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1. EINLEITUNG 

1.1 Das Mantelzelllymphom 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Das Mantelzelllymphom gilt seit Einführung der REAL-Klassifikation und der auf ihr basierenden 

WHO-Klassifikation als eigenständige maligne Entität und ist charakterisiert durch die 

molekularbiologisch nachweisbare chromosomale Translokation t(11;14)(q13;q32), die zu einer 

Überexpression von Cyclin D1 führt(Jaffe, 2009, Bertoni et al., 2006, Morton et al., 2014). Es sind 

jedoch auch einige Cyclin D1-negativen Fällen beschrieben worden, die sich jedoch vom klinischen 

Verlauf her nicht unterscheiden (Fu et al., 2005, Jares et al., 2007, Zaja et al., 2014). 

Die Erkrankung macht 6-8% aller malignen Lymphome aus und ist charakterisiert durch eine 

schlechte Prognose mit einem medianen Überleben von 3-4 Jahren und einem Langzeitüberleben 

von nur 10-15%. Die Inzidenz liegt bei 2/100 000 Einwohner pro Jahr, wobei Männer mit einem 

Verhältnis von 3-4:1 deutlich häufiger betroffen sind als Frauen. Der Altersmedian liegt bei 65 

Jahren (Alinari et al., 2012, Dreyling et al., 2014b).  

1.1.2 Morphologie und Immuntypisierung 

Man unterscheidet zwei morphologischen Varianten des MCL- der klassische und der blastoide Typ 

(Dreyling et al., 2014b). Bei dem klassischen Typ sind die Zellen klein bis mittelgroß mit 

gekerbtem oder aber auch rundlichem Zellkern und unscheinbaren Nucleoli. Es ist durch eine 

monotone Proliferation und meist nodulären oder diffusen Wachstumsmuster charakterisiert. Die 

blastoide Variante zeichnet sich dagegen durch eine hohe Zellproliferation und einen klinisch rasch 

progredienten Verlauf aus (Jares et al., 2007, Dreyling, 2014a). Das morphologische Bild des 

blasteren Typs ist durch große, pleomorphe Zellen charakterisiert. 

Immunhistologisch zeigen die MCL eine Expression von den Pan-B-Zellmarkern CD19+, CD20+, 

CD22+, CD24+, CD43+ und CD79a+, sowie eine Koexpression des T-Zell-Markers CD5+. Oft 

sind eine IgM- und eine IgD-Expression ebenso nachweisbar. Das MCL zeigt aber keine CD23-

Expression, die für die CLL typisch ist (Williams and Densmore, 2005, Korz et al., 2002, Jares et 

al., 2007). Die Lymphomzellen sind auch für CD10 und BCL-6 negativ, was es von dem 
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follikulären Lymphom unterscheidet (Jares et al., 2007). Das typische Merkmal für das MCL ist 

aber die konstitutionelle Cyclin D1-Überexpression in der Immunhistochemie (Dreyling, 2014a). 

1.1.3 Zytogenetik und Molekulargenetik 

Man unterscheidet zwei zytologische Varianten des MCL: klassisches MCL und die blastoide 

Variante. 

Das genetische Kennzeichen des MCL ist die Translokation t(11; 14) (q13; q32), die zu einer 

Kopplung des BCL-1-Gens von Chromosom 11 an den Promotor der schweren 

Immunglobulinrezeptorkette (IgH-Gen) auf Chromosom 14 führt. So kommt es zu einer 

Überexpression von Cyclin D1(Dreyling, 2014a, Yatabe et al., 2000). Cyclin D1 ist ein wichtiger 

Zellzyklusregulator. Zusammen mit den Cyclin-abhängigen Kinasen CDK 4 und CDK6 führt 

Cyclin D1 zu einer Phosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (pRb). So treibt das 

phosphorylierte Retinoblastom-Protein über E2F-Transkriptionsfaktoren den Übergang des 

Zellzyklus von der G1- zur S-Phase (Jares et al., 2007, Perez-Galan et al., 2011). Auf diese Weise 

führt eine erhöhte Cyclin D1-Expression im MCL zu einer gesteigerten Proliferation der 

Tumorzellen. 

Außer der oben erwähnten Störungen der Zellzyklusregulation kommt es bei MCL auch zu 

Störungen der zellulären Antwort auf DNA-Schädigung. Eine häufige genetische Alteration ist die 

Deletion des ATM-Gens, der nach DNA-Schädigung zahlreiche Schlüsselproteine, wie p53, CHK2, 

BRCA1 und MDM2 aktiviert (Zhou and Elledge, 2000). 

Eine gesteigerte Proliferation und verminderte Apoptose werden bei MCL auch durch anderen 

Mechanismen wie z.B. Überexpression von Transkriptionsfaktor NF-ĸB oder über die Aktivierung 

des PI3 Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges verursacht (Pham et al., 2003, Rudelius et al., 2006, 

Perez-Galan et al., 2011). 

1.1.4 Klinik und Therapie 

Obwohl in den letzten Jahren vieles über die Pathomechanismen des MCL geklärt wurde, ist diese 

Erkrankung schwer zu therapieren. 

Die meisten Patienten werden erst im Ann-Arbor-Stadium III oder IV diagnostiziert, die sich mit 

generalisierten Adenopathie bzw. mit Knochenmarkinfiltration manifestieren (Perez-Galan et al., 

2011, McKay et al., 2012, Zaja et al., 2014). Häufig findet sich auch ein extranodaler Befall. 

Betroffene Organe können Leber, Milz, Lunge, gastrointerstinaler Trakt oder Waldeyer`scher 
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Rachenring sein (Jares et al., 2007, Alinari et al., 2012). Eine Leukozytose kann ebenso 

vorkommen. B-Symptomatik mit Fieber, Nachtschweiß und Gewichtverlust ist nicht immer zu 

beobachten. Prognostisch ungünstige Faktoren für das Überleben sind neben den fortgeschrittenen 

Stadium (Ann-Arbor-Stadium III oder IV), auch Alter, ein schlechter Allgemeinzustand, 

Splenomegalie und Anämie. Zur Abschätzung des Risiko-Profils des MCL ist ein Mantelzell-

Lymphom-spezifischer Risiko-Score (MIPI) etabliert, der das fortgeschrittene Patientenalter, einen 

reduzierten Allgemeinzustand und die Erhöhung der Leukozytenzahl oder LDH einschließt (Hoster 

et al., 2008, Zaja et al., 2014, Dreyling et al., 2014b). Zum anderen ist die Bestimmung des Ki67-

Färbeindex ganz wichtig für die Risikoabschätzung (Dreyling, 2014a, Dreyling et al., 2014b). Dabei 

korreliert der Prozentsatz von Ki67-posiitiven Tumorzellen in den Gewebeproben mit der Cyclin 

D1-Expression und ist charakteristisch für die aggressiven MCL-Subtypen, wie z. B die blastoide 

Variante des MCL (Klapper et al., 2009). Der Transkriptionsfaktor SOX 11 ist auch mit der 

Aggressivität der Erkrankung assoziiert. Ein Fehlen von SOX 11 ist dagegen mit einem indolenten 

Verlauf des MCL verbunden (Dreyling et al., 2014b, Perez-Galan et al., 2011, Jares et al., 2012). 

Bei asymptomatischen Patienten mit niedrigem MIPI kann man ein abwartendes Verhalten 

diskutieren. Erst wenn die Patienten symptomatisch werden, was einige Monate oder Jahre dauern 

kann, sollte man als Therapie der ersten Wahl R-CHOP oder R-Bendamustin wählen (Vose, 2012). 

Die aktuelle primäre Standardtherapie bei MCL ist die Kombination der konventionellen 

Chemotherapie CHOP mit dem CD20-Antikörper Rituximab. Eine Phase-II-Studie zeigte bei dieser 

Kombination ein Ansprechen von 96%, wobei das progressionsfreie Überleben nur bei 17 Monaten 

lag (Howard et al., 2002). Bei jungen Patienten (< 65 Jahre) folgt nach dem R-CHOP-Regime eine 

autologe Stammzelltransplantation (SZT) und bei älteren Patienten (>65Jahre) eine Rituximab-

Erhaltungstherapie (Dreyling et al., 2014b, Dreyling, 2014a, Maddocks and Blum, 2015). 

Alternativ wird bei der primären Therapie bei jüngeren Patienten das R-DHAP-Regime, bei älteren 

die BR-Therapie eingesetzt. Delarue et al. zeigt, dass R-DHAP gefolgt von einer 

Stammzelltransplantation eine  effektive Therapieoption für jüngere MCL-Patienten darstellt 

(Delarue et al., 2013). Rummel et al. zeigten, dass bei Patienten mit primär unbehandelten 

indolenten und MCL das BR-Regime sogar besser als R-CHOP Regime wirkt und wesentlich besser 

verträglich ist (Rummel et al., 2013). In einer Phase-III-Studie wurde die Ansprechrate zwischen  

R-CHOP und R-FC-Regime verglichen (Kluin-Nelemans et al., 2012). Die Fludarabin Kombination 

zeigte ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben (47 Mo. vs. 62 Mo.). Deshalb wird diese 

Regime in der primären Therapie von MCL nicht mehr empfohlen. 
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Die aktuelle Empfehlung beim ersten Rezidiv bei jüngeren Patienten ist die Immunchemotherapie 

mit z.B. BR oder DHAP-Regime ggf. gefolgt von einer allogenen SZT. Bei älteren Patienten wird 

ebenso BR, R-FC oder andere molekulare Ansätzen ggf. allogener SZT oder Radioimmuntherapie 

empfohlen.  

Bei höherem Rezidiv kommen molekulare Ansätze wie z.B. Temsirolimus, Lenalidomid, 

Bortezomib und Ibrutinib in Frage. Bortezomib hat in mehreren Studien bei den rezidivierten MCL 

Ansprechraten von ca. 40% gezeigt (Goy et al., 2009). In einer kleinen Phase-II-Studie, bei der die 

Kombination von Bortezomib mit R-CHOP untersucht wurde, kam es zu einer Ansprechrate von 

81% und einem progressionsfreien Überleben von 44% nach zwei Jahren (Friedberg et al., 2011). 

Robrak et al. zeigte vielversprechende Ergebnisse bei der Therapie von neudiagnostizierten MCL, 

indem Vincristin in der Standardchemotherapie R-CHOP durch Bortezomib ersetzt wird (Robak et 

al., 2015). Eine Übersicht der Therapieansätze bei der Behandlung von MCL wurde im Review von 

Avivi und Goy gegeben (Avivi and Goy, 2015).  

1.2 Rituximab 

Rituximab ist ein biotechnologisch hergestellter monoklonaler, chimärer Antikörper. Der Antikörper 

ist ein IgG1-kappa-Immunglobulin mit variabler Region aus murinen leichten und schweren 

Sequenzen und konstanter humaner DNA. Rituximab ist spezifisch gegen das B-Zell-Antigen CD20 

gerichtet. Das Transmembran-Antigen CD20 ist ein nicht glykosyliertes Phosphoprotein, das auf 

prä-B- und reifen B-Lymphozyten exprimiert wird, nicht jedoch auf hämatopoetischen 

Stammzellen, frühen Vorläuferzellen der B-Zellen und normalen Plasma-Zellen oder anderem 

normalen Gewebe. Das CD20 Antigen ist auf mehr als 95% aller Zellen von B-Non-Hodgkin-

Lymphomen zu finden. 

Rituximab besitzt unterschiedliche Wirkmechanismen. Zum einen induziert Rituximab direkt 

Apoptose in den Zellen. Der monoklonale Antikörper bewirkt nach seiner Bindung an den CD20-

Rezeptor eine Translokation von CD20 in cholesterinreiche Mikrodomänen der Zellmembran, die 

lipid rafts. Daraufhin folgt eine Modulation der intrazellulären Signalwege von PI3K, NF-ĸB, 

MAPK, ERK1/2 und p38. Dadurch kommt es zu programmiertem Zelltod, sowie zur 

Chemosensibilisierung der B-NHL (Bonavida, 2007, Janas et al., 2005, Jazirehi et al., 2003, Jazirehi 

et al., 2007, Suzuki et al., 2007, Vega et al., 2004), (Heinrich et al., 2015). 

Weitere Wirkmechanismen von Rituximab sind die komplementabhängige Zelllyse (CDC, 
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complement-dependent cytotoxicity) und die antikörperabhängige, zellvermittelte Lyse der Zielzelle 

(ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Dank der humanen Fc-Region von 

Rituximab ist eine effektive Aktivierung des menschlichen Immunsystems möglich. Rituximab 

bindet humanes C1q und ist so in der Lage Komplement-vermittelte Lyse zu induzieren. Bei der 

ADCC können Immuneffektorzellen, wie z.B. NK-Zellen oder Makrophagen den Fc-Teil des 

gebundenen Antikörpers mittels ihres Fc-Rezeptors erkennen und so die „sichtbar“ gemachte 

Zielzelle lysieren (Cragg and Glennie, 2004, Golay et al., 2006).  

Rituximab wurde in die klinische Praxis im Jahr 1997 eingeführt. Das Medikament wurde 

ursprünglich von der US FDA und der Europäischen Arzneimittelagentur für rezidivierte oder 

refraktäre follikuläre CD20+ B-Zell-Lymphomen zugelassen. Anschließend wurde seine 

Verwendung erweitert und schließt Erstlinien-Therapie in follikulären Lymphomen sowie die 

Behandlung aggressiver Subtypen wie den diffusen grosszelligen B-Zell-Lymphomen ein. In den 

meisten Studien zeigte sich Rituximab als eine gut verträgliche Substanz mit moderaten und 

reversiblen Nebenwirkungen. Bei Erstgaben traten Fieber, Schüttelfrost, Übelkeit, Erbrechen, 

Rhinitis, Kopfschmerzen auf. Sehr selten wurde über schwerwiegende Symptome wie 

Bronchospasmus oder Hypotension berichtet. 

Die Ergebnisse von randomisierten Phase III-Studien zeigten den Vorteil der Kombination von 

Rituximab mit Chemotherapie-Schemata wie CVP, CHOP, MCP und CHVP-α IFN bei Patienten 

mit neu diagnostizierten MCL und follikulären NHL mit einer erhöhten Ansprechrate und 

verlängertem progressionsfreiem Überleben und Gesamtüberleben (Lenz et al., 2005, Marcus et al., 

2010, Hiddemann et al., 2005, Herold et al., 2007, Salles et al., 2008). Bei Patienten mit 

rezidivierenden oder refraktären follikulären Lymphomen und MCL wurde eine höhere 

Ansprechrate und eine verlängerte Zeit bis zur Krankheitsprogression bei der Kombinationen von 

Rituximab mit CHOP oder FCM gezeigt (van Oers et al., 2006, Forstpointner et al., 2004). Andere 

Studien beweisen, dass eine Erhaltungstherapie mit Rituximab bei FL die Dauer des Ansprechens 

und die Zeit bis zur Krankheitsprogression verlängern kann (Ghielmini et al., 2004, Hainsworth et 

al., 2005, Hochster et al., 2009, van Oers et al., 2006). Le Gouill et al., zeigten, dass eine 

Erhaltungstherapie mit Rituximab nach Hochdosischemotherapie und autologer 

Stammzelltransplantation das ereignisfreie Überleben bei Patienten mit MCL-Lymphomen 

verlängern kann (Le Gouill and Thieblemont, 2014). 
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1.3 Chemotherapeutika 

1.3.1 Fludarabin und Mitoxantron 

Fludarabin gehört zur Gruppe der Purin-Analoga und ist ein fluoriertes Nukleotid-Analogon, das als 

ein effektives Chemotherapeutikum in der Behandlung von Leukämien und Lymphomen benutzt 

wird. Es enthält die β-D-Arabinofuranose an Stelle der β-D-Ribofuranose und das Adenin ist an der 

2-Stelle mit Fluor substituiert. Das aktive Metabolit ist Fludarabin-ATP, das die DNA-Synthese 

durch Hemmung der Ribonukleotidreduktase und der DNA-Polymerase verhindert. Das Fludarabin-

Nukleotid wird als falscher Baustein in die DNA eingebaut und führt damit zur Apoptose der Zelle. 

Die Hauptnebenwirkungen von Fludarabin sind eine ausgeprägte Myelosuppression in allen drei 

Zellreihen und Immunsuppression, die mit einer erhöhten Infektanfälligkeit assoziiert ist.  

Mitoxantron ist ein zytotoxisches Antibiotikum der Gruppe der Anthracendione, das sich der DNA 

durch Interkalation anlagert, was Strangbrüche der DNA verursacht. Außerdem behindert 

Mitoxantron RNA und hemmt die Topoisomerase II, welche für die Entspiralisierung und Reparatur 

beschädigter DNA verantwortlich ist. Diese Prozesse passieren im Gegensatz zu Fludarabin 

unabhängig vom Zellzyklus. Mitoxantron wird als Zytostatikum bei AML, Mammakarzinom, 

Prostatakarzinom, NHL und als Immunsuppressivum bei der Multiplen Sklerose eingesetzt. Die 

häufigsten Nebenwirkungen bei Mitoxantron sind Übelkeit, Erbrechen, Haarausfall, 

Appetitlosigkeit, Kardoitoxizität und Knochenmarktoxizität mit Anämie, Thrombozytopenie, 

Leukopenie und darauffolgender  Infektanfälligkeit.  

Bei der Therapie von MCL zeigten Fludarabin und Mitoxantron eine signifikante Aktivität. Beide 

Substanzen wurden in MCL in dem Therapieschema FCM kombiniert, deren Effektivität bei 

simultaner Anwendung von Rituximab deutlich verbessern werden konnte (Forstpointner et al., 

2004).   

Die Kombination von Fludarabin, Cyclophosphamid  und Rituximab ist die primäre Standard-

Therapie bei CLL. Als effektive Chemotherapie bei rezidivierter und refraktärer CLL hat sich die 

Kombination von Fludarabin, Mitoxantron, Cyclophosphamid und Rituximab, das s. g. R-FCM, 

erwiesen (Hillmen et al., 2011). Die Effektivität von Fludarabin-basierter Chemotherapie in 

Kombination mit Rituximab wurde auch bei der Behandlung von anderen indolenten Non-Hodgkin 

Lymphomen und rezidivierter Haarzellleukämie gezeigt (Fabbri et al., 2013, Zinzani et al., 2013, 

Gerrie et al., 2012).  

http://de.wikipedia.org/wiki/Purin
http://de.wikipedia.org/wiki/Nukleotide
http://de.wikipedia.org/wiki/Analogon_%28Chemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Arabinose
http://de.wikipedia.org/wiki/Ribose
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleinsäure
http://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleotidreduktase
http://de.wikipedia.org/wiki/DNA-Polymerase
http://de.wikipedia.org/wiki/Apoptose
http://de.wikipedia.org/wiki/Myelosuppression
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunsuppression
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Anthracendione&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleinsäure
http://de.wikipedia.org/wiki/RNA
http://de.wikipedia.org/wiki/Topoisomerase_II
http://de.wikipedia.org/wiki/Zellzyklus
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunsuppressivum
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1.4 Molekulare Substanzen 

1.4.1 Bortezomib 

Bortezomib ist ein Proteasom-Inhibitor, der das Proteasom 26S reversibel inhibiert, welches für den 

Abbau von intrazellulären Proteinen, wie z.B. p53, NF-B-Inhibitor und CDK-Inhibitor essentiell ist. 

Das führt zu einem Zellzyklusarrest und Apoptose bei Dysbalance zwischen pro- und 

antiapoptotischen Signalen (Adams, 2004). Durch Blockierung der Stoffwechselwege der 

Krebszellen kommt es zur Hemmung des Tumorwachstums, Hemmung der Angiogenese und 

Apoptose. 

In präklinischen Studien erzielt Bortezomib eine Sensibilisierung der Tumorzellen auf Chemo- und 

Strahlentherapie (Pham et al., 2003, Wang et al., 2008). In der EU ist Bortezomib in Kombination 

mit Melphalan und Prednisolon zur Behandlung von Patienten mit unbehandeltem multiplen 

Myelom, die für Hochdosis-Chemotherapie nicht geeignet sind, und zur Monotherapie bei 

Patienten, die mindestens eine vorangehende Therapie durchlaufen haben, zugelassen. Bortezomib 

wird in klinischen Studien auch für die Behandlung anderer Non-Hodgkin-Lymphomen getestet. In 

verschieden Studien wurden unterschiedliche Applikationsschemata in indolenten und aggressiven 

NHLs geprüft. (Gerecitano et al., 2009, Dunleavy et al., 2009, Ribrag et al., 2009). Das 

Medikament wurde auch in MCL als Monotherapie, aber auch in Kombination mit verschiedenen 

Chemotherapie-Schemata getestet (Goy et al., 2009, Ruan et al., 2011, Friedberg et al., 2011, 

Baiocchi et al., 2011, Furtado et al., 2015, Robak et al., 2015). 

Die wichtigste Nebenwirkung bei der Behandlung mit Bortezomib ist die periphere Neuropathie. 

Sie ist therapeutisch nur schwer beeinflussbar und kann bis zu 70% der behandelten Patienten 

betreffen und sie stark beeinträchtigen. In der Regel kann sich die Neuropathie wieder zurückbilden 

(Richardson et al., 2006). Seltenere Nebenwirkungen von Bortezomib sind Knochenmarktoxizität, 

Übelkeit, Durchfall und Fatigue. 

1.4.2 Everolimus (Rad 001) 

 Mammalian Target of Rapamucin mTOR ist eine Serin-/Treonin-Kinase, die mehrere Proteine und 

Enzyme phosphoryliert und aktiviert (Tsang et al., 2007, Thomson et al., 2009). mTOR enthält zwei 

Multiproteinkomplexe, mTORC1 und mTORC2, die parallel unterschiedliche Signalwege 

regulieren (Chiang and Abraham, 2007, Thomson et al., 2009). mTORC1 fördert die Synthese von 

Proteinen, welche das Überschreiten des G1-Kontrollpunktes des Zellzyklus regulieren (Panwalkar 

http://de.wikipedia.org/wiki/Krebszelle
http://de.wikipedia.org/wiki/Angiogenese
http://de.wikipedia.org/wiki/Apoptose
http://de.wikipedia.org/wiki/Klinische_Studie
http://de.wikipedia.org/wiki/Non-Hodgkin-Lymphom
http://de.wikipedia.org/wiki/Neuropathie
http://de.wikipedia.org/wiki/Übelkeit
http://de.wikipedia.org/wiki/Durchfall
http://de.wikipedia.org/wiki/Fatigue-Syndrom
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et al., 2004, Peponi et al., 2006). mTORC2 aktiviert die onkologische Kinase Akt und steuert das 

Zellwachstum, die Zellproliferation und beteiligt sich an Zytoskelettreorganisation (Chiang and 

Abraham, 2007). 

Everolimus (Rad 001) ist ein Abkömmling des Rapamycins, einem mTOR-Inhibitor, und hemmt die 

Tumor-Zellproliferation (Dancey, 2006, Hess et al., 2009). mTOR-Inhibitoren verhindern die 

Aktivierung von Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) und beschleunigen den Umsatz von Cyclin D1 

(Sabatini, 2006, Alao, 2007), sodass es zu einem G1-Phase-Arrest kommt (Chiang and Abraham, 

2007). Die Hauptnebenwirkungen von Everolimus (Rad 001) sind Anämie, Thrombozytopenie, 

Leukopenie und daraus resultierende Infektionen, sowie Hyperlipidämie, Hautreaktionen und 

Mucositis. Weitere häufige unerwünschte Wirkungen sind Pneumonitis, Pleura- und 

Perikardergüsse, Leberwerterhöhnung und Wundheilungsstörungen (Tsang et al., 2007, Dancey, 

2006, Nashan and Citterio, 2012). Everolimus (Rad 001) findet derzeit Anwendung bei der Therapie 

des Nierenzellkarzinoms (Battelli and Cho, 2011). Darüber hinaus wird es in Studien in malignen 

Lymphomen (Argyriou et al., 2012, Witzig et al., 2011) und auch MCL (Renner et al., 2012), bei  

subependymalen Riesenzellastrozytom (Turner et al., 2011), neuroendokrinen Pankreastumoren 

(Kulke et al., 2011), Brustkrebs (Morrow et al., 2011), Magenkarzinom (Lim et al., 2011) und 

hepatozellulärem Karzinom (Zhu et al., 2011) geprüft.  

1.4.3 Flavopiridol 

Flavopiridol inhibiert Cyclin-abhängigen Kinasen wie CDK4 und vermindert die Expression von 

Cyclin D1und Cyclin D3, was zu einem G1-Block in den normalen Zellen führt, sowie Apoptose 

und Zellzyklusblock in Leukämie- und Lymphomzellen induziert (Carlson et al., 1999, Sausville et 

al., 2000). Venkataraman et al. zeigten die Induktion einer signifikanten Apoptose bei der MCL-

Zelllinie Jeko-1, indem Flavopiridol Cyclin D1 herunterreguliert (Venkataraman et al., 2006). In 

dieser Studie beobachtete man auch eine Herunterregulation von pRb durch Flavopiridol. Rb wird 

durch den Cyclin D1/ CDK4/6 Komplex zu p-Rb phosphoryliert. pRb führt zu Freisetzung des E2F-

Transkriptionsfaktors, der die Zellen in die S-Phase treibt (Massague, 2004). Außerdem reguliert 

Flavopiridol antiapoptotische Proteine wie Mcl-1 herunter, was wiederum zu einer Resistenz auf 

Rituximab und Fludarabin führt (Kitada et al., 2000). 

Die Resultate in den ersten klinischen Studien waren enttäuschend, da die getesteten 

Applikationsschemata von den Daten aus in vitro Studien übernommen wurden, in denen 

Kälberserum benutzt wurde. Die Bindungsrate von Flavopiridol im Kälberserum ist jedoch 

niedriger als im humanen Serum (Byrd et al., 1998). In späteren Phase I- und II-Studien mit 116 
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Patienten mit rezidivierter oder refraktärer CLL wurde das Applikationsschemata angepasst und ein 

Ansprechen um 40% beziehungsweise 53% beobachtet (Lin et al., 2009, Phelps et al., 2009). 

Die hämatotoxischen Nebenwirkungen von Flavopiridol sind moderat. Die wichtigsten 

unerwünschten Wirkungen sind das Tumorlysesyndrom, Diarrhoe und Übelkeit (Byrd et al., 2007). 
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2 ZIELSETZUNG DIESER ARBEIT 

Das Mantelzelllymphom gilt als nicht kurabel und ist charakterisiert durch frühzeitige Rezidive und 

ein kurzes medianes Gesamtüberleben. Nach der Einführung von Rituximab konnte die Prognose 

des MCL deutlich verbessert werden. Um die Therapie von MCL weiter zu verbessern, ist es 

wichtig die Aktivität von neuen Substanzen zu prüfen und zu kennen. 

Ziel dieser Arbeit ist die direkte und die komplement-induzierte Wirkung von Rituximab auf 

etablierte MCL-Zelllinien zu charakterisieren und seine Interaktion mit einzelnen 

Standardchemotherapeutika, sowie neuen molekularen Substanzen im Einzeln zu überprüfen. 

Insbesondere wurde untersucht, welche Substanzen und deren Kombinationstherapie mit Rituximab 

additive, synergistische oder antagonistische Effekte induzieren. In den Folgeexperimenten wurden 

diese Effekte in den Apoptose- und Zellzyklusanalysen näher charakterisiert.  
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3 MATERIALEN UND METODEN 

3.1 Materialien 

3.1.1 Zelllinien-Charakterisierung 

In der Arbeit wurden etablierte humane MCL-Zelllinien verwendet (s. Tabelle 1). Die Zelllinien 

Granta-519, Jeko-1 und Rec-1 wurden über die Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen GmbH (DSMZ)(Braunschweig, Deutschland) und die Zelllinie Z-138 über die 

Amerikan Type Culture Collektion (ATCC)-LGC Promochem GmbH (Wesel, Deutschland) 

bezogen. Als Kontrolle wurde die ß-ALL Zellinie BALL-1 verwendet. 

Die Tabelle 1 stellt die Charakteristika der MCL-Zelllinien zusammen. 

Charakterisierung Granta-

519 

Rec-1 Jeko-1 Z 138 

Patientenalter 58 61 78 70 

Patientengeschlecht w m w m 

Entnahmeort PB LK PB BM 

Verdopplungszeit 49h 20-40h 50h 18-24h 

Nachweis der t(11;14)(q13;q32)  + + + + 

Cyclin D1 Protein-Expression + ++ + ++ 

CD 20 + + + + 

CD 10 - - - - 

CD 23 + n.a. - - 

P16 - n.a. + - 

RB + n.a. + n.a. 

Bcl-2 + n.a. + - 

BAX + n.a. + n.a. 

EBV + n.a. - - 

 

Tabelle 1: Charakterisierung der MCL-Zelllinien nach Drexler et al. 2000, 2002, 2006; nach Amin et al. 2003; nach Rudolph et al. 

2004 und nach Campo et al. 20006. Abkürzungen: w- weiblich, m-männlich, PB- peripheres Blut, LK- Lymphknoten, n.a.- not 

avaible. 
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3.1.2 Zytostatika und Inhibitoren 

Therapeutikum Konzentration in vitro Hersteller 

Mitoxantron  0,5 µg/ml   Sandoz Pharmaceuticals GmbH (Holzkirchen, D) 

Fludarabin  0, 25 µg/ml   Actavis GmbH & Co.KG (München, D) 

Rituximab  12 µg/ml   Roche Pharma AG (Grenzach-Wyhlen, D) 

Rad001  100 nM   Novartis (Basel, Schweiz) 

Flavopiridol  100 nM   Sanofi Aventis (Vitry sur Seine, FR) 

Bortezomib  5 nM    Millenium (Cambrige, MA, USA) 

Kommerzielle Kits 

Annexin V-FITC     BD Pharmingen (Heidelberg, D) 

Annexin Binding Buffer    BD Pharmingen (Heidelberg, D) 

Propidium Iodide Staining Solution   BD Pharmingen (Heidelberg, D) 

Trypanblau (0,4%), T8154    Sigma- Aldrich GmbH (Taufkirchen, D) 

 

3.1.3 Lösungen und Puffer 

DPBS       Pan-Biotech GmbH (Aidenbach, Deuetschland) 

FKS       Pan-Biotech GmbH (Aidenbach, Deuetschland)                                              

Humanes Serum BG AB  Institut für Transfusionsmedizin GmbH ( Suhl, 

Deuschland) 

RPMI 1640 mit L-Glutamin    Pan-Biotech GmbH (Aidenbach, Deuetschland) 

RNA-se      QIAGEN GmbH (Hilden, Deutschlend) 
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Lysis-Puffer für PI Färbung   2mg Propidiumiodid 

100mg Natriuncitrat 

100 µl Triton X-100 

100 ml Aqua purificata 

pH 8.0 mit HCL 

3.1.4 Geräte 

Begasungsbrutschrank   W. C. Heraeus GmbH Hanau, Deutschlend 

Zentrifuge 5415D    Hettich Zentrifugen Eppendorf, Deutschland 

Zentrifuge Rotanta 46RC   Hettich Zentrifugen Eppendorf, Deutschland 

Durchflußzytometer  BD Biosciences, Palo Alto, CA, USA BD FACS 

Calibur 

Mikroskop     Carl Zeiss Jena, Deutschland 

Lichtmikroskop    Opto Sonderbedarf GmbH München, Deutschland 

3.1.5 Softwaren und EDV 

CalcuSynt 2.0     Biosoft (Cambridge, UK) 

Cellquest     Becton Dickinson (Mountain View, CA, USA) 

EndNote®X6     Thompson ISI Researchsoft (Carlsbad, CA, USA) 

FlowJo     Tree Star Inc., San. Carlos, CA, USA 

MS-Office 2010    Microsoft (Redmond, WA, USA) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkultur 

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) kultiviert, die im 

Begasungsbrutschrank bei 37°C, 90% Luftfeuchtigkeit und CO2-Gehalt von 5% gehalten wurden. 

Die Zelllinien BALL-1 und Z-138 wurden in einem RPMI-1640 Medium kultiviert, dass mit 10% 

fetalem Kälberserum (FKS) versetzt wurde. Die restlichen Zelllinien (Granta-519, Jeko-1 und 

Rec1) wurden im RPMI-1640 Medium mit 20% FKS kultiviert. Bevor das Serum zum RPMI-1640 

Medium zugesetzt wurde, wurde es bei 56°C für 45 min. im Wasserbad inaktiviert, sodass die 

hitzeempfindlichen Komponenten des Komplementsystems im Kälberserum zerstört wurden. 

Alle Zelllinien wurden dreimal in der Woche gesplittet. Dabei wurde ein Teil von der 

Zellsuspension verworfen und mit frischem Medium ersetzt, sodass die Zelldichte ca. 0,5 x 10
6
 

betrug. Vor Verwendung wurde das Medium auf 36°C erwärmt. 

Alle Experimente wurden unter sterile Bedingungen in Sterilgutwerkbänke durchgeführt. Der 

gesamte Arbeitsbereich wurde durch eine UV-Lampe sterilisiert. Jedes Experiment wurde bei 

vertikalem Luftstrom durchgeführt um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden. 

3.2.2 Trypanblauzellzählungen mittels Vi-Cell: 

Trypanblau ist ein polyanionischer Farbstoff, der durch die Zellmembran in die Zellen eindringt. 

Die Substanz wird von den lebenden Zellen wieder herausgepumpt. Sie erscheinen farblos. 

Apoptotische Zellen werden dagegen blau angefärbt. So können vitale und gestorbene Zellen 

unterschieden werden. 

Diese Analysen wurden mittels eines Messgeräts von Beckman Coulter Vi-Cell
TM

 durchgeführt. 

Dabei wird 1ml Probenmenge aspiriert und mit Trypanblau gemischt. Das Aspirat wird durch ein 

Durchfluss-Zytometer gepumpt und 100 Standbilder werden gemacht. Die Software analysiert die 

Leuchtdichte der Zellen. Dabei wird eine Leuchtdichte von 0 (schwarz) bis 255 (weiß) errechnet. 

Zellen, die apoptotisch sind, haben Trypanblau aufgenommen und weisen eine niedrige 

Leuchtdichte auf. Zellen, die dagegen vital sind, haben eine hohe Leuchtdichte. Alle Zelllinien 

wurden mit "Default"-Einstellung analysiert. 

Versuchdurchführung: 

Die MCL-Zelllinien wurden auf einer Zelldichte von 0,5x 10
6
/ ml eingestellt und bei 37°C mit 
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Rituximab und den einzelnen Kombinationssubstanzen inkubiert. Jede Flasche enthielt 5 ml 

Zellsuspension. Dabei wurden Rituximab als Einzelsubstanz oder in Kombination mit dem 

entsprechenden zytostatischen oder molekularen Substanz bzw. das Kombinationsmedikament als 

Einzelsubstanz angesetzt. Jeder Versuch wurde in dreifachem Ansatz durchgeführt. Die 

Auswertungen fanden nach 24, 48 und 72 Stunden statt und die Ergebnisse wurden mittels der 

Fraction of Product Formel berechnet. 

Fraction of Product 

Um mögliche synergistische oder antagonistische Effekte zwischen Rituximab und seinen 

Kombinationspartnern zu ermitteln, wurde die Formel nach Webb verwendet (Webb et al., 1963). 

Dabei wird die relative Zellzahlveränderung der behandelten Proben mit dem jeweiligen Tageswert 

der unbehandelten Kontrolle verglichen und in Prozent errechnet (fraction affected= FA). 

(1-FA Medikament A) x (1-FA Medikament B) – (1-FA Kombination Medikament A+B)  

Danach wurden der Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten 

ermittelt. Hierbei wurden Fraction of product Werte >+0.1 als synergistisch und Werte < -0.1 als 

antagonistisch bewertet. Werte zwischen beiden Punkten wurden als Kombinationen mit 

unabhängigem Effekt der Einzelsubstanzen als additiv bewertet. 

3.2.3 Apoptose 

Annexin V-FITC wird zur quantitativen Bestimmung des Prozentsatzes der apoptotischen Zellen 

verwendet. Es beruht auf der Eigenschaft von Zellen die Membran-Asymmetrie in den frühen 

Phasen der Apoptose zu verlieren. In apoptotischen Zellen ist das Membran-Phospholipid 

Phosphatidylserin (PS) von der inneren Seite der Plasmamembran zu der äußeren Seite transloziert. 

Annexin V ist ein Ca
2 +

 Phospholipid-abhängigen-bindendes Protein, das eine hohe Affinität für PS 

hat, somit können apoptotische Zellen mit PS angefärbt werden. Propidiumiodid (PI) wird 

verwendet, um früh- und spätapoptotische von vitalen Zellen zu unterscheiden. PI kann die 

Zellmembran vitaler Zellen dagegen nicht durchdringen, während die Membranen von toten und 

geschädigten Zellen für PI durchlässig sind. 

 Zellen, die für Annexin V-FITC positiv und PI negativ sind, befinden sich in der frühen Apoptose. 

Zellen, die sowohl für Annexin V-FITC als auch für PI positiv sind, befinden sich im Endstadium 

der Apoptose oder sind nekrotisch. Die Zellen, die sowohl für Annexin V-FITC als auch für PI 

negativ sind, sind vital (Abb.1). 
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Abb.1 zeigt die Apoptose bei der Zelllinie BALL-1 nach Behandlung mit Rituximab und Bortezomib. In dem linken unteren 

Quadrant sind die vitalen Zellen dargestellt (4,21%), in dem rechten unteren Quadrant- die frühapoptotischen Zellen (32,6%), in dem 

rechten oberen Quadrant- die spätapoptotischen Zellen (57,35%). Links oben befinden sich die Zelltrümmer (5,84%). PI-

Propidiumiodid  

Versuchdurchführung: 

Die Zelllinien wurden auf einer Zelldichte von 0,5x 10
6
/ ml eingestellt und wurden bei 37°C mit 

Rituximab und mit den einzelnen Kombinationssubstanzen inkubiert. Nach 72h wurde je 1ml 

Zellsuspension in FACS-Röhrchen pipettiert und zweimal mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen. 

Danach wurden je 5µl Annexin V-FITC und Propidiumiodid zugegeben, die Zellen wurden 

vorsichtig resuspendiert und für 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 400 

µl Annexin V Binding Puffer (in Aqua dest 1:9 verdünnt) zugegeben und die Proben am 

Durchflusszytometer ausgewertet. 

3.2.4 Zellzyklusanalysen 

Um die Änderungen im Zellzyklus der behandelten Zellen zu untersuchen, führte man Messungen 
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mittels des Durchflusszytometers FACS Calibur
TM

 durch. Die Zellen werden angesaugt und 

beschleunigt, sodass sie einzeln in einer Messkammer von einem Argonlaser mit 488nm 

Wellenlänge angestrahlt wurden. Die Streustrahlung wird durch Detektoren in der Messkammer 

gemessen, die die Auskunft über die Zellgröße (vorwärts gestreutes Licht, x-Achse) und die 

Zellgranulität (seitwärts gestreutes Licht, y-Achse) geben. Die gewünschte Zellpopulation kann „im 

Fenster“ ausgewählt werden und in einer weiteren Grafik die Zellzyklusphasen verschiedenen 

Subpopulationen dargestellt werden. Auf der x-Achse wird die Propidiumiodid-Menge angezeigt. 

Propidiumiodid interkaliert mit der DNA. Die Zellen mit einfacher DNA stellen den Peak der G1 

und G0 Phase dar. Die Zellen mit doppelter DNA-Menge befinden sich in der G2 Phase des 

Zellzyklus und stellen den G2 Peak dar. Zwischen den G1/G0 und den G2 Peak befinden sich die 

Zellen in der S-Phase. Bei jeder Messung wurden 20000 Ereignisse gezählt (Abb.2). 

 

Abb.2 zeigt die Zellverteilung in der Zellzyklysanalyse bei der Zelllinie Granta -519 nach der Behandlung mit Flavopiridol. Der 

erste  Peak wird von den Zellen in der G0/G1-Phase gebildet, der zweite Peak von Zellen, die sich in der G2/M Phase des 

Zellzyklus befinden. Dazwischen Zellen befindet sich die S-Phase. X-Achse: DNA-Gehalt, y-Achse: Zellzahl. 

 

Versuchdurchführung: 

Nach einer Inkubation von 72h wurden ca. 0,5 x 10
6
 Zellen in FACS-Röhrchen pipettiert und bei 
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4°C für 10 min. bei 2000rpm zentrifugiert und der Überstand abgekippt. Danach wurden die Zellen 

mit 1,5 ml gekühltem PBS gewaschen und nach Zugabe von 1 ml gekühltem Ethanol für 30 min. 

inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut zweimal gewaschen mit PBS bei 

Raumtemperatur. Anschließend wurden 50µl der 100µg/ml konzentrierten RNSase und 200µl 

Propidiumiodid zu dem Zellpellet pipettiert. Innerhalb einer Stunde wurden die Proben am 

Durchflusszytometer analysiert. Die Datenauswertung erfolgte mittels FlowJo. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Proliferationshemmung (Rituximab Monotherapie) 

Der proliferationshemmende Effekt von Rituximab wurde in Abhängigkeit von der applizierten 

Konzentration in vier Mantelzelllinien (Rec-1, Jeko-1, Granta-519 und Z 138) und einer Kontroll-

Zelllinie (BALL-1) getestet. Die Konzentrationen lagen zwischen 1,25µg und 50µg. Die 

Zellzählungen mittels Trypanblau-Ausschluss-Test erfolgten nach 24h, 48h und 72h um die 

Proliferationshemmung bei den verschiedenen Konzentrationen des Medikaments zu bestimmen.  

In Abbildung 3a-b sind beispielhaft die Zellzählungen der Zelllinien Rec-1 und Granta-519 

dargestellt, die zu den jeweiligen Null-Stunden ins Verhältnis gesetzt wurden. Die Zellen sind in 

Abhängigkeit der Rituximab-Konzentration langsamer gewachsen als die entsprechenden 

Kontrollproben mit unbehandelten Zellen. 

  

Abb. 3a Abb. 3b 

Bei der Abbildung 3a-b sind die Zelllinien Rec-1 und Granta-519 dargestellt. Auf der y-Achse sind die vitalen Zellen in % des 

Ausgangswerts normiert. Die Konzentration von Rituximab wurde von 50 µg bis 1,25 µg heruntertitriert. Bei jedem Versuch wurde eine 

Kontroll-Probe mit unbehandelten Zellen mituntersucht. 

 

Da alle Zelllinie unterschiedliche Verdopplungszeiten haben, war eine vergleichende Aussage über 

den proliferationshemmenden Effekt von Rituximab in den unterschiedlichen Zelllinien nicht 

möglich, deshalb wurden die Zellzahlen auf den jeweiligen Kontrollwert der unbehandelten Zellen 

bezogen (Mittelwert + /- Standardabweichung). Als sensitivste Zelllinien zeichnete sich Rec-1 aus 
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(Abb. 4a). Granta-519 zeigte sich als mittelsensitive Zelllinie (Abb.4c). Bei dieser Zelllinie wurde 

eine Proliferationshemmung von 82% bis 88% nach 48h beobachtet, die nach 72h fast unverändert 

blieb. Die Zelllinien Z-138 (Abb.4d) und Jeko-1 (nicht dargestellt) waren durch Rituximab in deren 

Wachstumsverhalten kaum beeinflussbar. Auch BALL-1 wurde in ihrem Wachstumsprofil von 

Rituximab stark beeinflusst (Abb.4b). Unter den unterschiedlichen Konzentrationen des 

Medikaments zeigten sich kaum Unterschiede in der Proliferationshemmung sowohl nach 48h als 

auch nach 72h. Nach 24h war noch kein Effekt nachweisbar. 

  

Abb. 4a Abb. 4b 

  

  

Abb. 4c Abb. 4d 

Bei der Abbildung 4a-4d sind die Zelllinien Rec-1, BALL-1, Granta-519 und Z-138 dargestellt. Auf der y-Achse sind die vitalen Zellen in % zu der 

unbehandelten Kontrolle normiert. Die Konzentration von Rituximab wurde von 50 µg bis 1,25 µg heruntertitriert. Bei jedem Versuch wurde eine 

Kontrollprobe mit unbehandelten Zellen mituntersucht. 
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Es ergaben sich nur geringfügige Unterschiede der Wachstumshemmung in Abhängigkeit der 

Konzentration von Rituximab. Die Dosissteigerung erhöhte die Wirkung der Rituximab-

Behandlung nur um 3-8% ohne signifikanten Unterschied in der Standardabweichung. Daher 

wurden die Kombinationsexperimente mit 12,5 µg/ml Rituximab durchgeführt, was auch der am 

häufigsten benutzten Konzentration in der Literatur entspricht. 

4.2 Komplementassoziierte Wachstumsinhibition von Rituximab 

Da Rituximab auch über die Aktivierung des Komplementsystems wirkt, wurde die 

komplementassoziierte Wachstumsinhibition von Rituximab in den zwei empfindlichen Zelllinien  

Rec-1 und BALL-1  getestet. Dazu wurden die Zellen in einem Medium mit 5 % humanen Serum 

statt Kälberserum kultiviert. 

Die MCL-Zelllinie Rec-1 und die ALL-Zelllinie BALL-1 wurden auf einer Zelldichte von 

0,5x10
6
/ml eingestellt und bei 37°C mit Rituximab allein oder in Kombination mit humanem Serum 

inkubiert. Damit die unspezifische Wirkung vom Komplementsystem ausgeschlossen wurde, 

wurden zwei Kontrollen angesetzt, zum einen unbehandelten Zellen und zum anderen alleinige 

Behandlung mit humanem Serum. Anschließend erfolgten Zellzählungen mittels Trypanblau-

Ausschluss-Test nach 24h, 48h und 72h um die komplementassoziierte Wachstumsinhibition von 

Rituximab zu bestimmen. (Mittelwert +/- Standardabweichung von drei unabhängigen 

Experimenten) (Abb.5). 

Sowohl in der Zelllinie Rec-1 als auch in der Zelllinie BALL-1 wurde keine verstärkte Inhibition 

des Zellwachstums bei Kombination von Rituximab mit Komplementsystem beobachtet. Die 

Behandlung mit Rituximab als Monosubstanz zeigte keine signifikanten Unterschiede im Vergleich 

zu der Kombination mit dem Komplementsystem. 
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Bei der Abbildung 5 sind die Zelllinien BALL-1 und Rec-1 dargestellt. Auf der y-Achse sind die vitalen Zellen in % zu dem Ausgangspunkt und den 

unbehandelten Zellen normiert.  Ri: Rituximab; c: Serum mit dem Komplementsystem. Jeder Versuch wurde dreifach angesetzt. 

Da sich in den beiden Zelllinien nur geringfügige Unterschiede zwischen der alleinigen Behandlung 

mit Rituximab und der Kombination mit Humanalbumin zeigten, wurden die weiteren Experimente 

ohne Aktivierung des Komplementsystems durchgeführt. 

4.3 Rituximab und Zytostatika  

4.3.1 Rituximab und Fludarabin (Proliferationshemmung)  

4.3.1.1 Trypanblau-Analysen 

Um potentielle additive, synergistische und antagonistische Effekte bei der Kombination von 

Rituximab und Fludarabin zu bestimmen, wurde die einzelnen Substanzen als Monotherapie und in 

Kombination in den Zelllinien Rec.1, Granta-519 und BALL-1 eingesetzt (Abb.6). 

In der Zelllinie Rec-1 wurde in den Trypanblau-Analysen unter der Kombination von Rituximab 

und Fludarabin lediglich nach 48h formal  ein grenzwertiger Antagonismus beobachtet, der nach 

72h nicht mehr nachweisbar war. Die maximale Wachstumshemmung der Kombination wurde am 

dritten Tag der Inkubation nachgewiesen. In den ersten zwei Tagen wurde kaum eine 

unterschiedliche Wirksamkeit zwischen der Rituximab-Monotherapie und der Kombination mit 

Fludarabin beobachtet. 

In Granta-519 wurde zu allen Messpunkten ein additiver Effekt gesehen. Es zeigte sich nach 24h 

noch keine bedeutsame Zellreduktion. Die Zellzahl lag im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 

bei  69 % vitaler Zellen nach 72h unter der Kombination von Rituximab und Fludarabin. 
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Abb.6 Auf der linken Seite ist die Zellzahl der Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Fludarabin und Rituximab als 

Monotherapie sowie  in Kombination dargestellt (Anzahl der vitalen Zellen in % der unbehandelten Kontrolle). Auf der rechten Seite sind 

entsprechend die Fractions of product dargestellt. Die Effekte sind farbkodiert: grün- synergistisch; rot-antagonistisch; weiß-additiv. 
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alleinigen Behandlung mit Rituximab betrug 16% nach 48h und mit Fludarabin 35%. Unter der 

Kombination beider Medikamente war die Zellzahl auf 54% verringert. Nach 72h zeigte sich eine 

weitere Zellreduktion, die wiederum für die Kombination der beiden Medikamente am 

ausgeprägtesten war. 

Somit zeigte sich unter der Kombination von Rituximab und Fludarabin in allen Zelllinien ein 

additiver Effekt. 

4.3.1.2 Rituximab und Fludarabin (Apoptose) 

In Granta-519 konnte man eine Zellzahlreduktion sowohl unter Rituximab als auch Fludarabin 

beobachten, wobei die Kombination zu einer noch stärkeren Zellzahlreduktion führte. In der 

Apoptose-FACS-Analyse hat sich dieses Ergebnis bestätigt (Abb.7). Während die frühapoptotischen 

Zellen bei der Behandlung mit Rituximab und Fludarabin als Einzelsubstanzen 15%-16% betrugen, 

kam es unter der Kombination der beiden Medikamente zu einer Erhöhung der Frühapoptose auf 

23%. Auch in der Spätapoptose zeigte sich eine Erhöhung von 11%- 13% unter den 

Monosubstanzen auf 17% unter der Kombination. 

Einen minimalen Effekt konnte man auch bei der Zelllinie Rec-1 beobachten. Die Steigerung der 

Frühapoptose betrug 5% und bei der Spätapoptose 3%. 

In der Kontrollzelllinie BALL-1 war der Effekt am deutlichsten. In den Trypanblau-Zählungen 

waren nach Behandlung mit Rituximab 78% und mit Fludarabin 46% der Zellen in Vergleich zu den 

unbehandelten Kontrollen vital. Nach Behandlung mit der Kombination waren nur noch 36% der 

Zellen vital. Dies spiegelte sich wiederum in der Apoptose-FACS-Analyse wieder. Die 

frühapoptotischen Zellen nach Monotherapie betrugen 6% bis 8%, nach gleichzeitiger Gabe von 

Rituximab und Fludarabin stieg diese Rate auf 23% an. Auch die Spätapoptose zeigte eine 

Steigerung von 5%-6% auf 14%. 
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Abb.7  Früh- und Spätapoptose in den Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Fludarabin und Rituximab als Monotherapie 

und in Kombination sowie der unbehandelten Kontrollen. Fluda: Fludarabin; Ritux: Rituximab 
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4.3.2 Rituximab und Mitoxantron (Proliferationshemmung) 

4.3.2.1 Trypanblau-Analysen 

Als nächstes wurde der proliferationshemmende Effekt von Rituximab und Mitoxantron in den 

Trypanblau-Analysen untersucht (Abb.8).  

In der Zelllinie Rec-1 wurde lediglich nach 24h ein Synergismus beobachtet, der aber nach 48h 

nicht mehr nachweisbar war. Die maximale Zellreduktion wurde am dritten Tag der Inkubation 

erreicht. Die Zahl der vitalen Zellen nach Therapie mit Rituximab lag bei 57% und nach 

Behandlung mit Mitoxantron bei 15%. Der Effekt bei der Kombination der beiden Medikamente 

war am stärksten und der Anteil der vitalen Zellen betrug nur noch 8% nach 72h. 

In Granta-519 wurden zu allen Messpunkten additive Effekte gesehen. Es wurde eine bedeutsame 

Wachstumshemmung nach Inkubation mit Mitoxantron am Tag zwei und drei beobachtet, wobei 

sich dieser Effekt nach Zugabe des (in der Monotherapie kaum wirksamen) Rituximab kaum 

änderte. Sowohl unter alleiniger Behandlung mit Mitoxantron als auch nach einer 

Kombinationstherapie mit Rituximab lagen die vitalen Zellen bei 20% nach 48h bzw. bei 10% nach 

72h. 

Auch in der Kontrollzelllinie BALL-1 zeigte sich additiver Effekt bei allen Messpunkten. Eine 

bedeutsame Hemmung der Zellproliferation wurde ebenfalls vor allem durch Mitoxantron bedingt. 

Die Zellzahl der vitalen Zellen betrug nach 48h 28% im Vergleich zu den unbehandelten Zellen, 

bzw. 14% nach 72h sowohl nach einer Mitoxantron-Monotherapie als auch der Kombination. 

 

Auch unter der Kombinationstherapie von Rituximab und Mitoxantron zeigte sich in allen 

Zelllinien ein additiver Effekt.  
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Abb. 8 Auf der linken Seite ist die Zellzahl der Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Mitoxantron und Rituximab als 

Monotherapie sowie  in Kombination dargestellt (Anzahl der vitalen Zellen in % der unbehandelten Kontrolle). Auf der rechten Seite sind entsprechend 

die Fractions of product dargestellt. Die Effekte sind farbkodiert: grün- synergistisch; rot-antagonistisch; weiß-additiv. 

4.3.2.2 Rituximab und Mitoxantron (Apoptose)  

Mitoxantron wurde als Monosubstanz als auch in Kombination mit Rituximab in der Zelllinie Rec-1 
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getestet. Dabei zeigte sich eine sehr hohe proapoptotische Wirkung dieser Substanz. Unter der 

Behandlung mit Mitoxantron waren im Trypanblau-Test nur 15% der Zellen vital und in 

Kombination mit Rituximab- nur noch 8% der Zellen. Diese Ergebnisse wurden auch in Apoptose-

FACS-Analysen bestätigt (Abb.9). Während die frühapoptotischen Zellen nach der Behandlung mit 

Rituximab 10% betrug, stieg der frühapoptotischen Anteil für die Kombination auf 48%. Eine 

Spätapoptose wurde in dieser Zelllinie nach alleiniger Behandlung mit Rituximab nicht beobachtet. 

Dagegen betrugen die spätapoptotischen Zellen nach Inkubation mit Mitoxantron 22%. Der 

spätapoptotischen Anteil nach der Gabe beider Substanzen blieb unverändert. 

 

Abb.9 Früh- und Spätapoptose in der Zelllinie Rec-1 unter Behandlung mit Mitoxantron und Rituximab als Monotherapie und in Kombination sowie 

der unbehandelte Kontrolle. Mitox: Mitoxantron; Ritux: Rituximab. 

4.4 Kombination von Rituximab mit molekularen Substanzen.  

4.4.1 Rituximab und Bortezomib (Proliferationshemmung) 

4.4.1.1 Trypanblau-Analysen 

Die Wachstumshemmung von Rituximab wurde auch in Kombination mit Bortezomib geprüft 

(Fig10). 

Unter der Behandlung der Zelllinie Rec-1 mit Bortezomib zeigte sich keine Wachstumshemmung. 

Im Gegensatz dazu war die Empfindlichkeit der Zelllinie Granta-519 gegenüber Bortezomib sehr 

stark. Nach 48h waren nur 11% der Zellen nach der Therapie mit Bortezomib vital. Für die 

Kombination mit Rituximab veränderte sich dieser Effekt kaum und blieb nach 72h weiterhin 

bestehen. 
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Abb.10 Auf der linken Seite ist die Zellzahl der Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Bortezomib und Rituximab als 

Monotherapie sowie  in Kombination dargestellt (Anzahl der vitalen Zellen in % der unbehandelten Kontrolle). Auf der rechten Seite sind 

entsprechend die Fractions of product dargestellt. Die Effekte sind farbkodiert: grün- synergistisch; rot-antagonistisch; weiß-additiv. 

Die Kontrollzelllinie BALL-1 war auf Bortezomib empfindlich und es zeigten sich zu allen 

Zeitpunkten additive Effekte. In Kombination mit Rituximab wurde jedoch kaum Änderung dieser 

Effekte beobachtet. Sowohl nach alleiniger Behandlung mit Bortezomib als auch nach einer 

Kombinationstherapie lagen die vitalen Zellen bei ca. 50% nach 48h bzw. bei ca. 30% nach 72h. 
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4.4.1.2 Rituximab und Bortezomib (Apoptose)  

Um den genauen Anteil der apoptotischen Zellen nach der Inkubation mit den Proteasomen-

Inhibitoren bei den Trypanblau-Analysen zu bestimmen, wurden Apoptose-FACS-Analysen 

durchgeführt. 

Die Kombination von Rituximab mit Bortezomib zeigte sowohl in Rec-1 als auch in der 

Kontrollzelllinie BALL-1 eine sehr ausgeprägte Apoptose-Induktion (Abb.11).  

 

 

 

Abb.11  Früh- und Spätapoptose in den Zelllinien Rec-1 und BALL-1 unter Behandlung mit Bortezomib und Rituximab als Monotherapie und in 

Kombination sowie der unbehandelten Kontrollen. Bortez: Bortezomib; Ritux: Rituximab 
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Auch in der Kontrollzelllinie BALL-1 wurde eine ausgeprägte Apoptose bei der Behandlung mit 

Bortezomib beobachtet. Die Frühapoptose betrug 43% und die Spätapoptose 47%. Bei der 

Kombination beider Medikamente erhöhte sich die Spätapoptose auf 59%. 

4.4.2 Rituximab und Everolimus (Rad 001) (Proliferationshemmung) 

4.4.2.1 Trypanblau-Analysen 

Der Einfluss von Rituximab wurde auch in Kombination mit dem m-TOR-Inhibitor Everolimus 

(Rad 001) getestet. Dabei wurde ein additiver Effekt in der Zelllinie Rec-1 und ein antagonistischer 

Effekt in den Zelllinien BALL-1 und Gtanta-519 beobachtet (Abb.12). 

Die Inhibition des Zellwachstums in Rec-1 war für die einzelnen Substanzen Rituximab und 

Rad001 nach 48h etwa vergleichbar und in der Kombination um ca. 15% ausgeprägter. Nach 72h 

veränderte sich der Effekt von  Rituximab kaum. Die Zellzahl der mit Everolimus (Rad 001) 

behandelten Zellen sank aber von 86% nach 48h auf 70% nach 72h. Die Inhibition der Proliferation 

nach Behandlung der Zellen mit beiden Substanzen war noch ausgeprägter. Nach dem zweiten Tag 

betrug die Zellzahl der vitalen Zellen 72% und nach dem dritten Tag war nur noch 56%. 

In der Zelllinie Granta-519 ließ sich ein antagonistischer Effekt zu allen Zeitpunkten zeigen. Nach 

72h lag die Standardabweichung eindeutig im antagonistischen Bereich, d.h. der 

proliferationshemmende Effekt war mit der alleinigen Behandlung mit Everolimus (Rad 001) 

stärker als mit der Kombination mit Rituximab. 

In der Zelllinie BALL-1 zeigte sich ein eindeutiger Antagonismus nach 48h sowie nach 72h 

(Fractional product -0,133 bzw. -0,151). Die Standardabweichung lag ebenfalls im antagonistischen 

Bereich. Es zeigte sich nach 48h eine Zellzahlverringerung auf 78% bei den mit Rituximab 

behandelten Zellen. Unter der Behandlung mit Everolimus (Rad 001) sowie der Kombination mit 

Rituximab wurde eine Zellwachstumshemmung auf 55 % beobachtet. Nach 72h war die 

Zellzahlreduktion sowohl nach Behandlung mit Everolimus (Rad 001) als auch nach Behandlung 

mit den beiden Medikamenten vergleichbar und betrug 60% der unbehandelten Zellen. 
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Abb. 12 Auf der linken Seite ist die Zellzahl der Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Everolimus (Rad 001) und 

Rituximab als Monotherapie sowie  in Kombination dargestellt (Anzahl der vitalen Zellen in % der unbehandelten Kontrolle). Auf der rechten Seite 

sind entsprechend die Fractions of product dargestellt. Die Effekte sind farbkodiert: grün- synergistisch; rot-antagonistisch; weiß-additiv. 
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4.4.2.2 Rituximab und Everolimus (Rad 001) (Apoptose) 

Die Kombination von Rituximab mit dem m-TOR-Inhibitor Everolimus (Rad 001) wurde in den 

Mantelzelllinien Granta-519 und Rec-1 sowie in der Kontrollzelllinie BALL-1 getestet (Abb.13). 

Bei allen drei Zelllinien wurde keine nennenswerte Apoptose beobachtet. 

 

 

 

Abb.13 Früh- und Spätapoptose in den Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 unter Behandlung mit Everolimus (Rad 001) und Rituximab als 

Monotherapie und in Kombination sowie der unbehandelten Kontrollen. Ritux: Rituximab. 
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4.4.2.3 Rituximab und Everolimus (Rad 001) (Zellzyklus) 

Zunächst wurde die Auswirkung von Rituximab und Everolimus (Rad 001) auf den Zellzyklus in 

den Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1untersucht (Abb.14).  

In der Zelllinie Rec-1 kam es nach 72h zu einem leichten G1-Block. In den unbehandelten Proben 

befanden sich 44% der Zellen in der G1-Phase. Nach einer Behandlung mit Everolimus (Rad 001) 

stieg der Anteil der Zellen in der G1-Phase auf 52%. Unter der Kombination von Rituximab und 

Everolimus (Rad 001) bestand der G1-Block fort. Gleichzeitig wurde eine Reduktion der Zellen in 

der S-Phase von 41% auf 33% nach der Therapie mit Rad001 bzw. auf 26% nach der Behandlung 

mit beiden Medikamenten beobachtet.   

In der Zelllinie Granta-519 zeigte sich kein G1-Block, d.h. keine nennenswerte Verschiebungen der 

Zellzyklus.  

Auch in der Kontrollzelllinie BALL-1 wurde einen leichten G1-Block sowohl unter der Therapie 

mit Rad001 als auch unter der Therapie mit Rituximab beobachtet. In der Kombination von den 

beiden Medikamenten wurde dieser Effekt aufgehoben. Unter der Therapie mit Everolimus (Rad 

001) und Rituximab als Monosubstanzen betrug die Zellzahl in der G1-Phase 12% mehr im 

Vergleich mit den unbehandelten Zellen. Unter der Kombinationstherapie waren nur noch 5% mehr 

Zellen in der G1-Phase im Vergleich zu der Kontrolle. 
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Abb.14 Zellzyklus in den MCL Zelllinien Rec-1, Granta-519 und der Kontrolle BALL-1. Die Zellzyklus-Phasen sind farbkodiert:rot-G1-Phase; 

grün-S-Phase; gelb-G2 Phase. Auf der y-Achse ist der Prozentsatz /%) dargestellt. Rad: Everolimus (Rad 001); RI: Rituximab; RI Rad: Rituximab 

und Everolimus (Rad 001). 
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4.4.3 Rituximab und Flavopiridol (Proliferationshemmung) 

4.4.3.1 Trypanblau-Analysen 

In den weiteren Experimenten wurden die potenziellen additiven, synergistischen und 

antagonistischen Effekte der Kombination von Rituximab und Flavopiridol getestet (Abb.15). 

Der Einfluss von Rituximab auf die Zelllinie Rec-1 war minimal an allen Messpunkten. Der 

wachstumshemmende Effekt von Flavopiridol war deutlich nach 24h und betrug 31%. In den 

nächsten Tagen kam es zu weiterer Zellzahlreduktion um 59% nach 48h und 73% nach 72h. Bei der 

Kombination der beiden Medikamente wurde nur ein Effekt von Flavopiridol beobachtet. 

Ein eindeutiger Antagonismus zeigte sich bei der Zelllinie Granta-519, der bei allen Messpunkten 

zu sehen war und zu Fraktion of product Werte zwischen -0,177 und -0,203 führte. Nach 48h war 

der Effekt der Kombination geringer als der Effekt der alleinigen Flavopiridol-Behandlung. An den 

anderen Zeitpunkten wurden kaum Unterschiede zwischen der Flavopiridol-Monotherapie und der 

Kombination beobachtet. 

In BALL-1 wurden bei allen Messpunkten additive Effekte beobachtet. Ab dem zweiten Tag wurde 

eine Zellreduktion auf 72% bei alleiniger Behandlung mit Rituximab und auf 49% bei der alleinigen 

Behandlung mit Flavopiridol gezeigt. Die stärkste Verringerung der Zellzahl wurde bei der 

Kombination von den beiden Substanzen beobachtet. Der Prozentsatz der vitalen Zellen betrug 40% 

von den unbehandelten Zellen. Nach 3 Tage sank die Zellzahl weiterhin unwesentlich. 
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Abb. 15 Auf der linken Seite ist die Zellzahl der Zelllinien Rec-1, Granta-519 und BALL-1 nach Behandlung mit Flavopiridol und Rituximab als 

Monotherapie sowie  in Kombination dargestellt (Anzahl der vitalen Zellen in % der unbehandelten Kontrolle). Auf der rechten Seite sind 

entsprechend die Fractions of product dargestellt. Die Effekte sind farbkodiert: grün- synergistisch; rot-antagonistisch; weiß-additiv. 

4.4.3.2 Rituximab und Flavopiridol (Apoptose) 

Eine deutliche Zellzahlreduktion wurde unter der Behandlung der Kontrollzelllinie BALL-1 mit 

Rituximab und seinem Kombinationspartner Flavopiridol beobachtet. Die Zellzahl der 
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unbehandelten Zellen lag bei 2,14 x 10
6
 Zellen/ml und sank auf 1,39x 10

6
 Zellen/ml nach 

Behandlung mit Rituximab beziehungsweise auf 1,04 x 10
6
 Zellen/ml nach Behandlung mit 

Flavopiridol. Unter der Kombination beider Medikamente betrug die Zellzahl nur noch 0,76 x 10
6
 

Zellen/ml. Diese Ergebnisse spiegelten sich im Apoptose-FACS wider (Abb.16). Sowohl die 

frühapoptotischen als auch die spätapoptotischen Zellen betrugen nur 5% - 6% unter alleiniger 

Behandlung mit Rituximab. Unter Monotherapie mit Flavopiridol stiegen diese Raten auf 20%, und 

unter der Kombination beider Substanzen stieg die Frühapoptose auf 36% und die Spätapoptose auf 

32%. 

In der Zelllinie Granta-519 war dieser Effekt nicht zu sehen. Die Zellzahl der unbehandelten Zellen 

lag bei 1,76 x 10
6
 Zellen/ml und sank auf 1,65 x 10

6
 Zellen/ml unter Therapie mit Rituximab 

beziehungsweise auf 1,38 x 10
6
 Zellen/ml unter Therapie mit Flavopiridol. Unter der Kombination 

der beiden Medikamente betrug die Zellzahl 1,29 x 10
6
  Zellen/ml. In der FACS-Analyse ergab sich 

kaum Unterschied zwischen den behandelten und den unbehandelten Zellen sowohl in der Früh- als 

auch in der Spätapoptose (Abb.16). 
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Abb.16 Früh- und Spätapoptose in den Zelllinien Granta-519 und BALL-1 unter der Behandlung mit Flavopiridol und Rituximab als Monotherapie 

und in Kombination sowie der unbehandelten Kontrollen.. Flavo: Flavopiridol; Ritux: Rituximab. 

 

4.4.3.3 Rituximab und Flavopiridol (Zellzyklus) 

Anschließend wurde der Zellzyklus unter Gabe von Rituximab und Flavopiridol in den Zelllinien 

Granta-519 und BALL-1 untersucht (Abb.17). 

In der Zelllinie Granta-519 wurde kein G1-Block beobachtet sowie keine nennenswerte 

Verschiebungen in der S-Phase oder der G2-Phase.  

In der Zelllinie BALL-1 kam es auch zu keinen G1-Block. Interessanterweise war die Zellzahl in 

der G1-Phase nach Behandlung mit Flavopiridol sogar vermindert. Dafür wurde aber eine Zunahme 

der Zellen in der S-Phase beobachtet. Sie nahm von 11% unter der Therapie mit Flavopiridol auf 

19% unter der Kombination mit Rituximab im Vergleich zu den unbehandelten Zellen zu. 
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 Abb.17 Zellzyklus in den Zelllinien Granta-519 und BALL-1. Die Zellzyklus-Phasen sind farbkodiert:rot-G1-Phase; grün:-S Phase gelb- G2 Phase. 

Auf der y-Achse ist der Prozentsatz /%) dargestellt. Flavo: Flavopiridol; RI: Rituximab. 

 

  

0

10

20

30

40

50

60

70

Kontrolle F RI RI F

%
 

Granta-519 

G1

S

G2

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

Kontrolle Flavo RI RI Flavo

%
 

BALL-1  

G1

S

G2



DISKUSSION 
 

45 

 

5 DISKUSSION 

5.1 Rituximab 

Die Einführung des monoklonalen Antikörpers Rituximab stellt einen der wichtigsten Fortschritte in 

der Therapie von lymphoproliferativen Erkrankungen in den letzten 30 Jahren dar. In der klinischen 

Praxis verbesserten sich dadurch signifikant das Ansprechen und die Überlebensraten  den Patienten 

mit aggressiven und indolenten Non-Hodgkin-Lymphomen, speziell DLBCL, FL, MCL, aber auch 

CLL. Außerdem ist Rituximab zugelassen zur Therapie von Autoimmunerkrankungen, z.B. der 

thrombotisch-thrombozytopenische Purpura und der rheumatoiden Arthritis. 

In der vorliegenden Arbeit untersuchten wir die Wirkung einer Rituximab-Monotherapie in vier 

MCL-Zelllinien und einer ALL-Zelllinie. Am empfindlichsten waren die MCL-Zelllinie Rec-1 und 

die Kontrollzelllinie BALL-1. Es kam zu einer Verringerung der vitalen Zellen auf ca. 60%- 70% 

der unbehandelten Zellen. Die Zelllinie Granta-519 wies eine mittlere Sensitivität auf (ca. 80%). 

Die anderen zwei MCL-Zelllinien Jeko-1 und Z-138 waren in vitro weitgehend unempfindlich zu 

Rituximab.  

Stolz et al. beobachteten eine ähnliche in vitro Resistenz von manchen Lymphomen auf Rituximab. 

Die Gruppe zeigte außerdem, dass Rituximab-Resistenz mit einer Überexpression von Bcl-xL in 

Lymphom-Zelllinien assoziiert ist. Diese Zelllinien in der Studie waren resistent auf dem 

Rituximab-induzierten Zelltod. Die Resistenz konnte man überwinden, indem man das BH3-

Mimetikum ABT-737 zusammen mit Rituximab applizierte (Stolz et al., 2008). Passend zu diesen 

Ergebnissen konnten wir in unseren Untersuchungen keine Apoptose-Induktion in den resistenten 

Zelllinien beobachten.  

Als nächstes untersuchten wir die sensitiven Zelllinien bezüglich der Empfindlichkeit auf 

Rituximab in der Gegenwart vom humanen Serum. Ziel der Untersuchung war zu überprüfen, ob 

die Wirkung von Rituximab durch Anschalten eines zusätzlichen Wirkmechanismus, nämlich der 

Aktivierung des Komplementsystems, gesteigert werden kann. Sowohl in der MCL-Zelllinie Rec-1 

als auch in der Kontrollzelllinie BALL-1 konnte keine Steigerung der Wachstum-Inhibition durch 

Zugabe des humanen Serums zu Rituximab gesehen werden. Bei den beiden Zelllinien war die 

Anzahl der vitalen Zellen nach Behandlung mit Rituximab unabhängig von der Zugabe vom 

humanen Serum vergleichbar. Es gibt verschiedene Erklärungen bezüglich die Rituximab-Resistenz 

auf das Komplementsystem. 
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Golay et al. zeigten, dass bestimmte Oberflächen-Moleküle, z.B. CD 55 und CD 59 auf FL 

Rituximab-Resistenz verursachen können. Nach einer Blockade der CD 55- und CD 59-Funktion 

mit spezifischen Antikörpern konnte die komplementassoziierte Zytotoxizität (CDC) gesteigert 

werden (Golay et al., 2000). Andere Studiengruppe bestätigen, dass die CD 59-Expression mit einer 

Rituximab-Resistenz assoziiert ist (Treon et al., 2001). In Gegensatz dazu wiesen die Ergebnisse 

zwei anderer Arbeitsgruppen daraufhin, dass die Komplement-Inhibitoren CD 55 und CD 59 das 

Ansprechen zu der Rituximab-Therapie nicht beeinflussen (Weng and Levy, 2001, Bannerji et al., 

2003). Bannerji et al. zeigten, dass der entscheidende Prädiktor für das Rituximab-Ansprechen die 

Mcl-1 /Bax Ratio ist (Bannerji et al., 2003).  

Racila et al. demonstrierten einen anderen Zusammenhang zwischen Rituximab-Effektivität und 

Komplementsystem. Sie untersuchten 133 Patienten mit FL auf C1q-Polymorphismen. Es wurde 

gezeigt, dass die Expression vom A-Allel (das zu einem niedrigem C1q-Niveau führt) mit einem 

verlängerten Rituximab-Ansprechen korreliert im Gegensatz zum G-Allel, das mit einem erhöhtem 

C1q-Niveau assoziiert ist. Durch das höhe C1q-Niveau kommt es zu Opsonierung und gesteigertes 

Clearance der apoptotischen Tumorkörper, was zu einer verminderten zellulären und humoralen 

Immunantwort bzw. zu kürzerem Progression-freien Überleben führt (Racila et al., 2008). 

In vielen präklinischen Studien wurde gezeigt, dass die in vitro Wirkung von Rituximab als 

Monosubstanz begrenzt ist. Dagegen lag das klinische Ansprechen bei 40%-50% bei den NHL 

(Maloney et al., 1997, McLaughlin et al., 1998, Coiffier et al., 1998).  

5.2 Rituximab und Zytostatika (Fludarabin oder Mitoxantron) 

Klinisch zeigt sich der wesentliche Erfolg von Rituximab in der Kombination mit verschiedenen 

Chemotherapeutika. Verschiedene Gruppen berichteten über eine Verbesserung des 

Gesamtansprechens, der Komplettremissionen und des Gesamtüberlebens bei niedrigmalignen NHL 

und neudiagnostizieren DLBCL (Marcus et al., 2005, Hiddemann et al., 2005, Herold et al., 2007, 

Coiffier et al., 2002). 

In unserer Studie untersuchten wir die genaue Wirksamkeit von Rituximab in Kombination mit 

bestimmten konventionellen Chemotherapeutika und neueren molekularen Substanzen hinsichtlich 

der additiven, synergistischen oder antagonistischen Effekte.  

Der Effekt der Kombination von Rituximab mit Fludarabin sowie mit Mitoxantron zeigte sich in 

den Trypanblau-Analysen in allen Zelllinien als additiv. Diese Ergebnisse bestätigten sich auch in 
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den Apoptose-Analysen. 

In vitro Studien zeigten synergistische Effekte bei der Kombination von Fludarabin und Rituximab 

in NHL und B-CLL (Alas et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse in 

MCL aber nicht bestätigt werden. In allen drei Zelllinien wurden lediglich additiven Effekte 

beobachtet. Ferrer et al. zeigte höhe zytotoxische Wirkung von Mitoxantron durch Apoptose-

Induktion in den MCL-Zelllinien Rec-1 und Granta-519 (Ferrer et al., 2004). Dieser Effekt wurde 

auch in unserer Arbeit beobachtet. Bei Rec-1 wurden eine Frühapoptose von 44% und eine 

Spätapoptose von 22% nach der Behandlung mit Mitoxantron beobachtet. In der Kombination mit 

Rituximab stieg die Frühapoptose auf 48% an, was allerdings weiterhin einem additiven Effekt 

entspricht. 

Die klinischen Ansprechraten auf einer Fludarabin-Monotherapie sowie der Effekt von Rituximab 

als Monosubstanz in Patienten mit MCL sind moderat (Foran et al., 2000, Ghielmini et al., 2000). 

Forstpointner et al. untersuchten die Kombination von Rituximab und Fludarabin-haltige 

Chemotherapien in Patienten mit rezidivierten und refraktären MCL und zeigten, dass durch die 

Zugabe von Rituximab zu FCM (Fludarabin, Cyclophosphamid, Mitoxantron) die Ansprechraten 

signifikant gesteigert (58% vs. 46%; CR 29% vs. 0%) und das Gesamtüberleben verlängert wurden 

(Forstpointner et al., 2004). Diese deutlich höhere Wirksamkeit kommt zustande durch die 

Kombination von Fludarabin und Mitoxantron mit Cyclophosphamid. Diese Daten weisen eindeutig 

darauf hin, dass die Kombination von Rituximab und FCM eine effektive Salvage-Therapie für 

rezidivierte follikuläre und Mantelzell-Lymphome darstellt.  

In der Arbeit von Rule et al. wurde sogar gezeigt, dass die Addition von Rituximab zu Fludarabin 

und Cyclophosphamid das Gesamtüberleben bei Patienten mit neu diagnostizierten MCL signifikant 

verbessert (von 27 zu 44,5 Monate (P=0,005)) (Rule et al., 2016). 

Emmanouilides et al. kombinierten Rituximab mit Mitoxantron und Cyclophosphamid bei Patienten 

mit indolenten NHL. Die Ansprechrate lag bei 92%. Von 27 Patienten erreichten 20 Patienten eine 

Komplettremission und 5 Patienten erreichten eine partielle Remission. (Emmanouilides et al., 

2000).  

McLaughlin et al. berichteten über eine gute Verträglichkeit der Kombination von Rituximab mit 

Fludarabin, Mitoxantron und Dexamethason bei Patienten mit rezidivierten indolenten NHL. 

(McLaughlin et al., 2000).  

In einer internationalen Phase III Studie mit 560 Patienten zeigte das Europäische MCL-Netzwerk, 
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dass die Patienten, die sechs Zyklen R-FC erhielten, ein signifikant schlechteres Gesamtüberleben 

aufweisen, als die Patienten, die acht Zyklen R-CHOP erhielten (Kluin-Nelemans et al., 2012). 

Deshalb wird das R-FC Regime aktuell nicht mehr als Primärtherapie empfohlen. 

Unter den konventionellen Chemotherapeutika erwies sich R-CHOP somit als Therapie der ersten 

Wahl bei MCL. 

Rituximab hat eine wesentliche Rolle nicht nur in der Kombination mit den konventionellen 

Chemotherapien, sondern auch als Erhaltungstherapie. Nach effektiver initialer Tumorreduktion 

nach R-FCM Regime zeigten Forstpointner et al. eine deutliche Verlängerung des progressionsfeien 

Überlebens durch die Rituximab-Erhaltungstherapie. Dabei nahm das progressionsfreie Überleben 

nach zwei Jahren von 10% auf 45% zu. (Forstpointner et al., 2006). Kluin-Nelemans et al. zeigten 

eine deutliche Verlängerung des Gesamtüberlebens durch Rituximab-Erhaltungstherapie bei 

Patienten mit MCL, die initial nach der R-CHOP-Schema therapiert wurden  (Kluin-Nelemans et 

al., 2012). 

5.3 Rituximab und molekulare Substanzen 

Als weiterer Schwerpunkt wurden in dieser Arbeit neuere Substanzen und deren Interaktion mit 

Rituximab untersucht.  

5.3.1 Rituximab und Bortezomib 

Rituximab inhibiert den NF-ĸB-Signalweg, indem er die Phosphorylierung von Komponenten in 

diesem Signalweg herunterreguliert und die Iĸ-B-Kinase Aktivität inhibiert (Jazirehi et al., 2005). 

NF-ĸB ist ein Transkriptionsfaktor, der verschiedene anti-apoptotische Gene wie z.B. Bcl-xL 

reguliert. NF-ĸB kann auch die Funktion von p53 antagonisieren und induziert Zellwachstum durch 

Bindung an die Promotor-Region von Cyclin D (Lopes et al., 1997, Bogner et al., 2003). 

Bortezomib bewirkt auch über den NF-ĸB-Signalweg eine Kaspase-Aktivierung. Über diese 

Mechanismen, kaspaseabhängig und kaspaseunabhängig, beeinflussen beide Medikamente den NF-

ĸB-Signalweg, was einen additiven Effekt dieser Kombination erwarten lässt. 

Diese Effekte bestätigten sich in dieser Arbeit. Es zeigte sich, dass die Kombination von Rituximab 

und Bortezomib in allen Zelllinien additiv war, wobei Granta-519 besonders empfindlich war. In 

den Apoptosen-Analysen zeigte sich entsprechend der diskutierten Wirkmechanismen auch eine 
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gesteigerte Apoptose-Induktion.  

In der Arbeit vom Rieken wurde eine hohe Wirksamkeit von Bortezomib in MCL-Zelllinien 

gezeigt. Die Zelllinien Granta-519, HBL-2, Rec-1, Jurkat und Karpas 422 waren mit IC 50 -Werten 

um 25±5 nM intermediär empfindlich, dagegen war Jeko-1 deutlich empfindlicher auf Bortezomib 

(Rieken, 2010). Die Zelllinie  NCEB-1 war  weitgehend refraktär. Die Heterogenität der MCL-

Zelllinien bestätigt sich auch in unserer Arbeit. Die Empfindlichkeit der Zelllinie Granta-519 

gegenüber Bortezomib war sehr ausgeprägt und bereits nach 48h nach Therapie waren nur 11% der 

Zellen vital. Im Gegensatz dazu zeigte sich unter der Behandlung der Zelllinie Rec-1 mit 

Bortezomib keine Wachstumshemmung. Die Kontrollzelllinie BALL-1 zeigte eine mittlere 

Sensibilität. 

Die unterschiedliche Empfindlichkeit der MCL-Zelllinien wurde auch in der Arbeit von Alinari et 

al. beobachtet, in der ebenfalls eine erhöhte Apoptose-Induktion durch Reduktion der NFκB-Level 

unter der Behandlung mit Rituximab und Bortezomib gezeigt wurde. Hier zeichnete sich die 

Zelllinie SP53 als sehr sensitiv aus (nur 13% vitale Zellen nach 24h) und die Zellinie Jeko-1 war am 

wenigsten sensitiv (55% vitale Zellen nach 24h) (Alinari et al., 2009). Wichtiger Unterschied im 

Vergleich zu unserer Arbeit waren die unterschiedlichen Medikamentenkonzentrationen (die 

Bortezomib-Konzentration war in der Arbeit von Alinari et al. ca. doppelt so hoch). 

Goy et al. untersuchten die Wirkung von Bortezomib als Monotherapie in Patienten mit 

rezidivierten oder refraktären Mantelzelllymphomen. Der Follow-up war 26,4 Monate. Die 

Ansprechrate lag bei 32% mit allerdings nur 8% Komplettremissionen. Die Dauer des Ansprechens 

betrug im Median 9,2 Monaten und das mediane Gesamtüberleben lag bei 23,5 Monaten. Die 

Hauptnebenwirkungen waren Neuropathie (13%) und Lymphopenie 67% (Goy et al., 2009). 

Bortezomib wurde auch in Kombination mit anderen Chemotherapeutika erforscht. Ruan et al. 

untersuchten die Interaktion zwischen Bortezomib und der Standardchemotherapie R-CHOP in 

Patienten mit primär unbehandelten MCL und DLBCL. In DLBCL lag die Ansprechrate bei 100% 

und in 86% der Patienten wurde eine Komplettremission beobachtet. Das Gesamtüberleben lag 

nach zwei Jahre bei 70%. Die Ansprechrate bei den Patienten mit MCL betrug 91%. 72% der 

Patienten waren in Komplettremission und das Gesamtüberleben nach zwei Jahre lag bei 86% 

(Ruan et al., 2011). 

Weigert et al. untersuchten eine Kombination von Bortezomib, Rituximab, Hochdosis Cytarabin 

und Dexamethason bei Patienten mit refraktären oder rezidivierenden MCL. Die Ansprechrate lag 

bei 50% und die Komplettremission 25%. Das progressionsfeie Überleben betrug 5 Monate und das 
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Gesamtüberleben 15,5 Monate. Das sind sehr gute Ergebnisse, wenn man die Tatsache 

berücksichtigt, dass die Patienten bereits mehrfach vorbehandelt waren. Allerdings handelt es sich 

um ein kleines Studienkollektiv von nur acht Patienten. Die Hauptnebenwirkungen in dieser Studie 

waren Hämototoxizität Grad III/IV und Polyneuropathie Grad III (Weigert et al., 2009). 

Eine andere kleine Studie untersuchte die Kombination von Bortezomib, Rituximab und 

Bendamustin in Patienten mit refraktären oder rezidivierenden MCL und follikulären Lymphomen. 

Die Ansprechrate in den Patienten mit MCL lag bei 71% und in den Patienten mit follikulärem 

Lymphom bei 93%. Bei dieser Kombination ist zu achten, dass häufig schwere Nebenwirkungen 

beobachtet wurden, z.B. eine Sepsis Grad V in einem Patienten. 47% der Patienten entwickelten 

eine Neuropathie (17% Grad III oder IV). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass die 

wöchentliche Gabe von Bortezomib die Rate der Neuropathie deutlich vermindert (de Vos et al., 

2009). Andere Nebenwirkungen Grad I-II waren Übelkeit (50%), Fatigue (47%), Obstipation 

(40%), und Fieber (40%) (Friedberg et al., 2011). 

Die Therapie mit Rituximab und Bortezomib wurde von Baiocchiet al. in Patienten mit rezidivierten 

und refraktären FL und MCL untersucht. Das Gesamtansprechen der MCL-Patienten betrug 29% 

(Baiocchi et al., 2011). Bessere Ergebnisse berichteten Lamm et al., für die Kombination von 

Bortezomib und Rituximab mit Dexamethason in therapierefraktären MCL-Patienten 

(Gesamtansprechen 81,3%, Komplettremission 43,8%). Allerdings handelt es sich hier um eine 

relativ kleine Studie (Lamm et al., 2011). 

Furtado et al. zeigten, dass der Zusatz von Bortezomib zu der Standardchemotherapie CHOP das 

Gesamtansprechen im Vergleich zu alleiniger CHOP-Therapie (47,8% CHOP bzw. 82,6% CHOP-

Bortezomib) signifikant verbessert. Die Rate von Komplettremissionen lag bei  21,7% (CHOP) vs. 

34,8% (CHOP-Bortezomib). Das mediane Gesamtüberleben betrug 11,8 Monate nach der Therapie 

mit CHOP im Vergleich zu 35,6 Monate nach CHOP-Bortezomib (Furtado et al., 2015). 

Vielversprechende Ergebnisse zeigt Robrak in einer Phase-III-Studie mit 487 Patienten, in der die 

Rolle von Bortezomib in der Therapie von neudiagnostizierten MCL untersucht wurde. Er verglich 

R-CHOP mit VR-CAP (bei diesem Regime wird Vincristin durch Bortezomib ersetzt). In der VR-

CAP-Gruppe lag das mediane progressionsfreie Überleben bei 24,7 Monaten versus 14,4 Monaten 

in der R-CHOP-Gruppe (Robak et al., 2015). Allerdings war das progressionsfreie Überleben der R-

CHOP-Gruppe deutlich kürzer als die publizierte Daten von Rummel et.al (31,2 Monate nach R-

CHOP) (Rummel et al., 2013). Der Unterschied im Gesamtüberleben war nicht signifikant. 

Während in den USA Bortezomib als Monotherapie zugelassen ist, suggerieren unsere Daten ein 
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Vorteil für die Kombination  mit Rituximab. Diese präklinischen Daten werden durch diese 

randomisierten Studie nachdrücklich bestätigt (Robak et al., 2015). 

5.3.2 Rituximab und Everolimus (Rad 001) 

In der Untersuchung von Everolimus (Rad 001) in Kombination mit Rituximab zeigten sich in der 

Trypanblau-Analyse ein additiver Effekt in der Zelllinie Rec-1 und ein antagonistischer Effekt in 

den Zelllinien Granta-519 und BALL-1. Das konnte auch in den Zellzyklus-Analysen eindeutig 

bestätigt werden. 

In Rec-1 wurde ein G1-Block beobachtet. In den unbehandelten Proben befanden sich 46% der 

Zellen in der G1-Phase und unter einer Behandlung mit Everolimus (Rad 001) stieg der Anteil der 

Zellen in der G1-Phase auf 53%. In der Kombination von Rituximab und Everolimus (Rad 001) 

bestand der G1-Block fort. 

Im Gegensatz dazu wurde in der Zelllinie Granta-519 keinen G1-Block beobachtet. In den 

Apoptose-Analysen zeigte sich auch keine Steigerung der Apoptose. Alle diese Ergebnisse belegen 

den Antagonismus zwischen den beiden Substanzen in dieser Zelllinie.  

In BALL-1 zeigte sich ein G1-Block, der aber durch die Kombination von Rituximab und 

Everolimus (Rad 001) aufgehoben wurde.  

Diese Erkenntnisse zeigen die Heterogenität der MCL-Zelllinien und somit die komplexen 

Zusammenhänge in der molekularen Pathogenese des Mantelzell-Lymphoms. 

Everolimus (Rad 001) verursacht somit einen G1-Block. Diesen Wirkmechanismus kann man sich 

für neue Therapiekonzepte zunutze machen, indem Everolimus (Rad 001) mit Medikamenten, die in 

der G1-Phase angreifen, kombiniert wird.  

In den Apoptose-Analysen dieser Arbeit zeigte sich wie erwartet keine nennenswerte Apoptose. 

Diese Beobachtungen bestätigt die Arbeit von Hipp et al., dessen Arbeitsgruppe ebenfalls eine 

Zellzyklusinhibition des mTOR-Inhibitors Rapamycin in drei MCL-Zelllinien NCEB-1, Jeko-1 und 

Granta-519 nachweisen konnte (Hipp et al., 2005). 

Die antiproliferative Wirkung von RAD001 in Mantelzell-Lymphom-Zelllinien wurde 2007 von 

einer in vitro Studie von Haritunians et al. untersucht (Haritunians et al., 2007). Everolimus (Rad 

001) inhibierte die Proliferation in den MCL Zelllinien Jeko 1, SP49 und NCEB1 um ca. 40- 65% 

im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle. Dieser Effekt war assoziiert mit einem G1-Block und 
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einer reduzierten Phosphorylierung von 4E-BP1. Die Kombination mit Rituximab zeigt nur in einer 

MCL Zelllinie, SP49, einen antiproliferativen Effekt. In den anderen Zelllinien, Jeko1 und NCEB1, 

wurde kein Effekt der Kombination von Everolimus (Rad 001) und Rituximab beobachtet. 

In einer Phase I/II Studie, die den Effekt von Everolimus (Rad 001) in Patienten mit 

hämatologischen Erkrankungen untersuchte, sprach keiner der vier Patienten mit MCL auf 

Everolimus (Rad 001) an (Yee et al., 2006). Dass viele von den Patienten kein Ansprechen auf 

Everolimus (Rad 001) zeigen, weist darauf hin, dass Resistenzmechanismen bestehen oder im 

Verlauf der Behandlung entstehen können. Einige dieser Mechanismen konnten in der 

Untersuchung von Rosich et al. näher charakterisiert werden (Rosich et al., 2012). Die Ergebnisse 

der Studie belegen, dass durch Inhibition der Autophagie die Resistenz auf Everolimus (Rad 001) 

überwunden werden kann. Die Autophagie ist ein selbstschützender Mechanismus der Zelle, der für 

die Aufrechterhaltung der Homöostase des intrazellulären Metabolismus sorgt (White and DiPaola, 

2009). Dieser Überlebensmechanismus wird von Tumorzellen genutzt, um den metabolischen 

Stress durch Chemotherapien zu tolerieren (Amaravadi et al., 2007, Kovacs et al., 2012). In der 

Arbeit von Rosich wurde gezeigt, dass es nach prolongierter Exposition (48h-72h) mit Everolimus 

(Rad 001) zu einer Rephosphorylierung von Akt kommt, was zu einer Resistenzbildung gegenüber 

Everolimus (Rad 001) führt. Nach Zugabe des Akt-Inhibitors Akti-1/2 kann die Resistenz auf 

Everolimus (Rad 001) in primär empfindlichen Zelllinien aufgehoben werden, nicht aber in 

unempfindlichen Zelllinien. Durch eine Ausschaltung der Autophagiegene ATG7, ATG5 und ATG3 

sowie eine Vorbehandlung mit dem Autophagieinhibitor Hydrochloroquin konnte man die Resistenz 

auf den Akt/mTOR-Inhibitor auch in den resistenten Zelllinien überwunden werden, was zu einer 

mitochondrialer Apoptose führt. 

Die Effektivität von Everolimus (Rad 001) wurde auch in einer klinischen Phase II-Studie 

untersucht. Witzig et al. untersuchten den Effekt von Everolimus (Rad 001) als Monotherapie in 

rezidivierten und refraktären NHL. Das Gesamtansprechen in den Patienten mit MCL lag bei 32%, 

in denen mit diffus großzelligen NHL bei 30% und in den Patienten mit follikulärem Lymphom bei 

38%. Auf den ersten Blick zeigen diese Ergebnisse eine moderate Wirksamkeit. Allerdings handelt 

es sich beim Studienkollektiv um ältere Patienten (medianes Alter von 70 Jahren) mit rezidivierten 

aggressiven Lymphomen, die bereits mehrmals vorbehandelt worden waren. 32% der Patienten 

hatten eine Stammzelltransplantation erhalten. (Witzig et al., 2011). 

In einer Studie, in der DLBCL-Zelllinien auf die Interaktion von Rituximab und Everolimus (Rad 

001) untersucht worden sind, zeigten sich synergistischen Effekte bzgl. eines Zellzyklusarrest sowie 

der Apoptose-Induktion (Xu et al., 2014).  
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Everolimus (Rad 001) ist als orales Therapeutikum verfügbar und hat insgesamt ein gutes 

Nebenwirkungsprofil. In einer Studie, in der 36 Patienten mit MCL eingeschlossen worden sind, 

zeigte sich ein Gesamtansprechen von 20%, mit zwei Komplettremissionen und fünf 

Partialremissionen (Renner et al., 2012). Die Hauptnebenwirkungen Grad > III waren 

hämatologischer Natur und wurden in 5% der Patienten beobachtet (11% Anämie, 11% 

Thrombozytopenie und 8% Neutropenie). Unter den nicht hämatologischen Nebenwirkungen 

standen Fatigue, orale Mucositis, Rash, Pruritus, Appetitlosigkeit, Übelkeit, Diarrhö und 

Pneumonitis in Vordergrund.  

Schreiber et al. untersuchten Everolimus (Rad 001) als  Erhaltungstherapie in Patienten mit MCL, 

die für eine intensivierte Therapie nicht geeignet waren. Das Nebenwirkungsprofil von Everolimus 

(Rad 001) wurde schlecht toleriert, sodass keiner von den Patienten die geplante Studiendauer von 

24 Monaten vollenden konnte und die Studie frühzeitig abgebrochen wurde (Schreiber et al., 2015).  

Da es in unserer Arbeit bei zwei von drei Rituximab sensitiven Zelllinien ein eindeutiger 

Antagonismus beobachtet wurde, erklärt die Ergebnisse der o.g. Studien. Daher sollte eine 

Kombinationstherapie von Rituximab und Everolimus (Rad 001) bei MCL eher zurückhaltend 

eingeschätzt werden.  

Auf der anderen Seite zeigten Ansell et al., dass die Kombinationstherapie des mTOR-Inhibitors 

Temsirolimus und Rituximab in Patienten mit rezidivierten und refraktären MCL eine 

Komplettremission von 19% und eine Partiellremission von 41% erzielen kann. Das sind 

ermutigende Ergebnisse, die darauf hinweisen, dass einige mTOR-Inhibitoren in Kombination mit 

Rituximab eine wichtige Rolle in der Therapie der rezidivierten und refraktären MCL spielen 

könnten (Ansell et al., 2011). 

5.3.3 Rituximab und Flavopiridol 

Flavopiridol ist CDK-Inhibitor, der Apoptose und Zellzyklus-Arrest in MCL induziert. 

(Venkataraman et al., 2006). 

Weiglein untersuchte den Effekt von Flavopiridol auf MCL-Zelllinien, wobei sich Jeko-1 als 

sensitive Zelllinie (42% vitale Zellen nach 24h; 39% nach 48h) und Granta-519 als unempfindlich 

(81%; 91%) in den Trypanblau-Messungen zeigten. In den Zellzyklus-Analysen kam es in Granta-

519 zu einem geringen G1/S-Block und praktisch zu keinem G2/M-Arrest (Weiglein, 2012). In 

unserer Arbeit zeigten sich ähnlichen Ergebnisse. Die Zelllinie Granta-519 zeigte eine mittlere 

Sensitivität auf Rituximab und Flavopiridol, wobei in der Kombinationstherapie ein eindeutiger 



DISKUSSION 
 

54 

 

Antagonismus beobachtet wurde. Jeko-1 war nicht empfindlich auf Rituximab, sodass in dieser 

Zelllinie die Kombinationstherapie mit anderen Medikamenten nicht untersucht wurde. In den 

Apoptose-Analysen zeigte sich in Granta-519 wie zu erwarten kein nennenswerter Apoptose-

Anstieg. In den Zellzyklus-Analysen wurde kein G1-Block beobachtet sowie keine nennenswerte 

Verschiebungen in der S-Phase.  

Bei den Trypanblau-Messungen zeigten sich unter der Kombination von Rituximab und 

Flavopiridol additive Effekte in den Zelllinien Rec-1und BALL-1. Das spiegelte sich auch in den 

Apoptose-Analysen wieder. In BALL-1 wurde sowohl eine Vermehrung der frühapoptotischen als 

auch der spätapoptotischen Zellen unter der Kombination der beiden Medikamente beobachtet. Im 

Zellzyklus kam es zu keinem G1-Block. Über einen G1/S Arrest und gesteigerte Apoptose bei der 

MCL-Zelllinie Jeko-1 wurde in den Arbeiten von Weiglein und Ventkataraman berichtet (Weiglein, 

2012, Venkataraman et al., 2006). Dieser Effekt konnte in unserer Arbeit nicht bestätigt werden. 

Aus den oben beschriebenen Ergebnissen wird ersichtlich, dass die Induktion eines 

Zellzyklusarrests oder Apoptose  in direkten Zusammenhang mit der individuellen Empfindlichkeit 

der Zellen auf Flavopiridol steht. 

Im Jahr 2003 wurde die Wirkung von Flavopiridol als Monotherapie in Patienten mit unbehandelten 

und rezidivierten Mantelzelllymphomen getestet (Kouroukis et al., 2003). Dabei zeigte sich eine 

moderate Aktivität von Flavopiridol. Es wurde keine Komplettremission beobachtet. Die Rate der 

Partiellremission lag bei 11% und bei 71% der Patienten kam es zu einer stable disease. In 18% der 

Patienten kam es zur Progression der Erkrankung. Die Dauer des Ansprechens betrug nur 3,3 

Monate. Die Hauptnebenwirkungen waren Diarrhoe, Übelkeit, Erbrechen und Fatique. Die 

hämatologische Toxizität war moderat. Diese am Anfang enttäuschenden Ergebnisse erklären sich 

dadurch, dass das benutzten Applikationsschema direkt von den in vitro Versuchen abgeleitet 

wurde. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die Bindungsaffinität von Flavopiridol für das in 

vitro verwandten Kalbserum viel niedriger ist als im humanen Serum (Byrd et al., 1998). 

Entsprechend führte ein optimiertes Applikationsschema zu deutlich besseren Ergebnissen. Jones et 

al. behandelten in einer kleinen Studie Patienten mit NHL mit Flavopiridol (Jones et al., 2013). Das 

Gesamtansprechen lag bei 26%, mit 14% partiellen Remissionen. Trotzdem war die klinische 

Aktivität von Flavopiridol als Monotherapie eingeschränkt. Die Dauer des Ansprechens betrug nur 

6 Monate. 

In einer Phase I-Studie wurde ein klinischer Benefit (26%) mit der Behandlung mit Flavopiridol 

von refraktären und rezidivierenden NHL-Patienten erzielt, darunter MCL-Patienten (Jones et al., 
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2014). Nach 6 Zyklen der Therapie erreichten 14% der Patienten partielle Remission.   Die 

geschätzte mittlere Dauer des Ansprechens betrug ca. 6 Monate. 

Vielversprechende Ergebnisse zeigten sich für die Kombination von Flavopiridol mit Rituximab 

und Fludarabin. In einer Studie, die Patienten mit MCL, indolente B-NHL und CLL eingeschlossen 

hat, zeigte sich ein Gesamtansprechen von 82% mit 50% Komplettremission (Lin et al., 2010). Bei 

80% der Patienten handelte es sich um MCL. Alle MCL-Patienten wiesen ein niedriges Risiko auf 

(MIPI Index). Das mediane progressionsfreie Überleben in dieser Studie lag bei 25,6 Monaten. 

Bemerkenswert ist, dass das mediane progressionsfreie Überleben der Patienten mit klassischem 

MCL bei 35,9 Monate lag. In dieser Studie wurde eine deutliche Hämatotoxizität beobachtet mit 

68% Leukopenie Grad 3-4 (26% Infektionen), 61% Anämie und 45% Thrombozytopenie, die aber 

gut beherrschbar waren. Diese signifikante Hämatotoxizität schränkt den klinischen Einsatz dieser 

Kombinationstherapie allerdings in älteren Patienten ein.  

In einer anderen Phase 1-Studie wurde ein Gesamtansprechen in 44% in Patienten mit rezidivierten 

oder refraktären B-Zellneoplasmen, inklusive MCL beobachtet, bei der Flavopiridol und 

Bortezomib kombiniert wurde (Holkova et al., 2011). Der synergistische Effekt von beiden 

Substanzen ist dadurch zu erklären, dass sowohl Flavopiridol als auch Bortezomib das NF-ĸB 

Signalweg inhibieren (Takada and Aggarwal, 2004). 

Stephens at al. zeigten in einer kleinen Studie mit 9 Patienten mit Hochrisiko CLL 

vielversprechende Ergebnisse mit der Kombination von Rituximab, Flavopiridol und 

Cyclophosphamid (Stephens et al., 2013). Sieben von neun Patienten sprachen an, davon drei mit 

einer Komplettremission, ein Patient hatte eine stable disease und nur in einem Patienten schritt die 

Krankheit fort. 

Unsere Ergebnisse belegen ebenfalls, dass die Kombinationstherapie von Rituximab und 

Flavopiridol eine gute Behandlungsoption für die Therapie von rezidivierten MCL darstellen 

könnte. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Da das Mantelzelllymphom durch seine schlechte Prognose charakterisiert ist, ist es wichtig die 

Aktivität von neuen Substanzen zu prüfen, um die zukünftigen Therapieoptionen zu verbessern. In 

der vorliegenden Arbeit wurde die Interaktion von Rituximab mit einzelnen konventionellen 

Chemotherapeutika sowie molekularen Substanzen überprüft. 

Die einzelnen Kombinationen von Rituximab mit Fludarabin, Mitoxantron, sowie mit Bortezomib 

zeigten additive Effekte bei allen Zelllinien. Dieser Wirkmechanismus ist auf die gesteigerte 

Apoptose-Induktion zurückzuführen, wenn diese Substanzen mit Rituximab kombiniert werden. 

Diese Ergebnisse suggerieren, dass Kombinationstherapien auch von Vorteil für die klinische 

Behandlung von MCL sind. 

Auch bei der Kombinationstherapie von Rituximab und Everolimus (Rad 001) zeigten sich zum Teil 

additive und zum Teil antagonistische Effekte. In den Apoptosen-Analysen wurden keine 

nennenswerten Veränderungen beobachtet. Diese Ergebnisse sind auf Veränderungen im  Zellzyklus 

zurückzuführen. So konnte bei den Zelllinien mit  additiven Effekten einen G1-Block im Zellzyklus 

beobachtet werden. Im Gegensatz dazu kam es bei den Zelllinien mit antagonistischen Effekten zu 

keinem G1-Block bzw. der von Everolimus (Rad 001) induzierte G1-Block wurde in der 

Kombinationstherapie mit Rituximab aufgehoben. In der Zusammenschau der o.g. Ergebnisse ist 

die Empfehlung für die Kombinationstherapie von Rituximab und Everolimus (Rad 001) bei MCL 

zurückhaltend zu bewerten. Allerdings zeigte sich in der Literatur, dass die Kombinationstherapie 

von einem anderen mTOR-Inhibitor, Temsirolimus, und Rituximab in Patienten mit rezidivierten 

und refraktären MCL von Vorteil sein kann.  

Bei der Kombinationstherapie von Rituximab und Flavopiridol wurden zum Teil additive und zum 

Teil antagonistische Effekte beobachtet. Bei den additiven Effekten zeigte sich ebenfalls gesteigerte 

Apoptose-Induktion. Bei den antagonistischen Effekten wurde dagegen keine erhöhte Apoptose 

beobachtet, aber auch keine nennenswerten Änderungen in den Zellzyklus-Analysen. Um jedoch 

die Mechanismen des beobachteten Antagonismus in einigen Zelllinien näher zu charakterisieren, 

sind weitere Untersuchungen  benötigt.  
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7 ABKÜRZUNGEN 

4EBP1 eukaryotischen Elongationsfaktor 4E Bindungsprotein 1 

 

ADCC antikörperabhängige, zellvermittelte Zytotoxizität (antibody-

dependent cellmediatedcytotoxicity) 

 

Abb. Abbildung 

 

Akt Proteinkinase B 

 

Akti-1/2 Proteinkinase B-Inhibitor 1/2 

 

AML akute m 

yeloische Leukämie 

 

ATM Ataxie-Teleangiektasie-Mutation 

 

ATCC American Type Culture Collection 

 

ATG Autophagiegen 

 

Bax Bcl-2 associated x protein 

 

Bcl-1 B-cell-lymphoma 1 

 

Bcl-2 B-cell-lymphoma 2 

 

Bcl-xL B-cell leukemia/lymphoma x L 

 

BH3 Bcl-2 homolgy 3 domain 

 

BRCA1 Breast Cancer 1 

 

CCL chronisch lymphatische Leukämie 

 

CD cluster of differentiation 

 

CDC Komplement-vermittelte Zytotoxizität (complement-

dependent cytotoxicity) 

 

CDK cyclin-dependent kinase 

 

CHOP Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednisolon 

 

CHVP-αINF Cyclophosphamid, Adriamycin, Etoposid und Prednisolon 

plus interferon-alpha2a 

 

CVP Cyclophosphamid, Vincristin und Prednisolon 
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D Deutschland 

 

DHAP Dexamethason, Ara-C und Cisplatin 

 

DLBCL Diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom 

 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

 

E2F E2-Promotor Binding Factor 

 

EBV Epstein-Barr-Virus 

 

ERK1/2 extracellular receptor kinase 

 

EU Europäische Union 

 

FACS Durchflusszytometrie (Fluoreszens Activated Cell Sorter) 

 

FC Fludarabin und Cyclophosphamid 

 

FCM Fludarabin, Cyclophosphamid und Mitoxantron 

 

Fc-Region konstantes Antikörperfragment (fragment constant) 

 

FKS Fetales Kälberserum 

 

FL follikuläres Lymphom 

 

FR Frankreich 

 

Ig G Immunglobulin G 

 

Ig M Immunglobulin M 

 

Ig D Immunglobulin D 

 

Ig H schwere Immunglobulinkette (immunglobulin heavy chain) 

 

I-ĸB Inhibitor von kappaB 

 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

 

MCL Mantelzelllymphom (mantle cell lymphom) 

 

Mcl-1 myeloid cell leukaemia 1  

 

MCP Mitoxantron, Chlorambucil, Prednisolon 

 

MDM2 myeloid cell leukaemia 1 

 

min Miniten 
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MIPI Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index 

 

ml Milliliter 

 

mTOR mammalian target of rapamycin  

 

mTOR C1 mammalian target of rapamycin complex 1 

 

mTOR C2 mammalian target of rapamycin complex 2 

 

µg Mikrogramm 

 

µl Mikroliter 

 

NF-ĸB nukleärer Faktor-kappaB (nuclear factor-kappa B) 

 

NHL Non-Hodgkin-Lymphom 

 

nM nanomolar 

 

p16 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A 

 

p21 cyclin-dependent kinase inhibitor 1  

 

p27 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B  

 

p38 mitogen-activated protein kinase-Inhibitor 

 

p53 Tumorsuppressor-Gen, lokalisiert auf dem kurzen Arm des 

Chromosoms 17 

 

PI3-Kinase Phosphatidylinositol-3-Kinase 

 

Rb Retinoblastom-Protein 

 

R-CHOP Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, 

Prednisolon 

 

R-DHAP Rituximab, Dexamethason, Ara-C und Cisplatin 

 

REAL Revised European American Lymphoma 

 

R-FC Rituximab, Fludarabin und Cyclophosphamid  

 

R-FCM Rituximab, Fludarabin, Cyclophosphamid und Mitoxantron 

 

R-Hyper-CVAD Rituximab, Cyclophosphamid, Vincristin, Adriamycin, 

Dexamethason und Hochdosis Metotrexat und Cytarabin 

 

RNA-se Ribonukleasen 
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RPMI Rosewell Park Memorial Institute 

 

SOX11 sex determining region Y-box 11 

 

SZT Stammzelltransplantation  

 

US FDA U.S. Food and Drug Administration 

 

WHO Weltgesundheitsorganisation 
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