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Abstrakt 
 
Das Multiple Myelom (MM) ist eine hämatologische Neoplasie, für deren Therapie zahl-

reiche Substanzen zur Verfügung stehen. Etablierte prädiktive Marker für das individuelle 

Therapieansprechen fehlen. Eine personalisierte Therapieentscheidung könnte helfen, 

das klinische Outcome der Patient*innen zu verbessern. Die vorliegende Arbeit soll über-

prüfen, ob mittels der in-vitro Therapeutika-Test-Plattform der Firma CellPly eine Prädik-

tion des patientenindividuellen in-vivo Ansprechens auf einzelne Therapeutika möglich 

ist. 

 

Innerhalb der CellPly-Plattform können Substanzen und Antikörper zu Zellkulturen auto-

matisiert gegeben und ausgewertet werden. Dies ermöglicht eine Testung von bis zu 16 

verschiedenen Konditionen pro Durchlauf mittels Fluoreszenzdetektion von Tumorzellen 

sowie der Apoptoserate mit anschließender bildbasierter Analyse. Die Inkubation der Zel-

len mit den Medikamenten findet in einem speziellen Microfluid-Device statt, welches 

über 16 Kanäle mit je 1200 Mikrowells verfügt. Diese können individuell ausgewertet wer-

den. 

Zur Evaluation der Methode wurden zunächst die MM-Zelllinie U266 und die Stroma-

Zelllinie HS-5 untersucht und die Methodik etabliert. Anschließend wurden primäre MM-

Zellen von 22 Patient*innen untersucht. Nach der Isolation der mononukleären Zellen 

wurden die MM-Zellen mit einem anti-CD138-Antikörper markiert und mit verschiedenen 

Konzentrationen der Substanzen Bortezomib, Melphalan, Dexamethason, Daratu-

mumab, Elotuzumab und eines SUMO-Inhibitors (SUMOi) bis zu 48h inkubiert. Außer-

dem wurde mittels Markierung von NK-, T- und Stromazellen des Knochenmarkes 

(BMMSC) deren Einfluss auf die Viabilität der MM-Zellen mituntersucht. 

 

Die beiden Zelllinien zeigten eine gute Viabilität innerhalb der CellPly-Plattform, wenn 

auch die der HS-5 niedriger war. In der Ko-Kultur zeigten beide eine signifikant schlech-

tere Viabilität. Die Viabilität der primären MM-Zellen zeigte sich über 24h gut, nach 48h 

lag sie bei Anwendung des automatischen Protokolls weiterhin im auswertbaren Bereich. 

Für Bortezomib, Melphalan, SUMOi und Dexamethason ließen sich gute Dosis-Wir-

kungsbeziehungen darstellen und ideale Response-Testparameter ermitteln. Für Dara-

tumumab, Elotuzumab und Lenalidomid ließen sich nicht genug verwertbare Daten ge-

nerieren, so dass hier keine signifikante Wirkung gemessen werden konnte. Für NK- und 
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T-Zellen ließ sich ein signifikant negativer Einfluss auf das MM-Überleben in-vitro eruie-

ren. BMMSC lagen in zu geringer Menge im Knochenmark vor für eine weitere Analyse. 

Die Hinzunahme der klinischen Daten der Patienten zu den in-vitro-Ergebnissen zeigte 

keine signifikanten Korrelationen. 

 

Mittels der CellPly-Plattform konnte die in-vitro Response für die Substanzen Bortezomib, 

Melphalan, SUMOi und Dexamethason dargestellt werden, zudem war der Einfluss von 

NK- und T-Zellen messbar. Die prädiktive Wertigkeit der in-vitro Ergebnisse zum in-vivo 

Outcome muss in einer größeren Patientenkohorte evaluiert werden. 
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Abstract 
 

Multiple Myeloma (MM) is a hematological malignancy with many therapeutic options 

available. There is a lack of established predictive markers for the individual response to 

the different drugs. Personalized treatment decisions could improve the clinical outcomes 

of patients. This project shall evaluate if it is possible to predict individual in-vivo re-

sponses to several drugs by using the in-vitro drug testing-platform from CellPly. 

 

Within the CellPly platform, substances and antibodies can be added to cell cultures in 

an automated manner. This allows testing of up to 16 different conditions per run by flu-

orescence detection of tumor cells as well as the apoptosis rate by image-based analysis. 

The incubation of the cells with the drugs takes place in a special microfluid device, con-

taining 16 channels. Each channel includes 1200 microwells that can be analyzed indi-

vidually. To evaluate the method, the MM-cell-line U266 and the stromal-cell-line HS-5 

were examined and the automated preparation of cells by the machine was established. 

Subsequently, primary MM cells from 22 patients were tested. Mononuclear cells were 

isolated by Ficoll, MM cells were labeled with an anti-CD138 antibody and incubated with 

different concentrations of bortezomib, melphalan, dexamethasone, daratumumab, elo-

tuzumab and a SUMO inhibitor (SUMOi) for up to 48h. In addition, by labeling NK-, T- 

and bone marrow stromal cells (BMMSC), their influence on MM cell viability was inves-

tigated. 

 

Both cell lines showed good viability within the CellPly platform, although that of HS-5 

was lower. In co-culture, both showed significantly worse viability. The viability of the pri-

mary MM cells was shown to be good over 24h and remained in the evaluable range after 

48h due to application of the automated protocol. For bortezomib, melphalan, SUMOi and 

dexamethasone good dose-response relationships were shown, and ideal response test 

parameters were determined. There was no statistically significant dose-dependent effect 

on MM-cells seen for lenalidomide, daratumumab and elotuzumab. Regarding NK- and 

T-cells, a significant negative effect on MM viability was shown in-vitro for both cell types. 

Due to a low proportion of BMMSC in the bone marrow samples further analysis was not 

possible. There were no significant correlations between the clinical data of the patients 

and the in vitro results. 
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The CellPly platform could analyze the susceptibility of MM cells to bortezomib, melpha-

lan, dexamethasone and SUMOi. Besides, the effect of NK- and T-cells could be meas-

ured. Future work will explore a larger cohort to investigate the correlation of the in-

vitro data with the patient response and outcome. 
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1. Einleitung 
1.1. Multiples Myelom 
Das Multiple Myelom (MM) ist eine hämatologische Neoplasie, die zu den indolenten B-

Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen zählt. Weltweit beträgt die altersstandardisierte Inzidenz 

2,1/100.000, in Deutschland betrug sie 2018 5,4/100.000 für Männer und 3,5/100.000 für 

Frauen mit einem Altersgipfel von 72 bzw. 74 Jahren (1,2). Es zeigen sich Unterschiede 

in der geographischen Verteilung der Inzidenz, wobei die höchste unter Afroamerikanern 

und die niedrigste in Ostasien vorkommt. Das mediane Überleben liegt durch die Anwen-

dung der modernen zielgerichteten Therapeutika bei etwa 6 Jahren (3).  

Die Pathologie des MM besteht in der klonalen Vermehrung von malignen Plasmazellen 

im Knochenmark (KM). Diese sezernieren meist funktionsuntüchtige Immunglobuline 

oder Bruchstücke davon, welche als M-Protein mittels Serum- und Urinelektrophorese 

gemessen werden können. Man unterscheidet je nach sezerniertem Immunglobulin IgG- 

und IgA-Myelome, seltener liegen auch IgD- und IgE-Myelome vor.  In etwa 20% werden 

nicht ganze Immunglobuline, sondern nur Leichtketten sezerniert (4).  

Durch die Knochenmarksinfiltration kann es zu einer Verdrängung der physiologischen 

Hämatopoese und damit zu Zytopenien insbesondere der Erythropoese, aber auch an-

derer Zellreihen kommen. Diese können sich durch die Symptome Infektneigung (Leuko-

penie), Blutungsneigung (Thrombopenie) und Abgeschlagenheit (Anämie) zeigen (4). 

Weiterhin kann es durch eine gesteigerte Osteoklastenaktivität zu Osteolysen, patholo-

gischen Frakturen und Knochenschmerzen kommen. Der vermehrte Knochenabbau 

kann außerdem eine Hyperkalzämie verursachen. Aufgrund der hohen Menge von se-

zernierten Immunglobulinen oder Leichtketten kann es zudem zu renalen Schädigungen 

kommen, welche je nach Ort und Art der Proteinablagerung als CAST-Nephropathie, AL-

Amyloidose oder Leichtkettenerkrankung auftreten können. Bei renaler Ausscheidung 

der Leichtketten spricht man von einer Bence-Jones-Proteinurie, welche einen schäu-

menden Urin verursachen kann.  

Die beschriebenen Endorganschäden werden als CRAB-Kriterien (Hyperkalzämie, Nie-

reninsuffizienz, Anämie und Osteolysen) zusammengefasst und stellen eine Therapiein-

dikation dar (s. Tab. 1). 2014 wurden diese durch die SLiM-CRAB-Kriterien ergänzt, wo-

nach auch eine KM-Plasmazell-Infiltration von mindestens 60%, eine Leichtkettenratio > 

100 oder mindestens eine Knochenläsion in der MRT ein therapiebedürftiges MM defi-
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nieren (5). Diese Kriterien sagen mit hoher Wahrscheinlichkeit das Auftreten von Organ-

schäden innerhalb der nächsten Jahre voraus, so dass vor Auftreten der ersten Symp-

tome mit einer Therapie begonnen werden kann. 

Die Vorstufen des MM sind die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) 

und das Smoldering Myeloma (SMM). Bei beiden ist es noch nicht zu einem Endorgan-

schaden gekommen, das MGUS weist dabei eine niedrigere KM-Infiltration und einen 

geringeren M-Protein-Spiegel als das SMM auf (s. Tab. 1). Bei ca. 3-4% der über 50-

Jährigen kann ein MGUS diagnostiziert werden, die jährliche Progressrate zum MM liegt 

aber nur bei 1% (6–8). Somit stellt das MGUS ein prämalignes Stadium des MM dar.  

Beim solitären Plasmozytom handelt es sich um eine Sonderform des MM, welches als 

ein solitärer Plasmazelltumor definiert ist und im Gegensatz zum MM durch Bestrahlung 

potenziell heilbar ist. (9)  

Weitere klinische Sonderformen des MM, die mit einer schlechteren Prognose einherge-

hen, sind die Plasmazell-Leukämie und das extramedulläre Myelom (EMM). Zum Zeit-

punkt der Erstdiagnose liegt bei ca. 1,7-4,5% der Patient*innen eine extramedulläre Ma-

nifestation vor, im späteren Verlauf entwickeln bis zu 10% der Patient*innen ein EMM 

(10). 

Die Prognose des MM wird durch das International Staging System (ISS) abgeschätzt, 

welches sich nach den Werten von Albumin und Beta-2-Mikroglobulin richtet und eine 

Aussage über die durchschnittliche 5-Jahres-Überlebensrate gibt. 2015 wurde mittels der 

Einführung des R-ISS die prognostische Aussagekraft verbessert, indem zusätzlich die 

Zytogenetik und die Laktatdehydrogenase (LDH) mit einbezogen werden (s. Tab. 2) (11).  

Zudem kann das MM nach Salmon & Durie klassifiziert werden, wie in Tabelle 3 aufge-

führt (12). Diese Einteilung verliert jedoch zunehmend an Bedeutung, da sie keine prog-

nostische Aussagekraft hat, sondern nur der Abschätzung der Tumormasse dient. 

Zur Evaluation des Therapieansprechens sind die Response-Kriterien der International 

Myeloma Working Group (IMWG) etabliert (s. Tab. 4) (13). Zum Monitoring des Anspre-

chens wird empfohlen, unter der laufenden Therapie monatlich die Messungen des Se-

rum- und Urin-M-Proteins und der freien Leichtketten durchzuführen, außerhalb der The-

rapie alle 3-4 Monate, um einen Krankheitsprogress rechtzeitig zu identifizieren (14). 

 

 

 



 
21 

Tab. 1: Diagnosekriterien des MGUS, SMM und symptomatisches MM, modifiziert nach den IMWG-Krite-

rien (5) 

 MGUS SMM Symptomatisches 
MM 

Knochenmarksinfiltra-
tion  

< 10% 10-60% ≥10% 

M-Protein (Serum/Urin) < 30g/l /  

< 500mg/24h 

≥ 30g/l /  

≥ 500mg/24h 

nachweisbar 

Endorganschäden keine keine Vorhanden (s. SLiM-

CRAB) 

SLiM-CRAB-Kriterien Hinweis 
S: ≥ 60% KM-Infiltration Nachweis von klonalen Plasmazellen 

Li: Leichtketten-Ratio ≥ 100  Betroffene Leichtkette ≥ 100mg/l 

M: ≥ 1 fokale MRT-Läsion ≥ 5mm 

C: Hyperkalzämie Serumkalzium >2,75 mmol/l oder >0,25 mmol/l oberhalb 

des oberen Normwertes 

R: Niereninsuffizienz Kreatinin > 2mg/dl oder Kreatinin-Clearance < 40ml/min 

A: Anämie  Hämoglobin < 10g/dl oder > 2g/dl unter Normwert 

B: Knochenbeteiligung  Nachweis von Osteolysen in der Bildgebung 

 
Tab. 2: R-ISS-Score zur Prognoseabschätzung, modifiziert nach (11) 

ISS I (alle Kriterien) II III (mind. 1 Kriterium) 

Beta-2-Mikroglobulin < 3,5 mg/l Weder I noch 

III 

≥5,5 mg/l 

Albumin ≥ 3,5 g/dl - 

R-ISS I (alle Kriterien) II III (ISS und LDH oder Zytogene-
tik) 

ISS I 

Weder R-ISS 

I noch III 

III 

LDH normal erhöht 

Zytogenetik (FISH) Standardrisiko Hochrisiko  
- del(17p) 
- t(4;14) 
- t(14;16) 

5-Jahres-Überle-

bensrate 

82% 62% 40% 
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Tab. 3: Klassifikation nach Salmon & Durie, modifiziert nach (12) 

Stadium I (alle Kriterien) II III (mind. 1 Krite-
rium) 

Hämoglobin > 10g/dl 

Weder I noch III 

< 8,5 g/dl 

Serumkalzium normwertig Hyperkalzämie 

Osteolysen ≤1  ≥ 3  

M-Protein niedrig hoch 

 
Tab. 4: IMWG-Response-Kriterien, vereinfacht nach (13) 

Response Zu erfüllende Bedingungen 
Complete response (CR) Negative Immunfixation in Serum und Urin, < 5% 

Plasmazellen im KM  

Very good partial response 
(VGPR) 

≥ 90% Reduktion des Serum M-Proteins, Urin M-

Protein < 100mg/24h 

Partial response (PR) ≥ 50% Reduktion des Serum M-Proteins, ≥ 90% Re-

duktion des Urin M-Proteins/24h oder < 200mg/24h 

Minimal response (MR) ≥ 25% Reduktion des Serum M-Proteins, ≥ 50% Re-

duktion des Urin M-Proteins/24h  

Stable disease (SD) Keine anderen Kriterien erfüllt 

Progressive disease (PD) Mindestens 1: 

- ≥ 25% Anstieg des M-Proteins (Serum oder 

Urin), absoluter Anstieg ≥ 5mg/dl (Serum) bzw. 

>200mg/24h (Urin) 

- ≥ 25% Anstieg der Leichtkettendifferenz (bei 

nicht messbaren M-Protein), absoluter Anstieg ≥ 

10mg/dl 

- Progredienz der Läsionen in der Bildgebung 

 

Zudem erfolgt insbesondere im Rahmen von klinischen Studien die Erfassung der mini-

malen residualen Erkrankung (MRD) beim MM. Die bisherigen Daten zeigen eine gute 

prognostische Bedeutung einer MRD-Negativität im Sinne einer signifikanten Verlänge-

rung des PFS (54 vs. 26 Monate) und OS (98 vs. 82 Monate) bei Patient*innen, die MRD-

Negativität erreichen (15). Als diagnostische Methoden stehen dabei Next-Generation-

Sequencing (NGS) und die Durchflusszytometrie zur Verfügung, für eine Etablierung in 
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den klinischen Alltag fehlt es jedoch bisher an einer flächendeckenden Umsetzbarkeit der 

erforderlichen Qualitätsstandards. Zudem liegen aktuell (Stand 11/2022) keine Daten aus 

prädiktiven Studien vor, die einen Vorteil von MRD-Status basierten Therapieentschei-

dungen belegen, so dass die MRD-Bestimmung bisher zu keinen Konsequenzen bezüg-

lich des weiteren therapeutischen Vorgehens führt. 

 

1.2. Genetik des Multiplen Myeloms 
Das MM ist eine genetisch heterogene Erkrankung. In etwa 60% der Fälle ist die Genetik 

der Erkrankung durch Trisomien charakterisiert, wobei die Trisomien der Chromosomen 

3 und 5 mit einer guten und die Trisomie des Chromosoms 21 mit einer schlechten Prog-

nose einhergeht (16,17). 

In etwa 45-50% der Fälle liegen Translokationen vor, die den Genlocus der schweren 

Kette (IgH) 14q32 miteinbeziehen (IgH-Rearrangement) (17). Mit einem Standardrisiko 

gehen dabei die t(11;14) und t(6;14) einher, während t(4;14), t(14;16) und t(14;20) mit 

einem höheren Risiko für einen schlechten Verlauf assoziiert sind (14). 

Eine weitere häufige Mutation beim MM ist der Zugewinn des langen Arms von Chromo-

som 1 (1q21), wobei eine höhere Anzahl von Kopien mit dem Zugewinn (>3) eine ausge-

prägtere Prognoseverschlechterung verursacht (18). Die häufigsten Deletionen sind die 

del(1p) und del(17p), welche ebenfalls beide mit einem schlechteren Outcome assoziiert 

sind (19). Im Falle der del(17p) liegt in etwa 40% der Fälle eine Mutation des Tumorsup-

pressorgens TP53 vor (20). Die biallelische TP53 Mutation stellt dabei die schwerwie-

gendste Veränderung bezüglich der Prognose dar (18). Bei Vorliegen von mindestens 2 

(double-hit) Hochrisiko-Aberrationen verschlechtert sich die Prognose weiter (21). 

Des Weiteren können Mutationen von RAS und MYC vorliegen (14). 

 

Da die Risikostratifizierung nach R-ISS nur 3 genetische Aberrationen mit einbezieht, 

während jedoch eine Vielzahl weiterer genetischer Veränderungen eine prognostische 

Bedeutung besitzen, ist eine verbesserte Risikostratifizierung Gegenstand aktueller For-

schung. Durch die wachsende Verfügbarkeit von NGS stellt Gene expression profiling 

(GEP) eine mögliche Methode dafür dar. Mittels der Identifikation einer bestimmten Gen-

signatur, welche prognostisch relevante Gene enthält, kann ein Risikoscore für die indi-

viduellen Patient*innen erstellt werden. Beispielhaft stellten Kuiper et al. die EMC-92-

gene-signature vor, mittels der anhand der Expression von 92 Genen eine Unterteilung 
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der Patient*innen in Hochrisiko mit einem OS von weniger als 2 Jahren und Standardri-

siko erfolgte und welche erfolgreich anhand 740 neudiagnostizerter (NDMM) und 264 

rezidivierter oder refraktärer (RRMM) Patient*innen validiert werden konnte (22). Unter 

Hinzunahme des ISS konnte die Risikostratifizierung sogar auf 4 Gruppen erweitert wer-

den: Hochrisiko (OS 24 Monate), intermediäres Hochrisiko (OS 47 Monate), intermediä-

res Niedrigrisiko (OS 61 Monate) und Niedrigrisiko (OS nicht erreicht) (23). Jedoch ist die 

Anwendung des GEP aktuell noch mangels flächendeckender Verfügbarkeit und fehlen-

der Etablierung einer validierten Signatur für die Risikostratifizierung limitiert. 

 

Das MM unterliegt einer klonalen Evolution, das heißt, die Zusammensetzung aus ver-

schiedenen Subklonen zeigt sich variabel über den Krankheitsverlauf. Keats et al. konn-

ten zeigen, dass nur bei ca. einem Drittel der Patient*innen zum Zeitpunkt des Rezidivs 

eine genomische Stabilität vorherrscht, wobei es sich insbesondere um hyperdiploide 

Myelome handelt (24). Bei jeweils einem weiteren Drittel der Fälle kam es entweder zu 

einer linearen (Zugewinn von Klonen mit neuen Mutationen) oder einer verzweigten Evo-

lution (Zugewinn und Verlust von Klonen). Beide Muster waren signifikant mit Hochrisi-

koaberrationen assoziiert (24). Diese Ergebnisse deuten auf die Bedeutung des Kon-

zepts der Re-Induktion bei einem Spätrezidiv hin, da auch nach einem Rezidiv davon 

auszugehen ist, dass wahrscheinlich der therapiesensible Klon weiter vorhanden ist (24).  

In einer Arbeit von Weinhold et al. zeigte sich bei Patient*innen mit einem Rezidiv eine 

klare Dominanz der verzweigten Evolution, während bei einem geringeren Anteil die line-

are Evolution oder einer Umverteilung der Klonanteile ursächlich für das Rezidiv war (25). 

Eine genetische Stabilität war nur in einem Einzelfall nachweisbar (25). Weitere Arbeiten 

unterstützen die Bedeutung der linearen und insbesondere der verzweigten Evolution für 

den Krankheitsprogress, zeigten jedoch auch das Vorhandensein genetischer Stabilität 

(26–28). Zudem konnte beobachtet werden, dass Patient*innen nach vorherigem Errei-

chen einer CR im Vergleich zur initialen Präsentation zum Zeitpunkt des Rezidivs ein sehr 

differentes genetisches Profil aufweisen. Dies war unabhängig von der Durchführung ei-

ner Lenalidomid-Erhaltungstherapie (28). Im Vergleich dazu konnte in derselben Arbeit 

beobachtet werden, dass ein stabiles Mutationsprofil nur bei Patient*innen ohne vorma-

liges Erreichen einer CR vorkam (28). Dies verdeutlicht den Selektionsdruck, den effek-

tive Therapeutika auf die MM-Zellen ausüben. Dieser Mechanismus ist neben der An-

sammlung neuer Mutationen ursächlich für die Rezidiventstehung, indem initial vorhan-

dene nicht-messbare resistente Subklone nach der Therapie dominant werden (28). 
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Ein weiterer bedeutsamer Faktor der Pathophysiologie des MM stellt die räumliche Hete-

rogenität der Erkrankung dar. Rasche et al. konnten in ihrer Arbeit eine genetische Vari-

anz der MM-Zellen zwischen verschiedenen fokalen Läsionen feststellen. So zeigten sich 

bei 25% der Patient*innen eine Diskrepanz bezüglich des Vorliegens prognostisch 

schlechter Mutationen (29). Dies zeigt eine lokal begrenzte genetische Evolution der ver-

schiedenen Klone auf, angetrieben durch die räumliche Limitation der KM-Nische. Dabei 

ergab sich hinsichtlich des Ausmaßes der Heterogenität kein signifikanter Unterschied 

zwischen Erstdiagnose und Rezidiv (29).  

Diese räumliche Heterogenität spiegelt sich auch in varianten Plasmazellinfiltrationen, je 

nach punktierter Stelle, wider (30). Da im klinischen Alltag routinemäßig nur eine Probe 

des Beckenkamms entnommen wird, sind sämtliche Ergebnisse bezüglich des geneti-

schen Profils nur auf diese fokale Läsion begrenzt.  

Landau et al. konnten in ihrer Arbeit zudem zeigen, dass die räumliche Heterogenität des 

MM auch durch die Therapie, in diesem Fall die Melphalan-Hochdosistherapie (HDT), 

beeinflusst wird. In den untersuchten Proben konnte festgestellt werden, dass sich ein 

einziger lokalisierter Zellklon nach Überleben der HDT in kürzester Zeit im gesamten Kör-

per ansiedeln und somit einen Progress verursachen konnte, was unter anderem durch 

die Erhöhung der Mutationsrate durch Melphalan gefördert wurde (31). 

 

Ein möglicher Ansatz, um bei der genetischen Diagnostik die räumliche Heterogenität der 

Erkrankung zu umgehen, stellt die Liquid Biopsy dar. Dabei können zirkulierende Tumor-

zellen, freie Tumor-DNA, microRNA oder extrazelluläre Vesikel im peripheren Blut detek-

tiert, isoliert und analysiert werden (32). Somit könnte auf die invasive KM-Diagnostik 

verzichtet werden und man erhält Daten der verschiedenen Subklone aller KM-Nischen. 

Jedoch gibt es bisher (Stand 11/2022) noch keine validierten und etablierten Methoden. 

 

1.3. Therapie des Multiplen Myeloms 
1.3.1. Erstlinientherapie 
Als indolentes Lymphom wird das MM palliativ behandelt, eine Kuration ist bisher nicht 

möglich. Ein wichtiger Bestandteil der MM-Therapie stellt die autologe Stammzelltrans-

plantation (autoSZT) dar, weshalb man im Therapie-Algorithmus zwischen transplantati-

onsfähig und nicht-transplantationsfähig unterscheidet. Die Transplantationsfähigkeit der 

Patient*innen wird unter anderem anhand des Alters, aber auch an Komorbiditäten und 

dem Allgemeinzustand festgemacht. Trotz der Verfügbarkeit moderner zielgerichteten 
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Therapien mit hoher Wirksamkeit bleibt die autoSZT ein essenzieller Bestandteil der MM-

Therapie, welche das PFS der Patient*innen um ca. 1 Jahr verlängern kann verglichen 

mit einer Therapie nach dem VRD-Schema (33).  

Bei angestrebter Transplantation wird mit einer Induktionstherapie begonnen, wobei die 

Kombination aus Bortezomib, Cyclophosphamid und Dexamethason (VCD) etabliert ist 

(34,35). Weitere empfohlene Möglichkeiten stellen die Kombinationen aus Daratu-

mumab, Bortezomib, Thalidomid und Dexamethason (Dara-VTD, CASSIOPEIA-Studie) 

und aus Bortezomib, Lenalidomid und Dexamethason (VRD) dar, wobei für letztere for-

mal die Zulassung in Deutschland fehlt (Stand 11/2022) (35–37). 

Zur Mobilisierung der Stammzellen kann die Kombination aus Cyclophosphamid, einem 

Antrazyklin und Dexamethason (CAD-Schema) oder Cyclophosphamid allein verabreicht 

werden, es kann aber auch eine Stammzellsammlung aus dem steady state erfolgen (38). 

Zusätzlich erfolgt eine Stimulation mit G-CSF und gegebenenfalls Plerixafor.  

Anschließend wird den Patient*innen eine Hochdosistherapie mit Melphalan verabreicht, 

auf die die Rückgabe der Stammzellen folgt (39).  

Die autoSZT kann als Tandemtransplantion erfolgen, welche für Patient*innen mit Hoch-

risikoaberrationen (HRMM) und Patient*innen mit nicht erreichter CR nach der ersten 

Transplantation empfohlen wird. Die Studienlage hierzu ist jedoch nicht eindeutig. Wäh-

rend eine prospektive Studie von Cavo et al. eine Verbesserung des OS und PFS für alle 

Patient*innen inklusive HRMM durch eine Tandemtransplantation zeigen konnte, gab es 

in der prospektiven Studie von Stadtmauer et al. keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen den Therapiearmen (40,41).  

Eine Konsolidierungstherapie wird aufgrund eines fehlenden positiven Einflusses auf das 

Outcome aktuell nicht empfohlen, in Studien jedoch teilweise durchgeführt (41). An die 

autoSZT sollte sich eine Erhaltungstherapie von mindestens 2 Jahren anschließen, dafür 

ist bisher nur Lenalidomid zugelassen. Mittels einer Lenalidomid-Erhaltungstherapie kann 

die 7-Jahres-Überlebensrate von 50% auf 62% erhöht werden, profitieren können alle 

Patient*innen unabhängig von der Tiefe des Ansprechens auf die bisherige Therapie 

(42). Die in Deutschland nicht zugelassene Erhaltungstherapie mit Bortezomib wurde vor 

allem bei Patient*innen mit del(17p) empfohlen, Sonneveld et al. konnten in dieser Sub-

gruppe eine PFS-Steigerung von 12 auf 22 Monate feststellen (43). Jedoch zeigt sich in 

einer retrospektiven Analyse kein Unterschied einer Erhaltungstherapie mit Lenalidomid 

gegen Bortezomib in dieser Patientenpopulation (44). 
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Patient*innen, die nicht für eine autoSZT geeignet sind, können ebenfalls eine Therapie 

mit VCD erhalten. Bei ausreichender Fitness der Patient*innen kann mittels Daratu-

mumab, Lenalidomid und Dexamethason (Dara-RD) jedoch ein besseres Ansprechen 

erreicht werden (MAIA-Studie) (45). Weitere zugelassene Kombinationen für die Erstli-

nientherapie bei nicht-transplantationsfähigen Patient*innen stellen Daratumumab, Bor-

tezomib, Melphalan und Prednisolon (Dara-VMP, ALCYONE-Studie) und VRD (SWOG-

Studie) dar (46,47). 

 

1.3.2. Rezidivtherapie 
Für die Rezidivtherapie stehen beim MM zahlreiche Substanzen zur Verfügung, die wie 

in Tabelle 5 dargestellt in verschiedenen Mehrfachkombinationen verabreicht werden 

können. Bei einem späten Rezidiv kann die Primärtherapie erneut verabreicht werden. 

Außerdem besteht die Möglichkeit, erneut eine autoSZT durchzuführen, wenn diese in 

der Erstlinientherapie zu einer langanhaltenden Response geführt hat oder bisher noch 

nicht durchgeführt wurde. Seit 2021 ist außerdem mit Idecabtagen-Vicleucel eine CAR-

T-Zell-Therapie für das MM verfügbar, die das B-cell-maturation-antigen (BCMA) als Ziel-

struktur nutzt (48). Neu zugelassen wurde zudem der bispezifische Antikörper Te-

clistamab, der an BCMA und an CD3 bindet und so eine T-Zell-spezifische Antwort gegen 

das MM induziert (49). 

In Einzelfällen und bei vorhandenem Spender kann auch eine allogene Stammzelltrans-

plantation in Betracht gezogen werden, aufgrund der hohen therapieassoziierten Morta-

lität und Morbidität und bei Fehlen einer eindeutigen Überlegenheit gegenüber einer wei-

teren autoSZT wird von diesem Konzept aber zunehmend abgerückt (50,51). 

Für die Therapieauswahl im Rahmen der Rezidivtherapie existieren keine klaren Richtli-

nien, sie erfolgt basierend auf den bereits verabreichten Substanzen und der Patienten-

fitness. Prädiktive Marker für das individuelle Therapieansprechen fehlen bisher.  
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Tab. 5: Übersicht über die wichtigsten in Deutschland zugelassenen Medikamentenkombinationen für die 

Rezidivtherapie des MM (Stand 11/2022).   

Therapieschema Referenz 
Carfilzomib, Lenalidomid, Dexamethason (KRD) ASPIRE-Studie (52) 

Elotuzumab, Pomalidomid, Dexamethason (Elo-PD) ELOQUENT-3-Studie (53) 

Elotuzumab, Lenalidomid, Dexamethason (Elo-RD) ELOQUENT-2-Studie (54) 

Daratumumab, Lenalidomid, Dexamethason (Dara-

RD) 

POLLUX-Studie (55) 

Daratumumab, Carfilzomib, Dexamethason (Dara-

KD) 

CANDOR-Studie (56) 

Daratumumab, Bortezomib, Dexamethason (Dara-

VD) 

CASTOR-Studie (57) 

Daratumumab, Pomalidomid, Dexamethason (Dara-

PD) 

EQUULEUS-Studie (58) 

Isatuximab, Pomalidomid, Dexamethason (Isa-PD) ICARIA-Studie (59) 

Isatuximab, Carfilzomib, Dexamethason (Isa-KD) IKEMA-Studie (60) 

Selinexor, Dexamethason STORM-Studie (61) 

Panobinostat, Bortezomib, Dexamethason PANORAMA1 (62) 

Ixazomib, Lenalidomid, Dexamethason TOURMALINE-MM1-Studie 

(63) 

Idecabtagen-Vicleucel KarMMa-Studie (48) 

Belantamab-Mafoditin  DREAMM-2-Studie (64) 

Teclistamab MajesTEC-1-Studie (49) 

 

1.4. Substanzen 
1.4.1. Klassische Zytostatika 
Ein wichtiger Vertreter der klassischen Zytostatika in der Myelomtherapie ist Melphalan. 

Es gehört zur Gruppe der Alkylantien und ist ein Stickstofflost-Analoga. Es verfügt über 

zwei 2-Chloroethylgruppen, welche kovalent an Stickstoff der DNA-Base Guanin binden 

und somit eine Quervernetzung der DNA-Stränge bewirken (65,66). Dadurch ist die wei-

tere Zellreplikation gestört und es kommt zur Apoptose (67). 

Melphalan bewirkt außerdem eine verminderte IL-6-Produktion in den mesenchymale 

Knochenmarkstromazellen (BMMSC) und Osteoblasten, welches zum einem wahr-

scheinlich den Anti-Myelom-Effekt verstärkt, zum anderen aber auch mit einen der 
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Gründe der gestörten posttherapeutischen hämatopoetischen Rekonstitution durch 

Schädigung der KM-Nische darstellen kann (68).  

Durch die in hohen Dosierungen ausgelöste Myelosuppression wird Melphalan zur Hoch-

dosistherapie mit anschließender Stammzelltransplantation eingesetzt, wie bereits unter 

1.3.1. beschrieben (69). Zu den häufigen Nebenwirkungen einer Hochdosistherapie mit 

Melphalan gehören Zytopenien, Infektionen und gastrointestinale Nebenwirkungen wie 

Nausea, Emesis und Stomatitis (33).  Außerdem wurde bei Patient*innen mit Lymphom 

ein erhöhtes Risiko für die Entstehung von sekundären Primärmalignomen (SPM) in 

Folge einer Melphalan-Therapie beobachtet, insbesondere handelte es sich um Akute 

myeloische Leukämie (AML), Myelodysplastisches Syndrom, aber auch solide Tumoren 

(70–72). Im Rahmen der MM-Behandlung konnte in Folge der HDT kein signifikanter An-

stieg von SPM gezeigt werden, nur bei länger andauernder Melphalan-Behandlung (73–

75). Ungeachtet dessen zeigt sich bei MM-Patient*innen nach Melphalan-Exposition die 

spezifische Mutatationssignatur SBS-MM1 und eine um 10-20% erhöhte Mutationslast 

(31,76). 

Die Wirksamkeit von Melphalan auf MM-Zellen kann durch verschiedene Resistenzme-

chanismen reduziert werden. Koomen et al. konnten zeigen, dass die Resistenz nicht auf 

eine erhöhte Ausscheidung oder Verstoffwechselung von Melphalan zurückzuführen ist, 

sondern auf angepasste Stoffwechselwege zurückzuführen ist. So zeigte sich in resis-

tente Zellen eine Erhöhung von Metaboliten des Pentose-Phosphat-Weges, die Melpha-

lanresistenz konnte durch Blockierung des Pentosephosphatweges überwunden werden 

(77). Die resistenten Zellen wiesen niedrigere Level von Guanin und Guanosin auf, so 

dass eine verbesserte Guanin-Rückgewinnung als Anpassung an den Melphalaneinfluss 

zu vermuten ist (77). Zudem ist die verbesserte Antwort auf oxidativen Stress ein weiterer 

Resistenzmechanismus (78). Außerdem wird mittels Hochregulierung des Fanconi-Anä-

mie-Pathways die DNA-Reparaturrate erhöht und so eine Resistenz gegenüber Melpha-

lan erreicht (79). 

Weitere klassische Zytostatika, die beim MM eingesetzt werden, sind Cyclophosphamid, 

Bendamustin, Doxorubicin und Etoposid. 

 
1.4.2. Glucocorticoide 
Aus der Gruppe der Glucocorticoide stellen Dexamethason und Prednisolon wichtige 

Substanzen in der Myelomtherapie dar. Sie wirken antiinflammatorisch, immunsuppres-

siv und antiproliferativ, sodass die Bildung von Entzündungsmediatoren und die Tätigkeit 
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von Entzündungszellen eingeschränkt wird (80,81). Dexamethason zeigt eine gute 

apoptotische Wirkung auf MM-Zellen, unter anderem ist dies auch bedingt durch die In-

hibierung des NFkB-Weges (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in 

B-cells inhibitor, alpha) (82,83). Aus diesen Gründen ist Dexamethason Bestandteil fast 

aller gängigen Therapeutika-Kombinationen, zudem kann es bei hohem Therapiedruck 

vor Beginn der eigentlichen Behandlung als Monotherapie gegeben werden.   

Dexamethason kann eine Vielzahl von Nebenwirkungen auslösen, zu den häufigsten re-

levanten gehören dabei unter anderem Infektionen, Cushing-Syndrom, Osteoporose und 

psychiatrische Symptome wie Depressionen (81). 

Trotz der insgesamt hohen therapeutischen Stärke von Dexamethason liegen insbeson-

dere im Verlauf des MM Zellklone mit einer Resistenz gegen das Therapeutikum vor. 

Dies ist nicht zuletzt durch die breite Anwendung der Substanz in jeder zugelassenen 

Kombinationstherapie bedingt.  

Die Arbeit von Pollett et al. zeigt eine Korrelation zwischen dem Vorliegen einer Dexame-

thason-Resistenz und der erhöhten Expression von fibroblast growth factor receptor 3 

(FGFR3), die bei einigen Patient*innen mit einer t(4;14) vorliegt (84,85). Zudem stellten 

Wu et al. in ihrer Arbeit eine Hochregulation der long-non-coding RNA NEAT1 (nuclear 

paraspeckle assembly transcript 1) in Dexamethason-resistenten MM-Zelllinien fest, wel-

che über eine Erniedrigung von miR-193a zu einer erhöhten Expression vom anti-apopto-

tischen MCL1-Gen (myeloid cell leukemia-1) führt (86). Die Hochregulation von NEAT1 

in primären MM-Zellen war zudem mit einer schlechteren Prognose assoziiert (86). Auch 

die Inaktivierung des RASD1-Gens durch Methylierung, welches durch Dexamethason 

aktiviert wird und das Zellwachstum inhibiert, geht mit einer Dexamethason-Resistenz 

einher und kann durch Demethylierung mittels 5-aza-2‘-deoxycytidine überwunden wer-

den (87–89). Eine Methylierung von RASD1 scheint mit mehrfacher Dexamethason-Ap-

plikation einherzugehen (89). Weiterhin wird das immunregulierende Protein FKP5 durch 

Dexamethason hochreguliert, was zur Apoptoseinduktion beiträgt und in resistenten Zell-

linien gestört ist (80). Ein weiterer Resistenzmechanismus ist die Überexpression vom 

Heat shock protein 27 (Hsp27), wodurch die über die Aktivierung von Caspase-9 und -3 

vermittelte Apoptoseinduktion verhindert wird (90). Eine Rolle spielen auch die BMMSC, 

welche durch die IL-6-Sekretion MM-Zellen vor der Dexamethason-induzierten Apoptose 

schützen (91). 
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1.4.3. Immunmodulierende Substanzen 
Thalidomid, Lenalidomid und Pomalidomid sind die für die Myelomtherapie zugelassenen 

Vertreter aus der Gruppe der immunmodulierenden Substanzen (IMiDs). Thalidomid 

(Contergan ®) wurde in den 50er und 60er Jahren als Sedativum und bei Emesis gra-

vidarum eingesetzt, bis sich die teratogene Wirkung der Substanz mit dem Bild der 

Thalidomid-Embryopathie zeigte (92). Aufgrund der antiangiogenen, antineoplastischen 

und immunmodulierenden Wirkung fand es jedoch Anwendung in der onkologischen The-

rapie und zeigte gute Wirksamkeit beim Multiplen Myelom (93). Im weiteren Verlauf wur-

den die Abkömmlinge Pomalidomid und Lenalidomid entwickelt. 

Die Hinzunahme von Lenalidomid zu Dexamethason in der Therapie von RRMM zeigte 

eine Verlängerung des PFS von 4,6 Monaten zu 13,4 Monaten und des OS von 31,6 

Monaten zu 38 Monaten (94). Eine Erhaltungstherapie mit Lenalidomid bei NDMM er-

brachte eine PFS-Verlängerung von 23,5 Monaten zu 52,8 Monaten im Vergleich zur 

Placebogabe beziehungsweise Beobachtung (42).  

Häufige Nebenwirkungen von Lenalidomid stellen unter anderem Pneumonie, Neutrope-

nie, Thrombopenie, venöse Thromboembolie, Diarrhö, Muskelkrämpfe und SPM dar 

(42,94,95).  

Lenalidomid wirkt unter anderem antiproliferativ auf hämatopoetische Tumorzellen. Der 

genaue Wirkmechanismus beruht auf einer Bindung an das Protein Cereblon (CRBN), 

welches die substratbindende Einheit eines E3-Ubiquitin-Ligase-Enzym-Komplex zusam-

men mit Damaged DNA binding protein 1 (DDB1), Cul4A und Regulator of cullins (Roc) 

bildet (96). Infolgedessen bindet Cereblon die beiden lymphoiden Transkriptionsfaktoren 

Ikaros (IKZF1) und Aiolos (IKZF3), was zur Ubiquitinierung und Abbau der beiden Prote-

ine führt (97,98). Infolgedessen kommt es zur zytotoxischen und immunmodulierenden 

Wirkung von Lenalidomid, bewirkt durch die Herunterregulierung von interferon regula-

tory factor 4 (IRF-4) und c-Myc (97,99,100). Zudem stellt dieser Wirkmechanismus auch 

die Ursache der teratogenen Wirkung der IMiDs dar, da der E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex 

für die Gliedmaßenentwicklung in der Embryonalperiode eine tragende Rolle spielt (96). 

IKZF1 stellt zudem einen potenziellen prädiktiven Marker für das Outcome der Patient*in-

nen dar, da eine hohe Expression häufiger mit einem ISS-Stadium III, einem schlechteren 

Therapieansprechen auf Lenalidomid sowie einem kürzeren PFS nach Lenalidomidthe-

rapie einhergeht verglichen mit niedrigerer Expression (101). Dagegen zeigte sich in ei-

ner weiteren Arbeit für Pomalidomid ein umgedrehtes Verhältnis, da eine niedrigere Ex-

pression mit einem schlechteren Ansprechen einherging (102). 
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Da IKZF1 und IKZF3 die IL-2-Produktion durch T-Zellen unterdrücken, wird eben diese 

durch die IMiD-Therapie gesteigert, was wiederum zur Aktivierung von T- und NK-Zellen 

führt (98,103,104). Auch die Bildung von NKT-Zellen wird induziert (105). 

Zudem zeigten Heider et al., dass CRBN als Ko-Chaperon die Chaperon-Aktivität von 

Hsp90 gegenüber verschiedener Transmembranproteine und damit deren Expression 

und Stabilität beeinflusst (106). Diese Interaktion ist durch Zugabe von IMiDs gestört, 

welches eine mögliche Erklärung für den anti-MM-Effekt und verschiedene Nebenwirkun-

gen wie Thromboembolien und Neuropathien darstellt (106). Eine weitere antitumorale 

Wirkung zeigen IMiDs durch die Störung der Bindung von CRBN an die Zellmembran-

proteine CD147 und Monocarboxylat-Transporter 1 (MCT1), wodurch normalerweise de-

ren Komplexbildung mit folgender proliferativen und angiogenen Wirkung gefördert wird 

und es so zur Destabilisierung dieses Komplexes kommt (107). 

Analog zur Wirkweise der IMiDs stellen eine verminderte CRBN-Expression sowie Muta-

tionen von CRBN und DDB1 mögliche Ursachen für die Resistenzentwicklung dar, wobei 

diese fast ausschließlich im Krankheitsverlauf nach IMiD-Therapie nachweisbar sind 

(108–111). CRBN-Aberrationen waren in der Arbeit von Gooding et al. zudem mit einem 

niedrigerem PFS assoziiert (111). Als CRBN-unabhängiger Mechanismus zeigte sich in 

Lenalidomid-resistenten Zelllinien eine verstärkte Aktivierung des tumorfördernden Tran-

skriptionsfaktors STAT3 (Signal transducer and activator of transcription) sowie eine ge-

steigerte autokrine IL-6-Produktion (112). 

Weiterhin ließen sich eine verstärkte Aktivierung des Wnt/β-Catenin- und des extrazellu-

lär-signalregulierten Kinase (ERK)-Signalweges bei Lenalidomid-resistenten MM-Zellen 

feststellen (113,114). 

Ng et al. sahen außerdem ein vermindertes Ansprechen auf IMiDs bei Zelllinien mit Hoch-

regulation des Mitoseregulators Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK6), währenddessen die 

Inhibition von CDK6 durch Palbociclib zur Wirkverstärkung von IMiDs führte (115). 

Bei ca. 1/3 der Lenalidomid-refraktäre Patient*innen kommt es zu einem Ansprechen auf 

Pomalidomid, so dass zusätzlich substanzspezifische Resistenzmechanismen existieren 

(116). 

Die noch in klinischen Studien geprüften CELMoDs stellen eine Weiterentwicklung der 

bisherigen IMiDs dar, die ebenfalls an CRBN binden, jedoch mit einer wesentlich höheren 

Affinität als Lenalidomid und Pomalidomid, so dass diese möglicherweise zur Überwin-

dung der IMiD-Resistenz führen könnten (117). 
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1.4.4. Proteasominhibitoren 
Aus der Klasse der Proteasominhibitoren sind derzeit die Substanzen Bortezomib, Car-

filzomib und Ixazomib zugelassen. Sie hemmen spezifisch die Aktivität des 26S-Protea-

soms, dabei liegt bei Bortezomib eine reversible und bei Carfilzomib eine irreversible In-

hibition vor (118,119). Infolgedessen ist die Proteolyse der Ubiquitin-gebundenen Prote-

ine nicht mehr möglich, so dass sich diese in der Zelle ansammeln und eine Stressreak-

tion des endoplasmatischen Retikulums auslösen (unfolded protein response, UPR), wel-

che über verschiedene Signalkaskaden zur Apoptose der Zelle führt (120,121). Durch die 

gesteigerte Proteasomaktivität zum Abbau von unter anderem TP53 und dem NF-κB-

Inhibitor sind die malignen Plasmazellen besonders anfällig für die Blockade des 

Ubiquitin-Proteasom-Systems (122). So kommt es bei Blockade zur Hemmung des NF-

κB-Weges, Herunterregulierung von Wachstumsfaktoren, Suppression von Adhäsions-

molekülen und inhibierter Angiogenese (122–125). 

Ein weiterer Wirkmechanismus besteht in der Induktion der Anti-MM-Immunantwort über 

den cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) /STING (stimulator of interferon genes) -Weg mit 

daraus folgender Typ I Interferon Antwort und T-Zell-Aktivierung (126). Die durch Borte-

zomib ausgelöste UPR sorgt für die Expression von Calreticulin auf apoptotischen MM-

Zellen, welche so von Dendritischen Zellen phagozytiert werden (127). Im Folgenden 

kommt es über den cGAS/STING-Weg zu einer MM-Immunität (126). 

Die Hinzunahme von Bortezomib zur Induktionstherapie von NDMM mit Rd konnte das 

PFS von 30 auf 43 Monate und das das OS von 64 auf 75 Monate erhöhen (3). Häufige 

Nebenwirkungen von Bortezomib sind unter anderem periphere Neuropathien, gastroin-

testinale Beschwerden, Fieber, Fatique, Herpes Zoster und Zytopenien (3,128). 

Insgesamt sind Proteasominhibitoren Bestandteil zahlreicher Medikamentenkombinatio-

nen, was jedoch auch die Entstehung von Resistenzen begünstigt, denen verschiedenste 

Mechanismen zu Grunde liegen. Eine Rolle für die Entwicklung einer Bortezomibresis-

tenz spielt unter anderem die Ubiquitin-specific-proteae-12 (USP12), welche durch er-

höhte Aktivität den Autophagie-Mediator high-mobility-gruop-box-1-Protein (HMGB1) 

deubiquitinisiert und so die basale Autophagie von MM-Zellen steigert (129). So werden 

die Auswirkungen der Proteasom-Blockade abgemildert. Autophagie stellt einen essen-

ziellen Bestandteil der Pathophysiologie des MM dar und ist für die Proliferation der MM-

Zellen notwendig, da so die potenziell toxischen fehlerhaften monoklonalen Antikörper 

aus der Zelle eliminiert werden können (130). 
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Einen weiteren Resistenzmechanismus konnten Lipchick et al. in ihrer Arbeit herausstel-

len, in der sich zeigte, dass der Spiegel der Fettsäuren-Elongase 6 (ELOVL6) bei Pati-

ent*innen mit fehlendem Ansprechen auf Bortezomib niedriger war als bei denen mit An-

sprechen (131). Der Mechanismus beruht hierbei auf einer reduzierten Bortezomib-be-

dingten ER-Stressreaktion und damit einhergehender Zytotoxizität, welcher durch Erhö-

hung der ELOVL6-Spiegel und damit einhergehender lipotoxischen ER-Stressreaktion 

reversibel war (131).  

In der Arbeit von Xie et al. wurde die Entstehung von Bortezomibresistenz auf Grundlage 

der durch Modulation der SUMOylierung des NF-κB-Inhibitors IκBα ausgelöste Aktivie-

rung von NF-κB herausgestellt, welche durch eine Herunterregulierung des Tumorsupp-

ressors Sentrin/SUMO-specific-protease-2 (SENP2) bedingt wird (132). Die Überexpres-

sion von SENP2 wiederum induzierte das Ansprechen auf Bortezomib (132). 

Mutationen der Bindungsstelle von Bortezomib, die Proteasomenuntereinheit β Typ 5 

(PSMB5), können ebenfalls eine Resistenz verursachen, welche potenziell auch den Pro-

teasominhibitor Carfilzomib betrifft (133). 

Im Rahmen der t(14;16) kann zudem auch eine initiale Proteasominhibitor-Resistenz des 

MM bestehen, da bei Patient*innen mit dieser Translokation oft der Transkriptionsfaktor 

MAF in höheren Konzentrationen vorliegt und dies mit einer Proteasominhibitor-Resis-

tenz einhergeht (134). Durch MAF kommt es unter anderem zur erhöhten Apoptoserate 

bei T-Zellen (135). Dabei kommt es zusätzlich zu dem Effekt, dass unter Proteasominhi-

bitor-Therapie der durch die Glykogen-Synthase-Kinase-3β (GSK3β) gesteuerte Abbau 

von MAF gehemmt wird, was wiederum die Proteasominhibitor-Resistenz fördert (134). 

 
1.4.5. Monoklonale Antikörper 
Aus der Gruppe der monoklonalen Antikörper (mAb) stehen für die Therapie des MM 

zurzeit die beiden anti-CD38-Antikörper Daratumumab und Isatuximab sowie der anti-

SLAMF7-Antikörper Elotuzumab zur Verfügung. 

 

CD38 ist ein auf vielen Zelltypen vorkommendes Antigen, welches sich neben Myelom-

zellen auch auf anderen Blutzellen wie Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Dend-

ritische Zellen und NK-Zellen befindet (136). Myelomzellen weisen jedoch eine beson-

ders hohe Expression von CD38 auf. Durch Daratumumab-Bindung an MM-Zellen kommt 

es unter anderem über Bindung des Komplementfaktors C1q zur Aktivierung des Kom-
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plementsystems, zur Bildung des membrane attack complex (MAC) und damit zur Kom-

plement-vermittelten MM-Apoptose (complement-dependent cytotoxicity, CDC) (137). 

Daratumumab wirkt auch über Immunzellen gegen das MM (antibody dependent cell-

mediated cytotoxicity, ADCC), indem der Fcγ-Rezeptor von Effektorzellen, wie zum Bei-

spiel NK-Zellen und M1-Makrophagen, an das Fc-Fragment des mAb bindet und über die 

Induktion einer intrazellulären Phosphorylierung zur Lyse der MM-Zelle führt (137,138). 

Zusätzliche immunmodulierende Effekte zeigen Daratumumab und Isatuximab durch die 

Reduktion der immunsuppressiv wirkenden CD38+-Subpopulation von regulatorischen 

T-Zellen (Treg), was eine Erhöhung der Zahl von T-Helfer und zytotoxischen T-Zellen und 

damit einer verstärkten T-Zell-Antwort gegen das MM zur Folge hat (139,140). Die CD38-

Expression dieser Treg kann durch Lenalidomid und Pomalidomid gesteigert werden 

(140). Zudem kommt es durch Daratumumab zur Makrophagen-vermittelten Phagozy-

tose der Myelomzellen (antibody-dependent cellular phagocytosis, ADCP) (141).  

Daratumumab ist in zahlreichen Kombinationen sowohl für das NDMM als auch für das 

RRMM zugelassen und zeigt sich als sehr potente Substanz innerhalb der Therapie des 

MM. So konnte man in Kombination mit Lenalidomid und Dexamethason bzw. Borte-

zomib und Dexamethason eine Steigerung des mittleren progressionsfreien Überlebens 

bei RRMM von 17,5 auf 45,8 Monate bzw. von 7,1 auf 16,7 Monate erreichen (142,143). 

Auch in der Therapie des NDMM zeigt sich Daratumumab wirksam. Sowohl in Kombina-

tion mit VTd bei transplantationsfähigen als auch in Kombination mit Rd bei nicht-trans-

plantationsfähigen Patient*innen konnte ein signifikant höherer Anteil an MRD-Negativität 

(64% vs. 44% bzw. 24,2% vs. 7,3% im FACS mit Sensitivität von 10−5) erreicht werden 

(37,45). 

Wie viele andere Substanzen verliert Daratumumab jedoch bei fortgeschrittenen MM 

oder EMM die Wirksamkeit, so dass ein frühzeitiger Einsatz in der MM-Therapie propa-

giert wird (144). Die Metaanalyse von Giri et al. stellte eine gute Wirksamkeit auch bei 

HRMM fest (145). 

Zu den häufigsten Nebenwirkungen zählen Infusionsreaktionen, Fatigue, gastrointesti-

nale Beschwerden, Pyrexie, Husten, Zytopenien, periphere Ödeme, periphere sensori-

sche Neuropathie und Infektionen der oberen Atemwege (37, 45, 55,57). 

Seit 2020 ist Daratumumab auch für die subkutane Applikation zugelassen (146). 

Bisher fehlen valide prospektive Daten größerer Patient*innenkollektive zur sequenziel-

len Gabe der beiden CD38-Antikörper Daratumumab und Isatuximab. Eine Wirkung trotz 

Rezidiv nach einem der beiden wäre jedoch denkbar, da sie aufgrund verschiedener 
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Epitope unterschiedliche Ausprägungen der verschiedenen Wirkungsmechanismen 

(ADCC, CDC, ADCP) vorzeigen (147).  Zudem zeigt Isatuximab im Gegensatz zu Dara-

tumumab auch eine Fc-unabhängige direkte zytotoxische Wirkung auf MM-Zellen (148). 

Trotz der guten Wirksamkeit kommt es im Krankheitsverlauf zur Daratumumab-Resis-

tenz. Entsprechend der überwiegend indirekten Wirkung gegen das MM zeigt sich das 

Ansprechen auf Daratumumab in der Arbeit von Pick et al. unabhängig von der CD38-

Expression der MM-Zellen, so dass diese nicht als prädiktiver Marker für den Therapie-

erfolg genutzt werden kann (144). Auch Viola et al. konnten herausstellen, dass der Ver-

lust der CD38-Expression auf Effektor-Immunzellen mit fehlender Daratumumab-Sensiti-

vität korrelierte, während der CD38-Verlust auf MM-Zellen wenig relevant für die Resis-

tenzentstehung erschien (149).  

Eine rückläufige CD38-Expression kann mittels Endozytose, Trogozytose oder Freiset-

zung von CD38-exprimierenden Mikrovesikeln vermittelt sein, welche über Adenosin-Pro-

duktion zusätzlich immunsuppressiv wirken (150–154). Die Immunsuppression führt un-

ter anderem zur Abnahme von T-Gedächtnis-Zellen und M1-Makrophagen (155). Durch 

Überexpression von CD47 und der Komplement-inhibierenden Proteine CD55 und CD59 

können die MM-Zellen der ADPC bzw. CDC entgehen (150,156). Zudem werden CD38+ 

NK-Zellen selbst Ziel der ADCC, so dass die Zellzahl unter der Therapie stark abnimmt 

und so die Daratumumab-Effektivität in vivo beeinflussen könnte, auch wenn in vitro die 

Aktivität der verbliebenden NK-Zellen einen ausreichenden Anti-MM-Effekt erzielen konn-

ten (157). Zudem kommt es auch durch die Produktion von Survivin durch die BMMSC 

zur Resistenzförderung gegen Daratumumab (158). 

 

Das Signaling Lymphocytic Activation Molecule Family member 7 (SLAMF7; auch 

CD319, CS1, CRACC) ist ein Protein, welches sich auf Myelomzellen, NK-Zellen, B-Zel-

len, bestimmten T-Zellen und Makrophagen befindet (159,160). Ähnlich wie Daratu-

mumab zeigt auch Elotuzumab eine anti-Myelomwirkung über ADCC und ADCP. Der 

dahinterstehende Mechanismus beruht auf die Bindung des Fab-Teils an SLAMF7 auf 

den Myelomzellen und des Fc-Teils des Antikörpers an CD16 auf NK-Zellen oder Makro-

phagen (159,161). Er aktiviert die NK-Zellen über CD16 und bewirkt über Degranulation 

eine Zytotoxizität gegenüber den Myelomzellen (162). Elotuzumab kann auch eine 

SLAMF7-SLAMF7-Interaktion zwischen NK- und Myelomzellen herstellen (163,164). Zu-

dem ist Elotuzumab auch in der Lage NK-Zellen direkt durch die Bindung an deren 

SLAMF7 zu aktivieren, was eine Zytotoxizität gegen SLAMF7+ MM-Zellen bewirkt (163). 
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Im Gegensatz zu Daratumumab nimmt der Anteil von NK-Zellen unter Elotuzumabthera-

pie jedoch kaum ab, es kommt also nicht zum zytotoxischen Effekt von NK-Zellen auf 

andere NK-Zellen (159,162). Bortezomib und Lenalidomid können durch Steigerung der 

ADCC in vitro eine synergistische Wirkung mit Elotuzumab eingehen (165,166). 

Die Arbeit von Kikuchi et al. zeigte zudem die Wirksamkeit des mAb über gelöstes 

SLAMF7 (soluble SLAMF7, sSLAMF7), welches durch Interaktion mit dem Oberflächen-

SLAMF7 eine proliferative Wirkung auf Myelomzellen zeigt (167). Durch Bindung von 

sSLAMF7 an Elotuzumab fiel dieser Wachstumsreiz weg (167). Verstärkt werden kann 

dieser Effekt durch die Zugabe von IMiDs, da deren Zielstruktur IKZF1 als Transkripti-

onsaktivator für SLAMF7 dient und so die Oberflächenexpression von SLAMF7 reduziert 

wird (167). Zudem würde sSLAMF7 potenziell als prädiktiver Marker für die Sensitivität 

auf eine Elotuzumabtherapie in Frage kommen (167). Ein weiterer Wirkmechanismus 

stellt die herabgesetzte Bindung von MM-Zellen an BMMSC dar (168). 

Im Rahmen der ersten Phase-I-Studie zeigte sich keine signifikante Wirksamkeit von E-

lotuzumab in der Monotherapie bei RRMM (169). In der Kombinationstherapie mit 

Lenalidomid und Dexamethason bei Patient*innen mit RRMM konnte das mediane PFS 

in der ELOQUENT-2-Studie im Vergleich zur Kontrollgruppe von 14,9 Monate auf 19,4 

Monate gesteigert werden, die mediane Überlebenszeit war um 4,1 Monate länger (54). 

Durch die Hinzunahme von Elotuzumab zu Pomalidomid und Dexamethason stieg das 

PFS in der ELOQUENT-3-Studie bei RRMM von 4,7 auf 10,3 Monate (53). Dagegen 

zeigte sich für Elotuzumab sowohl in der GMMG-HD6-Studie als auch in der SWOG-

1211-Studie (beide VRD +/- Elotuzumab) kein signifikanter Vorteil bezüglich PFS oder 

OS innerhalb der Erstlinientherapie (170,171). 

Wichtige Nebenwirkungen des Antikörpers sind Infusionsreaktionen, Durchfall, Herpes 

Zoster, Nasopharyngitis, Husten, Pneumonie, Infektionen der oberen Atemwege, Lym-

phopenie und Gewichtsverlust (53,54). 

Zu den bisher noch wenig erforschten Resistenzmechanismen zählen angelehnt an die 

Wirkweise vor allem Veränderungen der Immunabwehr. Ein Fehlen von unreifen NK-Zel-

len ist assoziiert mit einem schlechteren Ansprechen auf Elotuzumab (172). Wang et al. 

stellten eine Reduzierung des Zytokins CCL20 (CC-chemokine ligand 20), welches eine 

Rolle in der Chemotaxis der Lymphozyten spielt, in resistenten Zelllinien und MM-Zellen 

von RRMM fest (173).  
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1.4.6. SUMO-Inhibitoren 
Eine Form der posttranslationalen Modifikation stellt die SUMOlyrierung dar, bei welcher 

sich SUMO-Proteine (small ubiquitin-related modifier) reversibel kovalent an Lysinreste 

anderer Proteine binden. Darüber werden zahlreiche wichtige Vorgänge wie Zellzyklus-

regulation, DNA-Reparation, Proliferation und Apoptose reguliert (174,175). Dieser Pro-

zess ist in vielen Tumorentitäten hochreguliert und stellt somit einen potenziellen thera-

peutischen Angriffspunkt dar. Die SUMOylierung ist über das Protoonkogen Myc reguliert 

und für den apoptotischen Effekt der SUMO-Inhibition ist eine hohe Myc-Expression not-

wendig (176–178). Auch beim Multiplen Myelom spielt die Myc-Aktivierung eine relevante 

Rolle in der Pathophysiologie (179). Zudem ist die SUMOylierung beim MM auch erhöht, 

weshalb der SUMO-Inhibition auch hier eine mögliche Therapiestrategie darstellt (180). 

Driscoll et al. konnten zeigen, dass beim MM und MGUS unter anderem die kodierenden 

Gene für das Konjugations-Enzym (E2) UBE21 und das Ligase-Enzym (E3) PIASI im 

Vergleich zu gesunden Plasmazellen hochreguliert sind und deren Expression negativ 

mit dem OS nach einer Melphalan-Hochdosistherapie korreliert (6-Jahre-Überleben 45% 

vs. 80% über Median vs. unter Median) (180). Die Inaktivierung von UBE21 konnte zu-

dem die Strahlensensitivität von Myelom-Zelllinien erhöhen und die Adhärenz an BMMSC 

erniedrigen (180). Ein weiterer Mechanismus der SUMOylierung stellt der Wnt/β-Catenin-

Signalweg dar, dessen Aktivierung mit der MM-Proliferation einhergeht (181,182). β-

Catenin stellt ein Substrat der SUMOylierung dar, so dass durch SUMO-Inhibition β-

Catenin über das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut wird und damit der Wnt/β-

Catenin-Weg blockiert wird (182). Der Prozess der SUMOylierung spielt zudem auch eine 

Rolle für die Ausbildung von Medikamentenresistenzen, so ist beispielsweise die Expres-

sion der Sentrin-spezifischen Proteasen (SENPs), welche für die SUMO-Loslösung und 

damit für die DeSUMOylierung verantwortlich sind, bei bortezomibresistenten MM-Zellen 

deutlich herunterreguliert (132).    

Ein Vertreter aus der Gruppe der SUMO-Inhibitoren stellt TAK-981 (Subasumstat) dar, 

welcher die SUMO-Aktivierung über Bindung an das Aktivierungsenzym E1 (SAE) inhi-

biert. Im Maus-Modell und bei Testung primärer Tumorzellen zeigte sich eine Typ-I-Inter-

feron-abhängige Aktivierung des Immunsystems über Makophagen, T-Zellen, NK-Zellen 

und dendritische Zellen (183–185). 

Im Rahmen von Phase-I/II-Studien wird aktuell die klinische Anwendbarkeit von TAK-981 

bei fortgeschrittenen/metastasierten soliden Tumoren und Lymphomen eruiert 
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(NCT03648372, NCT04074330 und NCT04381650). Dabei zeigt sich bisher in Kombina-

tion mit Rituximab bei rezidivierten/refraktären aggressiven B-Zell-NHL eine ORR von 

29% bei gutem Sicherheitsprofil (186). 

Heynen et al. konnten sowohl im Mausmodell als auch an primären MM-Zellen in-vitro 

eine Wirksamkeit von TAK-981 beim MM darstellen mit einer synergistischen Wirkung 

mit Carfilzomib (187).  

Aktuell liegen noch keine Daten zur klinischen Wirksamkeit von SUMOi beim MM vor 

(Stand 11/2022).  

 
1.5. Personalisierte Medizin beim Multiplen Myelom 
Trotz einer Vielzahl an neuen Erkenntnissen zur Biologie, Genetik und Resistenzmecha-

nismen des MM fehlt es bisher an etablierten prädiktiven Markern zur Therapieauswahl 

der häufig eingesetzten Substanzen. Wie unter 1.2. beschrieben, unterliegt das MM einer 

klonalen Heterogenität sowie einer genetischen Evolution. Diese wird entscheidend 

durch die Therapieauswahl beeinflusst, da jedes Medikament einen Selektionsdruck auf 

die MM-Zellen ausübt. So besteht das Risiko bei einer suboptimalen, nicht alle Subklone 

angreifenden Therapie, einen aggressiven Klon zu selektieren und eine zügige Krank-

heitsprogression herbeizuführen oder andererseits, bei einer zu intensiven Therapie, eine 

Übertherapie mit Auftreten von vermeidbarer Toxizität durchzuführen. Es stellt somit eine 

Notwendigkeit dar, prädiktive Marker zu finden, mittels derer eine personalisierte effektive 

Substanzauswahl getroffen werden kann, durch die alle relevanten Klone des MM suffi-

zient eliminiert werden können. So könnte sowohl PFS als auch die Lebensqualität der 

Patient*innen signifikant verbessert werden (188).  

Eine mögliche Umsetzung von Biomarker-basierter Therapie stellt Venetoclax, ein Inhi-

bitor des anti-apoptotischen Proteins bcl2, dar. Bei der Verwendung von Venetoclax in 

klinischen Studien zeigte sich ein Unterschied des Therapieerfolgs von Venetoclax in Ab-

hängigkeit vom Vorhandensein einer t(11;14). So erreichten Patient*innen mit RRMM 

durch verschiedene Venetoclax-haltige Regime eine ORR von durchschnittlich 56% mit 

t(11;14) im Vergleich zu 33% ohne t(11;14) (189). Es konnte festgestellt werden, dass 

bei Patient*innen mit t(11;14) die bcl2-Expression wesentlich höher war als bei denen 

ohne (190). Aus diesem Grund wurde der Nachweis von t(11;14) in den Nachfolgestudien 

als Einschlusskriterium hinzugefügt (NCT03539744, NCT01794520, NCT03314181, 

NCT02899052). 
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Ein weiteres Beispiel personalisierter Medizin beim MM stellt die Anwendung von 

BRAF/MEK-Inhibitoren bei nachgewiesener BRAF V600E-Mutation dar, welche bei etwa 

5% der Myelome, insbesondere im Rezidiv, nachweisbar ist. Im Rahmen der aktuell lau-

fenden GMMG-BIRMA-Studie konnte so bei RRMM im Rahmen der ersten Zwischenana-

lyse eine ORR von 82% erreicht werden (NCT02834364) (191). 

Die gezielte Therapie von bestimmten Treibermutationen im Sinne von Präzisionsmedizin 

wird aktuell auch in der Phase-1-Studie MyDRUG überprüft, in der Patient*innen mit 

RRMM zusätzlich zu Ixazomib, Pomalidomid und Dexamethason je nach Genetik eine 

Targeted therapy wie beispielsweise Cobimetinib bei vorliegender RAF/RAS-Mutation 

oder Daratumumab erhalten (NCT03732703). 

Eine an die Ergebnisse der DNA- und RNA-Sequenzierung angepasste Therapie erhiel-

ten auch Patient*innen mit RRMM in der Studie von Laganà et al. mit einer ORR von 66% 

(192).  

Zudem kann das Risikoprofil im Sinne des (R-)ISS-Stadiums oder des alleinigen Vorlie-

gens von Hochrisiko-Aberrationen der Patient*innen zur individuellen Therapieentschei-

dung herangezogen werden. So gibt es Hinweise für eine Prognoseverbesserung bei 

Durchführung einer Tandem-Transplantation bei Patient*innen mit HRMM (40). Zudem 

scheint die frühe Therapie mit Bortezomib bei Vorliegen der Hochrisiko-Aberrationen 

del(17p) oder t(4;14) die schlechte Prognose dieses Patientenkollektivs teilweise über-

winden zu können, so dass sie sich der von Patient*innen mit Standardrisiko annähert 

(43, 128,193). Im Rahmen der GMMG-CONCEPT-Studie wird zudem aktuell die Wirk-

samkeit und Verträglichkeit einer verglichen mit der Standardtherapie intensiveren The-

rapie mit dem Quadrupel Isatuximab, Carfilzomib, Lenalidomid und Dexamethason (Isa-

KRd) bei NDMM mit ISS II/III und Hochrisiko-Aberration (del(17p), t(14;16), t(4;14) oder 

amp(1q21) > 3 Kopien) untersucht (NCT03104842). Die erste Interimsanalyse zeigte da-

bei eine ORR von 100% innerhalb der Induktionstherapie, 90% erreichten ≥VGPR und 

die 2-Jahres-PFS-Rate betrug 75,5% (194). Auch die OPTIMUM/MUKnine-Studie evalu-

ierte die Effektivität einer intensiven Therapie (Daratumumab, Cyclophosphamid, Borte-

zomib, Lenalidomid, Dexamethason) für Ultrahochrisiko-Patient*innen (≥ 2 Hochrisikoab-

errationen oder Plasmazellleukämie), die ORR betrug zum Ende der Induktion 94% mit 

80% ≥VGPR (NCT03188172) (195). 

Ein weiterer potenzieller therapieentscheidender Faktor stellt der MRD-Status der Pati-

ent*innen dar. So wäre es eine mögliche Idee, die Therapie bei vorliegender MRD-Nega-

tivität zu deeskalieren oder bei MRD-Positivität zu eskalieren. Eine prospektive Arbeit 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT03732703
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konnte eine signifikante Verlängerung des PFS bei MRD-basierter Therapieentscheidung 

(104 vs. 62 Monate) zeigen, jedoch wurden von den insgesamt 400 Patienten nur 67 

MRD-basiert behandelt (196). Bisher fehlen größere prospektive Studien, die für dieses 

Vorgehen einen Vorteil im PFS, OS und der Lebensqualität zeigen. Zudem ist die MRD-

Diagnostik bisher nicht überall verfügbar und es fehlen einheitliche Standards (s. 1.1).  

Eine weitere Möglichkeit für die Vorhersage des individuellen Therapieansprechens ist 

die Nutzung von GEP zur Identifikation von speziellen Gensignaturen, die mit Resisten-

zen gegen bestimmte Substanzen einhergehen. Bhutani et al. konnten mittels einer Sig-

natur bestehend aus 14 Genen einen guten Prognosescore für die Wirksamkeit von IMiDs 

erstellen, der mit dem unterschiedlichen PFS des Patientenkollektivs aus mehreren pros-

pektiven klinischen Studien korrelierte (197). In einer weiteren Arbeit konnte mittels einer 

8-Gene-GEP-Signatur das Erreichen einer CR unter einer Thalidomid-Dexamethason-

Therapie in 71% der Fälle richtig vorhergesagt werden (198). Erfolgreich zeigte sich auch 

eine GEP-Signatur aus 42 Genen, die mit der Tiefe des Ansprechens auf eine Proteaso-

minhibitor-Therapie korrelierte (199). Limitierend stellt sich jedoch die niedrigere Verfüg-

barkeit von GEP sowie die fehlende Validierung für den klinischen Gebrauch dar. 

Auch Single-cell-sequencing stellt eine mögliche Methode dar, das Therapieansprechen 

von Patient*innen vorherzusagen. So konnten Mitra et al. Resistenzen auf Proteasomin-

hibitoren mit definierten Gensignaturen auf Einzelzellniveau detektieren (199). 

Als nicht-invasive Diagnostik bietet die Liquid Biopsy eine weitere Analysemöglichkeit, 

die zudem die räumliche Heterogenität der Erkrankung überwindet. So konnte die Ex-

pression von 6 zirkulierenden microRNAs in Patient*innen mit RRMM das Outcome nach 

einer Rd-Therapie vorhersagen (200). Die Arbeit von Zhang et al. zeigte zudem die Ver-

minderung von einigen exosomalen microRNAs in der Liquid Biopsy von Patient*innen 

mit Bortezomibresistenz (201). 

Ein weiterer Ansatz ist es, mittels Proteomics Biomarker mit therapieprädiktiver Aussa-

gekraft zu finden. Es liegen Arbeiten zu zahlreichen potenziellen Markern vor, beispiels-

weise konnte Ting et al. mit der Erstellung eines Biomarkerpanels bestehend aus den 

Proteinen Angiogenin, Clusterin, Komplementfaktor C1q, Albumin, Beta-2-Mikroglobulin, 

M-Protein und Leichtketten-Ratio prädiktiv das Ansprechen auf eine Bortezomib-haltige 

Induktionstherapie bestimmen (202). Auch eine erhöhte Expression von Apolipoprotein 

C-1 stellt einen möglichen Marker für Non-Responder einer Bortezomibtherapie dar 

(203). 
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Für die Vorhersage des Ansprechens auf IMiDs wurde unter anderem die Expression von 

CRBN untersucht, Broyl et al. konnten eine Korrelation von höheren CRBN-Leveln mit 

einem längeren PFS nach einer Thalidomid-Erhaltungstherapie sehen (204). Auch die 

Expression von IKZF1 als Marker für das Ansprechen auf IMiDs wurde experimentell 

evaluiert, jedoch ist die Studienlage kontrovers (101,102).  

Insgesamt gibt es viele unterschiedliche Ansätze im Bereich der personalisierten Medizin 

beim MM, jedoch fehlt es aktuell an etablierten prädiktiven Markern zur Unterstützung der 

Therapieentscheidung. Dies ist neben der oft nur kleinen getesteten Patientenkohorten 

insbesondere durch die Anwendung von 3er und 4er Kombinationen in der MM-Therapie 

bedingt, da dies eine Korrelation von potenziellen Markern zum individuellen Ansprechen 

auf die einzelnen Substanzen wesentlich erschwert. Aus diesem Grund erscheint eine in-

vitro-Testung von Einzelsubstanzen an den primären MM-Zellen als geeignete Lösung, 

um Korrelationen zu verschiedenen biochemischen und genetischen Markern herauszu-

stellen. Auch beschränken sich die derzeitigen Arbeiten fast ausschließlich auf Proteaso-

minhibitoren und IMiDs, Daten zu Biomarkern für mAb, Kortikosteroide oder eine Melpha-

lan-Hochdosistherapie sind kaum Gegenstand aktueller Forschung. 

Erschwerend kommt hinzu, dass das MM wie unter 1.2. beschrieben eine genetisch und 

räumlich sehr heterogene Erkrankung mit dem gleichzeitigen Vorliegen verschiedener 

Subklone darstellt, so dass für alle relevanten Subklone die entsprechenden prädiktiven 

Marker für das Therapieansprechen identifiziert werden müssten. 

 
1.6. Tumor-Microenvironment beim Multiplen Myelom 
1.6.1. NK-Zellen 
NK-Zellen gehören zu den Lymphozyten und sind als Teil des angeborenen Immunsys-

tems in der Lage, virusinfizierte und maligne entartete Zellen durch deren fehlende MHC-

I-Expression zu erkennen und durch Freisetzung von Proteasen deren Apoptose zu in-

duzieren (205).  

Die NK-Zellen beim MM (MM-NK-Zellen) zeigen sich im Vergleich zu NK-Zellen gesunder 

Probanden (HD-NK-Zellen) in ihrer Funktion verändert. Die MM-NK-Zellen sind im Ver-

gleich zu HD-NK-Zellen unreifer und exprimieren unter anderem niedrigere Level von 

CD16, was mit einer niedrigeren Zytotoxizität einhergeht (206,207). Im Verlauf der Er-

krankung werden die MM-Zellen zunehmend resistenter gegenüber der NK-Zellen. So 

zeigt die Arbeit von Carbone et al. eine NK-Resistenz von fortgeschrittenen MM-Zellen 
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durch erhöhte MHC-I-Expression (208). Es konnte festgestellt werden, dass Bortezomib 

die MHC-I-Expression und damit auch die NK-Wirksamkeit gegen das MM steigern kann 

(209). Zudem zeigte die Arbeit von Pazina et al. eine negative Korrelation der SLAMF7-

Expression auf NK-Zellen mit dem PFS (206). 

Des Weiteren entkommen die MM-Zellen der NK-Zytotoxizität durch de-novo-Expression 

von programmed death protein 1 (PD-1) auf den MM-NK-Zellen, wodurch die körperei-

gene Tumorabwehr verhindert wird (210). 

NK-Zellen spielen insbesondere bei den IMiDs, PIs, mAbs und SUMOi eine entschei-

dende Rolle für die MM-Wirkung und damit auch für die Resistenzentstehung (s. 1.4.3. -

1.4.6.), so dass deren Ko-Lokalisation bzw. Zell-Zell-Kontakt zu den MM-Zellen auch in 

der in-vitro-Testung entscheidend für Wirkdetektion ist. Die sinkende zytotoxische Wir-

kung der NK-Zellen auf die MM-Zellen stellt einen möglichen Grund für eine verminderte 

Wirkung dieser Substanzen beim fortgeschrittenen MM dar. 

 
1.6.2. T-Zellen 
T-Zellen sind eine Subpopulation der Lymphozyten und teilen sich wiederum auf in T-

Helfer-Zellen (CD4+), zytotoxische T-Zellen (CD8+), regulatorische T-Zellen (Treg), T-Ge-

dächtniszellen und Natürliche Killer-T-Zellen (NK-T-Zellen). Nach Antigenerkennung 

über den T-Zell-Rezeptor kommt es je nach Subtyp der T-Zellen zur Apoptoseinduktion 

der Zielzelle, Zytokinfreisetzung und Immunmodulation (211).  

Beim MM liegen sowohl quantitative als auch qualitative Veränderungen der T-Zellen vor. 

So kennzeichnet sich die Erkrankung durch eine niedrige periphere CD4+/CD8+-Ratio, 

welche im Erkrankungsverlauf weiter sinkt und mit einem schlechterem OS assoziiert ist 

(212). Des Weiteren zeigt sich eine Erhöhung der Treg im peripheren Blut sowohl beim 

MM als auch bereits beim MGUS, die durch ihre immunsuppressive Wirkung die Tumor-

proliferation fördern (213). Mittels Expression von PD-L1 entkommen die MM-Zellen der 

durch die zytotoxischen T-Zellen-vermittelten Apoptose (214). Zudem wird die T-Zell-

Proliferation durch die Sekretion des immunsuppressiven Zytokins transforming-growth-

factor-β (TGF-β) und daraus folgender erniedrigter Sensitivität der T-Zellen gegenüber 

IL-2 gehemmt (215). 

Auch die T-Zellen sind für den Wirkmechanismus vieler Myelommedikamente und der 

Resistenzentwicklung gegen diese mit verantwortlich, wie unter 1.4. beschrieben, so 
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dass eine Mitbetrachtung dieser Zellart bei der Wirkmessung verschiedener Substanzen 

sinnvoll erscheint. 

 
1.6.3. Mesenchymale Knochenmarkstromazellen (BMMSC) 
Die mesenchymale Knochenmarkstromazellen (BMMSC) bilden einen relevanten Be-

standteil der Knochenmarksnische durch Produktion der Extrazellulärmatrix. Sie besitzen 

das Potential sich in Chondroblasten, Adipozyten und Osteoblasten zu differenzieren 

(216). Durch Produktion von IL-6 haben sie eine immunsuppressive Wirkung, wodurch 

sie für die Proliferation von Tumorzellen eine wichtige Rolle spielen (217).  

BMMSC und Plasmazellen stehen über zahlreiche Wechselwirkungen miteinander in 

Verbindung, über die bei Plasmazellen das Überleben, die Proliferation und bei malignen 

Plasmazellen die Therapieresistenzentwicklung gefördert werden, während primäre 

Plasmazellen in Monokultur rasch in Apoptose gehen. 

BMMSC und Plasmazellen durchlaufen während der Entwicklung zum Myelom vermut-

lich eine Ko-Evolution. Beim Myelom kommt es zwischen beiden Zelltypen durch Aktivie-

rung des Jagged2-Notch2-Signalweges zur Abnahme der microRNA-223 in den MM-

BMMSC und dadurch zur gesteigerten Produktion von VEGF und IL-6, welche die Prolife-

ration des MM fördern (218). Die MM-BMMSC sind durch einen inflammatorischen Phä-

notyp gekennzeichnet, der insbesondere durch NF-κB, tumor necrosis factor (TNF) und 

IL-1β ausgelöst wird (219). Dieser Zustand ist auch durch Therapie nicht reversibel, was 

womöglich eine Ursache für die Rezidiventstehung darstellt (219). Durch Adhäsion von 

MM-Zellen an BMMSC kommt es zur adhesion-mediated-immune-resistance (CAM-IR), 

indem die Lyse der Tumorzellen durch CD8+-Zellen verhindert wird (220). Außerdem in-

hibieren die MM-BMMSC die Proliferation und Zytotoxizität von zytotoxischen T-Zellen 

(221). Weiterhin steigt die Expression von PD-L1 durch MM-Zellen in Ko-Kultur mit 

BMMSC, so dass zusätzlich der Immunescape gefördert wird (222). 

Die Zell-Zell-Interaktion kann durch Lenalidomid gestört werden, was unter anderem zu 

einer verminderten Expression von PD-L1 führt (223). 

Durch die aufgeführten Vorgänge sind die BMMSC wesentlich an der Pathogenese des 

MM beteiligt und begünstigen die Rezidiventstehung durch Resistenzentwicklung mittels 

der cell-adhesion-mediated-drug-resistance (CAM-DR). Unter anderem kommt es dabei 

durch die integrinvermittelte Adhäsion von MM-Zellen an BMMSC zur NF-κB-Aktivierung 

(224). Eine mögliche Folge dessen ist die Hochregulation von miRNA-21, deren Inhibition 
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wiederum einen verbesserten Anti-MM-Effekt von Dexamethason und Doxorubicin be-

wirkt (225). Die Arbeit von Matula et al. konnte zudem zeigen, dass der mitochondriale 

Transfer zwischen MM-Zellen und BMMSC unter chemotherapeutischem Einfluss deut-

lich ansteigt, was das Überleben der MM-Zellen fördert und so vermutlich einen mögli-

chen Resistenzmechanismus darstellt (226). Außerdem schützen die BMMSC die MM-

Zellen auch vor der durch Daratumumab ausgelösten ADCC (158). 

 

1.7. In-vitro Plattform von CellPly - Funktion und bisherige Anwendung 
Das Gerät der Firma CellPly bietet eine Microwell-basierte high-throughput Plattform zur 

in-vitro Testung der Response von Tumorzellen auf verschiedene Therapeutika. Grund-

lage dafür ist Fluoreszenz-Markierung verschiedener Zellarten sowie deren Apoptose mit 

anschließend automatisierter bildbasierter Analyse von Zellviabilität, Zellbewegung und 

Zell-Zell-Interaktionen (227). Dabei können vollautomatisiert bis zu 16 verschiedene Kon-

ditionen mit jeweils 1200 Mikrowells in einem Durchlauf gemessen werden, was eine zeit-

effektive Methode mit hoher statistischer Power darstellt (227). In der Arbeit von Rocchi 

et al. konnten durch Testung von Blasten aus dem Knochenmark von 14 Patient*innen 

mit neudiagnostizierter, refraktärer oder rezidivierter AML 5 Patient*innen als Responder 

identifiziert werden, von denen alle eine CR erreichten. 9 Patientenproben zeigten sich 

dagegen resistent, von denen sich 89% auch klinisch nur mit einer SD präsentierten 

(228). Zudem konnte eine sehr gute Korrelation der Messung des Blastenanteils der Pro-

ben durch FACS und der CellPly-Plattform festgestellt werden (R2=0,99) (227). 

Neben der AML wurde die CellPly-Plattform auch bereits für das MM angewendet. In der 

Arbeit von Bettelli et al. konnte gezeigt werden, dass sich die Methodik zur Messung der 

ADCC von Daratumumab eignet (229). Dabei wurde die Daratumumab-Wirksamkeit auf 

die MM-Zelllinie U266 in Ko-Kultur mit MNC aus MM-KM in Abhängigkeit von der Ko-

Lokalisation von MM und NK-Zellen analysiert (229). Es zeigte sich zum einem, dass bei 

Verwendung von MNC allein eine Ko-Lokalisationsrate von ca. 1% vorlag, welche für eine 

weitere statistische Analyse ausreichend war (229). Zum anderen konnte durch verglei-

chende Messung der Viabilität von MM-Zellen in Abhängigkeit von deren Ko-Lokalisation 

mit NK-Zellen eine deutliche Wirkungsabhängigkeit von diesen gezeigt werden, wobei 

sich in einem Fall die Wirksamkeit nur in der Ko-Lokalisationsmessung und nicht in der 

NK-Zell-unabhängigen Messung zeigte (229).  

Bis dato (Stand 11/2022) liegen für das MM jedoch noch keine Daten für die Testung mit 

weiteren Substanzen oder zur Korrelation der CellPly-Messungen mit dem klinischen 
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Outcome der Patient*innen vor. Neben NK-Zellen wurden zudem noch keine weiteren 

potenziellen Effektor-Zellen innerhalb der Plattform markiert und deren Einfluss auf die 

Wirksamkeit der verschiedenen Medikamente untersucht. Da die Plattform auf Zellen in 

Suspension ausgerichtet ist, ist bisher unklar, ob auch die Kultivierung adhärenter Zellen 

wie der BMMSC möglich ist. 

 

1.8. In-vitro Analyseinstrumente zur Response-Prädiktion 
Für die in-vitro Testung der individuellen MM-Patientenproben mit verschiedenen Thera-

peutika zur Resistenzdetektion wurden in den vergangenen Jahren verschiedene Metho-

den veröffentlicht. Unter anderem haben Walker et al. in ihrer Arbeit die Plattform My-

DST vorgestellt, mit welcher FACS-basiert die Viabilität der MM-Zellen von 55 Patient*in-

nen nach Inkubation mit Cyclophosphamid, IMiDs, Proteasominhibitoren, Dexamethason 

und Daratumumab gemessen wurde (230). Dabei konnte eine Sensitivität von 96% und 

eine Spezifität von 88% in Bezug auf die Vorhersage des klinischen Therapieerfolgs er-

reicht werden (230). 

Giliberto et al. nutzten ebenfalls eine Multiwell-Plattform zur high-throughput-Analyse von 

30 verschiedenen Substanzen und 2-3er Kombinationen aus diesen. Dadurch konnten 

unter anderem neue synergistische Wirkungen identifiziert werden, wie beispielsweise 

zwischen dem noch nicht zugelassenen Alkylanz Melflufen und dem Histon-Deacetylase-

Inhibitor Panobinostat (231). In zwei ähnlichen Arbeiten mit gleicher Methodik wurden 

neben zugelassenen Substanzen auch weitere noch in klinischen Studien befindliche 

Medikamente in Monotherapie getestet, wodurch potentiell gut wirksame Therapeutika 

identifiziert werden konnten (232,233). In allen 3 Arbeiten wurden die in-vitro Ergebnisse 

zudem mit den genetischen Veränderungen der MM-Zellen korreliert, welche unter an-

derem das besser Ansprechen auf Venetoclax bei t(11;14) und auf IMiDs sowie Protea-

sominhibitoren bei t(4;14) und ein schlechteres auf Dexamethason und Venetoclax bei 

Zugewinn von 1q21 aufzeigte (231–233). Dies zeigt das Potential von high-throughput-

Response-Analysen zur Evaluation von möglichen prädiktiven Markern. Zudem erhielten 

in einer der Arbeiten 3 RRMM ihre folgende Therapie auf Grundlage der in-vitro-Ergeb-

nisse und zeigten alle ein klinisches Ansprechen (233).  

Eine weitere Plattform stellt MicroC3 dar, die ähnlich der CellPly-Plattform auf einem 

Microfluidic-device und einer Fluoreszenzbildanalyse basiert, mit welcher erfolgreich die 

Resistenz auf Bortezomib von 17 Patient*innen identifizierten werden konnte (234). Ähn-
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lich wird auch bei der EMMA-Plattform über Immunfluoreszenz, Bildanalyse und anschlie-

ßender Nutzung mathematischer Modelle das klinische Ansprechen anhand des in-vitro 

Testens von bis zu 31 Therapeutika prädiktiert, wobei 96% der 52 Patient*innen korrekt 

als Responder oder Non-Responder eingestuft wurden (235).  

Trotz der verschiedenen vorgestellten Plattformen zur in-vitro Messung des individuellen 

Therapienansprechens mit teilweise vielversprechenden Korrelationen zum klinischen 

Outcome hat sich bisher keine Methode zur breiten klinischen Anwendung etabliert. 

Ebenso existierten zum aktuellen Zeitpunkt (Stand 11/2022) keine randomisierten pros-

pektiven Studien zur Evaluation Korrelation der in-vitro-Ergebnisse mit dem in-vivo-Out-

come beim MM. Zudem bietet keine der oben genannten Plattformen die Möglichkeit 

gleichzeitig die Auswirkung von Zell-Zell-Kontakten zu anderen Zelltypen auf die Wirk-

samkeit der verschiedenen Substanzen zu analysieren. 

 

1.9. Zielsetzung der Arbeit 
Angesichts der hohen Anzahl verfügbarer Substanzen zur Behandlung des MM und 

gleichzeitigem Fehlen von etablierten prognostischen Faktoren für das Ansprechen der 

individuellen Patient*innen auf die jeweilige Therapie ist das Ziel dieser Arbeit die Über-

prüfung der Anwendbarkeit der CellPly-Technologie zur Prädiktion des individuellen The-

rapieansprechens in-vivo durch Testung von Myelomzellen in-vitro. Dabei werden als 

Vertreter der Substanzgruppen Lenalidomid, Bortezomib, Dexamethason, Melphalan, E-

lotuzumab und Daratumumab eingesetzt. 

Aufgrund der unter 1.4.4. beschriebenen Beteiligung der SUMOylierung bei der Resis-

tenzentwicklung gegen Bortezomib ist eine Überwindung eben dieser mittels Zugabe von 

SUMOi denkbar. Die vorliegende Arbeit soll überprüfen, ob sich die CellPly-Plattform für 

die präklinische Testung neuer potenzieller Therapeutika eignet und ob eine synergisti-

sche Wirkung von Bortezomib und SUMOi darstellbar ist. Verwendet wird hierfür der Ver-

treter Subasumstat.   

Die T- und NK-Zellen sowie BMMSC spielen für viele Medikamente eine entscheidende 

Rolle im Wirkmechanismus und der Resistenzentstehung, so dass der Einfluss der Zell-

Zell-Kontakte mit den Myelomzellen auf die Therapeutika-Suszeptibilität miterfasst wer-

den soll. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Materialien 
 
Tab. 6: Verwendete Reagenzien 

Name Hersteller  
Accutase - Enzyme Cell Detachment 
Medium Invitrogen, Thermo Fischer Scientific (MA, USA) 

Antibiotic-Antimycotic (100X), Gibco 
(AA) Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Aqua ppi B. Braun (Melsungen, Deutschland) 
Biocoll ® Trennlösung Biochrom GmbH (Berlin, Deutschland) 
Dimethyl Sulfoxide (DMSO) AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland) 
Erythrocyte Lysis Buffer EL Quiagen (Venlo, Niederlande) 
Fetal bovine serum (FBS) PAN-Biotech GmbH (Aidenbach, Deutschland) 
H2O2 Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 
Iscove's Modified Dulbecco's Medium 
(IMDM)  Lonza Bioscience (Basel, Schweiz) 

MACSxpress® Whole Blood NK Cell 
Isolation Kit, human 

Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutsch-
land) 

NaCl 0,9% B. Braun (Melsungen, Deutschland) 
Phosphate Buffered Saline (PBS), ohne 
Kalzium and Magnesium Lonza Bioscience (Basel, Schweiz) 

RPMI 1640 Medium, GlutaMAXTM 
Supplement, Gibco Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Sodium hypochlorite solution, 10% Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 
Trypan Blue solution 0.4% Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

 
Tab. 7: Verwendete Medikamente 

Name Hersteller  
Bortezomib (10mM) Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

Daratumumab Janssen-Cilag GmbH (Neuss, Deutschland) 

Dexamethason (10mM) Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

Elotuzumab Bristol Myers Squibb™ (NY, USA) 

Lenalidomid (10mM) Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

Melphalan (10mM) Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

TAK-981 (10mM) Takeda Pharmaceutical Company Limited (To-
kyo, Japan) 

 

 



 
49 

Tab. 8: Verwendete Geräte 

Name Hersteller  
Accu Pipette Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

CellPly SUM-T1Z CellPly s.r.l. (Bologna, Italy) 

Gefrierschrank -20°C Liebherr (Biberach, Germany) 

Gefrierschrank -80°C Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Inkubator, Heraeus Instruments Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Kühlschrank Profiline, 2-8°C Liebherr (Biberach, Germany) 

MACSxpress 
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutsch-

land) 

Mikroskop Axiostar Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland) 

Mikroskop Axiovert 10 Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutschland) 

Neubauer-Zählkammer BRAND GmbH (Wertheim, Deutschland) 

Pipette 0,5-10µl 
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Pipette 200-1000µl, Finnpipette 
Thermo Labsystems, Thermo Fisher Scientific 

(MA, USA) 

Pipette 20-200µl 
VWR International GmbH (Darmstadt, Deutsch-

land) 

Pipette 2-20µl Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Sterilbank, Typ: CA/REV 3 
Clean Air Supplies Deutschland GmbH (Haan, 

Deutschland) 

Wasserbad Köttermann GmbH (Uetze, Deutschland) 

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 
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Tab. 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Name Hersteller  

96-Well-Cell Culture Plate 
Corning Incorporated- Life Science (Kenne-

bunk, USA) 

Biohazard Disposal Bags Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

CO-RE Tips (50µl; 300ul) HAMILTON (Bonaduz, Schweiz) 

Deckgläschen Laboindustria S.p.A. (PD, Italy) 

Eppendorfgefäße (0,5ml; 1,5ml) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 

Falcon-Tubes (15ml, 50ml) 
Corning Incorporated- Life Science (Kenne-

bunk, USA) 

Kryoröhrchen (1,8ml) Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Microdevices CellPly s.r.l. (Bologna, Italy) 

Nunc™ 96-Well MicroWell™ Platte, 

Polypropylen 
Thermo Fisher Scientific (MA, USA) 

Parafilm Pechiney (Lyon, Frankreich) 

Pasteurpipette (3,5ml) Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Pipettenspitzen (10µl, 1000µl) 
Biozym Scientific (Hessisch Oldendorf, 

Deutschland) 

Pipettenspitzen (2-200µl; 1250µl)  Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) 

Removable 8 Well PCR Tube Strip  Azenta Life Sciences (MA, USA) 

Serologische Pipetten (5ml, 10ml) 
Corning Incorporated- Life Science (Kenne-

bunk, USA) 

X-Pierce™ film Sigma-Aldrich, Merck KGaA (Deutschland) 

Zellkulturflaschen (25cm3) 
Corning Incorporated- Life Science (Kenne-

bunk, USA) 

Zellkulturflaschen (75cm3) Greiner Bio-One (Kremsmünster, Österreich) 

 
Tab. 10: Zusammensetzung der verwendeten Kulturmedien 

Name Zusammensetzung 
Einfriermedium Kulturmedium+10%DMSO 

HS-5-Kulturmedium IMDM+10%FBS+1%AA 

U266-Kulturmedium RPMI+10% FBS +1%AA 

MNC-Kulturmedium RPMI+20% FBS +1%AA 
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Tab. 11: Verwendete Fluoreszenzantikörper 

Name Hersteller  
Alexa Fluor® 488 anti-human CD3 Anti-
body BioLegend (CA, USA) 

Calcein AM (1mM) Invitrogen, Thermo Fischer Scientific (MA, USA) 
BV421 Mouse Anti-Human CD16, Clone 
3G8 (RUO) BD Horizon™ (NJ, USA) 

CD271 (NGF Receptor) Monoclonal An-
tibody (ME20.4), Alexa Fluor® 488 

eBioscience™, Thermo Fischer Scientific (MA, 
USA) 

BV421 Mouse Anti-Human CD56, Clone 
NCAM16.2 (RUO) BD Horizon™ (NJ, USA) 

CellTracker™ Blue CMAC Dye (10mM) Invitrogen, Thermo Fischer Scientific (MA, USA) 
Mouse Anti Human CD138 Alexa Flour 
®647 Bio-Rad Laboratories Ltd. (Watford, UK) 

Propidium Iodide (200µM) Invitrogen, Thermo Fischer Scientific (MA, USA) 
 
Tab. 12: Verwendete Software 

Software Entwickler 
CELLPLY CS  CellPly s.r.l. (Bologna, Italy) 

GraphPad Prism 9 GraphPad Software Inc. (CA, USA) 

ImageJ NIH (MD, USA) 

LabVIEW National Instruments (TX, USA) 

Microsoft Excel Microsoft Corporation (WA, USA) 

ply.control  CellPly s.r.l. (Bologna, Italy) 
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2.2. Zellkulturtechnik 
2.2.1. Zelllinien 
 

Tab. 13: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie HS-5 (CRL-11882™) U266 (TIB-196™) 
Beschreibung H. sapiens, Knochenmarks-

stroma, gesund 

H. sapiens, B-Lymphozyten aus pe-

ripherem Blut, MM 

Art adhärent Suspension 

Medium IMDM + 20% FBS + 1% AA RPMI + 10% FBS +1% AA 

Passagen 2x/Woche, im Wechsel 1:5 bzw. 

1:8 

2x/Woche, 200.000 Zellen/ml 

Kulturbedingun-
gen 

37°C, 5% CO2  37°C, 5% CO2  

ZK-Flasche T75 mit 10ml Medium T75 mit 16ml Medium 

Zentrifugation 1200rpm 4 Minuten 600rpm 4 Minuten 

 

2.2.2. Zählung der Zellen  
Zum Zählen der Zellen wurde eine Neubauer-Zählkammer und die Färbung mit Trypan-

blau genutzt. Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der aufgrund seiner Mole-

külgröße nur von abgestorbenen Zellen mit nicht mehr intakter Zellmembran aufgenom-

men wird, wodurch eine mikroskopische Einschätzung der Zellviabilität ermöglicht wird. 

Dafür wurden 12,5µl Zelllösung mit 37,5µl einer 20%igen Trypanblau-Lösung versetzt. 

Davon wurden 10µl in eine Neubauer-Zählkammer pipettiert. Dann wurden die Zellen in 

allen vier Eckquadraten gezählt und mithilfe der Formel 1 wurde die Konzentration der 

Zellen berechnet.  

 
Formel 1: 
 

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
𝑚𝑙

=
𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛

4	(𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒𝑟𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑒)
∗ 4	(𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟) ∗ 10! 
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2.2.3. Ablösung adhärenter Zellen 
Für die Passage der adhärenten HS-5-Zellen wurden diese zuerst mittels Accutase ge-

löst, welches ein Gemisch aus proteolytischen und kollagenolytischen Enzymen darstellt. 

Dafür wurde zuerst das Zellkulturmedium aus der Zellkulturflasche entfernt, die Zellen 

einmal mit 5ml PBS gewaschen und schließlich mit 1,5ml Accutase benetzt. Die Zellkultur 

wurde dann für 15 Minuten bei 37°C inkubiert und anschließend wurde entweder die Re-

aktion durch Mediumzugabe zur Passage beendet oder die Zelllösung mit 5ml PBS ge-

waschen und anschließend bei 1200rpm für 4 Minuten zentrifugiert, wenn diese für ein 

Experiment genutzt wurden.  

 

2.2.4. Zellpassage 
Für die Passage der HS-5 wurden diese wie in 2.2.3. beschrieben zunächst gelöst und 

anschließend im wie unter 2.2.1. angegebenen Verhältnis gesplittet. Anschließend wurde 

die Zellkulturflasche mit frischem Kulturmedium auf 10ml aufgefüllt. 

Für die Passage der Suspensionszellen der Linie U266 wurden diese zunächst komplett 

bei 600rpm für 4 Minuten zentrifugiert, mit frischen Medium resuspendiert und wie in 

2.2.2. beschrieben gezählt. Das entsprechende Volumen mit 3,2 Mio. Zellen wurde er-

neut bei 600rpm für 4 Minuten zentrifugiert und mit 16ml frischem Kulturmedium für eine 

Konzentration von 200.000 Zellen/ml rekultiviert. 

 

2.2.5. Einfrieren von Zellen 
Als Einfriermedium wurde das entsprechende Kulturmedium mit zusätzlich 10% DMSO 

genutzt. DMSO verhindert die Ausbildung von Eiskristallen, so dass es als Gefrierschutz-

mittel dient. Zum Einfrieren wurden die adhärenten Zellen wie in 2.2.3. beschrieben zu-

nächst gelöst, mit PBS gewaschen und gezählt. Die Suspensionszellen wurden, wie bei 

der Passage, zunächst mit neuem Kulturmedium versetzt und anschließend gezählt.  

Beide Zellarten wurden in dem vorgekühlten Einfriermedium mit einer Zielkonzentration 

von 4-6 Mio. Zellen/ml suspendiert, in ein Kryoröhrchen umgefüllt und rasch bei -80°C 

eingefroren. Einige Tage später wurden die Kryoröhrchen in Stickstoffcontainer umgela-

gert. 
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2.2.6. Auftauen von Zellen  
Für das Auftauen der Zellen wurden die Kryoröhrchen im 37°C warmen Wasserbad auf-

getaut und die Zelllösung dann mit 9ml Kulturmedium gemischt und zentrifugiert, um das 

zytotoxische DMSO zu entfernen. Anschließend wurde das Zellpellet in neuem Kulturme-

dium gelöst, gezählt und in eine T25-Zellkulturflasche überführt und dann entsprechend 

des Wachstumes passagiert. 

 

2.3. Probenaufbereitung 
2.3.1. Ficoll -Dichtegradientenzentrifugation 
Für die Untersuchung der primären Myelomzellen wurden KM-Aspirate mit EDTA-Zusatz 

von 22 Patient*innen am Tag der Entnahme verarbeitet. Es lag ein positives Ethikvotum 

sowie von allen Patient*innen eine unterschriebene Einverständniserklärung vor. Im ers-

ten Schritt wurden die mononukleären Zellen aus den Proben mittels Dichtegradienten-

zentrifugation mit Ficoll isoliert. Dies ist ein Copolymer aus Saccharose und Epich-

lorhydrin, welches eine höhere Dichte besitzt als mononukleäre Zellen und eine niedri-

gere als Erythrozyten und polymorphkernige Zellen. Dadurch kommt es bei der Zentrifu-

gation zur Trennung dieser beiden Fraktionen. Dafür wurde das Knochenmark im Ver-

hältnis 1:1 mit PBS verdünnt. Bis zu 4ml dieser Mischung wurde dann auf jeweils 3ml 

Ficoll in mehreren 15ml Falcon-Röhrchen langsam pipettiert, ohne dass es zu einer Ver-

mischung der beiden Phasen kam. Anschließend wurden die Proben für 15 Minuten bei 

2000rpm ohne Bremse zentrifugiert und dann die Schicht der MNC mithilfe einer Pasteu-

rpipette in ein neues Röhrchen transferiert. Die Zellen wurden dann mit der dreifachen 

Menge an PBS gewaschen und für 5 Minuten bei 2000rpm zentrifugiert. 

 

2.3.2. Lyse 
Falls sich im Zellpellet nach der Dichteradientenzentrifuagtion noch sichtbar vorhandene 

Erythrozyten befanden, wurde dieses mit 5ml Lysepuffer für 5 Minuten inkubiert und da-

bei regelmäßig durchgemischt. Der Lysepuffer wurde durch eine Zentrifugation bei 

1400rpm für 4 Minuten entfernt. Dieser Vorgang wurde insgesamt maximal zweimal 

durchgeführt, um eine gute Viabilität der empfindlichen Myelomzellen zu gewährleisten. 

Nach Abschluss der Lyse wurden die Zellen mit 7ml PBS und einer Zentrifugation bei 

1200rpm für 4 Minuten gewaschen und anschließend in Kulturmedium gelöst.  
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2.3.3. Isolation von NK-Zellen aus peripherem Blut 
Zur Isolation von NK-Zellen wurde das MACSxpress® Whole Blood NK Cell Isolation Kit 

von Miltenyi Biotec verwendet, welches eine Negativselektion von NK-Zellen ermöglicht. 

Grundlage dessen sind an magnetische Beads gekoppelte monoklonale Antikörper ge-

gen alle Blutzellen außer NK-Zellen, die im Kit in lypholisierter Form vorliegen und zur 

Verwendung in 7,5ml des mitgelieferten Puffers A rekonstituiert werden müssen. Für die 

Isolation wurde peripheres Blut mit EDTA-Zusatz eines Myelom-Patienten und eines ge-

sunden Spenders entnommen und anschließend mit den gelösten Beads und dem Puffer 

B im Verhältnis 4:1:1 gemischt. Es folgte eine Inkubation über 5 Minuten bei Raumtem-

peratur unter regelmäßigem Schwenken. Danach wurde das geöffnete Röhrchen für 15 

Minuten im MACSxpress® Separator platziert, wobei sich die markierten Zellen an den 

dem Magneten zugewandten Seiten dem Röhrchen anhaften und die Erythrozyten am 

Boden sedimentieren. So konnte der Überstand mit den isolierten NK-Zellen anschlie-

ßend abpipettiert werden und bei 300xg für 10 Minuten zentrifugiert werden. Vor weiterer 

Verwendung wurde das Pellet einmalig wie unter 2.3.2. beschrieben lysiert, um restliche 

Erythrozyten zu entfernen und schließlich wurden die Zellen wie unter 2.2.2. beschrieben 

gezählt. 

 

2.3.4. Fluoreszenzmarkierung 
Die Zelllinien oder MNC wurden nach entsprechender Aufbereitung gezählt und die be-

nötigte Zellmenge wurde mittels Zentrifugation (MNC: 1200rpm für 4 Minuten) isoliert. 

Dann folgte die Markierung mit einem Celltracker (CMAC oder Calcein AM) entsprechend 

Tab. 14 und anschließendem Auswaschen. Im nächsten Schritt wurden außerdem die 

gewünschten weiteren Zelltypen mit den entsprechenden Fluoreszenzfarbstoffen mar-

kiert, die jeweiligen Vorgehensweisen sind ebenfalls in Tab. 14 aufgeführt. 

Der Apoptosemarker PI wurde direkt in die finalen Zelllösungen in die Wells gegeben und 

verblieb ohne Auswaschen in den einzelnen Konditionen. 
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Tab. 14: Verwendete Fluoreszenzantikörpern und ihre Anwendung 

Fluoreszenz-
farbstoff 

Fluoreszenz- 
filter 

Markierte 
Zellen 

Verwendete 
Konzentration 

Inkubation Auswaschen 

Calcein AM  FITC Alle Lebenden 175nM in PBS 
 

35min bei 
37°C 

 

1x mit PBS 

CMAC DAPI Alle Lebenden 7µM in RPMI  

 

40min. bei 

37°C  
 

1x mit Kultur-

medium 

Propidium Io-
dide (PI) 

TRITC Alle Apoptoti-
schen 

5µM in Kulturme-
dium 

Direkt in 
Wells 

- 

Anti-CD138 CY5 CD138+ 
Myelomzellen 

1:20 in PBS 
 

15 Minuten 
bei 37°C 

1x mit PBS und 
1x mit Kultur-

medium 

Anti-CD16   DAPI NK Zellen 1:40 in PBS 

 

15 Minuten 

bei 37°C 

1x mit PBS und 

1x mit Kultur-
medium 

Anti-CD56  DAPI NK Zellen 1:40 in PBS 
 

15 Minuten 
bei 37°C 

1x mit PBS und 
1x mit Kultur-

medium 

Anti-CD271 FITC Stromazellen 1:20 in PBS 

 

15 Minuten 

bei 37°C 

1x mit PBS und 

1x mit Kultur-
medium 

Anti-CD3 FITC T-Zellen 1:20 in PBS 15 Minuten 
bei 37°C 

1x mit PBS und 
1x mit Kultur-

medium 

 
2.4. CellPly 
2.4.1. Funktionsprinzip  
Die in-vitro Testung wurde unter Nutzung des Geräts der Firma CellPly durchgeführt, in 

welchem Temperatur, CO2-Gehalt und Luftfeuchtigkeit individuell für die idealen Kultur-

bedingungen eingestellt werden können. In den folgenden Experimenten wurde immer 

bei 37°C, 5% CO2 und 92% Luftfeuchtigkeit gearbeitet. Die Abbildung 1 zeigt alle Kom-

ponenten des Gerätes sowie das Mikrodevices. 

Das Mikrodeivce verfügt über 16 Mikrokanäle mit jeweils 1200 Mikrowells und einer Ab-

flusskammer. Die Mikrowells befinden sich unter den Mikrokanälen und sind nach oben 
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und unten geöffnet (227). An der Unterseite der Mikrowells entsteht nach Füllung mit 

Medium eine Grenzfläche zwischen Luft und Flüssigkeit, an der die Zellen haften bleiben, 

so dass innerhalb der Plattform mehrere Inkubations- und Waschschritte durchgeführt 

werden können, ohne die Zellen aus den Mikrowells zu spülen.  

 

 
Abb. 1: Aufbau der In-vitro-drug-testing-Plattform von CellPly. Pipettierarm (1), Abwurfbehältnis (2), Was-

serflasche (4), 50µl und 300µl Pipettenspitzen (5), 96-Well-Platte (6), Varistrips (7) und Mikrodevice (3) 

mit Einlassöffnung (8), Mikrokanal (9) und Abfluss (10). 
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Alle Vorgänge im Gerät werden softwaregesteuert mittels durch CellPly entwickelter und 

zur Verfügung gestellter Skripte durchgeführt. Durch den in allen drei Achsen bewegli-

chen Pipettierarm werden dabei vollautomatisch festgelegte Volumina von Zellen und 

Medium in die einzelnen Kanäle des Devices pipettiert. Im Pipettierarm ist zudem die 

Kamera mit 4 verschiedenen Fluoreszenzfiltern (DAPI, FITC, TRITC, CY5) verbaut, wel-

che anschließend die Mikrowells zu ausgewählten Zeitpunkten bildlich dokumentiert. Da-

bei wird neben den Fluoreszenzaufnahmen auch eine Hellfeldaufnahme gemacht, diese 

dienen später der bildbasierten Analyse. 

Die Anwendung der Plattform kann mittels eines manuellen oder automatischen Proto-

kolls erfolgen, welches sich auf die manuelle oder automatische Zellaufbereitung bezieht. 

 

 
Abb. 2: Vollautomatischer Pipettierarm mit eingebauter Kamera während des Pipettierens der Zellsus-

pension in das Mikrodevice  
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2.4.2. Manuelles Protokoll 
Für die Etablierung der Methode wurden zuerst die idealen Bedingungen zur Inkubation 

und Substanztestung mittels manuellen Protokolls ermittelt, da in diesem alle Parameter 

einfach in jedem Experiment variiert und angepasst werden können. Dies wurde genutzt, 

um die Anwendbarkeit der Methode für die Zelllinien (HS-5 und U266) und auch primäre 

Zellen hinsichtlich der Viabilität und der Responseanalyse initial zu evaluieren.  

Bei Anwendung des manuellen Protokolls wurde die benötigte Zellmenge wie unter 2.3.4. 

beschrieben mit einem Celltracker und gegebenenfalls weiteren Fluoreszenz-Antikörpern 

markiert. Anschließend wurden die benötigten Zellmengen dem Schema der Abbildung 

3 folgend in die 96-Wellplatte übertragen und anschließend für 3 Minuten bei 1400rpm 

zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstands folgte die Resuspension der Zellen in 50µl 

Kulturmedium, welches zusätzlich 5µM PI und die zu testenden Substanzen enthielt. Wei-

tere 60µl des Kulturmediums mit PI und Testsubstanz ohne Zellen und 220µl PBS wurden 

wie in Abbildung 3 zu sehen in die 96-Wellplatte pipettiert. Es müssen immer 8 oder 16 

Kanäle genutzt werden, nicht benötigte Wells wurden mit reinem Medium gefüllt. Am 

Ende wurde die 96-Wellplatte mit einem sterilen Aufkleber inklusive Pipettieröffnungen 

bedeckt. Die Platte wurde dann für 20 Minuten im Gerät inkubiert, damit sich die Lösun-

gen der Umgebungstemperatur anpassen konnten. 

Nach Ablauf der 20 Minuten wurde zuerst ein Skript zur automatischen Kalibrierung der 

Bildaufnahmen gestartet, danach ein Skript zum Umpipettieren der vorbereiteten Lösun-

gen aus der Wellplatte in das Mikrodevice. Dabei wird zuerst PBS in den Abfluss des 

Device pipettiert, um die Flusseigenschaften in den Kanälen zu verbessern. Danach folgt 

die initiale Befüllung der Kanäle mit dem zellfreien Medium, um eine Flüssigkeitsbasis für 

die bessere Verteilung der danach folgenden Zelllösungen zu garantieren. Zuletzt werden 

die Zelllösungen transferiert. Abschließend wurde das Skript zur automatischen Bildge-

bung gestartet, bei dem je nach Experiment zwischen den Zeitpunkten 0h und 48h meh-

rere Aufnahmen der Mikrowells angefertigt wurden. 
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Abb. 3: Füllung der 96-Wellplatte für Nutzung des manuellen Protokolls. Abbildung erstellt mit BioRen-

der.com 

 
Tab. 15: Zuordnung der Wells der 96-Wellplatte zu den Kanälen des Mikrodevice beim manuellen Proto-

koll 

Well Kanal Well Kanal Well Kanal Well Kanal 
A1 A B1 E C1 I D1 M 

A2 B B2 F C2 J D2 N 

A3 C B3 G C3 K D3 O 

A4 D B4 H C4 L D4 P 

 

 
 

 

8 Kanäle/ 
16 Kanäle 

A1-B4 bzw. C1-D4/ 
A1-D4 

A9-B12 bzw. C9-D12/ 
A9-D12 

G1-G8 bzw. H1-H8/ 
G1-H8 

Füllmenge 50µl 60µl 220µl 

Inhalt Fluoreszenzmarkierte 
Zellen + 
Kulturmedium+ PI + 
ggf. 
Medikamente/H2O2 

Kulturmedium + PI + ggf. 
Medikamente/H2O2 

PBS 
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2.4.3. Automatisches Protokoll 
Für die Arbeit mit dem automatischen Protokoll wurden vorgefüllte Varistrips mit den Me-

dikamenten und Fluoreszenzantikörpern und 96-Wellplatten mit Medium und PBS ge-

nutzt, in die nur die Zelllösungen hinzugefügt werden mussten. Dabei wurde immer je-

weils 300µl einer Zelllösung mit 3 Mio. Zellen/ml in Kulturmedium in die Wells A11 und 

A12 pipettiert. 

Nach Platzierung der mit Zellen gefüllten 96-Wellplatte und der Varistrips im Gerät, 

musste in diesem Modus nur ein Skript gestartet werden, welches Kalibrierung, Pipettie-

ren, Inkubation und Bildgebung enthielt. Wie in Abbildung 4 zu sehen, wurden dabei nach 

Befüllung mit Medium zuerst die Zellen in das Device transferiert und dann sequenziell 

mit dem Celltracker, anti-CD138 und gegebenenfalls weiteren Fluoreszenz-Antikörpern 

markiert und jeweils gewaschen. Danach wurden die Medikamente in der jeweiligen Do-

sierung und PI zugegeben. Die Bildgebung startete im Anschluss zu ausgewählten Zeit-

punkten zwischen 0h und 48h. Nach 24 Stunden wurde zum Ausgleich der Verdunstung 

das Kulturmedium mit dem jeweiligen Medikament nachgefüllt.   

Zunächst wurde die Anwendung des automatischen Protokolls mit U266 und 3 Wieder-

holungen von jeweils 4 Konzentrationen Melphalan getestet, um sicher zu stellen, dass 

es keine Fehler im Skript gibt und die Standardabweichung zwischen den Wiederholun-

gen gering ist. Die entsprechenden Füllungen der Wellplatte sowie der Varistrips sind in 

Abbildung 5 und Tabelle 16 aufgeführt. 
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Abb. 4: Ablauf der Zellaufbereitung im automatischen Protokoll. Dargestellt ist ein Mikrochannel mit Mik-

rowells im Querschnitt. A: Verteilung des Mediums im Prefill, B: Zugabe der Zellen, C: Zugabe der Fluo-

reszenzantikörper mit anschließender Inkubation und Auswaschen, D: Zugabe der Testsubstanzen in der 

jeweiligen Konzentration, E: Inkubation über bis zu 48h und Bildgebung zu festgelegten Zeitpunkten. Ab-

bildung erstellt mit BioRender.com 

 

 
Abb. 5: Füllung der 96-Well-Platten für die erste Testung der U266 mit automatischem Protokoll. 

RPMI_10= RPMI 10% FBS 1% AA 
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Tab. 16: Füllung der Varistrips für die erste Testung der U266 mit automatischem Protokoll. 

Varistrip 1 A  B  C  D  E  F  G  H 
Inhalt  CMAC  CD138  PI  PI  PI  PI  PI  - 

Konzentration 10mM  200µg/mL 1:1  200µM 200µM 200µM 200µM 200µM  - 

Volumen 10µl  25µl 120µl 120µl  120µL  120µL  120µL  - 

Varistirip 3 A  B  C  D  E  F  G  H  
Inhalt  Melphalan  Melphalan  DMSO  DMSO  H2O2  H2O2     

Konzentration 10mM  10mM  /  /  200mM  200mM    

Volumen 15µL  15µL  50µL  50µL  50µL  50µL    

 

2.4.4. PI-Restain 
Bei Nutzung des automatischen Protokolls fand zudem ein PI-Restain nach 24 und 48 

Stunden PI statt, um eine schlechtere Apoptosedetektion aufgrund der im zeitlichen Ver-

lauf sinkenden Fluoreszenzemission zu verhindern. Dabei wurde jeweils vor und nach 

der PI-Auffrischung die Apoptose bildbasiert gemessen (24h+ und 48h+) um den Effekt 

des PI-Restains auf die Genauigkeit der Apoptoserate zu evaluieren. 

 

2.4.5. Device Reinigung 
Bei Nutzung von nur 8 Kanälen wurde das Mikrodevice für eine zweite Benutzung gerei-

nigt. Dafür wurde manuell in jeden Kanal 100µl einer 3% Natriumhypochlorit-Lösung pi-

pettiert und nach 5 Minuten wurde jeder Kanal 3-mal mit 100µl destilliertem Wasser 

durchgespült. Zuletzt wurde die Flüssigkeit aus jedem Kanal und Abfluss abpipettiert. 

 
2.4.6. Bildanalyse 
Als Grundlage der Analyse dienen die aufgenommenen Bilder der verschiedenen Zeit-

punkte. Das Mikroskop fährt dabei automatisiert die einzelnen Kanäle ab und fotografiert 

dabei immer gleichzeitig 48 Mikrowells in der Reihenfolge Hellfeld, DAPI, FITC, CY5 und 

TRITC. Insgesamt werden pro Kanal von den 1200 Mikrowells nur 480 aufgenommen 

und ausgewertet, da der Lichtreiz, der bei jeder Aufnahme auftritt, für die Zellen potenziell 

toxisch ist. Zudem ist die Aufnahme der Mikrowells ein zeitintensives Vorgehen, welches 

bereits bei 480 Mikrowells und 16 Kanälen über eine Stunde andauert. Technisch wäre 

derzeit die Beobachtung und Analyse von bis zu 900 Mikrowells möglich, in den Experi-

menten dieser Arbeit wurde jedoch nur der Standard von 480 genutzt, um die Viabilität 

der sensiblen Zellen nicht zu beeinträchtigen. 
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Mithilfe der Analysesoftware Labview werden die fluoreszenzmarkierten Zellen und ihre 

Bewegung über die 24h oder 48h detektiert. Zudem wird wie in Abbildung 6 zu sehen der 

Abstand zwischen den verschiedenen Zellen gemessen, um die Mikrowells mit direktem 

Zell-Zell-Kontakt zwischen Effektor- und Tumor-Zellen zu identifizieren. 

Für die Auswertung kann zum einem die Zellviabilität in allen Mikrowells eines Kanals mit 

einer bestimmten Kondition gemessen werden, aber auch speziell nur in den Mikrowells, 

in denen es einen direkten Zell-Zell-Kontakt gibt. Dies ermöglicht insbesondere eine ge-

naue Erkennung der ADCC, bei der neben der Target- auch die Effektorzelle unbedingt 

vorhanden sein muss. 

Für die anschließende Auswertung der Zellviabilität stehen theoretisch 2 Ansätze zur 

Verfügung: Es kann kanalübergreifend die Viabilität als Einzelwert ermittelt werden oder 

es kann der Mittelwert aus den einzelnen Viabilitäten aller Mikrowells eines Kanals be-

rechnet werden. Für die Analysen der vorliegenden Arbeit wurde die zweite Variante ge-

wählt, da diese eine hohe statistische Power bietet und die Mikrowells unabhängig von-

einander sind. 

 

 
Abb. 6: Aufnahme eines Mikrowells zu den Zeitpunkten 0h, 12h und 24h. Markiert sind U266-Zellen (Ziel-
zellen) und NK-Zellen (Effektorzellen). Im Rahmen der Bildanalyse werden die verschiedenen Zelltypen 

je nach Fluoreszenzsignal detektiert und deren Abstand zueinander vermessen. Die NK-Zelle nähert sich 

der MM-Zelle bis zum Herstellen eines Zell-Zell-Kontaktes. Nach 24h emittiert die MM-Zelle ein rotes Flu-

oreszenzsignal, welches die Apoptose dieser Zelle markiert. Abbildung zur Verfügung gestellt von Cell-

Ply. 

 

 
 
 

 
 

 

Grün: MM-Zelle (Calcein AM) 
Blau: NK-Zelle (anti-CD16/anti-CD56) 
Rot: Apoptotische Zelle (PI) 

Zeit 
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2.5. Untersuchung der Zelllinien innerhalb der CellPly-Plattform 
In der ersten Phase der Methodenetablierung wurde zunächst die Anwendbarkeit der 

CellPly-Plattform für die Zelllinien U266 und HS-5 untersucht. Dabei wurde das manuelle 

Protokoll verwendet und die Zellen wie unter 2.4.2. beschrieben vorbereitet und in die 96-

Wellplate aufgebracht. Die beiden Zelllinien wurden zunächst in Monokulturen in den 

Konzentrationen 3-7 Millionen Zellen/ml für HS-5 und 2 und 5 Millionen Zellen/ml für die 

U266 über 24h bzw. 48h inkubiert und bezüglich ihrer Viabilität untersucht. Zudem wurde 

der Zellverlust im Rahmen der Zellüberführung von der 96-Wellplatte in das Mikrodevice 

für beide Zelltypen vergleichend untersucht.  

Im nächsten Schritt wurde die Abhängigkeit der Zellviabilität beider Zelllinien von der je-

weils anderen im Rahmen von Ko-Kultivierung analysiert. Dafür wurden die Verhältnisse 

HS-5: U266 von 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:10, 5:1 und 10:1, sowie Monokulturen der beiden 

Zelltypen über 24h im entsprechenden Kulturmedium der überwiegenden Zelllinie inku-

biert. Für die Auswertung wurden zum einem die Mittelwerte aller Viabilitäten beider Zell-

typen aller Mikrowell eines Kanals mit einer Kondition miteinander verglichen und zum 

anderem kanalübergreifend alle Mikrowells mit nur einem Zelltyp im Vergleich zu denen 

mit beiden Zelltypen.  

 
2.6. Vergleich der Celltracker Calcein AM und CMAC 
Zur Evaluation des am besten geeigneten Celltrackers für die Testung wurden die Zellen 

der Zelllinien HS-5 und U266 sowie primäre MNC und speziell CD138+-Zellen teilweise 

mit Calcein AM und mit CMAC wie in 2.3.4. beschrieben markiert. Anschließend wurden 

die beiden Untergruppen hinsichtlich Anzahl detektierter Zellen pro Mikrowell und Viabi-

lität verglichen. 

 

2.7. Calcein-AM Zytotoxizitäts-Assay 
Calcein-Acetomethyl (Calcein-AM) diffundiert durch Zellmembranen lebender Zellen und 

wird intrazellulär durch Esterasen in das lipophobe fluoreszierende Calcein umgewandelt 

(236). Nach Apoptose wird der Fluoreszenzfarbstoff durch die Auflösung der Zellmemb-

ran freigesetzt, was innerhalb der CellPly-Plattform gemessen werden kann. In der Lite-

ratur wird beschrieben, dass diese Freisetzung quantifiziert und als Maß für die Apoptose 

von Zellen genutzt werden kann (236,237). Somit könnte auf die Nutzung von PI verzich-

tet werden, wodurch ein weiterer Fluoreszenzfilter zur Verfügung stände. Die Evaluation 

der Eignung von Calcein-AM zur zusätzlichen Verwendung als Apoptosemarker erfolgte 
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mittels Calcein-AM-Zytotoxizitäts-Assay. Dafür wurden U266, HS-5, MNC und primäre 

CD138+-Zellen sowohl mit Calcein-AM als auch mit PI wie unter 2.3.4. beschrieben mar-

kiert und in Negativ- und Positivkontrolle, sowie mit verschiedenen Medikamentendosie-

rungen getestet. Für die Quantifizierung der Freisetzung von Calcein-AM wurden zwei 

verschiedene Formeln getestet, um zu überprüfen, ob mittels Normalisierung an die je-

weilige Kondition zum Zeitpunkt 0h (Formel 2) oder an die Negativkontrolle (Formel 3) 

ein besseres Ergebnis erreicht werden kann. 

Anschließend wurde die Calcein AM Freisetzung mit dem Anteil PI-positiver Zellen kor-

reliert. 

 
Formel 2: 
 

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀	𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔	[%] = 100 − H
𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑡"𝐾𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛#
𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑡$𝐾𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛#

∗ 100%K 

 

Formel 3: 
 

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀	𝐹𝑟𝑒𝑖𝑠𝑒𝑡𝑧𝑢𝑛𝑔	[%] = 100 − H
𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀	𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑡"𝐾𝑜𝑛𝑑𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛#

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑒𝑖𝑛𝐴𝑀	𝐼𝑛𝑡𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡ä𝑡	𝑡$𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒
∗ 100%K 

 

2.8. Untersuchung der in-vitro drug Response 
Für die Evaluation der Detektierbarkeit der einzelnen Medikamenteneffekte innerhalb der 

CellPly-Plattform wurden zunächst Melphalan, Dexamethason und Bortezomib in jeweils 

4 verschiedenen Konzentrationen und korrespondierender Negativkontrolle an der Zellli-

nie U266 getestet. Dabei wurde das automatische Protokoll angewendet, um gleichzeitig 

die Umsetzbarkeit dieses für das MM zu testen. Die Begrenzung auf diese Substanzen 

erfolgte, da nur bei diesen Therapeutika ein Effekt bei Inkubation mit der Zelllinie allein 

ohne weitere Effektorzellen des Knochenmarks zu erwarten ist. Als bekannterweise 

dexamethasonresistente Zelllinie soll mittels der Testung von Dexamethason an der 

U266 die Resistenzdetektion der CellPly-Plattform mitüberprüft werden (238). Von den 

U266 wurden jeweils 300µl mit einer Konzentration von 3 Mio. Zellen/ml in die Wells A11 

und A12 einer wie in Abbildung 7 dargestellten vorbereiteten 96-Wellplatte gegeben. Zu-

sätzlich wurden zwei nach dem in Abbildung 7 gezeigten Schema gefüllte Varistrips im 

Gerät platziert, Es folgte der Start des automatischen Skripts mit Bildaufnahmen zu den 

Zeitpunkten 0h, 12h, 24h, 24h+, 36h, 48h und 48h+. 
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Für die Testung von primären Zellen wurden zunächst 10 Patient*innen mittels des ma-

nuellen Protokolls getestet, die verwendeten Medikamentenkonzentrationen sowie kor-

respondierenden Negativkontrollen sind in Tabelle 17 aufgeführt. Die ausgewählten Kon-

zentrationen orientierten sich dabei primär an der maximalen Plasmakonzentration nach 

Applikation der jeweiligen Substanz im Patienten. Ziel war die Eingrenzung der idealen 

Testkonzentration für jede Substanz für die Übertragung in das automatische Protokoll. 

Die Inkubation erfolgte initial nur über 24h, ab Patient CP11 wurde sie auf 48h erweitert 

zur Evaluation des längeren Beobachtungszeitraums. 

Im Weiteren wurde das automatische Protokoll auch für die MNC angewendet. Nach der 

Isolation der MNC und Lyse wurden jeweils 300µl der Zelllösung mit einer Konzentration 

von 3 Mio. Zellen/ml in die Wells A11 und A12 der vorbereiteten 96-Wellplatte gegeben. 

Dabei wurden 4 Patient*innen nach dem beschriebenen Vorgehen bei der U266 und Bor-

tezomib, Dexamethason und Melphalan getestet. Drei weitere Patient*innen wurden auf 

4 verschiedene Konzentrationen von Daratumumab, Elotuzumab und Lenalidomid sowie 

korrespondierender Negativkontrolle mit dem automatischen Protokoll untersucht, die Vi-

abilitätsanalyse erfolgte zu den Zeitpunkten 0h, 12h, 24h+, 36h und 48h+. Die Füllung 

der entsprechenden 96-Wellplatten und Varistrips ist in der Abbildung 7 gezeigt. 

Für die einzelnen Konzentrationen wurde zu den verschiedenen Zeitpunkten jeweils die 

normalisierte Viabilität (Viabnorm) der CD138+-Zellen nach Formel 4 berechnet, welche 

die Grundlage für die Erstellung der Dosis-Wirkungskurven darstellte. 

Zusätzlich wurden die Proben auch mit 10mM H2O2 als Positivkontrolle inkubiert, um die 

Korrektheit der Apoptosemessung zu kontrollieren. 
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Formel 4: 
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Tab. 17: Verwendete Substanzkonzentrationen und Negativkontrolle 

Substanz Getestete Konzentrationen Negativkon-
trolle 

Bortezomib 0,78nM; 3,125nM; 7,5nM; 12,5nM; 15nM; 50nM; 

200nM 

DMSO  

Melphalan 0,23µM; 0,94 µM; 3,75µM; 7,5µM; 15µM; 30µM; 

60µM 

DMSO 

Lenalidomid 0,4µM; 1,875µM; 2µM; 3,75µM; 7,5µM; 10µM; 

15µM; 30µM; 50µM 

DMSO 

Dexame-

thason 

0,016µM; 0,08µM; 0,4µM; 1µM; 2µM; 10µM; 50µM; 

100µM 

DMSO 

Daratu-

mumab 

0,1µg/ml; 1µg/ml; 10µg/ml; 100µg/ml Aqua ppi. 

Elotuzumab 18,75µg/ml; 37,5µg/ml; 75µg/ml; 150µg/ml Aqua ppi. 

Subasumstat 0,01µM; 0,1µM; 1µM DMSO 
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Abb. 7: A: Füllung der 96-Wellplatte für die Testung von Bortezomib, Melphalan, Dexamethason, Daratu-
mumab, Elotuzumab und Lenalidomid im automatischen Modus. RPMI_20= RPMI +20% FBS + 1% AA. 

B: Füllung der Varistrips für die Testung von Bortezomib, Melphalan und Dexamethason. C: Füllung der 

Varistrips für die Testung von Daratumumab, Elotuzumab und Lenalidomid. 
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2.9. Untersuchung des Einflusses anderer Zelltypen auf die 
Medikamentenwirkung 
Zur Testung der Abhängigkeit der MM-Viabilität von anderen Zelltypen wurden MNC mit 

den Fluoreszenzantikörpern gegen CD3 für T-Zellen, CD16 und CD56 für NK-Zellen und 

CD271 für BMMSC markiert. Dies erfolgte zunächst für alle Zelltypen im manuellen Pro-

tokoll, in dem die MNC mit den entsprechenden Fluoreszenzantikörpern wie in 2.3.4. be-

schrieben markiert wurden. Für die NK-Zellen erfolgte auch eine Analyse bei Nutzung 

des automatischen Protokolls parallel zur Wirksamkeitsanalyse von SUMOi. Dafür wur-

den die Antikörper gegen CD16 und CD56 in dem Varistrip vorbereitet (s. Abbildung 8) 

und die Schritte der Inkubation und anschließender Auswaschung in das Skript hinzuge-

fügt.  

Anschließend wurde geprüft, ob der Gehalt des jeweiligen Zelltypes im primären nicht 

angereicherten Patientenmaterial hoch genug ist, um eine für eine statistische Analyse 

ausreichend hohe Anzahl an Mikrowells mit Ko-Lokalisation und Zellkontakt zwischen 

Myelomzellen und Effektorzelle zu erreichen. Ein weiterer relevanter Aspekt war die In-

terferenz des Fluoreszenzsignals der Effektorzellen mit den anderen Fluoreszenzsigna-

len.  

In der Analyse wurden dann jeweils die Myelomviabilitäten pro Mikrowell zwischen denen 

mit und denen ohne Ko-Lokalisation beziehungsweise Zell-Zell-Kontakt mit einer Ef-

fektorzelle miteinander verglichen (229). 

 

2.10. Testung auf synergistische Wirkung von Medikamentenkombinationen 
Für die Testung des SUMOi wurde aufgrund in der Literatur beschriebenen synergisti-

schen Wirkung mit Proteasominhibitoren neben der alleinigen Inkubation auch eine Kom-

bination mit Bortezomib untersucht. Dafür wurden primäre CD138+-Zellen von 4 Pati-

ent*innen über 48h mit Bildanalyse aller 8h mit Bortezomib und SUMOi jeweils allein und 

in Kombination inkubiert. Das automatische Protokoll wurde verwendet und jeweils 300µl 

der Zelllösung mit einer Konzentration von 3 Mio. Zellen/ml in die Wells A11 und A12 der 

vorbereiteten 96-Wellplatte gegeben. Die Füllung der 96-Wellplatte und der Varistrips ist 

der Abbildung 8 zu entnehmen. Für die Kombinationstherapie wurden die niedrigeren 

Konzentrationen von 3,125nM und 12,5nM für Bortezomib und 0,01µM und 0,1µM für 

SUMOi gewählt, da die synergistische Wirkung am ehesten im Bereich der niedrigeren 

Konzentrationen zu erwarten ist. Im Rahmen der Analyse wurden dann die Apoptosera-

ten der Monotherapie mit der der verschiedenen Kombinationen verglichen. 
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Abb. 8: A: Füllung der 96-Wellplatte für die Testung von Bortezomib und SUMOi mit NK-Zell-Markierung 

im automatischen Modus. RPMI_20= RPMI +20% FBS + 1% AA. B: Füllung der Varistrips für die Testung 

von Bortezomib und SUMOi mit NK-Zell-Markierung. 

 

2.11. Korrelation zur Klinik 
Für die Korrelation der in-vitro mit den in-vivo Daten wurde das jeweils die niedrigste 

Viabnorm mit den klinischen Parametern R-ISS, Anzahl an Vortherapien und Therapienai-

vität zur getesteten Substanz korreliert. Weiterhin wurde die Plasmazellinfiltration der His-

tologie und Zytologie mit dem Anteil CD138+-Zellen in der CellPly-Plattform der Pati-

ent*innen verglichen. 
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2.12. Statistische Auswertung 
Die Datengeneration aus den Bilddateien wurde durch Microsoft Excel durchgeführt. Zur 

statistischen Auswertung sowie zur Erstellung von Grafiken wurde die Statistiksoftware 

GraphPad Prism verwendet. Zur graphischen Darstellung wurde immer der Mittelwert mit 

dem SEM verwendet. Beim Vergleich zwei verschiedener Konditionen der Mann-Whit-

ney-Test verwendet, bei mehr als 2 Konditionen fand der Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s 

multiplen Vergleichen Anwendung. Korrelationsanalysen wurden mittels einfacher linea-

rer Regression durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Viabilität der Zelllinien 
3.1.1. Zelllinien in Monokultur 
Zur Evaluation der Anwendbarkeit der CellPly-Plattform für das MM wurde im ersten 

Schritt die Viabilität der MM-Zelllinie U266 und der Stromazelllinie HS-5 über einen Zeit-

raum bis zu 48h in verschiedenen Konzentrationen in Monokultur getestet. 

In der Monokultur zeigte die U266 eine gute Viabilität über 24h, diese war bei einer Zell-

konzentration von 2 Millionen Zellen/ml signifikant höher als bei 5 Millionen Zellen/ml (p 

< 0,001). Auch in einer Negativkontrolle mit 0,6% DMSO betrug die Viabilität nach 48h 

noch 60,1%. 

Die Viabilität der HS-5 zeigte sich im Vergleich schlechter, nach 24h lag sie mit einem 

Mittelwert von 77,0% bei einer Zellkonzentration von 4 Millionen/ml signifikant am höchs-

ten (p < 0,001). Die schlechtere Viabilität der HS-5-Zelllinie liegt vermutlich darin begrün-

det, dass es sich um adhärente Zellen handelt und die CellPly-Plattform mit ihren offenen 

Mikrowells primär für Suspensionszellen konstruiert ist. Dies zeigt sich auch beim Blick 

auf den Zellverlust beim Übertragen der Zellsuspensionen in das Mikrodevice. Wie in 

Abbildung 9 zu sehen, ist die durchschnittliche Konzentration von Zellen pro Kanal bei 

den HS-5-Zellen deutlich niedriger als bei gleichen oder auch niedrigeren Ausgangskon-

zentrationen von U266-Zellen. 

Die Testung der Monokulturen zeigte für beide Zelllinien eine gute Viabilität, die insbe-

sondere bei den U266 auch nach 48h für eine weitere Analyse hinsichtlich der Messung 

der Wirkung von Therapeutika als ausreichend hoch erachtet wurde. Die Analysen der 

Monokulturen zeigen zudem, dass für Stromazellen eine höhere Ausgangszellkonzent-

ration notwendig ist, um ähnliche Zellzahlen im Device zu detektieren wie bei den 

Myelomzellen.  
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Abb. 9: Zelllinien in Monokultur. Jeweils Darstellung der Mittelwerte mit SEM. A: Viabilität U266 in Mono-

kultur in den Konzentrationen 2 Mio. Zellen/ml (n=2) und 5 Mio. Zellen/ml (n=1) in RPMI 10% FBS und 2 

Mio. Zellen/ml in DMSO 0,6% über 24h bzw. 48h mit CMAC als Celltracker. Mann-Whitney-Test zum Ver-

gleich der Konzentrationen 2 Mio. Zellen/ml und 5 Mio. Zellen/ml in RPMI 10%; B: Viabilität HS-5 in Mo-

nokultur in den Konzentrationen 3-7 Mio. Zellen/ml in IMDM 10% FBS über 24h mit CMAC als Celltra-
cker. Kruskal-Wallis-Test zum Vergleich der Konzentrationen mit Dunn’s multiplen Vergleichen; C: Dar-

stellung der detektieren Zellen pro Kanal in Abhängigkeit von der verwendeten Ausgangszellkonzentra-

tion zum Zeitpunkt t=0h. 

 
3.1.2. Zelllinien in Ko-Kultur 
Nach erfolgreicher Kultivierung der Zelllinien in Monokultur in der CellPly-Plattform sollte 

im nächsten Schritt die Ko-Kultivierung beider Zelltypen hinsichtlich des Einflusses auf 

die Viabilität untersucht werden. Dafür erfolgten vergleichende Kultivierungen in Mono-

kultur und in Ko-Kultur in den Verhältnissen Stroma: Plasmazellen 10:1, 5:1, 1:1, 1:5 und 

1:10. 

In der Viabilitätsanalyse der U266-Zellen auf Kanalebene ausgehend von den gewählten 

Verhältnissen in den Ausgangszelllösungen zeigte sich ein signifikant besseres Outcome 

nach 24h beim Vergleich der Monokultur zur Ko-Kultur unabhängig vom gewählten Ver-

hältnis in den Ausgangskonzentrationen (88,9% vs. 90,0%-98,8%; p<0,05). Am besten 

stellte sich das Verhältnis von Stroma- zu Plasmazellen von 5:1 mit einer Viabilität von 
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98,80% und einer signifikanten Überlegenheit zu den Verhältnissen 1:5 und 1:10 dar 

(p<0,05). 

Bei der Analyse der Viabilität pro Mikrowell in Abhängigkeit von der Ko-Lokalisation einer 

Stromazelle ergab sich eine signifikant schlechtere Viabilität der U266 in Ko-Kultur 

(87,3% vs. 91,8%; p=0,0006).  

Für die HS-5 zeigte sich in der kanalbasierten Analyse nur ein signifikanter Viabilitätsun-

terschied zwischen der Monokultur und der Ko-Kultur mit dem Verhältnis 1:1 (58,1% vs. 

36,9%; p<0,0001), für die restlichen Ko-Kulturen bestand kein signifikanter Unterschied. 

Das Verhältnis 1:1 zeigte sich auch im Vergleich zu den anderen Verhältnissen am 

schlechtesten (p<0,05). Mit 71,4% ergab das Verhältnis Stromazellen: Plasmazellen von 

5:1 die beste Viabilität, jedoch nur mit einem statistisch signifikanten Unterschied zur 

schlechtesten Kondition 1:1 (p<0,0001). 

Bei Betrachtung der Viabilität in Abhängigkeit einer Ko-Lokalisation einer Myelomzelle im 

Mikrowell zeigte sich wie bei der U266 eine schlechtere Viabilität in der Ko-Kultur (36,1% 

vs. 56,6%; p<0,0001). 

Die Experimente der Ko-Kulturen konnten einen Einfluss der verschiedenen Zelltypen auf 

die Viabilität der jeweils anderen zeigen. Es ergaben sich Differenzen zwischen den Ana-

lysen auf Kanal- und Mikrowellebene mit deutlicherem Einfluss der Ko-Kultur in der per-

Mikrowellanalyse, was auf eine Abweichung der Zell-Verhältnisse im Mikrodevice im Ver-

gleich zur Ausgangszelllösung hinweist. 

 

3.2. Patientencharakteristika 
Für die Testung der CellPly-Plattform an primären Myelomzellen wurden EDTA-KM-Pro-

ben von 22 Patient*innen untersucht. Die klinischen Charakteristika der Patient*innen 

sind der Tabelle 19 zu entnehmen. 

Die Patientenpopulation hatte ein medianes Alter von 68 Jahren mit einer Spanne von 

46-82 Jahren. Von den 22 Patient*innen waren 5 (22,7%) weiblich und bei 10 (45,5%) 

lag ein RRMM vor. Die Patient*innen mit RRMM erhielten im Median 2 Vortherapien 

(Spanne: 1-5) und hatten einen Abstand zur Vortherapie von 0-13 Monaten.  Bei den 

meisten Patient*innen lag ein MM des Typ IgG (n=16; 72,7%) vor, gefolgt von Leichtket-

ten-Myelom (n=4; 18,2%) und IgA (n=2; 9,1%). Bezüglich des R-ISS war die Verteilung 

auf I, II, III und fehlende Angabe 4 (18,2%), 10 (45,5%), 3 (13,6%) und 5 (22,7%). 
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Abb. 10: Darstellung der Viabilitäten der Zelllinien in Ko-Kultur. Zusammengefasste Ergebnisse aus 3 Ex-
perimenten; A: Darstellung der Viabilitäten von U266 und HS-5 nach 24h auf Kanalebene mit Differenzie-

rung der verschiedenen Zellverhältnisse in den Ausgangskonzentrationen. Darstellung der Mittelwerte mit 

SEM; B: Darstellung der Mittelwerte mit SEM der Viabilitäten pro Mikrowell in Abhängigkeit von der Ko-

Lokalisation des jeweils anderen Zelltyps, Mann-Whitney-Test; C: Mikroskopfaufnahmen eines Mikrowells 

über 24h mit Fluoreszenzmarkierung der U266, HS-5 und der Apoptose.    
 
Tab. 18: Zusammenfassung der Patientencharakteristika 
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3.3. Calcein-AM-Zytotoxizitäts-Assay 
Um zu überprüfen, ob sich der Celltracker Calcein AM auch als Apoptosemarker inner-

halb der CellPly-Plattform nutzen lässt, wurde ein Calcein-AM-Zytotoxizitäts-Assay 

durchgeführt. Dafür wurden U266, HS-5 und MNC sowohl mit Calcein AM als auch mit 

PI markiert. Mittels zwei verschiedener Formeln (s. 2.7.) wurde die Calcein-AM-Freiset-

zung berechnet und auf eine Korrelation mit der PI-Positivität überprüft.  

Wie in Abbildung 12 dargestellt, konnte für alle getesteten Zelltypen (U266, HS-5, MNC, 

primäre CD138+-Zellen) mit keiner der beiden angewendeten Formeln eine hinreichende 

Korrelation zwischen der PI-Positivität und der Calcein-AM-Freisetzung ermittelt werden. 

Die Werte von R² lagen zwischen 0,04475 und 0,6325. Keine der Formeln zeigte sich 

überlegen im Vergleich zu der anderen. Zudem stellt sich dar, dass auch innerhalb eines 

Zelltypes die Standardabweichung der Calcein-AM-Intensität hoch war und sich somit 

nicht für eine standardisierte Apoptosemessung innerhalb der CellPly-Plattform eignet. 

Insbesondere die durch PI detektierte Apoptose von CD138+-Zellen wich stark von der 

mittels des Assays berechneten ab.  

Zudem zeigte sich, dass bei Testung von sehr zytotoxischen Konditionen wie H₂O₂ 
10mM bereits bei der ersten Messung das Fluoreszenzsignal im Vergleich zur Negativ-

kontrolle stark reduziert war und außerdem im weiteren Verlauf bei 700-1000 stagnierte 

(s. Abbildung 12).  

Die Fluoreszenzdetektion der CellPly-Plattform ist somit nicht akkurat genug, um die In-

tensitätsdifferenz der Calcein-AM-Fluoreszenz als Maß für die Apoptose zu nutzen. Somit 

stellt PI den besseren Apoptosemarker für die hier verwendete Methode dar. 

 

Abb. 11: Darstellung des Calcein-Release von 2 U266 Zellen in RPMI 10% FBS über 24h mit Calcein 

AM-Intensität im FITC-Filter (grün) und PI-Intensität im TRITC-Filter (rot). Bei beiden Zellen ist eine Ab-

nahme der Calcein-AM-Intensität zu sehen. Zelle 2 hat von Beginn an ein niedrigeres Fluoreszenzsignal. 

Nach 24h ist ein PI-Signal der Zelle 2 zu sehen, die Zelle ist apoptotisch. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Zelle 1 Zelle 2 
 Calcein-AM 

Intensität 
PI Intensität Calcein-AM 

Intensität 
PI Intensität 

T 0h 1073 157 941 163 
T 12h 1031 171 644 158 
T 24h 636 188 593 377 

Calcein-AM 
Freisetzung 

40,7%  36,98%  
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Abb. 12: Darstellung der Calcein-AM-Freisetzung der verschiedenen Zelltypen. A: Absolute Calcein-AM-

Intensität in der Negativkontrolle (RPMI 10% FBS, IMDM 10% FBS bzw. DMSO) und in der Positivkon-

trolle (10mM H2O2); B-E: Korrelation der relativen Calcein-AM-Freisetzung berechnet nach Formal 2 und 

3 zum Anteil der PI-positiven Zellen. Berechnung von R2 mittels einfacher linearer Regression. 

 

3.4. Vergleich von Calcein AM mit CMAC 
Zur Evaluation des besser geeigneten Celltrackers für das in-vitro drug testing wurden 

zunächst die beiden Zelllinien HS-5 und U266 mit CMAC und Calcein AM markiert und 

dann hinsichtlich der Viabilität und Anzahl detektierter Zellen pro Mikrowell miteinander 

verglichen. 

Die Viabilität der HS-5 unterscheidet sich nach 24h nicht signifikant zwischen den beiden 

Celltrackern. Für die U266 konnte eine insgesamt schlechte Viabilität nach 24h festge-

stellt werden, was vermutlich auf eine Kontamination zurückzuführen ist. Trotz dessen 

lässt sich für die U266 eine deutlich schlechtere Viabilität bei Verwendung von Calcein 

AM feststellen (63,6% vs. 34,1%; p<0,0001). 

Für den Vergleich der detektierten Zellen pro Mikrowell wurden die Zellen sequenziell 

erst mit Calcein AM und im Anschluss mit CMAC markiert. Für die Analyse wurden dann 
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die Zellen im FITC-Filter (Calcein AM) und im DAPI-Filter (CMAC) gemessen. Dabei 

zeigte sich für HS-5 eine signifikant leicht höhere Detektion der Zellen pro Mikrowell bei 

Verwendung von Calcein AM (0h: 9,4 vs. 10,3; p<0,0001 und 24h: 3,5 vs. 3,7; p=0,0038). 

Bei den U266-Zellen konnte nur zum Zeitpunkt 0h ein signifikanter Unterschied festge-

stellt werden zugunsten von CMAC (3,3 vs. 3; p=0,0118). 

Bei Betrachtung des Stain-Index der beiden Celltracker zeigt sich für Calcein AM initial 

eine über das 10fache stärkere Fluoreszenzemission, die jedoch bereits nach 12h enorm 

abnimmt und sich dann im Bereich derer von CMAC befindet. 

Im Vergleich zeigen beide Celltracker eine gleichwertige Zelldetektion beider Zelllinien 

auch nach 24h. Während die Viabilität der HS-5 durch Calcein AM nicht beeinflusst wird, 

zeigt die U266 unter Verwendung von Calcein AM eine deutlich schlechtere Viabilität. 

 
Abb. 13: Vergleich von CMAC und Calcein AM bei Zelllinien. A: Viabilität von HS-5- und U266-Zellen Ne-

gativkontrolle zum Zeitpunkt 24h in Abhängigkeit des verwendeten Celltrackers. Darstellung der Durch-

schnittswerte mit SEM aus 3 Experimenten. 5 Mio. Zellen/ml in Ausgangskonzentration. Mann-Whitney-

Test zeigt keine signifikanten Unterschiede der Viabilität. B: Vergleichende Darstellung der durchschnittli-

chen Anzahl detektierter Zellen pro Mikrowell mit SEM in Abhängigkeit des Celltrackers zum Zeitpunkt 

0h. Ausgangskonzentrationen: 5 Mio. Zellen/ml (HS-5) und 2 Mio. Zellen/ml (U266). Mann-Whitney-Test 
zum Vergleich zwischen den Celltrackern. C: Darstellung des Stain-Index beider Celltracker zu den Zeit-

punkten 0h, 12h, 24h. Zur Verfügung gestellt von CellPly Srl. 
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Um zu überprüfen, inwiefern sich die Resultate des Celltracker-Vergleichs auch auf pri-

märe Myelomzellen beziehen lassen, wurde bei Patient CP04 ebenfalls ein Viabilitäts- 

und Zelldetektionsvergleich durchgeführt. 

Es war festzustellen, dass bereits nach 12h ein signifikanter Viabilitätsunterschied zwi-

schen den beiden Celltrackern vorlag mit Überlegenheit von CMAC (57,8% vs. 37,6%; 

p<0,0001), welcher sich nach 24h weiter vergrößerte (48,7% vs. 16,4%; p<0,0001). Be-

züglich der Zelldetektionsraten gab es bei Betrachtung der gesamten MNC keinen signi-

fikanten Unterschied. Bei isolierter Analyse der CD138+-Zellen zeigte sich zum Zeitpunkt 

0 eine höhere Erkennungsrate pro Mikrowell durch CMAC (0,7 vs. 0,4; p<0,0001), wäh-

rend nach 24h mehr Zellen pro Mikrowell durch Calcein AM detektiert werden konnten 

(0,8 vs. 1; p<0,0001). Während die detektierte Zellzahl bei Verwendung von CMAC kon-

stant blieb, stieg sie bei Calcein AM nach 24h von durchschnittlich 0,4 Zellen/Mikrowell 

auf 1 Zelle/Mikrowell an (p<0,0001). Dies könnte auf Interferenzen bzw. Autofluoreszenz 

im FITC-Kanal hinweisen.  

Somit stellte sich CMAC auch bei der Untersuchung der primären Myelomzellen als vor-

teilhafter dar, da im Vergleich zu Calcein AM bessere Viabilitätsdaten vorlagen und sich 

die Zelldetektionen konstanter darstellten. 

 

Im weiteren Verlauf wurde Calcein AM insbesondere bei Verwendung der Fluores-

zenzantikörper anti-CD16 und anti-CD56 verwendet, da diese wie CMAC im DAPI-Filter 

gemessen werden. Bei der Viabilitätsanalyse aller untersuchten KM-Proben zeigte sich 

für die CD138+-Zellen unter Nutzung des manuellen Protokolls ebenfalls eine bessere 

Viabilität bei CMAC mit einem Unterschied von 62,5% vs. 11,4% nach 24h (p<0,0001). 

Unter dem automatischen Protokoll war dieser Effekt nur in den ersten 12-18h sichtbar, 

während nach 24h kein Unterschied vorlag. Nach 48h zeigten die mit Calcein AM mar-

kierten Zellen eine signifikant bessere Viabilität (53,9% vs. 13,1%; p<0,0001). Es ist somit 

anzunehmen, dass der negative Einfluss von Calcein AM durch den Aufbereitungspro-

zess im manuellen Protokoll bedingt ist, möglicherweise stellt die Inkubation in PBS statt 

in Kulturmedium wie bei CMAC eine Ursache dar. 
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Abb. 14: Vergleich von CMAC und Calcein AM für KM, jeweils Daten aus der Negativkontrolle. A: Ver-

gleich der Viabilität in Abhängigkeit von manuellem oder automatischem Protokoll. Dargestellt sind die 

Mittelwerte der durchschnittlichen Viabilitäten der CD138+-Zellen pro Mikrowell in der jeweiligen Gruppe; 

B: Vergleich der Viabilität in Abhängigkeit von manuellem oder automatischem Protokoll. Dargestellt sind 

die Mittelwerte aller Viabilitäten der CD138+-Zellen pro Mikrowell in der jeweiligen Gruppe, Mann-Whit-

ney-Test; C: Vergleich Viabilität der CD138+ Zellen bei Patient CP04. Mann-Whitney-Test; D-E: Vergleich 

der detektierten MNC und CD138+-Zellen pro Mikrowell bei Patient CP04 zum Zeitpunkt 0 und 24h, 

Mann-Whitney-Test. 
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3.5. Viabilität von primären MM-Zellen 

Zur Einschätzung der Eignung der Daten für die weitere Analyse hinsichtlich der Dosis-

Wirkungs-Beziehungen der getesteten Substanzen wurde jeweils von jeder Probe die 

Viabilität in der Negativkontrolle und der Erfolg der Apoptosedetektion in der Positivkon-

trolle untersucht. 

Wie in Abbildung 15 zu sehen, zeigte sich unter Verwendung des manuellen Protokolls 

für NDMM und RRMM eine gute Viabilität der CD138+ bis 24h mit einer durchschnittli-

chen Viabilität von 41,9% (NDMM) bzw. 38,1% (RRMM). Nach 48h war die Viabilität 

2,7%, wobei diese Messung nur bei Patient CP13 (NDMM) vorgenommen wurde. Eine 

Ausnahme bildet Patient CP07 (RRMM), wo bereits initial eine Viabilität von nur 35,9% 

vorlag und nach 24h auf 5,0% sank. Ursächlich ist hier am ehesten eine schlechte Pro-

benqualität. Zwei Patient*innen wurden beim manuellen Protokoll zudem unter laufender 

Therapie untersucht (CP03: Lenalidomid, CP11: EloPomDex), die beide einen Plasma-

zellanteil <5% in der Plattform und eine verminderte Viabilität aufwiesen. Insbesondere 

bei Patient CP03 lag die Apoptoserate der CD138+-Zellen bereits zu Beginn bei durch-

schnittlich 100%, bei CP11 lag die Viabilität initial bei 56,8% und nach 24h bei 41,4%.  

Durch die Umstellung auf das automatische Protokoll und damit einhergehend der Ein-

sparung multipler zellschädlicher Zentrifugationsschritte konnte die Viabilität der CD138+ 

auch nach 48h erhöht werden. So lag die durchschnittliche Viabilität nach 24h bei 45,8% 

(NDMM) bzw. 42,6% (RRMM) und nach 48h bei 24,0% (NDMM) bzw. 27,0% (RRMM). 

Zu beachten ist dabei, dass bei einem NDMM und 3 RRMM keine Daten mehr einschließ-

lich dem Zeitpunkt 24h vorlagen, da es zum Zellverlust durch Leckage der Kanäle kam. 

Auch in diesem Protokoll wurde ein Patient unter laufender Therapie untersucht (CP24: 

Vd), welcher ebenfalls eine hohe Apoptoserate aufwies mit initial 57,1% und 100% nach 

24h.   

Zur Kontrolle der korrekten Apoptosemessung wurde bei den Patient*innen mit erfolgter 

Positivkontrolle (H2O2 10mM) die normalisierte Viabilität berechnet. Bei den Patient*innen 

CP07, CP08 (in Kontrolle mit Zusatz von anti-CD271), CP10, CP18 und CP21 lagen ab 

bestimmten Zeitpunkten Werte über 100% vor (s. Abb. 15), welche eine höhere Apoptose 

in der Negativkontrolle verglichen mit der Positivkontrolle implizieren würde. Somit kam 

es zu diesen Zeitpunkten zu keiner korrekten Apoptosemessung. 

Aufgrund von niedriger Viabilität oder falscher Apoptosemessung wurden von den 22 un-

tersuchten Proben insgesamt 5 komplett und 3 ab bestimmten Zeitpunkten von der wei-

teren Analyse ausgeschlossen, eine detaillierte Aufstellung findet sich in Tabelle 20. Bei 
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Patient CP17 lag der Grund des Analyseausschlusses in einem CD138-Verlust nach 12h 

bei initialem Anteil von 21,7%. 

Bei Verwendung des automatischen Protokolls konnte auch nach 48h eine gute Viabilität 

der primären Myelomzellen erreicht werden, so dass eine weitere Analyse hinsichtlich 

der Response auf verschiedene Substanzen möglich war. Aufgrund bereits initial erhöh-

ter Apoptoserate bei refraktären Patient*innen unter Therapie, waren diese nicht für eine 

Analyse mit der CellPly-Plattform geeignet. Bei einem Abstand von mindestens 3 Wo-

chen zur letzten Therapie erreichten die CD138+-Zellen normale Viabilitätsdaten. Auf-

grund der Fehleranfälligkeit der Apoptosemessung durch die Plattform sollte immer eine 

Positivkontrolle durchgeführt werden, um die entsprechenden Daten von der Analyse 

auszuschließen.  

 
Tab. 20: Aufstellung der Patient*innen, deren Daten komplett oder teilweise von der Response-Analyse 

ausgeschlossen wurden. 

ID Zeitpunkte Grund für Ausschluss 
CP03 Alle Viabilität, Apoptosemes-

sung 

CP07 Alle Viabilität, Apoptosemes-

sung 

CP08 Mit anti-CD271 ab 

24h 

Apoptosemessung 

CP10 Alle Apoptosemessung 

CP17 Alle Keine CD138+ ab 12h 

CP18 Ab 48h Apoptosemessung 

CP21 Ab 24h Apoptosemessung 

CP24 Alle Viabilität  
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Abb. 15: Darstellung der Viabilität primärer CD138+-Zellen; A: Viabilität in Negativkontrollen unterteilt 

nach automatischem und manuellem Protokoll sowie nach Myelomstatus; B: An Negativkontrolle normali-

sierte Viabilität der Positivkontrollen. 
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3.6. Vergleich CellPly mit Histologie und Zytologie 
Um zu überprüfen, wie aussagekräftig die innerhalb der CellPly-Plattform untersuchten 

Myelomzellen sind, wurde eine Korrelationsanalyse des Plasmazellanteils in der Platt-

form mit dem der histopathologischen und zytologischen Untersuchung durchgeführt.  

Wie in Abbildung 16 zu sehen, korrelierten die durch CellPly gemessenen Anteile der 

CD138+- Zellen nicht mit den Plasmazellinfiltrationen der Histologie und Zytologie, da 

unabhängig von dem tatsächlichen Anteil innerhalb der CellPly-Plattform bei der Hälfte 

aller Patient*innen nur ein CD138+-Anteil von <5% gemessen wurde. Mittels einfacher 

linearer Regression wurde R² bestimmt, welches bei 0,2977 (Histologie) bzw. 0,2039 (Zy-

tologie) lag. 

Somit ist der Anteil der durch die CellPly-Plattform detektierten und damit untersuchten 

Myelomzellen sehr gering.  

 

 
Abb. 16: Korrelationsanalyse des Plasmazellanteils gemessen in der CellPly-Plattform zum Zeitpunkt 0h 

mit dem angegebenen Anteil im histopathologischen und zytologischen Befund. Einfache lineare Regres-

sion. 
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3.7. Automatisches Protokoll 
Zur Überprüfung der Anwendbarkeit des automatischen Protokolls für das MM wurde dies 

zunächst mit U266-Zellen durchgeführt. Dafür wurden die U266 einmal mit einem Triplett 

von 4 verschiedenen Melphalankonzentrationen und einmal mit jeweils 4 verschiedenen 

Konzentrationen von Melphalan, Bortezomib und Dexamethason inkubiert. Anschließend 

erfolgte eine Auswertung hinsichtlich Viabilität, Dosis-Wirkungsbeziehung der Substan-

zen, Reliabilität und Effekt des PI-Restains. 

Bei der Testung von 3 Replikaten verschiedener Melphalan-Dosierungen zeigten sich für 

die Konzentrationen 7,5µM, 15µM und 30µM nach 48h signifikante Unterschiede zwi-

schen den Viabilitäten der einzelnen Replikate (s. Abb. 17). Den größten Unterschied 

erreicht dabei Melphalan 30µM (9,1% vs. 32,3%; p<0,0001). Trotz der Unterschiede zeig-

ten aber alle Replikate ein Ansprechen auf Melphalan nach 48h. Bei DMSO und Melpha-

lan 60µM kam es zu keinen signifikanten Unterschieden zwischen den drei Replikaten 

Unter Verwendung des automatischen Protokolls konnte für die Zelllinie U266 eine Sen-

sitivität nach 24h auf Bortezomib und Melphalan mit entsprechenden Dosis-Wirkungskur-

ven dargestellt werden, für Melphalan zeigte sich eine Wirkungssteigerung nach 48h. 

Dabei waren die Unterschiede in den Apoptoseraten für Bortezomib bei den Konzentra-

tionen 50nM und 200nM, für Melphalan bei allen Konzentrationen statistisch signifikant. 

Für die Substanz Dexamethason zeigte sich in den getesteten Konzentrationen eine 

leicht höhere Viabilität als in der Negativkontrolle auch nach 48h, so dass hier eine Re-

sistenz angenommen werden konnte.  

Der im automatischen Protokoll enthaltene PI-Restain nach 24h und 48h zeigte wie in 

Abb. 18 dargestellt eine signifikante Verbesserung der Apoptosedetektion für U266-Zel-

len, welche sich insbesondere in der Positivkontrolle mit H2O2 nach 24h darstellte (Viabi-

lität 31,3% vs. 6,6%; p<0,0001). Lediglich die Werte nach 48h in der Positivkontrolle wie-

sen keinen signifikanten Unterschied auf, hier lag jedoch bereits vor dem PI-Restain eine 

sehr hohe Apoptoserate vor. Durchschnittlich konnte die Apoptoseerkennung um 7,0% 

(DMSO) bzw. 21,2% (H2O2) nach 24h gesteigert werden. Dieser Effekt zeigte sich auch 

für primäre CD138+-Zellen, bei denen die Apoptoserate nach 24h nach dem PI-Restain 

um 32,0% (Negativkontrolle) bzw. 25,0% (Positivkontrolle) höher war. Sowohl für die 

U266 als auch die primären Myelomzellen konnte auch nach 48h eine Differenz von 

durchschnittlich mehr als 6% festgestellt werden. Aufgrund der fehlenden Vergleichbar-
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keit der absoluten Viabilitätszahlen zwischen den 3 verschiedenen Patientenproben, er-

folgte für die CD138+-Zellen nur die Darstellung der jeweiligen Differenzen, bei welcher 

die 3 Werte nicht für signifikante Unterschiede reichten. 

Die Anwendung des automatischen Protokolls bei der U266 zeigte einen guten Outcome 

im Sinne von gut messbaren Dosis-Wirkungsbeziehungen. So konnte ein Ansprechen 

der U266 auf Bortezomib und Melphalan nach 24h und eine Resistenz gegenüber Dexa-

methason gemessen werden. Bezüglich der Reliabilität weist auch das automatische Pro-

tokoll noch relevante Schwankungen in der Apoptosemessung insbesondere in Bereich 

der intermediären Apoptose auf. Durch das PI-Restaining konnte eine bessere 

Apoptoseerkennung erzielt werden, die sich auch beim PI-Restain der primären Myelom-

zellen zeigt.  
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Abb. 17: Automatisches Protokoll mit U266. A: Darstellung der Mittelwerte der Viabilität mit SEM nach 
48h der Negativkontrolle und 4 Melphalankonzentrationen, jeweils gemessen in 3 verschiedenen Kanä-

len. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen. B: Dosis-Wirkungskurven für Melphalan zum 

Zeitpunkt 48h mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität, durchgeführt in 3 verschiedenen Kanälen. 
C-E: Dosis-Wirkungskurven für Bortezomib, Melphalan und Dexamethason mit an Negativkontrolle nor-

malisierter Viabilität. F: Absolute Viabilitäten zum Zeitpunkt 24h der Substanzen in den verschiedenen 

Konzentrationen. Leckage bei Melphalan 15µM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen. 

Kein Test auf statistische Signifikanz bei Dexamethason, da Werte höher als bei Negativkontrolle. 
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Abb. 18: PI-Restain. A: Absolute Viabilitäten von U266 vor und nach PI-Restain aus 2 Experimenten. 

Kuskall-Wallis-Test; B: Darstellung der Differenzen der absoluten Apoptoseraten vor und nach PI-

Restain. U266: n=2, CD138+: n=3 

 

3.8. Substanztestung an primären Myelomzellen 
Für das in-vitro-drug-testing der primären Myelomzellen wurden diese innerhalb der    

CellPly-Plattform mit verschiedenen Konzentrationen der Substanzen Bortezomib, Mel-

phalan, Dexamethason, Lenalidomid, Daratumumab und Elotuzumab bis zu 48h inku-

biert. Ziel der Untersuchung war es, die ideale Testkonzentration und den optimalen Ana-

lysezeitpunkt für jede Substanz zu eruieren mit der Fragestellung, ob für die Substanzen 

ein Resistenz-Screening-Panel erstellt werden könnte, mit jeweils nur einer aussagekräf-

tigen Konzentration und einem festen Analysezeitpunkt. 
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3.8.1. Bortezomib 
Insgesamt wurden 9 Patient*innen auf Bortezomib getestet, davon waren 8 auswertbar. 

Es erreichten 7 Patient*innen eine normalisierte Viabilität unter 90% (CP05, CP11, CP13, 

CP16, CP18, CP19, CP21), was als zumindest teilweise sensibel betrachtet wurde. Wie 

den Dosis-Wirkungskurven in Abb. 19 zu entnehmen, lag das beste Ansprechen patien-

tenindividuell nach 12h (CP13, CP21), 24h (CP05, CP18) oder nach 48h (CP11, CP16, 

CP19) vor, wobei nicht von allen Patient*innen Daten zu allen Zeitpunkten vorlagen auf-

grund der unter 3.5 beschriebenen Probleme bei der Apoptosemessung.  

Ausgehend von den Dosis-Wirkungskurven wurden die Konditionen mit einer Viabnorm 

<90% hinsichtlich eines signifikanten Unterschieds der absoluten Viabilitäten zur Nega-

tivkontrolle untersucht. Nach 24h lagen bei CP05 für die Konzentrationen 12,5nM und 

50nM (79,1% vs. 26,5%; p<0,0001 bzw. 79,1% vs. 18,3%; p<0,0001) und bei CP18 für 

die Konzentrationen 50nM und 200nM (53,8% vs. 25,0%; p<0,0001 bzw. 53,8% vs. 

20,1%; p<0,0001) signifikante Viabilitätsunterschiede vor. CP16 erreichte nach 48h einen 

signifikanten Viabilitätsunterschied bei der Konzentration 50nM (17,1% vs. 2,3%; 

p<0,0001). Bei Patient CP19 lag das beste Ansprechen bei 200nM nach 48h mit einer 

Viabnorm von 41,7% vor mit Erreichen des Signifikanzniveaus (27,4% vs. 11,4%; 

p=0,0418). Zusätzlich lagen auch nach 24h für die Konzentrationen von 50nM und 200nM 

signifikante Unterschiede vor, wenn auch mit geringerem Ansprechen auf die Substanz 

(61,7% vs. 48,2%; p=0,0033 bzw. 61,7% vs. 53,5%; p=0,0457). Bei CP13 zeigten die 

Konzentrationen 3,125nM und 12,5nM nach 12h Wirkung, davon stellte aber nur zweitere 

einen signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle dar (47,9% vs. 42,8%; p=0,0407). 

Bei den übrigen Patient*innen mit partieller Sensibilität lag das jeweils beste Ansprechen 

bei 200nM nach 12h für CP21 (74,5% vs. 57,3%; p=0,5711) und bei 50nM nach 48h für 

CP11 (15,4% vs. 12,7%; p>0,9999).  

Bei der Probe von CP08 lag die Viabnorm immer über 90%, so dass eine in-vitro-Resistenz 

vorlag. 

Für Bortezomib stellte somit die Konzentration 50nM nach 24h einen guten Screening-

wert dar, da hier die meisten signifikanten Responsen erreicht werden konnten. 
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Abb. 19: D/R Bortezomib. Cave: Bei CP05 0,05% DMSO, bei CP19 0,5% DMSO, CP11 0,6% DMSO. A-
C: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für die Zeitpunkte 12h, 24h und 
48h. D: Viabilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabilität <90% und entsprechender Negativkon-

trolle. Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen. 

 

3.8.2. Melphalan 
Melphalan wurde an 11 Proben getestet, 8 eigneten sich zur weiteren Auswertung. Bei 7 

Patient*innen kam es in mindestens einer Konzentration zur normalisierten Viabilität un-

ter 90% (CP05, CP09, CP11, CP13, CP16, CP18, CP19). 

Den Dosis-Wirkungskurven in Abbildung 20 ist zu entnehmen, dass es auch bei Melpha-

lan patientenindividuell nach 24h (CP05, CP09, CP18) oder nach 48h (CP11, CP16) zur 

jeweils höchsten Apoptoserate kam. Auch hier ist zu beachten, dass nicht für alle Pati-

ent*innen eine Messung über 48h durchgeführt wurde. 
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In der weiteren Analyse wurden die Konditionen mit einer normalisierten Viabilität unter 

90% auf Signifikanz überprüft.  

Dabei zeigten sich signifikante Viabilitätsunterschiede nach 24h für CP05 bei einer Kon-

zentration von 15µM (79,1% vs. 60,0%; p<0,0001), für CP09 bei den Konzentrationen 

3,75µM (p<0,0001), 15µM (p<0,0001), 30µM (p=0,0002) und 60µM (p<0,0001) sowie für 

CP19 bei den Konzentrationen 15µM (p<0,0001), 30µM (p=0,0029) und 60µM 

(p<0,0001). Das beste Ansprechen zeigte CP19 nach 24h und CP13 nach 48h jeweils 

bei einer Konzentration von 7,5µM, jedoch ohne signifikante Unterschiede zur Negativ-

kontrolle. Ebenso zeigte sich bei CP11 und CP16 nach 48h 15µM am wirksamsten, je-

doch ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. 

Bei CP21 lag die Viabnorm immer über 90%, so dass eine in-vitro-Resistenz vorlag. 

In Zusammenschau der Ergebnisse stellte die Konzentration 15µM mit Messung nach 

24h den zuverlässigsten Marker für das Ansprechen auf Melphalan dar. 

 

3.8.3. Dexamethason 
Für die Testung von Dexamethason standen 7 Proben zur Verfügung, von denen 5 zur 

weiteren Analyse geeignet waren. Alle Proben erreichten bei bestimmten Konzentratio-

nen eine normalisierte Viabilität unter 90% und waren somit zumindest teilweise sensibel 

gegenüber der Substanz. 

Die unter Abbildung 21 zu sehenden Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen für alle Proben ein 

gutes Ansprechen nach 24h, die bei CP13 und CP19 durchgeführten Messungen nach 

48h zeigten eine weitere Steigerung der Apoptoserate. Bei CP21 lagen aufgrund von 

inkorrekten Apoptosemessungen nur die Werte nach 12h vor, die bereits eine Viabnorm 

von bis zu 82,6% zeigten. 

Die weitere Prüfung der Konzentrationen mit einer Viabnorm unter 90% zeigte für die Pati-

ent*innen CP05, CP13, CP18 und CP19 nach 24h signifikante Vaibilitätsabfälle im Ver-

gleich zur Negativkontrolle. Die notwendige Konzentration war dabei sehr variabel, so 

hatten bei CP05 bereits die Konzentration 0,016µM (79,1% vs. 64,2%; p<0,0001) und bei 

CP19 die Konzentration 0,4µM (61,7% vs. 47,2%; p=0,0040) die größte Wirkung, wäh-

rend bei CP13 erst eine signifikante und auch stärkste Wirkung bei einer Konzentration 

von 10µM (18,1% vs. 4,4%; p<0,0001) zu sehen war. Im Gegensatz dazu zeigten CP05 

und CP19 bei höheren Konzentrationen (≥0,4µM bzw. ≥2µM) keine signifikante 

Response mehr. CP18 sprach auf alle getesteten Konzentrationen (0,4µM-50µM) an mit 

einem Maximum bei 50µM (55,7% vs. 24,0%; p<0,0001).  
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Die Experimente zeigten somit keine ideale Testkonzentration für Dexamethason, ledig-

lich stellte der Zeitpunkt nach 24h einen aussagekräftigen Messpunkt für die Response-

analyse dar. 

 

 
Abb. 20: D/R Melphalan. Cave: Bei CP05 0,05% DMSO, bei CP13 0,0005% DMSO. A-C: Dosis-Wir-

kungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für die Zeitpunkte 12h, 24h und 48h. D: Via-
bilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabilität <90% und entsprechender Negativkontrolle. Darstel-

lung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen bzw. Mann-Whitney-

Test. 
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Abb. 21: D/R Dexamethason. Cave: Bei CP05 0,05% DMSO. A-C: Dosis-Wirkungskurven mit an Nega-

tivkontrolle normalisierter Viabilität für die Zeitpunkte 12h, 24h und 48h. D: Viabilitäten aller Konditionen 

mit normalisierter Viabilität <90% und entsprechender Negativkontrolle. Darstellung der Mittelwerte + 

SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen. 

 

3.8.4. Lenalidomid 
Zur Einschätzung der Beurteilbarkeit der Lenalidomid-Wirkung durch die CellPly-Platt-

form wurden 6 Patient*innen untersucht, von denen CP07 aufgrund der schlechten Via-

bilität nicht ausgewertet werden konnte. Insgesamt erreichten 4 Patient*innen in mindes-

tens einer Kondition eine Viabnorm unter 90%. Aufgrund von Leckage und Fehler in der 

Apoptose-Messung konnten von den Patient*innen CP08, CP25, CP26 und CP27 nur 

Werte vom Zeitpunkt 12h ausgewertet werden. Für CP04 konnte eine Inkubation über 

24h durchgeführt werden, welche wie in Abbildung 22 zu sehen zu einem Ansprechen 

führte, während nach 12h kein Effekt messbar war.  
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Bei weiterer Auswertung der Daten mit einer Viabnorm unter 90% zeigte sich nach 12h nur 

bei CP26 für die Konzentration 10µM ein signifikanter Viabilitätsunterschied (53,0% vs. 

33,3%; p=0,0472). Nach 24h erreichte auch CP04 eine signifikante Lenalidomid-Wirkung 

in den Konzentrationen 1,875µM (56,6% vs. 43,3%; p=0,0184) und7,5µM ((56,6% vs. 

45,1%; p=0,0370). Bei CP25 zeigte sich die stärkste Wirkung bei 50µM, für CP08 wurde 

nur die Konzentration 10µM getestet, beide erreichten jedoch nicht das Signifikanzni-

veau. 

Für CP27 lag die Viabnorm immer über 90%, so dass eine in-vitro-Resistenz vorlag. 

Aufgrund der wenigen signifikanten Daten ließ sich für Lenalidomid keine Aussage zur 

idealen Testkonzentration oder idealem Testzeitpunkt treffen. 

   
Abb. 22: D/R Lenalidomid. Cave: Bei CP8 0,3% DMSO & CD271 (kein 24h), technische Probleme nach 

24h: keine CD138 mehr. A: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für den 

Zeitpunkt 12h. B: Dosis-Wirkungskurven von CP04 mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für die 

Zeitpunkte 12h und 24h. C: Viabilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabilität <90% und entspre-

chender Negativkontrolle. Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen 

Vergleichen bzw. Mann-Whitney-Test. 
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3.8.5. Daratumumab 
Daratumumab konnte an 5 Patient*innen getestet werden, aufgrund der hohen CD138+-

Mortalität bei CP03 musste dieses Experiment jedoch von der weiteren Analyse ausge-

schlossen werden. Aufgrund von Leckage und Fehler in der Apoptosemessung konnten 

von den Patient*innen CP25, CP26 und CP27 nur Werte vom Zeitpunkt 12h ausgewertet 

werden.  

Alle 4 Patient*innen erreichten mindestens einmal eine Viabnorm unter 90%, bei CP06 war 

dies jedoch nur nach 48h nachzuweisen. Unter diesen Konditionen stellten sich nur die 

Konzentrationen 0,1µg/ml und 1µg/ml bei CP25 (90,6% vs. 60,7%; p=0,0018 bzw. 90,6% 

vs. 34,4%; p<0,0001) und 100µg/ml nach 48h bei CP06 (4,5% vs. 0,8%; p=0,0077) als 

signifikant dar. Bei CP26 stellte sich ebenfalls die Konzentration 100µg/ml und bei CP27 

0,1µg/ml als wirksamste Konzentrationen heraus, jedoch mit insignifikanten Unterschie-

den zur Negativkontrolle.  

Aufgrund der wenigen signifikanten Daten ließ sich für Daratumumab ebenso keine Aus-

sage zur idealen Testkonzentration oder idealem Testzeitpunkt treffen. 

 

3.8.6. Elotuzumab 
Die Testung von Elotuzumab wurde an 5 Proben durchgeführt, wobei CP03 aufgrund der 

schlechten CD138+-Viabilität nicht ausgewertet werden konnte. Aufgrund von Leckage 

und Fehler in der Apoptosemessung konnten von den Patient*innen CP25, CP26 und 

CP27 nur Werte vom Zeitpunkt 12h ausgewertet werden.  

3 der 4 Patient*innen erreichten mindestens einmal eine Viabnorm unter 90%, bei CP06 

war dies jedoch nur nach 48h nachzuweisen. Die einzige signifikante Wirkung fand sich 

bei CP25 bei der Konzentration 150µg/ml (90,6% vs. 62,2%; p=0,0010). Bei CP26 stellte 

die Konzentration 37,5µg/ml und bei CP06 ebenfalls 150µg/ml die wirksamste Konzent-

ration dar, jedoch mit einem Signifikanzniveau von p > 0,05.  

Aufgrund der wenigen signifikanten Daten ließ sich für Elotuzumab somit keine Aussage 

zur idealen Testkonzentration oder idealem Testzeitpunkt treffen. 

 

Bei der Testung der verschiedenen Substanzen innerhalb der CellPly-Plattform an pri-

mären Myelomzellen zeigte sich für Bortezomib, Melphalan und Dexamethason eine gute 

Anwendbarkeit. So stellte für alle 3 Substanzen der Zeitpunkt 24h eine gute Grundlage 

zur Response-Analyse dar und für Bortezomib und Melphalan konnten zudem gute Test-
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konzentrationen festgestellt werden, bei denen die meisten Patient*innen in-vitro ein sig-

nifikantes Ansprechen zeigten (50nM bzw. 15µM). Für die Substanzen Lenalidomid, Da-

ratumumab und Elotuzumab lagen aufgrund von verschiedenen Fehlerquellen nicht ge-

nug Daten zur Auswertung vor, um die idealen Testbedingungen zu eruieren. 

Insgesamt konnte bei allen Substanzen festgestellt werden, dass es zu großen Schwan-

kungen der Apoptosemessung kommt mit normalisierten Viabilitäten über 100% in ver-

einzelten Konzentrationen, was eine mangelnde Akkuratheit der Plattform darstellt. 

Ebenso ließen sich nicht immer eindeutige Dosis-Wirkungs-Beziehungen feststellen, so 

dass die Daten der Responseanalyse der CellPly-Plattform eher qualitativen statt quan-

titativen Charakters haben. So kann nur eine dichotome Einteilung in sensibel und resis-

tent erfolgen, eine quantitative Aussage zur Response-Tiefe ist nicht möglich. 

 
Abb. 23: D/R Daratumumab. Cave: Bei CP25-27 DMSO 0,5% da bessere Viab., technische Probleme 
nach 24h: keine CD138 mehr. A: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität 

für den Zeitpunkt 12h. B: Dosis-Wirkungskurven von CP06 mit an Negativkontrolle normalisierter Viabili-

tät für die Zeitpunkte 12h, 24h und 48h. C: Viabilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabilität <90% 

und entsprechender Negativkontrolle. Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns 

multiplen Vergleichen bzw. Mann-Whitney-Test. 
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Abb. 24: D/R Elotuzumab. Cave: Bei CP25-27 DMSO 0,5% da bessere Viab., technische Probleme nach 

24h: keine CD138 mehr. A: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für den 

Zeitpunkt 12h. B: Dosis-Wirkungskurven von CP06 mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für die 
Zeitpunkte 12h, 24h und 48h. C: Viabilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabilität <90% und ent-

sprechender Negativkontrolle. Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multip-

len Vergleichen bzw. Mann-Whitney-Test. 

 

3.9. Wirkung von SUMOi und synergistische Wirkung mit Bortezomib 
Subasumstat stellt als Vertreter der SUMO-Inhibitoren eine noch nicht zugelassene Sub-

stanz mit potenziellem Nutzen in der Therapie von Patient*innen mit MM dar. Zur Über-

prüfung einer in-vitro Wirksamkeit des SUMOi beim MM wurden 5 Proben mit Subasum-

stat inkubiert, dies erfolgte als Monotherapie wie auch bei 4 der 5 Proben in Kombination 

mit Bortezomib um auf das Vorhandensein einer synergistischen Wirkung testen. 

Von den untersuchten Proben konnte eine aufgrund eingeschränkter CD138+-Viabilität 

(CP24) nicht weiter untersucht werden. In 3 Experimenten konnte eine Viabnorm von unter 

90% in mindestens einer Kondition erreicht werden (CP06, CP20, CP22). Aufgrund von 
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Leckage lagen von CP20 nur Daten bis zum Zeitpunkt nach 16h vor. Während die Viab-

norm von unter 90% bei CP06 und CP20 bereits nach 12h bzw. 16h erreicht wurde, lag 

diese bei CP22 erst nach 48h vor. CP23 zeigte sich in-vitro resistent gegenüber dem 

SUMOi. 

Die weitere Analyse zeigte für CP06 für die Zeitpunkte 12h, 24h und 48h das beste An-

sprechen auf 0,01µM mit jeweils signifikanten Viabilitätsunterschieden (s. Abb. 25). Nach 

24h und 48h zeigte sich auch die Konzentration 0,1µM als signifikant wirksam. Für CP20 

lagen nur Daten zum Zeitpunkt 16h vor, da zeigte sich nur die Konzentration 1µM wirk-

sam mit einem signifikanten Unterschied zur Negativkontrolle (58,8% vs. 38,0%; 

p=0,0222). Die einzige wirksame Kondition bei CP22 stellte die Konzentration 0,1µM 

nach 48h dar, die zudem signifikant war (62,3% vs. 26,9%; p<0,0001).  

Zur Überprüfung, ob sich eine synergistische Wirkung zwischen den beiden Substanzen 

SUMOi und Bortezomib durch die CellPly-Plattform darstellen lässt, wurden die Viabilitä-

ten von CP20, CP22 und CP23 unter der Medikamentenkombination mit der Negativkon-

trolle und den beiden Substanzen allein verglichen. Für die Signifikanztestung wurde die 

Kombination jeweils mit den 3 anderen Konditionen verglichen. Wie in Abbildung 26 zu 

sehen, steigerte die Hinzunahme von Bortezomib in allen 3 Fällen die Wirkung des SU-

MOi im Vergleich zur Monotherapie, jedoch erreichte jeder der Patient*innen zu einem 

anderen Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied. Bei CP22 war die ausgeprägteste sy-

nergistische Wirkung nach 32h zu sehen, wo die Kombination beider Substanzen die 

höchste Apoptoserate erreichte (Viabilität SUMOi mono vs. Bortezomib mono vs. Kombi: 

61,2% vs. 47,9% vs. 37,8%), dabei stellt sich die Kombination jedoch nur signifikant bes-

ser als SUMOi mono dar (p=0,0008). Bei CP23 war die Viabilität unter Bortezomib allein 

niedriger als unter der Kombination (16,9% vs. 32,1%; p=0,0028), zum Zeitpunkt nach 

24h war die Kombination aber besser als SUMOi allein (32,1% vs. 53,9%; p<0,0001). 

CP22 und CP23 zeigten beide ein signifikantes Ansprechen auf Bortezomib allein, des-

sen Wirkung durch die Hinzunahme von SUMOi tendenziell verschlechtert bzw. unver-

ändert blieb. CP20 zeigte im Gegensatz dazu kein Ansprechen auf Bortezomib mono, die 

größte Wirkung zeigte sich nach 16h hier für die Kombination, jedoch insignifikant 

(p=0,0646).  

Bei Betrachtung der Dosis-Wirkungskurven zeigte sich, dass die Wirksamkeit von SUMOi 

durch die Hinzunahme von Bortezomib gesteigert werden kann, insbesondere in den 

niedrigen Dosierungen 0,01µM und 0,1µM, die nach 16h allein noch keine Wirkung zeig-
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ten. Bei Hinzunahme von Bortezomib in der Konzentration 12,5nM konnte die größte Dif-

ferenz erzielt werden. Bei Normalisierung der Kombinationen an die Monotherapie mit 

Bortezomib zeigte sich konzentrationsübergreifend eine bessere Wirksamkeit von Borte-

zomib allein, bis auf die bereits beschriebene Kombination von 12,5nM Bortezomib und 

0,1µM sowie 1µM SUMOi bei CP20, die jedoch ohne Erreichen des Signifikanzniveaus 

bestanden. Zu diesem Zeitpunkt zeigte sich in keiner Konzentration ein Ansprechen auf 

Bortezomib, während bei CP22 und CP23 Bortezomib allein bereits ab einer Konzentra-

tion von 3,125nM (CP22) bzw. in der Konzentration 12,5nM eine deutliche Apoptose-

Steigerung erreichen konnte.  

In Zusammenschau der Ergebnisse stellte die Konzentration 0,1µM gemessen nach 48h 

einen guten Marker für das Ansprechen auf Subasumstat dar. Die synergistische Wirkung 

mit Bortezomib lässt sich nicht eindeutig abbilden, da keine signifikanten Unterschiede 

zur Monotherapie erreicht werden konnten. Wie bereits unter 3.8. beschrieben, ist eine 

quantitative Einschätzung der in-vitro-Response mittels der CellPly-Plattform kaum mög-

lich. Die widersprüchliche bessere Viabilität unter der Kombination verglichen mit Borte-

zomib allein lässt sich entweder auf die fehlende Korrelation zwischen Wirkstärke und in-

vitro-Viabilität zurückführen, könnte aber auch durch eine mögliche Wirkabschwächung 

von Bortezomib durch SUMOi bei Bortezomib-sensiblen MM-Zellen erklärt sein. Bei in-

vitro Resistenz gegen Bortezomib konnte ein Wirkeintritt durch SUMOi-Zugabe erreicht 

werden, wenn auch insignifikant. In anderen Arbeiten konnte ein signifikanter Synergis-

mus zwischen den beiden Substanzen gezeigt werden, auf dies wird in der Diskussion 

näher eingegangen. 
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Abb. 25: D/R SUMOi. A-C: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle normalisierter Viabilität für die 

Zeitpunkte 12h (CP06) bzw. 16h, 24h und 48h. D: Viabilitäten aller Konditionen mit normalisierter Viabili-

tät <90% und entsprechender Negativkontrolle. Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test 

mit Dunns multiplen Vergleichen bzw. Mann-Whitney-Test. 
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Abb. 26: Synergistische Wirkung von Bortezomib und SUMOi zum jeweiligen Zeitpunkt der ausgepräg-

testen Wirkung: CP20 nach 16h, CP22 nach 32h und CP23 nach 24h. A: Viabilitäten der Negatvikon-

trolle, SUMOi und Bortezomib jeweils allein und in Kombination, Darstellung der Mittelwerte + SEM. 

Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen. B: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle 

bzw. für Kombinationen an SUMOi-mono normalisierter Viabilität für SUMOi allein und in Kombination mit 

Bortezomib. C: Dosis-Wirkungskurven mit an Negativkontrolle bzw. für Kombinationen an Bortezomib-

mono normalisierter Viabilität für Bortezomib allein und in Kombination mit SUMOi. 

 

3.10. Einfluss von NK-Zellen auf Medikamentenwirkung  
Zur Beurteilung der Eignung der CellPly-Plattform zur Analyse des Einflusses von NK-

Zellen auf die Wirkung verschiedener Myelomtherapeutika, wurden diese mittels anti-

CD16- und anti-CD56-Antikörper bei den Patient*innen CP06, CP20, CP22 und CP23 

markiert. Es folgte eine Analyse hinsichtlich des Anteils von NK-Zellen im KM, deren Vi-

abilität sowie der Myelom-Viabilität in Abhängigkeit von der Co-Lokalisation von NK-Zel-

len. 
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Der initiale Anteil der NK-Zellen an den MNC betrug 8,3-12,5%, wodurch es bei den 4 

Patient*innen über alle Zeitpunkte verteilt zu 15-200 Mikrowells mit einer Co-Lokalisation 

pro Kanal kam (s. Tab. 21). Die meisten Mikrowells mit einer Co-Lokalisation lagen durch-

schnittlich zu den Zeitpunkten 0h und 16h vor. Während bei allen Co-Lokalisationen bei 

den Patient*innen CP20, CP22 und CP23 auch ein Zell-Zell-Kontakt zu den Myelomzel-

len vorlag, war dies bei CP06 nur bei durchschnittlich 3 Mikrowells pro Zeitpunkt der Fall. 

 
Tab. 21: Werte des NK-Zell-Anteils, Anzahl Mikrowells mit Kontakt und Co-Lokalisation (Co-Lok) von 

CD138+- und CD56+/CD16+-Zellen aus der DMSO Kontrolle. * bei CP22 und CP23 wurde die Negativ-

kontrolle in 2 Kanälen durchgeführt ** CP06 nach 12h, CP20 nach 16h 

 CP06 CP20 
Zeitpunkt Anteil 

NK-Zel-
len  
[%] 

Anzahl Mik-
rowells Kon-
takt 

Anzahl 
Mikrowells 
Co-Lok. 

Anteil 
NK-Zel-
len  
[%] 

Anzahl Mik-
rowells Kon-
takt 

Anzahl 
Mikrowells 
Co-Lok. 

T0h 8,74 2 36 8,3 24 24 
T12/16h** 9,77 

 

4 16 13,17 17 17 
T24h 8,36 

 

6 15 - - - 
T48h 5,18 0 17 - - - 
 CP22* CP23* 
T0h 12,5 390 390 12,2 113 113 
T16h 26,91 400 400 14,29 168 168 
T24h 13,71 324 324 10,75 148 148 
T48h 13,52 239 239 9,96 44 44 

 

Wie der Abbildung 27 zu entnehmen, zeigten die NK-Zellen eine gute Viabilität, sie be-

fand sich in den Negativkontrollen nach 24h zwischen 55,4% und 83,7%. Es kam zu kei-

ner Apoptoseinduktion durch die Substanzen SUMOi, Daratumumab, Elotuzumab oder 

Bortezomib. 

Beim Vergleich der Viabilitäten der CD138+-Zellen in Mikrowells mit und ohne NK-Zellen 

zeigte sich sowohl in den Negativkontrollen als auch bei allen getesteten Substanzen 

nach 12h (CP06) bzw. 16h (CP20, CP22, CP23) ein negativer Effekt der NK-Zellen auf 

das MM-Überleben. Dieser Effekt zeigte sich patientenindividuell teils bereits deutlich in 

der Negativkontrolle (CP06, CP20; jeweils p<0,05). Wie in Abbildung 28 dargestellt, war 

dieser Einfluss auch bei Elotuzumab und SUMOi (CP06) bzw. bei Bortezomib und SUMOi 

(CP20) zu sehen (jeweils p<0,05). Bei CP20 fiel zudem auf, dass bei Betrachtung der 

Mikrowells ohne NK-Zellen kein Ansprechen auf SUMOi zu sehen war (75,6% vs. 65,2%; 
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p= 0,3788), während erst bei Analyse der Mikrowells mit NK-Zellen eine Viabilitätsminde-

rung durch SUMOi deutlich wurde (26,3% vs. 4,0%; p=0,0213).  

Bei CP22 zeigte sich nur ein minimaler Einfluss der NK-Zellen auf die Myelomzellen ohne 

Erreichen einer Signifikanz, die größte Differenz zeigt sich bei Zugabe von Bortezomib 

(70,4% vs. 57,7%; p=0,1043). Bei CP23 war der Effekt der NK-Zellen ausgeprägter, je-

doch ebenfalls ohne signifikante Unterschiede. Die größte Wirkung ergab sich bei Inku-

bation mit SUMOi (68,9% vs. 49,3%; p=0,0941). 

Mittels der CellPly-Plattform war eine gute Detektion der NK-Zellen und deren Effekt auf 

die Viabilität von Myelomzellen möglich. Es zeigte sich eine Patienten- und keine Sub-

stanzabhängigkeit bezüglich des negativen Einflusses von NK-Zellen auf das Überleben 

der Myelomzellen. Bei Patient*innen mit gegen das MM wirksamen NK-Zellen (CP06, 

CP20) konnte eine signifikante Apoptosesteigerung neben der Negativkontrolle auch für 

Elotuzumab, SUMOi und Bortezomib festgestellt werden. 

Da nicht bei allen Patient*innen ein hoher Anteil von NK-Zellen im KM vorhanden war 

und es dadurch zu einer geringeren Anzahl von Mikrowells mit einer Ko-Lokalisation kam, 

sollte überprüft werden, ob mittels MACS-Isolation von NK-Zellen aus peripherem Blut 

(PB) eine Anreicherung der KM-Proben möglich erscheint. Dafür wurden 2 Proben von 

PB mit EDTA-Zusatz untersucht, aufgrund des Einflusses von Myelomtherapeutika auf 

die NK-Zellzahl wurde eine Probe eines Patienten mit RRMM (CP14) und eine Probe 

eines gesunden Probanden (CP15) getestet.  

Wie der Tabelle 22 zu entnehmen, konnten bei dem MM-Patienten mehr NK-Zellen 

(0,23/nl PB) als bei dem gesunden Probanden (0,09/nl PB) isoliert werden.  

Durch die NK-Isolation aus PB mittels MACS konnte erfolgreich eine ausreichende 

Menge von NK-Zellen für die potenzielle Anreicherung des KM gewonnen werden, so 

dass eine bessere Analyse des NK-Einflusses auf die Myelomzellen möglich wäre. 

 
Tab. 22: Auflistung der Proben von peripherem Blut zur NK-Zell-Isolation mit klinischen Charakteristika 

und isolierter NK-Zellzahl. HD= Gesunder Proband, PB= peripheres Blut 

ID Alter Geschlecht Zuordnung Isolierte NK-Zellen/nl 
PB  

CP14 59 m RRMM 0,23 
CP15 23 w HD 0,09 
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Abb. 27: Viabilität der NK-Zellen. A-D: Viabilitäten der Negativkontrolle und den Substanzen SUMOi, Da-

ratumumab, Elotuzumab und Bortezomib über 48h der Patient*innen CP06, CP20, CP22 und CP23. E: 

Mikroskop-Aufnahme eines Mikrowells mit NK-Zellen (blau) und einer CD138+-Zelle (gelb) über 24h. 
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Abb. 28: A-D: Viabilitäten der CD138+-Zellen nach 12h (CP06) bzw. 16h (CP20, CP22, CP23) in Abhän-

gigkeit von NK-Zellen in verschiedenen Konditionen, Darstellung der Mittelwerte + SEM. Mann-Whit-

ney.Test. 
 



 
108 

3.11. Einfluss von BMMSC auf Medikamentenwirkung  
Zur Evaluation, ob mittels der CellPly-Plattform eine Beurteilung des Einflusses der 

BMMSC auf die Myelomviabilität und auf die Wirksamkeit verschiedener Therapeutika 

vorgenommen werden kann, wurden bei den Patient*innen CP08, CP09, CP10 und CP13 

mittels anti-CD271-Antikörper die BMMSC markiert. Es folgte die Auswertung hinsichtlich 

Menge an BMMSC im KM, deren Viabilität und Einfluss auf die Myelomviabilität und Wir-

kung von Bortezomib, Melphalan und Dexamethason und Lenalidomid. 

Die BMMSC ließen sich gut mittels des gewählten anti-CD271-Fluoreszenzantikörpers 

identifizieren. Es kam jedoch zu Interferenzen mit dem TRITC-Signal des PI, weshalb 2 

der 4 Experimente von den Viabilitätsanalysen ausgeschlossen werden mussten (CP08 

ab 24h, CP10 komplett). 

Wie der Tabelle 23 zu entnehmen, waren insgesamt nur 0,58-2,21% der MNC zum Zeit-

punkt 0h CD271 positiv, so dass es über die gesamte Inkubationsdauer nur 1-15 Mikro-

wells mit einer Ko-Lokalisation und 0-2 mit Zell-Zell-Kontakt zu MM-Zellen gab.  

 
Tab 23.: Werte des BMMSC-Anteils, Anzahl Mikrowells mit Kontakt und Co-Lokalisation (Co-Lok) von 

CD138+- und CD271+-Zellen aus der DMSO Kontrolle. 

 CP08 CP09 
Zeitpunkt Anteil 

BMMSC  
[%] 

Anzahl Mik-
rowells Kon-
takt 

Anzahl 
Mikrowells 
Co-Lok. 

Anteil 
BMMS
C  
[%] 

Anzahl Mikro-
wells Kontakt 

Anzahl 
Mikrowells 
Co-Lok. 

T0h 0,91 0 1 4,96 1 11 
T12h 3,25 0 3 2,81 0 9 
T24h 9,25 1 10 1,78 0 2 
T48h - - - - - - 
 CP10 CP13 
T0h 2,21 0 10 0,86 0 5 
T12h 2,56 1 15 0,70 0 2 
T24h 1,33 1 8 0,91 2 5 
T48h - - - 0,72 2 5 

 

Die BMMSC zeigten eine patientenindividuelle, aber tendenziell eher schlechte Viabilität. 

So betrug die Viabilität nach 12h in den Negativkontrollen nur noch 61,2% (CP08), 33,3% 

(CP09) und 30,2% (CP13). Die steigende Viabilität bei CP09 nach 24h auf 60,8% war am 

ehesten durch die Interferenzen mit dem PI-Signal bedingt. Innerhalb des auswertbaren 
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Zeitraums von 12h zeigte sich kein negativer Einfluss der Substanzen Bortezomib, Mel-

phalan, Lenalidomid und Dexamethason auf die Viabilität der BMMSC. 

Die geringe Anzahl an Mikrowells mit Co-Lokalisation oder Zell-Zell-Kontakt und die Prob-

leme bei der Apoptosemessung machten nur bei CP09 eine Analyse hinsichtlich des Ein-

flusses der BMMSC auf das Überleben der CD138+-Zellen unter Melphalangabe mög-

lich. Wie in Abbildung 29 zu sehen, war die Viabilität in der Negativkontrolle in den Mik-

rowells mit einer Co-Lokalisation von BMMSC schlechter als ohne (42,6% vs. 69,8%). 

Dies zeigte sich auch unter Zugabe von 60µM Melphalan (33,3% vs. 65,5%). Signifikant 

waren diese Unterschiede aufgrund der geringen Anzahl von Mikrowells mit Co-Lokali-

sation (jeweils 9) nicht. 

Die CellPly-Plattform zeigte sich ungeeignet für eine Beurteilung des Einflusses der 

BMMSC auf die Myelomzellen, da diese in einem zu geringen Anteil in den KM-Aspiraten 

vorlagen und zudem eine schlechte Viabilität aufwiesen. Zudem kam es durch den anti-

CD271 Antikörper zu Interferenzen mit dem Apoptosesignal, so dass hier die Auswertung 

stark beeinträchtigt wurde. 

 

3.12. Einfluss von T-Zellen auf Medikamentenwirkung  
Um zu überprüfen, ob sich die CellPly-Plattform zur Beurteilung eines Einflusses der T-

Zellen auf die Wirksamkeit der verschiedenen Therapeutika eignet, wurden diese bei den 

Patient*innen CP08 und CP13 mittels anti-CD3-Antikörper markiert. Es folgte die Aus-

wertung hinsichtlich Menge an T-Zellen im KM, deren Viabilität und Einfluss auf die 

Myelomviabilität sowie die Wirkung von Bortezomib. 

Die Detektion der T-Zellen mittels des anti-CD3-Fluoreszenzantikörpers über die CellPly-

Plattform war erfolgreich, es kam jedoch zu Interferenzen mit dem TRITC-Signal der 

apoptotischen Zellen, so dass die Apoptosedaten der vorliegenden Experimente einge-

schränkt zu beurteilen waren.  

Im Knochenmark waren bei CP08 29,46% und bei CP13 25,27% der Zellen zum Zeit-

punkt 0h CD3 positiv, in Abhängigkeit der Myelominfiltration gab es über den gesamten 

Beobachtungszeitraum jeweils 43 (CP08) bzw. 151 (CP13) Mikrowells mit einer Co-Lo-

kalisation und 7 (CP08) bzw. 25 (CP13) mit Kontakt der beiden Zelltypen (s. Tab. 24). 

Das jeweilige Maximum erreichten beide Patient*innen für die Co-Lokalisation zum Zeit-

punkt 0h und für den Kontakt zum Zeitpunkt 12h und 24h (CP08) bzw. 0h (CP13). 
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Abb. 29: Untersuchung der BMMSC in der CellPly-Plattform. A: Darstellung der Viabilitätskurven der 

BMMSC von CP08, CP09 und CP13 mit DMSO oder Bortezomib, Melphalan oder Lenalidomid+Dexame-
thason. B: Viabilitäten der CD138+-Zellen nach 12h in Abhängigkeit von BMMSC, Darstellung der Mittel-

werte + SEM. Mann-Whitney.Test. C: Mikroskop-Aufnahme eines Mikrowells mit einer BMMSC (grün) 

und einer CD138+-Zelle (gelb) über 24h. 
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Tab 24.: Werte des T-Zell-Anteils, Anzahl Mikrowells mit Kontakt und Co-Lokalisation (Co-Lok) von 

CD138+- und CD3+-Zellen aus der DMSO Kontrolle. 

 CP08 CP13 
Zeitpunkt Anteil T-

Zellen  
[%] 

Anzahl 
Mikro-
wells 
Kontakt 

Anzahl 
Mikro-
wells Co-
Lok. 

Anteil T-
Zellen  
[%] 

Anzahl 
Mikro-
wells 
Kontakt 

Anzahl 
Mikro-
wells Co-
Lok. 

T0h 29,46 7 55 25,27 25 151 
T12h 47,35 11 52 18,18 23 114 
T24h 43,99 11 43 9,28 17 67 
T48h - - - 6,04 16 44 

 

Die Viabilität der T-Zellen in der Negativkontrolle zeigte sich patientenindividuell unter-

schiedlich und lag im ähnlichen Bereich wie der von primären Myelomzellen (CP08: 

56,5%; CP13: 28,2%). Es bestand bei CP08 keine schlechtere Viabilität durch die Zugabe 

von 50nM Bortezomib (53,6%). 

Für den Einfluss der T-Zellen auf die Myelomviabilität wurden die Mikrowells nach 24h je 

nach Vorhandensein von T-Zellen und dem Bestehen eines Zell-Zell-Kontakts zu den 

Myelomzellen einzeln analysiert und miteinander verglichen. Wie in Abbildung 30 zu se-

hen, war sowohl in den Negativkontrollen von CP08 und CP13 als auch bei Zugabe von 

50nM Bortezomib die höchste Apoptoserate in den Mikrowells mit Zell-Zell-Kontakt zu 

finden, gefolgt von den Mikrowells mit Co-Lokalisation. Die beste Viabilität hatten die 

Myelomzellen in den Mikrowells ohne T-Zellen. Signifikant stellte sich aber nur der Viabi-

litätsunterschied zwischen Co-Lokalisation und keine T-Zellen bei CP13 (10,8% vs. 

17,8%; p=0,0080) und zwischen Kontakt und keine T-Zellen bei CP08 mit 50nM Borte-

zomib (0,0% vs. 34,1%; p=0,0434) dar. Bei Vergleich der Viabilitäten von CP08 zwischen 

Negativkontrolle und Bortezomib war sichtbar, dass es in den Mikrowells ohne T-Zellen 

kein Ansprechen auf die Substanz gibt (35,37% vs. 34,06%). Erst bei Analyse der Mikro-

wells mit Zell-Zell-Kontakt von Tumor- und T-Zellen ist ein Effekt des Bortezomibs zu 

sehen (8,0% vs. 0,0%; p>0,9999) 

T-Zellen lagen in ausreichend hoher Menge im KM der MM-Patient*innen vor, um genug 

Mikrowells mit Co-Lokalisation und Zell-Zell-Kontakt zu CD138+-Zellen für eine weitere 

Auswertung zu erreichen. Sie zeigten eine ähnliche Viabilität wie die Myelomzellen ohne 

negativen Einfluss durch Bortezomib. Es konnten teils signifikant höhere Apoptoseraten 

der CD138+-Zellen durch Co-Lokalisation und Kontakt mit bzw. zu T-Zellen festgestellt 

werden, sowohl in der Negativkontrolle als auch bei Hinzugabe von Bortezomib. 
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Abb. 30: Untersuchung der T-Zellen in der CellPly-Plattform. A: Darstellung der Viabilitätskurven der T-

Zellen von CP08 und CP13 mit DMSO bzw. Bortezomib 50nM. B: Viabilitäten der CD138+-Zellen nach 

24h in Abhängigkeit von T-Zellen, Darstellung der Mittelwerte + SEM. Kruskal-Wallis-Test mit Dunns mul-

tiplen Vergleichen. C: Mikroskop-Aufnahme eines Mikrowells mit T-Zellen (grün) und CD138+-Zellen 

(gelb) über 24h. 
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3.13. Korrelation der in-vitro-Ergebnisse zur Klinik 
Um die in-vitro-Daten in einen klinischen Kontext zu setzen, wurden sie mit den klinischen 

Charakteristika Anzahl Vortherapien, Vortherapie mit der jeweiligen Substanz und R-ISS 

korreliert. Eine Korrelation zur klinischen Response zu den einzelnen Medikamenten war 

nicht möglich, da die Patient*innen zum einen Kombinationstherapien erhielten, so dass 

das klinische Ansprechen den einzelnen Substanzen nicht zuzuordnen ist. Zum anderen 

gab es nur wenige Überschneidungen der getesteten mit den applizierten Therapeutika. 

Bei Betrachtung der Anzahl an Vortherapien zeigte sich wie der Tabelle 25 zu entnehmen 

für Patient*innen ohne Vortherapien mit 59,0% ein hoher Anteil an Responsen (Viabnorm 

<70%), welcher bei Patient*innen mit 1-2 Vortherapien bei 62,5% und bei Patient*innen 

mit >2 Vortherapien nur bei 14,3% lag. Dagegen war der Anteil von fehlenden Responsen 

(Viabnorm >90%) bei den Patient*innen mit >2 Vortherapien mit 42,9% am höchsten, bei 

1-2 Vortherapien lag er bei 0,0% und bei keiner Vortherapie bei 4,6%. Bei Analyse der 

individuellen Substanzen mit Vorliegen von mindestens 2 Werten pro Kategorie zeigte 

sich wie in Abbildung 31 zu sehen für Bortezomib eine durchschnittliche Viabnorm von 

99,0% bei >2 Vortherapien im Vergleich zu 51,8% bei keiner und 50,8% bei 1-2 Vorthe-

rapien. Auch für Lenalidomid, Daratumumab und Elotuzumab zeigten sich höhere Viabi-

litäten bei mindestens einer Vortherapie verglichen mit keiner (86,0% vs. 69,7%; 54,8% 

vs. 53,2%; 82,3% vs. 68,1%). Bei Melphalan zeigten die Patient*innen mit mindestens 1 

Vortherapie ein besseres Ansprechen (65,6% vs. 70,3%). Alle Differenzen stellten sich 

jedoch als insignifikant dar aufgrund der geringen Datenmenge. 

Beim Vergleich des Ansprechens auf Bortezomib, Lenalidomid und Daratumumab in Ab-

hängigkeit davon, ob die Patient*innen diese Substanzen bereits im Rahmen ihrer Vor-

therapien erhalten haben oder therapienaiv waren, zeigte sich für alle 3 Therapeutika 

keine signifikant unterschiedliche in-vitro Response zwischen den beiden Subgruppen. 

Die Zuordnung zu nicht-therapienaiv erfolgte dabei unabhängig von der unter der Thera-

pie in-vivo erreichten besten Response und PFS.  

Eine vergleichende Betrachtung des in-vitro-Ansprechens zum R-ISS war bei Bortezomib 

und Lenalidomid möglich. Auch hier konnten keine signifikanten Unterschiede beobachtet 

werden. 

Die vergleichende Analyse mit den klinischen Charakteristika zeigte eine Tendenz zur 

Korrelation eines guten in-vitro-Ansprechens mit der niedrigen Anzahl an Vortherapien. 

Für den prognoserelevanten Parameter R-ISS und Therapienaivität konnte keine Korre-

lation zu den CellPly-Daten festgestellt werden. 
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Tab. 25: Auflistung der niedrigsten normalisierten Viabilität der Patient*innen für die Substanzen Borte-

zomib (V), Melphalan (M), Dexamethason (D), Lenalidomid (R), Daratumumab (Dara) und Elotuzumab 

(Elo).  

ID 

Anzahl 

Vortherapien 

Niedrigste Viabnorm 

V M D R Dara Elo 

CP04 0    76,5   

CP06 0     17,9 54,8 

CP09 0  32,5     

CP13 0 81,9 74,4 16,1    

CP16 0 13,5 52,0     

CP18 0 37,3 66,7 43,1    

CP19 0 41,7 86,2 24,4    

CP21 0 77,0 110,1 82,6    

CP22 0 59,4      

CP26 0    62,9 88,5 81,4 

CP05 1 23,1 64,5 81,1    

CP20 1 89,7      

CP23 2 39,6      

CP25 2    78,1 38,0 68,70 

CP08 4 115,9   80,8   

CP11 4 82,2 66,8     

CP27 5    99,0 71,6 95,8 

        

Legende: 
Keine 
Response: 

>90% 
Fragliche 
Response: 

70-

90% 
Response: <70% 



 
115 

 

 
Abb. 31: Korrelationen der jeweils niedrigsten an die Negativkontrolle normalisierten Viabilitäten. Jeweils 

Darstellung der Kategorien und Kriterien mit mindestens 2 Werten. Darstellung der Mittelwerte + SEM. 

Kruskal-Wallis-Test mit Dunns multiplen Vergleichen bzw. Mann-Whitney-Test. A: Korrelation mit Anzahl 

der Vortherapien. B: Korrelation Therapienaivität zur jeweiligen Substanz. C: Korrelation zum R-ISS. 
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4. Diskussion  
4.1. Zusammenfassung der Hauptergebnisse 
Zur Etablierung der CellPly-Plattform wurde diese zunächst mit der Myelom-Zelllinie 

U266 und der Stroma-Zelllinie HS-5 getestet. Beide zeigten in der Monokultur eine gute 

Viabilität, insbesondere die U266 wies auch nach 48h eine weiter auswertbar hohe Via-

bilität auf. Für die HS-5 zeigte sich eine deutliche Differenz zwischen der Zellzahl der 

initial aufbereiteten Zellen und der innerhalb des Device detektierten. Zudem wies die 

HS-5 eine geringere Viabilität verglichen mit der U266 auf, so dass deutlich wird, dass 

die CellPly-Plattform für adhärente Zellen weniger gut geeignet ist. In der Ko-Kultur zeig-

ten beide Zelllinien eine signifikant höhere Apoptoserate beim Vorhandensein der jeweils 

anderen Zellart verglichen mit der Monokultur. 

Die Überprüfung von Calcein AM als Apoptosemarker zeigte, dass die durch die CellPly-

Plattform gemessene Freisetzung von Calcein AM weder für U266, HS-5, MNC oder pri-

märe CD138+-Zellen mit der durch PI erkannten Apoptoserate der Zellen korrelierte. Im 

Vergleich mit CMAC hinsichtlich der Nutzung als Celltracker zeigten beide eine gleich-

wertige Zelldetektionsrate über 24h, jedoch stellte sich diese bei CMAC über den zeitli-

chen Verlauf als konstanter dar. Zudem zeigten sowohl U266 als auch primäre CD138+-

Zellen bei Nutzung des manuellen Protokolls eine niedrigere Viabilität bei Nutzung von 

Calcein AM im Vergleich zu CMAC. Dieser Einfluss war jedoch nach Etablierung des 

automatischen Protokolls nicht mehr nachweisbar. Somit wurde CMAC als bevorzugter 

Celltracker festgelegt, während Calcein AM nur bei gleichzeitiger Verwendung der Fluo-

reszenz-Antikörper gegen CD16 und CD56 aufgrund der sonst überlappenden emittierten 

Wellenlängen Anwendung fand. 

Die Nutzung der automatischen Zellaufbereitung durch die Plattform konnte für die U266 

erfolgreich angewendet werden. Eine Dosis-Wirkungsbeziehungen zu Bortezomib, Mel-

phalan und Dexamethason konnte dargestellt werden. Es konnte erfolgreich die Resis-

tenz der Zelllinie gegen Dexamethason erkannt werden. Durch den Schritt des PI-Restain 

nach 24h und 48h wurden signifikant mehr Apoptosen erkannt, was sich auch auf die 

primären CD138+-Zellen übertragen ließ. Somit konnte das automatische Protokoll auch 

für die Testung von KM-Proben angewendet werden. 

Im nächsten Schritt konnte die Anwendung der CellPly-Plattform für primäre CD138+-

Zellen überprüft werden. Dafür wurden KM-Proben von 22 Patient*innen untersucht. Da-

von mussten insgesamt 5 Proben komplett und 3 ab 24h bzw. 48h aufgrund einer einge-
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schränkten Viabilität, inakkurater Apoptosemessung oder CD138-Verlust von der weite-

ren Analyse ausgeschlossen werden. Die CD138+-Zellen zeigten nach 24h eine gute 

Viabilität, jedoch war diese nach 48h stark reduziert. Durch Nutzung der automatischen 

Zellaufbereitung durch die Plattform konnte die Zellviabilität deutlich erhöht werden, so 

dass auch nach 48h eine weitere Auswertung möglich war. Bei Patient*innen mit Rezidiv 

unter laufender Therapie war bereits initial eine erhöhte Apoptoserate zu erkennen, zu-

dem war die Zahl der Myelomzellen im Knochenmark gering (<10%). Deshalb waren Pa-

tienten unter Therapie ungeeignet für die CellPly-Untersuchung. Ein Abstand zur Thera-

pie von mindestens 3 Wochen zeigte sich als ausreichend für das Erreichen der durch-

schnittlichen in-vitro Viabilität von NDMM. 

Ein Vergleich mit dem durch CellPly gemessenen Anteil CD138+-Zellen mit den Plasma-

zellinfiltrationen in der Zytologie und Histologie des KM zeigte, dass diese nicht miteinan-

der korrelierten und durch die Plattform nur ein kleiner Bruchteil der Myelomzellen analy-

siert werden kann. 

Bei der Testung der verschiedenen Substanzen an den primären CD138+-Zellen konnten 

für Bortezomib, Dexamethason und Melphalan Dosis-Wirkungsbeziehungen dargestellt 

und in-vitro Resistenzen erkannt werden. Für Bortezomib stellte sich die Konzentration 

50nM mit Messung nach 24h als gute Kondition zur Resistenzanalyse dar, bei Melphalan 

15µM ebenfalls nach 24h. Die Wirkung von SUMOi ließ sich am zuverlässigsten in der 

Konzentration 0,1µM nach 48h beurteilen. Aufgrund der großen Differenz bezüglich der 

idealen Responsekonzentrationen bzw. -zeitpunkte konnte für Dexamethason keine aus-

sagekräftigen Testbedingungen herausgearbeitet werden. Bei Lenalidomid, Daratu-

mumab und Elotuzumab konnten aufgrund zu weniger verwertbaren Daten ebenfalls 

keine Aussagen zu idealen Testbedingungen getroffen werden, eine gute Dosis-Wir-

kungs-Darstellung war hier nicht möglich. 

Substanzübergreifend waren häufiger große Schwankungen in der Apoptosemessung 

über den Analysezeitraum zu beobachten. Die durch CellPly gewonnen Daten zeigten 

generell eher qualitativen statt quantitativen Charakters, es können nur dichotome Aus-

sagen zur Response oder Resistenz getroffen werden. Dies war auch bei der Testung 

von SUMOi in der Kombination mit Bortezomib ersichtlich. Es konnte keine lineare Stei-

gerung der Wirksamkeit der beiden Substanzen durch deren Kombination festgestellt 

werden. 

Die Korrelation der in-vitro-Responsen zu klinischen Charakteristika der Patient*innen 

zeigte ein tendenziell besseres Ansprechen auf die Therapeutika in-vitro bei einer Anzahl 
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von Vortherapien ≤2 sowie bei Therapienaivität zu der getesteten Substanz, jedoch ohne 

Signifikanz. Hier wäre das Untersuchen von weiteren Patienten notwendig, um einen Zu-

sammenhang zu belegen. Für den R-ISS konnte keine Korrelation festgestellt werden. 

Bei der Untersuchung weiterer Zelltypen innerhalb der CellPly-Plattform stellten sich die 

NK-Zellen als gut detektierbare Effektorzellen dar. Sie lagen bei den meisten Patient*in-

nen in ausreichender Menge im KM vor und zeigten teilweise einen signifikant negativen 

Einfluss auf das Überleben der Myelomzellen. Dieser war durch die Substanzen Elotuzu-

mab, Daratumumab, SUMOi und Bortezomib nicht beeinflusst, so dass von einer patien-

tenspezifischen intrinsischen NK-Zell-Aktivität gegen die Myelomzellen auszugehen ist.  

Auch T-Zellen konnten in hoher Menge im KM detektiert werden. Teils lag auch hier ein 

signifikant negativer Einfluss auf die Myelomviabilität vor, der sich in der Negativkontrolle 

und unter Bortezomib zeigte. 

BMMSC lagen nur in sehr geringer Menge im KM vor mit eingeschränkter Viabilität, so 

dass deren Einfluss auf die Myelomzellen mittels der CellPly-Plattform nicht untersucht 

werden konnte. 

 
4.2. Diskussion der Ergebnisse 
4.2.1. Viabilität der CD138+-Zellen 
Ein einschränkendes Problem in der vorliegenden Arbeit stellte die schnell sinkende Vi-

abilität der primären CD138+-Zellen über 48h dar. In anderen Arbeiten konnte eine Stei-

gerung der Viabilität der primären MM-Zellen durch die Zugabe von IL-6 erreicht werden, 

da dies eine essenzielle Funktion für das MM-Überleben und -Proliferation hat (230). Da-

bei lag die MM-Viabilität jedoch nach 48h im ähnlichen Bereich wie in der vorliegenden 

Arbeit bei Nutzung des automatischen Protokolls. Die Arbeit von Zhu et al. zeigte eine 

gesteigerte autokrine IL-6-Produktion sowohl von Lenalidomid-resistenten MM-Zelllinien 

als auch von sensitiven Zellen nach Lenalidomid-Zugabe. Zudem wurden initial Lenalido-

mid-sensible Zelllinien nach IL-6-Zugabe resistent gegenüber der Substanz (112). Somit 

kommt es womöglich zu einer Beeinflussung der Sensitivität auf Substanzen durch die 

IL-6-Zugabe und es liegen nicht mehr die Bedingungen der natürlichen KM-Nische vor, 

weswegen das Ziel der vorliegenden Arbeit die Durchführung der Messung ohne Zugabe 

von IL-6 war. 

Die Arbeit von Walker et al. verglich zudem die Viabilität von unisolierten primären 

Myelomzellen als Teil der MNC und isolierten CD138+ in Monokultur mit dem Ergebnis, 
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dass die Kultivierung der MNC, wie auch in der vorliegenden Arbeit erfolgt, einen signifi-

kant besseren Outcome zeigte (230). 

In der Arbeit von Waldschmidt et al. wurde eine 3D-Platform zur Medikamententestung 

vorgestellt, in der die Viabilität der primären CD138+-Zellen durch eine Auskleidung mit 

HS-5-Zellen verbessert und so eine Kultur über 3 Wochen ermöglicht werden konnte 

(239). Auch in der Arbeit von Silva et al. wurden die isolierten primären CD138+ Zellen 

mit BMMSC ko-kultiviert, hier wurden jedoch kultivierte primäre BMMSC von anderen 

Patient*innen verwendet (235). Dadurch waren Kultur und Inkubation mit Medikamenten 

über 5 Tage möglich. Pak et al. zeigten zudem, dass die in-vitro Response auf Borte-

zomib nur mit der in-vivo Response korrelierte, wenn die primären MM-Zellen mit ihrem 

Tumorenvironment ko-kultiviert wurden (234). 

Teilweise wurden die primären MM-Zellen vor der Inkubation mit den Therapeutika zu-

nächst in Kulturmedium für 24h inkubiert, was womöglich nach dem durch Aufbereitung 

ausgelösten Zellstress eine bessere Ausgangssituation für die Responseanalyse indu-

ziert (234,235,239). 

Die eingeschränkte Viabilität der Myelomzellen beschränkte nicht nur die Inkubations-

dauer und die Wirksamkeitsanalyse der Substanzen, sondern machte auch eine Proben-

aufbereitung und Experimentdurchführung am Tag der Probenentnahme notwendig. So 

kann pro Gerät nur ein Patient alle drei Tage getestet werden, so dass eine breite klini-

sche Anwendung unmöglich ist. Bei Plattformen mit besserer MM-Viabilität ist die Durch-

führung mit aufgetauten Proben möglich, FACS-basierte Plattformen können für mehrere 

Patient*innen gleichzeitig verwendet werden. 

Die vorliegende Arbeit zeigte hohe Apoptoseraten bei Proben von Patient*innen unter 

Therapie, so dass sich diese ungeeignet für die CellPly-Testung darstellen. Jedoch han-

delt es sich insbesondere bei diesen Patienten mit Therapierefraktärität um eine Sub-

gruppe mit hohem Bedarf an einer Responseprädiktion für die Therapieentscheidung. 

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine verminderte Viabilität bei Nutzung von Calcein 

AM der U266 und teils von primären CD138+-Zellen. Eine mögliche Ursache stellt die 

Inkubation der Zellen in PBS statt in Kulturmedium wie bei CMAC im Prozess der Zell-

markierung mit Calcein AM dar. Jedoch zeigten auch andere Arbeiten einen zytotoxi-

schen Effekt der Substanz gegenüber humanen Tumorzelllinien und primären hämatolo-

gischen Tumorzellen, insbesondere bei niedriger Zelldichte in den Kulturen (240,241). 



 
120 

Ein wahrscheinlicher Mechanismus stellt die Interferenz mit mitochondrialer und nukleä-

rer DNA dar (242). Dies unterstützt die bevorzugte Verwendung von CMAC als Celltra-

cker um eine bessere Viabilität der Tumorzellen sicher zu stellen. 

 

4.2.2. Calcein AM als Apoptosemarker 
Bei Überprüfung der Nutzung der Freisetzung von Calcein AM als Apoptosemarker zeigte 

diese bei den primären CD138+-Zellen eine Unterschätzung der Zellapoptose verglichen 

mit der Apoptose-Erkennung durch die PI-Emission. Die Arbeit von Somanchi et al. 

konnte zeigen, dass Calcein AM teilweise nicht komplett von Tumorzellen nach NK-Zell 

getriggerter Zelllyse freigesetzt wurde, sondern in den Apoptosekörpern verblieb (237). 

Dies bestätigt die fehlende Eignung von Calcein AM als zuverlässigen Apoptosemarker. 

Somit stellt sich die Verwendung von verschiedenen Fluoreszenzmarkern innerhalb der 

CellPly-Plattform weiter reduziert dar, da durch die Notwendigkeit der Nutzung eines Cel-

ltrackers und eines Apoptosemarkers nur maximal 2 Zelltypen oder 1 Zelltyp mit nur 2 

Oberflächenmarkern detektiert werden können. 

 

4.2.3. CD138 als Marker für MM-Zellen 
In der vorliegenden Arbeit zeigte der Vergleich zwischen dem durch CellPly gemessenen 

Anteil CD138+-Zellen mit der Plasmazellinfiltration in der Histologie und Zytologie große 

Differenzen. Dies kann zum einen auf einen möglichen Verlust von MM-Zellen im Rah-

men des Aufbereitungsprozess, insbesondere der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation, 

zurückzuführen sein, aber auch auf die Physiologie der CD138-Expression der MM-Zel-

len. CD138 stellt einen sensitiven und Plasmazell-spezifischen Marker für das MM dar, 

jedoch existiert auch eine Subpopulation CD138-negativer (CD138neg) MM-Zellen. Vo-

rangehende Arbeiten konnten zeigen, dass die CD138neg MM-Zellen durch einen unrei-

feren Phänotyp charakterisiert sind, weshalb in der Literatur ihre Rolle als MM-„Stamm-

zellen“ diskutiert wird (243). Es konnte eine Erhöhung von CDC7 (cell division cycle 7), 

CDK1 (cyclin dependent kinase 1) und CHK1 (Checkpoint kinase 1) in CD138neg Zelllinien 

gemessen werden, welche in-vivo mit einem schlechteren OS assoziiert sind (244). Die 

CD138neg Population ist zudem durch eine erhöhte Motilität mit einhergehender ausge-

prägterer Dissemination in-vitro und in-vivo geprägt (245). Zudem konnte eine geringe 

Wirkung von Lenalidomid auf CD138neg Zelllinien beobachtet werden, während eine an-

dere Arbeit eine erhöhte Sensitivität auf Bortezomib durch CD138-Blockade im Mausmo-

dell zeigte (243,245). Somit konnte in der vorliegenden Arbeit nur die CD138+ Population 
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von MM-Zellen untersucht werden, während die CD138neg Subpopulation unbeachtet 

blieb. Deren Bedeutung für die MM-Pathogenese und Resistenzentwicklung ist jedoch 

bisher unklar und möglicherweise sehr bedeutsam. Zudem wird CD138 auch von gesun-

den Plasmazellen exprimiert, die jedoch nur zu einem sehr geringen Anteil im KM vorlie-

gen. 

Weiterhin kam es in dieser Arbeit bei Patient CP17 zu einem CD138-Verlust zum Zeit-

punkt nach 12h, während initial noch ein Anteil von 21,68% messbar war. Bereits die 

Arbeit von Jourdan et al. konnte zeigen, dass es in apoptotischen MM-Zellen zu einem 

schnellen Verlust von CD138 kommt (246). Die Fähigkeit der MM-Zellen zum zügigen 

Verlust der CD138-Expression insbesondere unter Apoptoseinduktion macht die Kombi-

nation aus CD138 und PI zur Detektion apoptotischer MM-Zellen zu einer nicht ausrei-

chend zuverlässigen Methode. So wurde die Apoptose der MM-Zellen innerhalb der Cel-

lPly-Plattform möglicherweise unterschätzt, da die Zellen durch den CD138-Verlust nicht 

mehr als MM-Zellen identifiziert werden konnten. Zudem stellt dies eine mögliche Ursa-

che der teils sehr niedrigen CD138+-Zellzahlen dar, da möglicherweise die Expression 

des Oberflächenantigens durch den Prozess des Probentransports, -lagerung und -auf-

bereitung bereits reduziert wurde. 

Für eine verbesserte in-vitro Analyse müsste demnach ein besserer Oberflächenmarker 

zur MM-Identifikation genutzt werden. Aktuell (Stand 11/2022) stellt CD138 jedoch wei-

terhin den etabliertesten Marker für das MM dar. Es gibt aber mehrere Arbeiten die wei-

tere Oberflächenmarker wie CD229 und CD319 evaluiert haben, jedoch zeigten sich 

diese bezogen auf die Spezifität CD138 unterlegen (247,248). In Anlehnung an die etab-

lierten FACS-Panels für das MM im Rahmen der MRD-Diagnostik können die MM-Zellen 

durch die Kombination von CD138, CD27, CD38, CD56, CD45, CD19, CD117, CD81, 

Leichtkette Igκ und Igλ zuverlässig identifiziert werden (249). In der FACS-basierten Platt-

form zur in-vitro Substanztestung von Walker et al. fand dieser Ansatz Anwendung, in-

dem die MM-Zellen durch das Expressionsprofil von CD138, CD38, CD45, CD19, CD319, 

and CD46 und Leichtketten kappa und lambda identifiziert wurden (230). Zur Verbesse-

rung der CellPly-Plattform müssten demnach mehr als 4 Fluoreszenzfilter nutzbar sein. 

 

4.2.4. Fehlende Abbildung aller Subklone aufgrund räumlicher Heterogenität 
Eine weitere Begrenzung der Aussagekraft des in-vitro Testens von Medikamenten beim 

Multiplen Myelom stellt zudem die große räumliche Heterogenität der Erkrankung dar, da 

bekannt ist, dass an unterschiedlichen Lokalisationen im Körper unterschiedliche Klone 
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vorliegen (29). In der vorliegenden Arbeit wurden nur Knochenmarksproben aus Becken-

kammaspirationen untersucht, so dass möglicherweise aggressivere Klone an anderen 

Lokalisationen nicht miterfasst werden können. 

 

4.2.5. Veränderte Tumorumgebung 
Ein Nachteil der genutzten Mikrowell-Methode stellt die veränderte Tumorumgebung dar. 

Innerhalb eines Mikrowells befinden sich durchschnittlich maximal 10 Zellen, so dass 

durch die zufällige Verteilung der Zellen innerhalb des Mikrodevice nicht in jedem Mikro-

well zur Ko-Lokalisation von MM mit allen Arten von anderen KM-Zellen kommt. Da diese 

jedoch zum Großteil einen relevanten Einfluss auf die Wirkweise der Medikamente ha-

ben, stellt dies eine mögliche Fehlerquelle für fehlende Wirksamkeitsmessungen dar. 

Statistisch gesehen sollte dieser Effekt bei Betrachtung von 480 Mikrowells pro Kondition 

ausgeglichen sein, eine Sicherheit darüber besteht jedoch nicht. Insbesondere die größ-

tenteils fehlende Ko-Lokalisation mit BMMSC konnte bei Markierung dieser festgestellt 

werden, welche wahrscheinlich eine Mitursache der eingeschränkten MM-Viabilität in die-

ser Arbeit darstellt. 

Des Weiteren waren in einem Mikrowell oft nur 1-2 MM-Zellen vorhanden. Dadurch lag 

die MM-Viabilität pro Mikrowell häufig bei 0% oder 100%, wodurch hohe Standardabwei-

chungen entstehen. Alternativ könnte pro Kondition ein Kanal als gesamtes gemessen 

werden, da aber in der Regel keine Replikate innerhalb eines Experiments durchgeführt 

worden sind, läge dann jeweils nur ein einzelner Viabilitätswert pro Kondition vor. 

 

4.2.6. Vergleich der in-vitro-Daten mit dem klinischen Verlauf der Patient*innen 
Durch die CellPly-Plattform wurden in dieser Arbeit die Dosis-Wirkungsbeziehungen ver-

schiedener Myleomtherapeutika anhand 22 Patientenproben dargestellt. Dabei zeigten 

die Patient*innen CP05, CP16, CP18, CP19, CP22 und CP23 ein gutes in-vitro Anspre-

chen auf Bortezomib. Bei CP16, CP18, CP19 und CP22handelte es sich um NDMM, so 

dass hier auch eine Bortezomib-Sensitivität zu erwarten wäre. CP16 erreichte unter einer 

anschließenden VCD-Therpaie jedoch nur eine SD. CP05 und CP23 erhielten dagegen 

Bortezomib bereits in verschiedenen Kombinationen vor dem Zeitpunkt der Testung, 

CP05 erreichte darunter als beste Response eine VGPR und CP23 eine SD. Bei CP05 

folgte ein Früh- und bei CP23 ein Spätrezidiv, beide scheinen jedoch zumindest in-vitro 

weiterhin sensitiv auf die Substanz zu reagieren. Bei den Patient*innen CP13 und CP21 
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(beide NDMM) lag ein partielles, überwiegend aber insignifikantes Ansprechen vor, so 

dass hier von den in-vitro Ergebnissen eine eingeschränkte Sensitivität auf Bortezomib 

mit fraglicher initialer Resistenz anzunehmen ist. Einschränkend stellte sich bei CP21 

jedoch der technisch bedingte reduzierte Beobachtungszeitraum von 12h dar. Die übri-

gen Patient*innen CP08, CP11 und CP20 zeigten eine in-vitro Resistenz gegenüber Bor-

tezomib, die in Korrelation zum bisherigen Therapieverlauf der drei Patient*innen stand. 

Es handelte sich bei beiden um teils fortgeschrittene RRMM mit bis zu 4 Vortherapien, 

die jeweils auch Bortezomib enthielten (CP08: VAD; CP11: VCD, Dara-VD, CP20:Isa-

VRd). 

Für Melphalan konnten signifikante in-vitro Sensitivitäten für CP05, CP09 und CP18 und 

insignifikante partielle für CP19 und CP16 ermittelt werden. All diese Patient*innen waren 

NDMM bzw. RRMM ohne bisherige Melphalan-Therapie (CP05), so dass dies gut mit den 

in-vitro Ergebnissen korrelierte. Dagegen zeigten die Patient*innen CP21 und CP13 eine 

in-vitro Resistenz, wobei bei CP21 nur eine Analyse über 12h möglich war. CP13 zeigte 

auch schon gegenüber Bortezomib eine fragliche Resistenz, so dass bei diesem Pati-

ent*innen womöglich bereits initial multiple Resistenzen vorliegen könnten. Im klinischen 

Verlauf erreichte der Patient unter Elo-KRD und einer autoSZT eine CR. Weiterhin zeigte 

CP11 eine in-vitro-Resistenz gegen Melphalan, bei diesem Patienten wurde bisher keine 

Melphalan-haltige Therapie appliziert, jedoch handelt es sich um ein fortgeschrittenes 

RRMM mit 4 Vortherapien mit erwarteten multiplen Resistenzen. 

Für Dexamethason lag zum Analysezeitpunkt nach 24h bei allen Patient*innen eine in-

vitro Sensitivität vor. Es handelte sich um 3 NDMM (CP13, CP18, CP19) und 1 RRMM 

(CP05), wobei damit für CP05 trotz vorangegangener VCD-Therapie mit Frührezidiv eine 

fortbestehende Sensitivität gegenüber Dexamethason in-vitro festgestellt werden konnte. 

Da Lenalidomid aufgrund technischer Probleme bei 4 Patient*innen nur über 12h und bei 

nur einem über 24h getestet werden konnte, ist die Aussagekraft zur Testmöglichkeit der 

Substanz innerhalb der CellPly-Plattform stark beschränkt. Bei CP04 war erst nach 24h 

eine in-vitro-Response zu identifizieren. Ein in-vitro Ansprechen mit signifikanten Unter-

schieden erreichten nur CP04 und CP26, bei denen es sich um NDMM mit zu erwartender 

Sensitivität handelte. CP04 konnte unter einer KRD-Therapie mit autoSZT eine CR errei-

chen. Für CP26 lagen keine weiteren klinischen Daten zum Therapieverlauf vor. Die üb-

rigen Patient*innen (CP08, CP25, CP27) zeigten in-vitro Resistenzen gegenüber der 

Substanz, bei allen handelte es sich um RRMM mit mindestens zwei Vortherapien, da-

runter jeweils mindestens eine Lenalidomid-haltige Kombination.  
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In der Testung von Daratumumab konnte eine signifikante in-vitro Sensitivität für CP06 

und CP25 gezeigt werden, zudem eine insignifikante für CP27. Die vorliegenden Daten 

waren aufgrund technischer Probleme jedoch bei den Patient*innen CP25-CP27 auf 12h 

beschränkt, bei CP06 konnte eine Wirkung der Substanz erst nach 48h ermittelt werden. 

Interessanterweise konnte für CP25 und CP27 zumindest eine partielle Sensitivität ge-

messen werden, obwohl beide fortgeschrittene RRMM mit Daratumumab in der Vorthe-

rapie darstellen und beide zum Zeitpunkt der Punktion auf einen antiCD38-mAB refraktär 

waren. CP06 war ein Patient mit NDMM, so dass hier eine Korrelation des in-vitro-An-

sprechens mit der Klinik bestand, CP26 zeigte jedoch trotz ebenfalls bestehendem 

NDMM kein Ansprechen auf Daratumumab.  

Auch bei Elotuzumab konnten die Patient*innen CP25-CP27 nur über 12h untersucht 

werden, während sich bei CP06 erst nach 48h eine wenn auch insignifikante Wirkung 

zeigte. CP06 hatte ein NDMM, der unter einer anschließenden Elo-KRd-Therapie eine 

VGPR erreichen konnte. CP25 erreichte ein signifikantes in-vitro-Ansprechen, dieser Pa-

tient erhielt trotz RRM bis zum Zeitpunkt der Untersuchung noch kein Elotuzumab. Bei 

den beiden in-vitro resistenten Patient*innen handelte es sich um ein NDMM (CP26) und 

ein fortgeschrittenes RRMM (CP27). Eine mögliche Ursache für die eingeschränkte Dar-

stellung der Elotuzumabwirkung stellt die Anwendung als Monotherapie dar. In vivo 

konnte für Elotuzumab nur in Kombination mit IMiDs ein Effekt in der MM-Therapie gese-

hen werden (169). 

Insgesamt zeigte die individuelle Gegenüberstellung der jeweiligen Therapien inklusive 

Outcome mit den in-vitro-Ergebnisse bis auf die mAB größtenteils schlüssige Korrelatio-

nen zwischen erwarteten Resistenzen und in-vitro gemessenen. Bezüglich der mAB war 

dies am ehesten durch die zahlenmäßig beschränkte Datenlage bei technisch bedingter 

verkürzten Beobachtungszeit von 3 der 4 Patient*innen bedingt. Diese Korrelationen 

konnten patientenübergreifend jedoch nicht als statistisch signifikant dargestellt werden, 

da es sich bei den 22 Patient*innen und der Testung einer Substanz an maximal 11 aus-

wertbaren Patient*innen um eine kleine Population handelt. Eine Korrelation mit dem kli-

nischen Outcome der Patienten war in dieser Arbeit nicht möglich, da es zu wenige Pati-

enten gab, die die in-vitro getesteten Substanzen auch nachfolgend in-vivo erhielten. Ein 

Grund dafür war, dass die Patienten unter anderem Substanzen wie Carfilzomib, Poma-

lidomid oder noch in klinischen Studien befindliche Substanzen erhielten, welche für die 

in-vitro Testung in dieser Arbeit nicht zur Verfügung standen. Um bessere Daten für eine 

Korrelation mit der Klinik zu generieren, müsste ein Screeningpanel mit allen relevanten 
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Myelomtherapeutika erstellt werden und an einer größeren Patientenpopulation getestet 

werden. Dabei wäre man jedoch auf eine Konzentration pro Substanz beschränkt, da nur 

16 Kanäle zur Verfügung stehen. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch nur für Borte-

zomib, Melphalan und SUMOi passende Testkonzentrationen eruiert werden, für die an-

deren Substanzen lagen patientenindividuell verschiedene Konzentrationen mit bestem 

Ansprechen vor. 

 

4.2.7. Verwendbarkeit der CellPly-Plattform für die klinische Entscheidungsfindung 
Aufgrund der in der vorliegenden Arbeit nicht gelungenen in-vitro Messung der Wirksam-

keit von Lenalidomid, Daratumumab und Elotuzumab erscheint die Methode als sehr ein-

geschränkt für die Anwendung beim MM. Diese 3 Substanzen finden innerhalb der MM-

Therapie häufig Anwendung, so dass sie durch eine Responseprädiktion in-vitro für die 

klinische Entscheidungsfindung mit abgedeckt werden müssen. 

Eine weitere Problematik der in-vitro Responsetestung im Allgemeinen stellt die Be-

schränkung der Messung auf nur die initale Response dar. Die Dynamik der Klonselek-

tion und Zugewinn neuer Mutationen im zeitlichen Verlauf unter einer bestimmten Thera-

pie bleibt unberücksichtigt, obwohl diese entscheidend für den klinischen Verlauf der Pa-

tienten einschließlich PFS und OS sind.  

Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit auch die Pharmakokinetik der Substan-

zen nicht widergespiegelt. So wird bei Lenalidomid durch die tägliche Einnahme in-vivo 

ein relativ konstanter Serumspiegel erreicht, während bei den mAb im Rahmen der mo-

natlichen Applikationen ein wiederholter hoher Spitzenspiegel mit darauffolgendem lang-

anhaltendem niedrigeren Serumspiegel vorliegt. Die Arbeit von Bohl et al. konnte ein un-

terschiedliches Mutationsmuster von MM-Zelllinien feststellen, in Abhängigkeit davon, ob 

sie kontinuierlich mit niedrigdosiertem Bortezomib oder im wöchentlichen Rhythmus kurz-

zeitig mit einer hohen Konzentration behandelt wurden. Nur in der zweiten Gruppe haben 

sich RRMM-assoziierte Mutationen finden können, die für eine Resistenzentwicklung mit-

verantwortlich sind (250). Da die MM-Zellen innerhalb der CellPly-Plattform mit einer kon-

stanten Konzentration der jeweiligen Substanz inkubiert werden, lassen sich so vermut-

lich nicht alle Resistenzen beziehungsweise Sensitivitäten nachweisen. 

Eine weitere Einschränkung der Ergebnisse ist, dass die Einteilung der in-vitro Ergeb-

nisse in Responder und Non-Responder in Anlehnung an die bisherigen Publikationen 
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von CellPly zu AML und in Zusammenschau der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ge-

troffen wurde (227). Für eine bessere Einteilung wäre eine größere Patientenpopulation 

und die Korrelation zu deren klinischen Verlauf notwendig. 

 

4.2.8. Schwankungen in der Apoptose-Messung 
Bei allen Messungen der Apoptoseraten unter den verschiedenen Substanzen stellten 

sich diese sehr schwankend zwischen den einzelnen Konzentrationen und Zeitpunkten 

dar. Dies zeigt den qualitativen statt quantitativen Charakter der durch CellPly erzeugten 

Daten, die nur eine dichotome Einteilung in Responder und Non-Responder ermöglicht, 

nicht aber in Korrelation zur Wirkstärke stehen. Dies wird durch die Messung des Syner-

gismus zwischen SUMOi und Bortezomib unterstrichen, wo sich eine schwächere Wir-

kung in der Kombination der beiden Substanzen darstellt, verglichen mit Bortezomib al-

lein. Hier kann auch eine Abschwächung der beiden Substanzen bei Kombination ur-

sächlich sein, jedoch konnte in einer anderen Arbeit der Wirksynergismus in-vitro an pri-

mären MM-Zellen gezeigt werden (187). Nur bei CP20, der sich in vitro resistent gegen-

über Bortezomib zeigte, konnte ein Trend zur gesteigerten Apoptoseinduktion durch die 

Kombination mit SUMOi gezeigt werden.   

Des Weiteren kam es auch immer wieder zu besseren Viabilitäten in den Kanälen mit 

den Testsubstanzen verglichen mit der Negativkontrolle, teils nach vorangegangener 

Response. Möglicherweise kommt es zu gestörten PI-Messungen nachfolgend an eine 

ausgeprägte Apoptose bei wirksamen Substanzen. Bei der Verwendung weiterer Fluo-

reszenzantikörper zur Markierung von T-Zellen und BMMSC kam es zudem zu Interfe-

renzen mit dem PI-Signal, was eine eindeutige Auswertung in diesen Fällen nicht sicher-

stellte. All die Messungenauigkeiten führen jedoch zu der Schlussfolgerung, dass die 

durch die CellPly-Plattform generierten Daten nicht sicher für klinische Entscheidungsfin-

dungen angewendet werden können. 

 

4.2.9. Einfluss von BMMSC, NK- und T-Zellen auf die Viabilität der CD138+-Zellen 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von anderen Zelltypen auf die Viabilität von 

MM-Zellen sowie die Wirkung verschiedener Substanzen überprüft. Für NK-Zellen konnte 

dabei bei zwei Patient*innen (CP06, CP20) ein signifikanter Einfluss auf die Viabilität der 

MM-Zellen gezeigt werden, während bei zwei anderen Patient*innen (CP22, CP23) keine 

Unterschiede vorlagen. Dabei handelte es sich bei den sensiblen Patient*innen um 

NDMM (CP06) bzw. RRMM mit nur einer Vortherapie (CP20), während es sich bei dem 
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NK-Zell-resistenten Patient CP23 um ein RRMM mit 2 Vortherapien handelt. Dies geht 

damit konform, dass MM-Zellen im Verlauf verschiedene Resistenzmechanismen gegen 

die Zytotoxizität von NK-Zellen entwickeln, die insbesondere beim fortgeschrittenen MM 

zu finden sind (208). Der Viabilitätsunterschied zwischen den Mikrowells mit und ohne 

NK-Zellen war bei allen 4 Patient*innen bei Hinzugabe von Elotuzumab, Daratumumab 

und Bortezomib in gleicher Ausprägung wie in der Negativkontrolle vorhanden. Aufgrund 

der Rolle der NK-Zellen in den Wirkmechanismen all dieser Substanzen wäre eine stär-

kere Wirkung bei der Betrachtung der Mikrowells mit NK-Zellen verglichen mit denen 

ohne NK-Zellen zu erwarten gewesen (137, 159,209). Die Bedeutung der NK-Zellen für 

die zytotoxische Wirkung der Myelomtherapeutika konnte somit mittels der CellPly-Platt-

form nicht dargestellt werden. Bei Hinzugabe von SUMOi zeigte sich allein bei CP20 eine 

NK-Zell-abhängige Wirkung der Substanz, was zum Wirkmechanismus von SUMOi über 

eine Aktivierung von NK-Zellen passt (183,185).  

Da die Menge von NK-Zellen im KM der Patient*innen stark variiert, stellt es zudem eine 

Möglichkeit dar, eine MACS-Isolation von NK-Zelles aus PB vorzunehmen und das KM 

damit anzureichern. Damit könnte die Wahrscheinlichkeit für eine höhere Anzahl an Ko-

Lokalisationen zwischen Tumor- und Effektorzellen gesteigert werden. Die vorliegende 

Arbeit konnte die gute Umsetzbarkeit der NK-Zell-Isolation sowohl aus MM- als auch bei 

HD-PB zeigen, so dass nur ein mathematisches Modell zur Berechnung der benötigten 

Anreicherung für eine bestimmte Ziel-Ratio aufgestellt werden müsste. 

 

Auch gegen die T-Zell-Aktivität liegen vor allem beim fortgeschrittenen MM verschiedene 

Resistenzmechanismen vor (212). Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit durch die 

CellPly-Plattform gezeigt werden, da bei CP13 (NDMM) bereits eine signifikant ernied-

rigte Viabilität bei Co-Lokalisation mit T-Zellen zu Stande kam, während diese bei CP08 

(RRMM, 4 Vortherapien) keine Signifikanz erreichte. Erst nach Zugabe von Bortezomib 

war bei Kontakt zu T-Zellen eine signifikant niedrigere Viabilität der MM-Zellen zu sehen. 

Damit konnte hier die für den Wirkmechanismus relevante Aktivierung der T-Zellen durch 

Bortezomib dargestellt werden (126). 

 

Im Gegensatz zu den T- und NK-Zellen haben BMMSC einen proliferationsfördernden 

und protektiven Effekt auf MM-Zellen (218,220). Dieser konnte sich bei CP09 nicht dar-

stellen lassen, da sowohl in der Negativkontrolle als auch bei Hinzugabe von Melphalan 

eine, wenn auch insignifikante, bessere Viabilität der MM-Zellen in den Mikrowells ohne 
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BMMSC gegeben war. Matula et al. konnten einen unter chemotherapeutischem Einfluss 

stark zunehmenden mitochondrialen Transfer feststellen, der zu einem verbesserten MM-

Überleben führte (226). Somit wäre insbesondere unter Hinzunahme von Melphalan ein 

Überlebensvorteil bei BMMSC-Co-Lokalisation zu erwarten gewesen. Auch in der Arbeit 

von Waldschmidt et al. konnte eine verringerte Sensitivität auf Bortezomib von MM-Zell-

linien und primären MM-Zellen festgestellt werden, wenn diese in Ko-Kultur mit der 

Stroma-Zelllinie HS-5 untersucht wurden (239). Eine mögliche Ursache für den fehlenden 

Nachweis dieses Effektes stellt neben dem sehr niedrigen BMMSC-Anteil im KM die Tat-

sache dar, dass man im KM-Aspirat mehrheitlich die noch nicht-adhärenten, unreiferen 

BMMSC vorfindet, da die reiferen adhärenten BMMSC zu stark an den Knochenbälkchen 

haften. Zudem zeigte sich bereits bei den HS-5 ein großer Zellverlust beim Übertragen 

der Zellen von der 96-Wellplatte in das Mikrodevice aufgrund der Plastikadhärenz dieses 

Zelltyps. Eine mögliche Maßnahme, um trotz der geringen Menge an BMMSC im KM den 

Effekt dieser Zellen auf die Wirksamkeit verschiedener Substanzen zu untersuchen, stellt 

die Anreicherung des KM mit BMMSC dar. Dafür könnten kultivierte BMMSC genutzt 

werden. Da die Kultivierung der BMMSC jedoch mehrere Wochen andauert, bis eine aus-

reichen hohe Zellmenge vorhanden ist, könnten nur BMMSC von anderen Patienten ge-

nutzt werden. Eine weniger zeitaufwendige Variante wäre die Anreicherung mit der HS-

5-Zelllinie. Diese stammt jedoch von einem gesunden Menschen, so dass hier nicht 

myelomspezifischen Veränderungen der BMMSC vorliegen, die für die MM-Proliferation 

essenziell sind. Aus diesem Grund ließ sich vermutlich auch in der Ko-Kultivierung von 

U266 und HS-5 nur ein negativer Einfluss der Zellen aufeinander nachweisen. Die 

BMMSC von MM-Patient*innen weisen zahlreiche Veränderungen auf, unter anderem 

steigern sie durch IL-6-Sekretion die MM-Proliferation (201). Jedoch konnte in der Arbeit 

von Waldschmidt et al. eine verstärkte Proliferationsrate der MM-Zelllinie RPMI-8226 ge-

sehen werden in der Ko-Kultur mit HS-5 in einer speziellen 3D-Plattform im Vergleich mit 

der Monokultur in dieser Plattform (239). Dieser Proliferationsanstieg zeigte sich aber im 

Vergleich zur Monokultur verzögert, dafür aber lang anhaltend. Somit war in der vorlie-

genden Arbeit möglicherweise kein Vorteil in der Ko-Kultur der beiden Zelllinien zu er-

kennen, da die Analyse bereits nach 24h durchgeführt wurde. Bei einer Anreicherung des 

KM mit BMMSC oder HS-5 geht jedoch die natürliche Zusammensetzung des Tumoren-

vironment verloren, was möglicherweise zu einer geringeren Korrelation der in-vitro mit 

den in-vivo Ergebnissen führt. 
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Auch für die Untersuchung der Zell-Zell-Kontaktabhängigkeit stellt die geringe Anzahl an 

Fluoreszenzdetektoren ein Problem dar, da beispielsweise in der vorliegenden Arbeit für 

die Markierung von T-Zellen nur CD3 verwendet werden konnte. Für genauere Analysen 

zur Abhängigkeit der T-Zellen auf die Wirkung der verschiedenen Substanzklassen wäre 

eine zusätzliche Differenzierung zwischen CD4+- und CD8+-Zellen interessant. Für die 

Identifizierung der BMMSC musste ebenfalls eine Begrenzung auf das Oberflächenpro-

tein CD271 erfolgen, welches den spezifischsten Marker BMMSC darstellt, aber nicht von 

allen exprimiert wird (251). Die für die NK-Zellen gewählten Marker CD16 und CD56 sind 

nicht spezifisch für diese, zudem konnte aufgrund der Nutzung des gleichen Fluoreszenz-

kanals keine Doppelexpression erfasst werden.  

 

4.2.10. Response-Prädiktion durch in-vitro-Testung 
Während sich die CellPly-Plattform in der vorliegenden Arbeit nur eingeschränkt als ge-

eignet für eine Response-Prädiktion beim MM darstellt, konnten für die AML gute Ergeb-

nisse erzielt werden. Rocchi et al. konnten 83,33% der Responder und 100% der Non-

Responder richtig in-vitro identifizieren (228). Bei Testung der AML kamen jedoch nur 

klassische Zytostatika zum Einsatz, deren Wirkung weniger komplex ist wie die moder-

nen MM-Therapeutika und sich somit auch leichter in-vitro nachproduzieren lassen. Zu-

dem weisen AML-Blasten eine deutlich bessere Viabilität als Myelomzellen auf, die sich 

nur schwer kultivieren lassen. Auch für das MM ließ sich in der vorliegenden Arbeit die 

Wirkung des Zytostatikums Melphalan mittels der CellPly-Testung nachweisen. Da in der 

Therapie der AML mehrheitlich Kombinationen aus nur zwei Substanzen Anwendungen 

finden, stellt sich die Korrelation der in-vitro mit den in-vivo Ergebnissen deutlich leichter 

dar.  

 

Wie unter 1.8. bereits beschrieben, sind für das MM bisher verschiedene Ansätze zur in-

vitro Prädiktion des individuellen Therapieansprechens untersucht wurden. In der FACS-

basierten Plattform in der Arbeit von Walker et al. konnten wie in der vorliegenden Arbeit 

die Wirkung von Bortezomib und Dexamethason mit Response-Analyse nach 48h in den 

Konzentrationen 2,5nM bzw. 1µM gemessen werden (230). Auch für Daratumumab und 

Pomalidomid als IMiD-Vertreter konnten die in-vitro-Responsen nach 48h in den Kon-

zentrationen 20nM bzw. 10µM bestimmt werden, was in der vorliegenden Arbeit nicht 

erreicht werden konnte. Aufgrund der größeren Patientenpopulation konnte hier zudem 
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eine Korrelationsanalyse der in-vitro mit den in-vivo Daten mit signifikant steigenden Pro-

teasominhibitor- und IMiD-Resistenzen bei steigender Zahl an Vortherapien und signifi-

kant besserem Ansprechen auf Proteasominhibitoren, IMiDs und Daratumumab in-vitro 

bei Therapienaivität auf die jeweilige Substanz durchgeführt werden (230). Bei einer 

FACS-basierten Methode wie dieser ist es jedoch nicht möglich, den Einfluss von Co-

Lokalisation und Zell-Zell-Kontakt auf die Wirksamkeit der verschiedenen Substanzen mit 

zu untersuchen. Dies stellt eine Besonderheit der bildbasierten Mikrowellplattformen dar. 

Die Arbeit von Silva et al. präsentierte eine ähnliche bildbasierte Plattform wie die von 

CellPly, jedoch konnten durch Nutzung von 1536-Well-Plates bis zu 127 verschiedene 

Substanzen oder Kombinationen in Replikaten und mit jeweiliger Negativkontrolle getes-

tet werden (235). Die Bilddaten wurden anschließend unter Hinzunahme eines mathe-

matischen Modells ausgewertet, welches die Pharmakokinetik und die Therapiesche-

mata der einzelnen Substanzen mit in die Berechnung der Chemosensitivität mit einbe-

zog. Dadurch konnten für alle gängigen Myleomtherapeutika nach 96h Inkubation Aus-

sagen zur Wirksamkeit getroffen werden mit einer Quote von 96% richtiger Zuordnung 

zu Responder und Non-Responder in Zusammenschau mit dem klinischen Outcome der 

Patient*innen (235). Eine Analyse des Einflusses weiterer Zelltypen ist hier jedoch noch 

ausstehend.  

 

4.2.11. Nachteile der CellPly-Plattform verglichen mit anderen in-vitro Plattformen 
zur Medikamententestung 
Der Nachteil der CellPly-Plattform im Vergleich zu anderen untersuchten Methoden der 

in-vitro Substanztestung stellt die Beschränkung auf 16 Konditionen pro Probe dar. Somit 

ist keine Testung aller relevanten Substanzen in verschiedenen Konzentrationen mit Ne-

gativkontrolle in Replikaten möglich, so dass trotz der hohen Anzahl Mikrowells pro Kanal 

nur ungenügend Daten für eine Auswertung und klinische Korrelation generiert werden 

können. Erschwerend kommt hinzu, dass durch fehlende Replikate und oftmals auftre-

tende technische Probleme das Risiko eines Datenverlustes für ganze Konditionen hoch 

ist. Zudem war durch die beschränkte Viabilität nur eine Analyse über maximal 48h mög-

lich, während ähnliche Arbeiten eine zuverlässige Responseanalyse erst nach 4-5 Tagen 

durchführten. Dies ist insbesondere bei den komplex wirkenden IMiDs essenziell, um 

eine Wirksamkeit der Substanz festzustellen. 
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Ein genereller Nachteil der ex-vivo Testung von Medikamenten ist der fehlende pharma-

kodynamische Aspekt. So spielen auch Faktoren wie Leberenzympolymorphismus, Me-

dikamentenwechselwirkungen und das Mikrobiom eine bedeutende Rolle bei der Wirk-

samkeit von Therapeutika beim MM (252). 

 

4.2.12. Weitere mögliche Anwendung der CellPly-Plattform 
Wie in der vorliegenden Arbeit durch die Testung des SUMOi Subasumstat gezeigt, liegt 

eine mögliche Verwendung der CellPly-Plattform in der präklinischen Phase der Medika-

mentenentwicklung zur primären Wirksamkeitsanalyse an Tumorzellen. 

Aufgrund der Möglichkeit der Analyse der Viabilität der Tumorzellen in Abhängigkeit von 

potenziellen Effektorzellen ist eine Anwendung zur weiteren Erforschung der modernen 

zellbasierten Therapien wie CAR-T- und CAR-NK-Zellen denkbar, insbesondere im allo-

genen Setting. 

Eine weitere denkbare Anwendung wäre das Aufzeigen neuer prädiktiver Marker für das 

individuelle Ansprechen auf die einzelnen Therapeutika. So könnte mittels CellPly-Tes-

tung das in-vitro Ansprechen mit Parametern wie der Zytogenetik, einzelnen Laborwerten 

oder Patientencharakteristika korreliert werden. Verglichen zur Korrelation dieser Para-

meter mit der in-vivo Response stellt sich so die Möglichkeit einer schnelleren Generie-

rung von Daten zu bis zu 14 Substanzen pro Testung dar. Dies könnte ein hilfreicher 

Schritt zur Aufdeckung neuer prognostischer Faktoren sein, welche im weiteren Verlauf 

klinisch überprüft werden müssten.  

Zudem können mittels der CellPly-Plattform schnell erste richtungsweisende Ergebnisse 

bei Fragestellungen zur Wirksamkeit der sequenziellen Applikation verschiedener Vertre-

ter einer Substanzklasse herausgestellt werden, wie beispielsweise Daratumumab und 

Isatuximab.  

 

4.3. Fazit und Ausblick 
Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die CellPly-Plattform grundsätzlich zur An-

wendung beim Multiplen Myelom geeignet ist. Sowohl Tumor- als auch NK- und T-Zellen 

ließen sich erfolgreich darstellen. Es konnte erfolgreich die in-vitro-Response auf Borte-

zomib, Melphalan und Dexamethason gemessen werden. Die Lebensdauer der primären 

Myelomzellen war auf ca. 48h begrenzt, so dass die Viabilitätsanalyse nur innerhalb die-

ses Zeitraums möglich war. Dadurch konnte keine Wirkung von dem IMiDs-Vertreter 

Lenalidomid erfasst werden. Weiterhin war es auch nicht möglich die Wirkung der mAbs 
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Daratumumab und Elotuzumab darzustellen. Im Hinblick auf den hohen Stellenwert die-

ser 3 Substanzen in der Myelomtherapie stellt diese eine entscheidende Limitation der 

Plattform für die klinische Anwendung dar.  Um die Analyse zu verbessern, wäre es dem-

nach entscheidend, die Viabilität der Myelomzellen in-vitro zu verbessern, beispielsweise 

durch die Ko-Kultivierung mit BMMSC.  

Des Weiteren ist die hohe Schwankung des Apoptosesignals kritisch im Hinblick auf die 

klinische Nutzung zu betrachten.  

Zur Evaluation der Anwendbarkeit als prädiktiver Test wäre im weiteren Verlauf nach Op-

timierung der Kulturbedingungen ein Screening mit einem einheitlichen Panel mit bis zu 

14 verschiedenen Substanzen in je einer Konzentration sowie einer Positiv- und Nega-

tivkontrolle von einer größeren Patientenkohorte notwendig unter Einbeziehung weiterer 

häufig eingesetzter Myelomtherapeutika wie Carfilzomib, Pomalidomid und Cyclophos-

phamid. Auf Grundlage dessen könnte die Korrelation zur Response in-vivo und weiteren 

Parametern wie MRD-Status, PFS und OS überprüft werden. 

Insgesamt wäre jedoch eher eine Anwendung der CellPly-Plattform in der präklinischen 

Phase der Medikamentenentwicklung realistischer, wie auch in der vorliegenden Arbeit 

gezeigt zur ersten Evaluation der Wirksamkeit neuer Substanzen wie Subasumstat auf 

primäre Myelomzellen. Zudem eignet sich die Plattform für weitergehende Untersuchun-

gen zum Einfluss von T- und NK-Zellen auf die Suszeptibilität der MM-Zellen auf Thera-

peutika. Eine Untersuchung von Wirksynergismen bei Medikamentenkombinationen 

konnte mittels der CellPly-Plattform nicht durchgeführt werden. Auch ein Screening für 

neue potenzielle Prädiktionsmarker mittels der CellPly-Plattform scheint denkbar. 

 

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit zeigen, dass sich die CellPly-Plattform 

grundsätzlich zur Untersuchung von Myelomzellen eignet, jedoch beschränkt sich der 

Einsatz auf die Testung von weniger komplex wirkenden Substanzen wie Bortezomib, 

Melphalan und Dexamethason. Zudem konnte auch die Wirkung der experimentellen 

Substanz SUMOi gezeigt werden, für die Darstellung synergistischer Wirkungen ist die 

Plattform ungeeignet. Die Evaluation des Einflusses der NK- und T-Zellen stellte sich 

erfolgreich dar. 
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