weiteren Grafik, Abb. 17 B, SSC zur Isotypenkontrolle Mouse 

IgG aufgeführt, ist eine zu 56.9% bzw. 80,5% positive Wolke zu verzeichnen, wel-

che bei einer spezifischen Bindung im negativen Bereich zu finden sein sollte. 

Folglich handelt es sich bei einem Großteil der positiv gefärbten Zellen um unspe-

zifische Bindungen des Antikörpers. Wie diese Diskrepanz zu den Untersuchun-

gen in den Zelllinien zustande kommen kann, soll später diskutiert werden. Im  

Gegensatz zu der unspezifisch positiven Isotypkontrollen bei der extrazellulären 

G250-M75 Färbung waren die Isotypkontrollen bei der Intrazellulären Färbung mit 

G250-M75 stets negativ. In der Abbildung 18 sind daher vergleichend die AML-

Patienten 3-5 dargestellt und direkt mit dem entsprechenden immunhistochemisch 

gefärbten Zytospin verglichen. 
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Abb. 18:  

Immunphänotypischen Analysen der AML-Patienten 3-5 mit dem G250-M75-Antikörper. Es 

wurden intrazellulär (intra) 10µl Antikörper (AK) verwendet. 

AML = akute myeloische Leukämie, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, Gate 

= Gesamtpopulation (Monozyten oberhalb des Gates), Ig = Immunglobulin, intra = Darstellung des 

negativen bzw. positiven Anteils der Population, Iso = Isotypkontrolle, SSC = Sidewardscatter, 

≈ 100µ 

 

Abschließend wurde die Expression des LAA RHAMM auf myeloischen Blasten 

mit dem RHAMM-Novocastra-Antikörper untersucht. Hierzu wurden 
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Immunphänotypisierungen mit intrazellulärerr Färbung, sowie Zytospins durchge-

führt. In der Abbildung 19 sind wiederum die Patienten AML 3-5 dargestellt. 
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Abb. 19:  

Immunphänotypischen Analysen der AML-Patienten 3-5 mit dem RHAMM-Novocastra-

Antikörper. Es wurden intrazellulär (intra) 60µl Antikörper (AK) verwendet. 

AML = akute myeloische Leukämie, FITC = Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Forwardscatter, Gate 

= Gesamtpopulation (Monozyten oberhalb des Gates), Ig = Immunglobulin, intra = Darstellung des 

negativen bzw. positiven Anteils der Population, Iso = Isotypkontrolle, RHAMM = Rezeptor für 

Hyaluronsäure vermittelte Motilität, SSC = Sidewardscatter,             ≈ 100µ 
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Mit diesem Antikörper war eine deutlich höhere Antigenexpression für RHAMM als 

vorher für G250 zu detektieren. Die Expression belief sich zwischen 0,56 und 

17,6% (Mittelwert = 8,705% / Median bei 8,33%). Hier ergab sich prinzipiell eine 

gute Übereinstimmung im Vergleich zur Immunhistochemie, die in der semiquanti-

tativen Analyse ebenfalls eine schwache Expression aufwies.   

 

Tab.3:  

Vergleich der experimentell ermittelten Ergebnisse von Immunphäno-typisierung und 

Immunhistochemie  

Ak = Antikörper, AML = akute myeloische Leukämie, EC = extrazellulär (auf der Zelloberfläche), 

FACS = Durchflusszytometer, HV = gesunder Patient (healthy volunteer), IC = intrazellulär, ICH = 

Immunhistochemie, nt = nicht getestet, NYIg = New York Immunglobulin, RHAMM = Rezeptor für 

Hyaluronsäure vermittelte Motilität, K562 + SKRC = Zelllinien 

x = nicht geeignet, ++ = stark positiv, + = schwach positiv 

 

 

AK 
 

 

FACS 
 

 

IHC 
 

  
K562 SKRC AML HV K562 SKRC AML HV 

IC EC IC EC IC EC IC EC     

G 

2 

5 

0 

Wilex nt nt ++ ++ - + - - nt nt nt nt 

M75 nt nt ++ ++ - + - - nt ++ - - 

R 

H 

A 

M 

M 

Novocastra ++ ++ nt nt + - - - ++ nt + - 

NY IgG 2a + - nt nt - - + - nt nt nt nt 

NY IgG 2b x x nt nt - - - - nt nt nt nt 
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4. DISKUSSION  

 

Seit den 1950er Jahren stellte die Chemotherapie mit zellschädigenden und meist 

relativ einfach gebauten chemischen Substanzen die einzige Behandlungsmetho-

de für fortgeschrittene systemische Tumorerkrankungen und insbesondere für 

hämatologische Neoplasien dar. Erst in den letzten zwei Jahrzehnten wurden, 

einhergehend mit dem besseren Verständnis der molekularen Pathogenese dieser 

Erkrankungen, zielgerichtete Strategien zur Krebstherapie entwickelt, die besser 

definierte Angriffspunkte zur Bekämpfung von Tumorzellen nutzen. Sie wirken 

spezifisch und kommen damit dem Ziel der besseren Krankheitskontrolle mit ge-

ringeren Nebenwirkungen näher. Typische Vertreter dieser Medikamentengenera-

tion sind Signalübertragungshemmer (z.B. Tyrosinkinaseinhibitoren oder mTOR-

Antagonisten), Gentherapeutika und Immuntherapeutika. Einige dieser Medika-

mente sind noch in der klinischen Prüfung, andere wie die Tyrosinkinaseinhi-

bitoren Sunitinib und Sorafenib oder der Antikörper Rituximab haben bereits den 

Eingang in die routinemäßige klinische Anwendung gefunden. 

 

 

4.1 Grundlagen der Therapie bei Patienten mit AML 

 

Wie schon einleitend beschrieben, gibt es für die Behandlung von Patienten mit 

akuter myeloischer Leukämie risikoadaptierte Ansätze, die sich in ihrer Intensität 

und Zielsetzung grundlegend unterscheiden. Die Bandbreite des Therapiespekt-

rums reicht von einer wenig intensiven Therapie in palliativer Intention bei älteren 

oder komorbiden Patienten bis hin zu einer allogenen Stammzelltransplantation 

(SZT), die immer mit kurativer Zielsetzung durchgeführt wird. So wird AML-

Patienten, bei denen eine refraktäre Erkrankung oder ein Rezidiv vorliegt, in der 

Primärtherapie abhängig von der Risikosituation (Karyotyp, Ansprechen auf die 

Therapie, Alter, Nebendiagnosen) und Spendersituation, eine allogene Stammzell-

transplantation durchgeführt [15, 48]. Als entscheidende Einflussgröße auf die 

Prognose der an einer AML erkrankten Patienten haben sich in den letzten Jahren 

die Zytogenetik und zusätzliche molekulare Marker erwiesen [30, 49, 50].  Auf die-

ser Grundlage wurde auch die neue WHO-Klassifikation für myeloische 
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Neoplasien entwickelt, in der zytogenetischen Aberrationen eine grundlegende 

Bedeutung zukommt [55].   

Besonders problematisch ist ein chemotherapiebasierender Therapieansatz bei 

älteren Patienten, da ihre Leukämiezellen häufiger eine Hochrisiko-Zytogenetik 

oder die Expression von Multi-Drug-Resistance-Genen aufweisen [31]. Die 

schlechtere Toleranz der konventionellen Konsolidierungstherapie in dieser Alters-

gruppe trägt zusätzlich zur schlechten Prognose bei [35]. Obwohl in den letzten 

Jahren dosisreduzierte Transplantationsprotokolle entwickelt wurden, welche die 

Zielgruppe transplantierbarer Patienten deutlich vergrößert haben, kommt die 

Mehrzahl der Patienten dennoch für einen derart intensiven Therapieansatz in 

Frage. 

Die oben beschriebenen Marker versetzen uns außerdem in die Lage, mit Metho-

den, die meist PCR-basiert sind, molekulare Resterkrankung (MRD) sehr früh zu 

identifizieren. Gerade in einer solchen Situation wäre es wünschenswert eine we-

nig toxische Therapie zur Verfügung zu haben, welche die Krankheit auf diesem 

Niveau kontrollieren oder sogar eliminieren kann, ohne dass es zu einem hämato-

logischen Rezidiv kommt.  Dies setzt die Existenz leukämiespezifischer Strukturen 

voraus, die für solch einen Therapieansatz nutzbar gemacht werden könnten. 

 

 

4.2  Ansatz einer LAA-gerichteten Immuntherapie bei der AML 

 

Anfang der 90er Jahre wurde das erste Tumorantigen MAGE-1 aus einer 

Melanomzellinie kloniert, das erwiesenermaßen cytotoxische T-Zellen zu einer 

spezifischen Immunantwort stimulieren konnte [54]. Über Jahre konzentrierte sich 

die Identifikation solcher TAA mit dem Melanom und dem Nierenzellkarzinom auf 

die zwei soliden Tumorentitäten, die als immunogen angesehen wurde. In dieser 

Zeit benutzten die meisten Arbeitsgruppen Cosmid-basierte Expressionssysteme 

oder die SEREX-Methode, die 1995 in der Arbeitsgruppe von Michael 

Pfreundschuh etabliert wurde [45]. Die Übertragung dieser letzteren Methode auf 

Patienten mit myeloischen Neoplasien verifizierte zum einen aus den soliden Tu-

moren bekannte Antigene als ebenfalls leukämieassoziiert (wie z.B. Wt-1, PRAME 

oder G250), führte zum anderen aber auch zur Entdeckung neuer antigenrelevan-

ter Strukturen wie RHAMM [21]. 
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An solche Zielstrukturen sind 3 Anforderungen zu stellen: Erstens sollten sie mit 

einer hohen Expressionsstärke auf der Oberfläche der Zellen exprimiert sein, 

zweitens  sollte die Expression möglichst homogen sein, um Selektionseffekte und 

einen Immunescape zu vermeiden, und drittens sollte die Zielstruktur auf körper-

eigenem Gewebe nicht exprimiert sein, um systemische Nebenwirkungen einer 

solchen Therapie zu minimieren.   

Die Expression mehrerer LAA auf einem Leukämiezellklon wäre dabei sicher von 

Vorteil, weil durch den damit möglichen polyvalenten immuntherapeutischen An-

satz das Risiko eines Immunescape gleichfalls vermindert würde. 

Die ersten Analysen zur Expression dieser Antigene waren PCR-basiert und kön-

nen damit lediglich die Expression auf mRNA-Ebene nachweisen, ohne die rele-

vante Expression auf Proteinebene darstellen zu können. Gerade der oben aufge-

führte Punkt der homogenen Expression ist mittels PCR nicht zu klären, da er  

lediglich die Expression des jeweiligen Antigens in einem Zellgemisch erfassen 

kann und keine Aussage auf Einzelzellebene ermöglicht. Daher ist für die ab-

schließende Bewertung der Eignung eines Antigens als Zielstruktur ein Antikörper-

basierter Nachweis unerlässlich. 

 

 

4.3 Bedeutung der untersuchten LAAs  RHAMM und G250 

 

Durch umfangreiche PCR basierte Expressionsanalysen gelang die Identifikation 

und Bewertung einer Vielzahl von LAA. Die Expressionsfrequenz in den unter-

suchten Patientenproben belief sich zwischen 27 und 100% [20].  Aus dieser   

großen Zahl von LAA heben sich die Antigene RHAMM, G250 und PRAME her-

vor, weil die Expression dieser Antigene in einer Microarray-Analyse signifikant mit 

dem Gesamtüberleben assoziiert waren. Dabei war G250 das einzige Antigen, 

welches alleine einen signifikanten Einfluss auf die Prognose hatte (p = 0.022). 

Dies lässt zumindest über eine hohe immunogene Wirkung dieser Antigene und 

mit einer durch die ausgelöste T-Zellantwort verbundenen immunologischen Kon-

trolle spekulieren. 
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Auch diese Beobachtung führte dazu, dass eine peptidbasierte RHAMM-

Vakzinierungsstudie initiiert wurde. Die Ergebnisse wurden bereits publiziert und 

zeichnen sich bei der Mehrzahl der Patienten durch ein durch Elispots 

nachgeweisenes immunologisches Ansprechen und bei einem Teil der Patienten 

durch ein klinisches Ansprechen aus [51]. 

 

Für G250 wurde bei 95% der Patienten mit klarzelligen Nierenkarzinom eine Ex-

pression auf den Zellen nachgewiesen. Eine 2007 veröffentlichte Phase I-Studie in 

der ein chimärer G250-Antikörper mit Iod-131 markiert wurde, führte bei einem 

Patienten zu einer kompletten Remission und bei 60% der Gesammtkollektivs zu 

einer Stabilisierung der Erkrankung [10]. Zieht man die oben ausgeführte prognos-

tische Relevanz von G250 in Patienten mit akuter myeloische Leukämie in Be-

tracht, stellt dieses Antigen zweifellos auch in dieser Entität eine attraktive immu-

nologische Zielstruktur dar. 

 

 

4.4 Untersuchungen der Expression von G250 und  RHAMM in Zelllinien 

 

Mit denen in dieser Arbeit durchgeführten antikörperbasierten Untersuchungen 

sollten RHAMM und G250 als immunologische Zielstrukturen auf Zelllinien und 

Blasten bei Patienten mit myeloischer Leukämie untersucht werden. Ein wichtiges 

Ziel war es, einen Antikörper zu finden, der eine zuverlässige Beurteilung der Ex-

pression dieser zwei Antigene ermöglicht. Falls solch ein diagnostisch verwertba-

rer Antikörper identifiziert würde, wäre durchaus auch zu überlegen, ob der Ein-

satz dieses Antikörpers auch in therapeutischer Option möglich wäre.  

Besonderes Augenmerk wurde hierbei auf die Differenzierung zwischen intrazel-

lulärer und extrazellulärer Antigenexpression gelegt.   

Als Zelllinie wurde im Fall von G250 die klarzellige Nierenzellkarzinomzelllinie 

SKRC 52 gewählt. Im Durchschnitt exprimieren 35% aller Zellen in klarzelligen 

Nierenzellkarzinomen G250 [32]. Im Vergleich hierzu weist die SKRC-52-Zelllinie 

eine G250-Expression auf über 90% aller Zellen auf und erscheint wegen der  

homogenen G250-Expression zur Antikörpercharakterisierung als besonders ge-

eignet. 

 



52 
Demmler, Matthias Neue Antikörper gegen Leukämieantigene   

 

 

 

Es wurden hier zwei Antikörper eingesetzt, die beide eine hohe G250 Expression 

in der SKRC-52 Zelllinie nachweisen konnten. Dabei wurden durch den Wilex-

Antikörper sowohl bei der intra- als auch bei der extrazellulären Anfärbung eine 

Expression von 99% nachgewiesen, bei dem M75-Antikörper war die intrazelluläre 

Expression mit 88% um 10% niedriger als die extrazelluläre Expression mit 98%. 

Die Ergebnisse mit beiden Antikörpern sind in guter Übereinstimmung mit den Da-

ten von Li et al. [32], die mit einem murinen IgG2a Antikörper eine Expressionsrate 

von 94% nachwiesen.   

Da in dieser Arbeit auch neu generierte Antikörper getestet werden sollten, wurde 

von Anfang an darauf geachtet, die Ergebnisse der Immunphänotypisierung durch 

eine zweite Methode abzusichern. Durch die Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Barth 

war es möglich, eine semiquantitative Vergleichsuntersuchung mittels 

Immunhistochemie zu Verfügung zu haben. Im Falle der G250 Analyse in SKRC-

52 wurde der M75 Antikörper unter Visualisierung mittels Envision-Kit eingesetzt 

und bestätigte in der semiquantitativen Auswertung eindeutig die in der 

Immunphänotypisierung gefundenen Ergebnisse (Abb. 10).  

 

Für die Charakterisierung der RHAMM-Antikörper wurde die Zelllinie K562 ge-

wählt. Für diese Zelllinie wurde eine hohe Expression von RHAMM auf RNA-

Ebene beschrieben. Hier wurden insgesamt 3 verschiedene Antikörper, ein kom-

merziell erhältlicher Anti-CD168-Antikörper und 2 Antikörperüberstände, die uns 

vom Ludwigs-Institut of Cancer Research zur Verfügung gestellt wurden, einge-

setzt. Hier zeigten sich für den Novocastra-Antikörper deutlich diskrepante Werte 

zwischen der intrazellulären (75%) und der extrazellulären Färbung (16%). Dies 

liegt wahrscheinlich darin begründet, dass bei der intrazellulären Färbung die 

Zellmembran zwar permeabilisiert wird, der Antiköper sich allerdings nicht nur in-

trazellulär, sondern auch zusätzlich auf der Zellmembran ablagert. Insofern kann 

der deutlich höhere Wert für die intrazelluläre Färbung als Summationseffekt von 

intra- und extrazellulärem Antikörper interpretiert werden. In der semiquantitativen 

Analyse durch die immunhistochemische Färbung des Zytospins, der ja auch so-

wohl membrangebundenes Antigen wie auch intrazelluläres Antigen anfärbt, las-

sen sich auch diese Ergebnisse klar bestätigen. 
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Die Ergebnisse, die sich durch die Färbungen mit den Antikörperüberständen 

ergaben, sind schwieriger zur interpretieren. Zwar zeigt sich bei der Färbung mit 

dem RHAMM-NY-2a-Antikörper eine hohe intrazelluläre Anfärbung bei negativer 

Isotypkontrolle. Allerdings war auch die korrespondierende Negativkontrolle bei 

gesunden Kontrollpersonen mit einer Expressionsrate von fast 90% stark positiv. 

Bei in der Literatur beschriebener bekannter RHAMM-Negativität für gesunde 

Kontrollpersonen in der RT-PCR weist dies am ehesten auf eine unspezifische 

Kreuzreaktivität mit einem unbekannten anderen Antigen hin. Gleiches gilt auch 

für den Antikörper RHAMM-NY-2b. Die beiden letzten Antikörper wurden daraufhin 

nicht zur weiteren Analyse der Patientenproben eingesetzt. 

 

 

4.5 Analyse der Blutproben von AML-Patienten 

 

Nachdem 3 Antikörper Ihre Wertigkeit bei der Analyse von Zelllinien unter Beweis 

gestellt hatten, wurden die Untersuchungen auf periphere Blutproben von AML-

Patienten ausgedehnt. Diese Blutproben wurden entweder bei Erstdiagnose oder 

im hämatologischen Rezidiv mit einem hohen peripheren Blastenanteil entnom-

men. Zunächst wurden die Färbungen mit dem Wilex-Antikörper auf G250 durch-

geführt. Hier fand sich eine Expression von maximal 8% in der extrazellulären 

Immunphänotypisierung. Intrazellulär war die Färbung negativ. Diese niedrig-

gradige Expression von G250 auf Proteinebene ist ein bekanntes Phänomen und 

deckt sich mit den Beobachtung anderer Arbeitsgruppen (J. Greiner, persönliche 

Mitteilung).  

Die Immunphänotypisierungen mit dem M75-Antikörper sind nicht diagnostisch, da 

die Isotypkontrolle wiederholt positiv wurde. Die Gründe hierfür sind unklar, es 

kann hier nur spekuliert werden, ob die unterschiedlichen Kulturbedingungen mit 

unterschiedlicher Supplementierung (z.B. humanes Serum statt fetalem Kälber-

serum) hierfür verantwortlich sind. 

Für die Untersuchung auf RHAMM wurde, nachdem sich die RHAMM-NY-Ak nicht 

verwenden ließen, lediglich der kommerziell erhältliche Novocastra-Antikörper 

eingesetzt. Die Expression für RHAMM in der Immunphänotypisierung belief sich 

zwischen 0,56 und 17,6% (Mittelwert = 8,705% / Median bei 8,33%).   
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Hier wurde von Herrn Prof. Dr. T. Barth ebenfalls ein vergleichender Zytospin an-

gefertigt und immunhistochemisch gefärbt. Vergleicht man nun die beiden Metho-

den bei der RHAMM-Färbung lässt sich eine Anfärbung finden, die allerdings nur 

wenige Zellen betrifft. Dies ist in guter Übereinstimmung mit immunphänotypisch 

ermittelten Größenordungen, die ebenfalls im Niedrigprozentbereich lagen. 
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5. ZUSAMMENFASSUNG        

 

RHAMM (Receptor for hyaluronic acid mediated motility) und G250 sind wichtige 

Leukämie-assozierte Antigene (LAAs) bei Patienten, die an einer akuten 

myeloischen Leukämie (AML) erkrankt sind. Die Expression dieser LAA in Kombi-

nation mit einem weiteren LAA PRAME (Preferentially expressed antigen of 

melanoma) erlaubt eine prognostische Aussage über das Überleben von Patien-

ten mit AML. RHAMM ist eine Zielstruktur für eine T-Zell-basierte Immuntherapien, 

die als Peptidvakzinierung bei AML-Patienten auf Phase I/II-Niveau bereits positi-

ve Studienergebnisse erbracht hat. G250 wird sowohl von Zellen des klarzelligen 

Nierenzellkarzinoms auf Proteinebene als auch von AML-Blasten auf mRNA-

Ebene exprimiert. Ein gegen G250 gerichteter radioaktiv markierter monoklonaler 

Antikörper wurde bei Patienten mit Nierenzellkarzinomen ebenfalls in einer Phase 

I/II-Studie eingesetzt.  

 

In dieser Arbeit wurden nach Ermittlung der optimalen Konzentration für jeden An-

tikörper anschließend hoch antigenexprimierende Zelllinien zur Charakterisierung 

der Antikörper eingesetzt. Hierbei ergab sich mit beiden G250-Antikörpern eine 

hohe Expression dieses Antigens auf der Nierenzellkarzinomzelllinie SKRC-52. 

Diese Daten ließen sich überdies in der Immunhistochemie klar bestätigen und 

stimmen gut mit der Literatur überein. Bei der Untersuchung der RHAMM-

Expression ergab sich in Zelllinie K562 ein uneinheitliches Bild. Während durch 

den Novocastra-Antikörper insbesondere in der intrazellulären Immunphäno-

typisierung und in der Immunhistochemie eine hohe RHAMM-Expression nachge-

wiesen wurde, waren bei den NY (New York)-RHAMM-Antikörpern bei antigen-

negativen Kontrollen eine Expression nachweisbar. Wegen dieser unspezifischen 

Reaktivität wurden die Antikörper von den weiteren Analysen ausgeschlossen. 

Bei den Blutproben, die von AML-Patienten gewonnen wurden, ließ sich in der 

Immunphänotypisierung eine niedrige Expression von G250 und von RHAMM auf 

Proteinebene nachweisen, die deutlich niedriger als in den Zelllinien liegt. Ein Ver-

gleich der Expression von G250 in der Immunphänotypisierung und in der 

Immunhistochemie ist nicht möglich, da verschiedene Antikörper eingesetzt wur-

den. Hingegen deckt sich die Höhe der RHAMM-Expression in beiden verwende-
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ten Methoden. Die Untersuchungen bestätigen, dass beide LAA attraktive Ziel-

strukturen für immuntherapeutische Ansätze, gegebenenfalls auch antikörperba-

siert, sein können. Die doch niedrigen Expressionsraten auf Proteinebene mahnen 

jedoch zur Vorsicht und sollten unbedingt durch weitere Antikörper überprüft wer-

den.      
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