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1. Einleitung 

1.1. Non Hodgkin Lymphome 

1.1.1. Inzidenz und Ätiologie der Non Hodgkin Lymphome 

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) bilden eine heterogene Gruppe von Neoplasien des 

lymphatischen Gewebes, die vom B-oder T-Zell-System ausgehen. Diese werden als maligne 

Lymphome bezeichnet. Es werden Vorläufer- und reife Neoplasien des lymphatischen 

Systems unterschieden. Die malignen Lymphome gehören heute weltweit zu den zehn 

häufigsten malignen Erkrankungen und ihre Häufigkeit hat besonders in der westlichen Welt 

stark zugenommen 31. Dabei verdoppelte sich die Inzidenzrate und die Mortalitätsrate stieg 

um ca. 45 Prozent 31. Trotz intensiver Forschung und vieler verschiedener Studien ist die 

Ätiologie bislang nicht vollständig klar. Eine mögliche Ursache der frühen Tumorgenese 

stellen fehlerhafte Reaktionen lymphatischer Zellen gegen spezifische Antigene dar. 

Gesichert ist, dass das Risiko, ein NHL zu entwickeln, mit der Schwächung des 

Immunsystems ansteigt, wie bei Immunsuppression, nach Organtransplantation oder nach 

HIV-Infektion. Auch berufliche Exposition mit Chemikalien, wie Herbiziden oder 

organischen Lösungsmitteln, steigert das Risiko 56. Weiter sind bestimmte Viren, wie z.B. das 

Epstein-Barr-Virus oder das humane T-cell-lymphoma-virus I (HLTV-1), wahrscheinlich für 

die Entwicklung bestimmter Lymphomentitäten mitverantwortlich 77. In letzter Zeit konnten 

chromosomale Veränderungen (Mutationen), wie z.B. die Translokation des bcl-2 Gens (t14; 

18), als wichtiger Faktor für die Entstehung vieler NHL identifiziert werden 81. 

1.1.2. Klassifikation der Non Hodgkin Lymphome 

Über Jahrzehnte standen sich konkurrierende und kaum vergleichbare Einteilungen der 

malignen Lymphome gegenüber, wobei die Kiel-Klassifikation im deutschsprachigen Europa 

und die „Working Formulation” vornehmlich in den USA Anwendung fand. Anfang der 90er 

Jahre wurde eine internationale Klassifikation geschaffen, die sogenannte Revised-European-

American-Lymphoma- (REAL-)Klassifikation. Hierbei wurden auch immunophänotypische 

und molekulargenetische Merkmale herangezogen 53. Die REAL Klassifikation wurde durch 

ein internationales Pathologengremium aktualisiert und zum vierten Mal überarbeitet 131. 
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1.1.3. Therapie der Non Hodgkin Lymphome 

Es gibt für die verschiedenen Formen der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) eine Reihe von 

Behandlungsmethoden. Häufig wird eine Kombination verschiedener Therapien miteinander 

gewählt, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Diese Kombinationen sind für jedes Lymphom 

unterschiedlich, so dass man nicht von einem generellen Standard in der Therapie der Non-

Hodgkin-Lymphome sprechen kann. Es lassen sich jedoch zwei Gruppen voneinander 

abgrenzen, welche einen unterschiedlichen Krankheitsverlauf, eine andere Prognose und 

verschiedene Therapieansätze haben.  

 Therapie der indolenten oder niedrigmalignen Lymphome 

Die indolenten Lymphome werden auch als niedrigmaligne Lymphome bezeichnet, wachsen 

langsam und nehmen einen chronischen Verlauf. Sie machen ca. 70% der Lymphome aus und 

sind morphologisch durch kleine reife Lymphozyten gekennzeichnet. Indolente Lymphome 

lassen sich durch eine Behandlung zurückdrängen, aber ein kurativer Ansatz ist selten. Nur 

die lokalisierten Stadien I, II und IIIA nach der modifizierten Ann-Arbor Klassifikation 

werden mit kurativer Intention bestrahlt 122. Retrospektiv und prospektiv durchgeführte 

Studien zeigten ein Gesamtüberleben von 80-100% nach 5 Jahren, nach 10 Jahren waren 50% 

weiter krankheitsfrei 130 147. Bei den fortgeschrittenen indolenten Lymphomen (Stadien IIIb 

bis IV) ist eine Heilung in den meisten Fällen nicht möglich. Daher kann bei Patienten, 

welche keine Beschwerden und eine ausreichende Hämatopoese haben, zunächst eine 

abwartende Haltung hinsichtlich einer chemotherapeutischen Behandlung vertreten werden 

(watch and wait). Eine Therapie wird erst beim Vorliegen von Komplikationen, wie 

Zytopenien oder einer vorliegenden B-Symptomatik, begonnen. Neben klassischer 

zytostatischer Therapie konnten auch Interferone und Purinanaloga anhaltende 

Vollremissionen bei indolenten Lymphompatienten erzielen 97 49. Die entscheidende 

Verbesserung der Therapie indolenter Lymphome brachte jedoch die Einführung des 

monoklonalen Antikörpers Rituximab. Dieser wird in Form einer kombinierten Immuno-

Chemotherapie verwendet. In mehreren randomisierten Studien zeigte sich dabei ein 

signifikant verlängertes progressionsfreies Überleben der Patienten, welche zusätzlich mit 

Rituximab behandelt wurden 59 24. Dabei ist das progressionsfreie Überleben und die 

Ansprechrate durch Gabe von Rituximab sowohl in der Primärtherapie, als auch in der 

Therapie des Rezidives eines follikulären Lymphoms signifikant erhöht 122. Heutzutage ist die 

Kombinationstherapie mit Rituximab Standard in der Behandlung der indolenten NHL. 
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 Therapie der aggressiven Non-Hodgkin-Lymphome 

Auf der anderen Seite werden einige Subtypen zur Gruppe der hochmalignen (also aggressiv 

verlaufende) Non-Hodgkin-Lymphome zusammengefasst. Die hochmalignen Lymphome 

sprechen besser auf die Behandlung an als niedrigmaligne NHL. Sie können mit einer 

Kombinationschemotherapie auch in fortgeschrittenen Stadien wirkungsvoll bekämpft 

werden. Durch Chemotherapie können in frühen Stadien komplette Remissionen in fast allen 

Fällen und selbst in fortgeschrittenen Stadien bei rund 60% der Patienten erreicht werden. Die 

Therapiestrategie der hochmalignen Lymphomen ist grundsätzlich kurativ ausgerichtet, das 

bedeutet, eine Heilung wird zunächst durch das Erreichen einer Vollremission angestrebt. Die 

Standardchemotherapie erfolgte bisher nach dem CHOP-Schema, das aus den Zytostatika 

Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon besteht 122. Erstmals beschrieb 

McKelvey 1976 die Kombinationschemotherapie mit Cyclophosphamid bei fortgeschrittenen 

NHL 94. Diese Standard Therapie wurde über 25 Jahre verwendet, allerdings sprachen nur 

40% mit einer kompletten Remission an 38 18. Versuche die Therapie durch Zugabe anderer 

zytotoxischer Agentien zu verbessern brachten lange Zeit keinen signifikanten Erfolg 38. Erst 

die Einführung des  Antikörpers Rituximab in die therapeutischen Regime der NHL 

Behandlung brachte signifikante Verbesserungen der Ansprechraten, des progressionsfreien 

und des Gesamtüberlebens. Die klinischen Daten sind ausführlich in 1.2.4 dargestellt. 

1.2. Der monoklonale Antikörper Rituximab  

1.2.1. Allgemeines und Entwicklung der monoklonalen Antikörper 

Durch die Entdeckung der Technologie zur Herstellung monoklonaler Antikörper durch 

Milstein und Köhler Anfang der 70er Jahre gelang ein entscheidender Schritt in der passiven 

Immuntherapie, welcher für die Hämato- Onkologie von enormer Bedeutung war 78. Da 

Lymphome eine Vielzahl Antigene exprimieren, welche nicht ubiquitär auf anderen lym-

phatischen Zellen vorkommen, eignen sich diese besonders für die gezielte Therapie mit Anti-

körpern. Die zytotoxische Wirkung können monoklonale Antikörper auf dreierlei Weise 

entfalten: Durch Apoptose, über eine Komplement-vermittelte Zytolyse (CDC) oder eine 

Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität (ADCC). Als Strukturen für die gezielte 

Antikörpertherapie gegen Lymphomzellen sind Oberflächenantigene wie CD5 CD19, CD20, 

CD25 oder CD52 geeignet 39.  
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1.2.2. Das CD20-Oberflächenantigen als Ziel einer Immuntherapie 

CD20 ist eines der ersten humanen Differenzierungsantigene, welches mit Hilfe 

monoklonaler Antikörper auf der Oberfläche von menschlichen Zellen nachgewiesen werden 

konnte 129. Es ist ein membranständiges nicht-glykosyliertes Phosphoprotein, welches auf der 

Oberfläche von reifen B-Zellen und B-Zell-Vorläufern exprimiert wird, auf Stammzellen und 

Prä-prä-B-Zellen aber fehlt. Differenziert eine normale B-Zelle zu einer Antikörper 

produzierenden Plasmazelle, so geht es verloren. Das menschliche Gen für das CD20-Antigen 

ist auf Chromosom 11q12-q13 lokalisiert 133. Das CD20-Molekül besteht aus vier 

transmembranösen Anteilen, wobei sowohl das Amino-, als auch das Carboxylende des 

Proteins intrazellulär liegt. Nur ein kleiner Teil des Proteins liegt extrazellulär 136. Die genaue 

Funktion des CD20-Antigens ist noch immer nicht vollständig geklärt, doch Untersuchungen 

weisen darauf hin, dass es bei der Regulation von Wachstum, Differenzierung und 

Proliferation aktivierter B-Lymphozyten eine große Rolle spielt 132 134. Press et al. konnten 

zeigen, dass sich das CD20-Antigen besonders für eine Immunotherapie eignet, weil es nur 

eine geringe Internalisierungsrate nach Bindung des Antikörpers aufweist 111 112. 

Die Struktur des CD20-Antigens gibt Hinweise, dass es sich um einen Ionenkanal handelt. 

Mehrere Arbeitsgruppen konnten einen Zusammenhang zwischen dem CD20-Antigen und 

der intrazellulären Calciumkonzentration herstellen 7 42. So führt die Bindung eines 

Antikörpers an CD20 zu einer Aktivierung der Tyrosin- und Serin/Tyreonin-Kinasen, welche 

dann zu einer Thyrosinphosphorylierung der Phospholipase C und zu einem Anstieg des 

[Ca2+]i  führt 29. Die Arbeitsgruppe um Shan konnte zeigen, dass bei gleichzeitiger Bindung 

eines zweiten Anti-IgG-Antikörpers an den Fc-Teil des CD20- Antikörpers (hypercross-

linking), die intrazelluläre Calciumkonzentration soweit angehoben werden konnte, dass 

Apoptose eintrat 124. Monoklonale CD20-Antikörper zeigen verschiedene Effekte auf den 

Zellzyklus und damit auf die Proliferation von B-Lymphozyten nach Bindung an das CD20-

Antigen. So stimuliert der monoklonale CD20-Antikörper 1F5 den Übertritt von der G0 in die 

G1 Phase, während ein anderer Antikörper (B1) den Übertritt von der G1-Phase des Zellzyklus 

in die S/G2+M-Phase erst nach mitogener Stimulation inhibiert 48 135. 

1.2.3. Struktur und Wirkung des Antikörpers Rituximab 

Rituximab ist ein monoklonales, gentechnisch hergestelltes IgG1 Kappa-Immunglobulin, 

welches aus einer variablen Maus- und einer konstanten humanen Region besteht. Es gehört 
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damit in die Gruppe der chimären Antikörper, die den Vorteil gegenüber rein murinen 

Antikörpern besitzen, weniger immunogen zu sein. Außerdem haben chimäre Antikörper den 

Vorteil, dass aufgrund der humanen Fc-Region eine effektive Aktivierung des menschlichen 

Immunsystems möglich ist, während bei rein murinen Antikörpern z.B. eine 

Komplementbindung nicht möglich ist. Rituximab ist ein glykosyliertes Protein, welches aus 

1328 Aminosäuren besteht und ein Molekulargewicht von 144 Kilodalton aufweist. 

Rituximab bindet spezifisch an das CD20- Antigen, das von mehr als 90 % aller B-Zell-NHL 

exprimiert wird. Der exakte Wirkungsmechanismus ist noch unklar, doch haben in vitro-

Studien gezeigt, dass Rituximab humanes C1q binden kann und so in der Lage ist, 

Komplement-vermittelte Lyse zu induzieren 115 68. Außerdem ist Rituximab in der Lage, in 

Anwesenheit immunkompetenter humaner Effektorzellen Antikörper-vermittelte zelluläre 

Zytotoxizität zu vermitteln 115. Weiterhin ist Rituximab bei einigen B-NHL-Zellinien in der 

Lage direkt Apoptose zu induzieren 87. Weitgehend ungeklärt ist auch die Fähigkeit von 

Rituximab die Empfindlichkeit primär resistenter humaner Lymphomzellinien gegenüber dem 

zytotoxischem Effekt von Ricin, VP-16 und Adriamycin zu erhöhen 30. Bis dato besteht kein 

Marker oder Prädiktor für das Ansprechen eines Patienten auf den Antikörper Rituximab 127. 

1.2.4. Klinischen Daten zur Therapie mit Rituximab 

Die Therapie der NHL wurde durch den Anti-CD20 Antikörper Rituximab entscheidend 

verbessert. Dabei profitierte sowohl die Therapie der indolenten, als auch die der aggressiven 

Lymphome. Für die Therapie der niedrigmalignen Lymphome (FL) mit Rituximab konnte in 

einer Reihe von Studien eine signifikante Verbesserung der Remissionen und des 

Gesamtüberlebens nachgewiesen werden 88 89. Diese Erfolge konnten in nachfolgenden 

Studien bestätigt werden 36 54 55. Dabei konnten z.B. Czuczman et al. bei Patienten mit 

niedrigmalignen NHL eine Gesamtansprechrate von 95 % mit 55 % CR und 40 % PR 

nachweisen 25. Wie schon beschrieben revolutionierte der Antikörper Rituximab ebenfalls die 

Therapie der hoch malignen Lymphomentitäten. So konnte die Zugabe von Rituximab zu dem 

klassischen Schema CHOP die Rate an kompletten Ansprechen und das Gesamtüberleben der 

Patienten mit diffus großzelligen Lymphomen signifikant verbessern 35. Bei den diffus 

großzelligen Lymphomen konnte die Kombination von Rituximab mit konventioneller 

Chemotherapie (CHOP-Schema) bei unbehandelten Patienten mit einem fortgeschrittenen 

hochmalignen NHL in klinischen Studien von 33 Patienten bei 20 Patienten eine CR, bei 11 

Patienten eine PR nachweisen 149. Coiffier et al. fanden ebenfalls in einer Studie mit 
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insgesamt 399 älteren Patienten mit diffus großzelligen B-Zell- Lymphomen (DLCL) eine 

signifikant höhere CR bei den Patienten, die mit CHOP und Rituximab behandelt wurden (76 

% versus 63 %, P = 0,005) 20. So konnte also die Therapie in Kombination mit dem 

Antikörper eine signifikante Verbesserung des Gesamtüberlebens erreichen (siehe Abb. 1). 

Auch Patienten mit Mantelzelllymphomen profitierten von der kombinierten 

Immunochemotherapie mit Rituximab. Das Mantelzelllymphom macht 5-10% aller 

Lymphome in Amerika und Europa aus 71 96 und hat eine der schlechtesten Prognosen der B-

Zell Lymphome, da es sich durch eine schlechte Sensitivität für Chemotherapeutika 

auszeichnet 43. Durch die Zugabe von Rituximab konnte die Prognose entscheidend verbessert 

werden. Die mit R-CHOP behandelte Gruppe der Mantelzelllymphom Patienten zeigte 

signifikant höhere Response Raten und eine höhere Rate an vollständigen Remissionen 82. In 

einer großen Metaanalyse konnte bewiesen werden, dass Rituximab einer alleinigen 

Chemotherapie im Bezug auf das Gesamtüberleben deutlich überlegen ist 123.  

 Unerwünschte Arzneimittelwirkungen von Rituximab 

Die Nebenwirkungen, die mit Rituximab in Verbindung gebracht werden, treten überwiegend 

während der ersten Infusion auf. Häufig wurden grippeähnliche Symptome beobachtet, aber 

auch allergische Reaktionen 88. Unter der Therapie mit Rituximab mit 375 mg/m2 kam es zu 

akuten Tumor-Lyse-Syndromen mit lebensbedrohlichen Komplikationen, bis zum 

Multiorganversagens 75 154. Die Ursachen für das Auftreten von Nebenwirkungen sind bisher 

nicht vollständig geklärt. Diskutiert wird ein „cytokine release Syndroms“, eine Assoziation 

zwischen der im Blut zirkulierenden Menge an Tumorzellen und der nach Erstinfusion 

auftretenden Nebenwirkungen oder eine starke Komplement-vermittelte Zelllyse 153 11 75. 

Kürzlich wurden auch mehrere Fälle einer Progressiven multifokalen Leukenzephalopathie 

(PML) nach Rituximab in Kombination mit anderen Therapeutika beobachtet 5 40. 

  

Abb. 1  CHOP vs. R-CHOP bei Diffus großzelligen Lymphomen 20 
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1.3. Mechanismen des Antikörper induzierten 

Zelltodes 

Wie schon beschrieben wurde, kann der monoklonale Antikörper Rituximab seine 

zytotoxische Wirkung über drei verschiedene Wege vermitteln, durch Apoptose, über eine 

Komplement-vermittelte Zytolyse (CDC) oder eine Antikörper-vermittelte zelluläre 

Zytotoxizität (ADCC). Dabei ist sowohl der exakte Mechanismus als auch die Relevanz der 

einzelnen Bestandteile und Wege bis dato unklar 4 22 91. In vitro Studien haben gezeigt, dass 

Rituximab humanes C1q binden kann und so in der Lage ist, Komplement-vermittelte Lyse zu 

induzieren 115 68. Weiterhin konnten Reff et al. nachweisen, dass Rituximab in Gegenwart 

immunkompetenter humaner Effektorzellen die Antikörper-vermittelte zelluläre Zytotoxizität 

auslöst 115 16. 

Andere Arbeitsgruppen, z.B. Maloney et al., konnten zeigen, dass Rituximab bei einigen B-

NHL-Zellinien in der Lage ist, direkt Apoptose zu induzieren 87. Abb. 2 zeigt die von der 

malignen B-Zelle ausgehenden Reaktionen die nach Bindung des Antikörpers folgen. Im 

folgenden sollen die Grundzüge der einzelnen Wege kurz dargestellt werden.  

Antikörper

Freisetzung von inflammatorischen 
Faktoren (z.B. IFN-γ)

ADCC

NK ZelleNK ZelleNK Zelle
Fc Receptor

(Fcγ RIII)
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H20, Ionen,
Granzyme

Lyse

B Zelle

Apoptose

CDC

C1
C1q
C1s
C1r

Pores
(8-18 C9s)

H20,
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Lyse

C1
C1q
C1s
C1r

Pores
(8-18 C9s)

H20,
ions

C1
C1q
C1s
C1r

C1
C1q
C1s
C1r

Poren
(8-18 C9s)

H20,
Ionen

Fc Region
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Intrinsischer Weg

Extrinsischer Weg

Caspase 9

Caspase 8

Aktive 

Caspase 3,6,7
Proteolyse

Abbau Lamin und Actin
Phagozytose

 
Abb. 2 Wege des Rituximab induzierten Zelltodes 
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1.3.1. Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC) 

Unter ADCC (Abkürzung für antibody dependent cellular cytotoxicity), versteht man die 

Reaktion von natürlichen Killerzellen (NK) mit antikörperbeladenen Ziel-Zellen (Antigenen 

oder Pathogenen). Zunächst kommt es zu einer Bindung des Antikörpers an das 

Oberflächenantigen der Zielzelle. Der IgG Teil des gebundenen Antikörper wird von 

spezifischen Zellen, wie Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen), neutrophilen Granulozyten, 

Makrophagen, sowie Monozyten, erkannt. Nach Bindung der Zellen am Antikörper kommt es 

zur Freisetzung lytischer Granula und zur Zerstörung der Zielzelle durch programmierten 

Zelltod oder Lyse. Rituximab bindet also an das CD20 Oberflächenantigen der Zielzelle. Der 

humane IgG1 Fc- Teil von Rituximab wird von den spezifischen Zellen mit Hilfe deren Fc γ -

Rezeptoren (bzw. Fc-RIII) erkannt 113. Bei einigen Patienten mit B-NHL Erkrankung konnte 

eine Mutationen im Fc-RIIIa Gen nachgewiesen werden. Diese zeigten ein vermindertes 

Ansprechen auf die Therapie mit Rituximab 12. Die Fc-Rezeptoren gehen eine Bindung mit 

dem IgG1 Fc-Teil des Antikörpers ein, was zu einer Freisetzung von Perforinen, Granzymen 

und von Tumornekrosefaktor (TNF) führt, und somit zum Tod der entarteten B-Zelle 37 150 76. 

1.3.2. Complement Dependent Cytotoxicity (CDC) 

Nach Bindung von Rituximab an den CD20 Rezeptor konnten einige Autoren in einem in 

vitro Modell eine Induktion von Komplement-vermittelter Lyse beobachten 115 68. Auch die 

Komplement abhängige Zytotoxizität (CDC) spielt eine essentielle Rolle in der Vermittlung 

der Wirkung von Rituximab. Wie bedeutend dieser Weg allerdings ist, war bisher unklar. Im 

folgenden soll die CDC kurz erläutert werden. Das menschliche Komplementsystem ist Teil 

der humoralen Immunantwort des Menschen und besitzt die Aufgabe körperfremde und 

körpereigene Fremdstoffe unschädlich zu machen. Bestandteile des Komplementsystems sind 

viele verschiedene hitzeempfindliche Plasmaproteine, welche eine Kaskade verschiedener 

Faktoren bilden 74. Das Komplementsystem kann auf zwei unterschiedlichen Wegen aktiviert 

werden. Beide Wege münden zusammen in der Bildung einer C3-Konvertase, welche die 

Komponente C3 in die kleine C3a-Untereinheit und in die große C3b-Einheit spaltet 66. Die 

Aktivierung der Komplementkaskade endet in der Bildung eines Membranangriffskomplex 

(MAC), der durch Porenbildung in der Zellmembran zu Lyse der Zelle führt 3. Einige 

Komplementfaktoren können auch direkt an Bakterien oder Fremdstoffe binden und diese für 

die Phagozytose opsonieren 74. Der C1-Komplex bildet den ersten Komplementfaktor bei der 
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Aktivierung der Komplementkaskade im klassischen Weg. Er besteht aus den Komponenten 

C1q und den beiden Serinproteasen C1r und C1s 74. In vitro- Versuche haben gezeigt, dass 

Rituximab humanes Komplement bindet und Fc-Rezeptortragende Zellen aktivieren kann 115 
47. Im Fc-Teil von Rituximab befinden sich mehrere Regionen, die menschliches C1q binden 

können 68 69. So wird vermutet, dass es nach Bindung von C1q an den Fc-Teil von Rituximab 

zur Aktivierung der Komplementkaskade und zur Zerstörung der Lymphomzellen kommt 69. 

1.3.3. Der programmierte Zelltod -Apoptose 

Pedersen et al. konnten nach Stimulation von Zellen einer chronisch lymphatischen B-Zell 

Leukämie mit Rituximab ebenfalls eine Induktion der Apoptose nachweisen 107. Auch andere 

Arbeitsgruppen wie Mathas et al. oder Byrd konnten in vitro und in vivo die Aktivierung der 

Apoptose nach Rituximab zeigen 93 10. Die Apoptose wird auch als programmierter Zelltod 

bezeichnet und stellt einen äußerst wichtigen physiologischen Prozess in der 

Gewebsentwicklung und Homeostase dar 34. Spezifische Proteasen, Caspasen, steuern diese 

und vermitteln die apoptotischen Signale. Der Begriff Caspase ist die Kurzform für das 

englische Cysteine-Aspartate-Protease. Diese bilden Reaktionskaskaden, welche zum Zelltod 

führen. Man unterscheidet einen extrinsischen, der mit der Aktivierung der Caspase 8 

assoziiert ist, und einen intrinsischen Weg, welcher über die Caspase 9 reguliert wird. Als 

Effektor fungiert die Procaspase 3, die in die aktive Caspase 3 überführt wird. Dabei werden 

die inaktiven Proformen durch Abspaltung der Pro-Domänen in aktive Caspasen 

umgewandelt. Als Gegenspieler der Caspasen agieren Bcl-2 Proteine, Calpain und Ca2+ 34. 

Als wichtigster Vermittler des extrinsischen Weges gilt die Caspase 8, deren Aktivierung die 

Apoptose anstößt. Extrinsische Signale lösen eine Spaltung der inaktiven Prä-Caspase 8 in 

drei kleinere Fragmente aus und damit deren Aktivierung. Nach Aktivierung können diese die 

Effektor- Caspase 3 ihrerseits spalten und den programmierten Zelltod initiieren. Für den 

intrinsischen Weg der Apoptoseaktivierung ist die Caspase 9 verantwortlich. Auch hier 

kommt es durch eine Spaltung zur Aktivierung der Caspase. Diese Protease wird durch ein 

intrinsisches Signal in Form einer höheren Ausschüttung des Elektronencarriers Cytochrom C 

aktiviert. Die Prä-Caspase 9 besitzt eine Molekülgröße von 47kDa und wird in zwei aktive 

Fragmente von 35kDa und 17kDa gespalten. Die aktive Caspase 9 spaltet die Effektorcaspase 

3 in die aktive Form und die Kaskade der Apoptose beginnt. Letztendlich löst sich die Zelle in 

kleine Vesikel auf ohne einen Gewebeschaden oder eine Inflammation zu verursachen. Die 

Vesikel werden durch Phagozyten aufgenommen 114.  
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1.4. Lipid rafts  

Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dass Rituximab seine zytotoxische Wirkung 

über spezielle Membranabschnitte, sog. lipid rafts, vermittelt 23 72. Lipid rafts sind Abschnitte 

der Zellmembran, welche überwiegend aus Sphingolipiden und Cholesterin bestehen. Sie 

bilden eine wichtige Plattform für die Vermittlung zahlreicher Signale von extra- nach 

intrazellulär. Im folgenden werden die Struktur und Funktion der lipid rafts genauer 

dargestellt.  

1.4.1. Entwicklung der Vorstellung biologischer Membranen 

Unser heutiges Modell von biologischen Membranen beruht auf einer Vielzahl von 

Erkenntnissen und Entdeckungen. Im Jahre 1895 folgert Charles Overton aus seinen 

Beobachtungen, dass biologische Membranen aus Lipiden bestehen. 1925 postulierten die 

Wissenschaftler Gorter und Grendel das „bilayer“ Modell der biologischen Membranen. 

Dabei sind Phospholipide als Doppelschicht in der Membran angeordnet, so dass die 

hydrophilen Gruppen der Lipide jeweils nach außen und die hydrophoben Gruppen nach 

intrazellulär gerichtet sind. Danielli und Davson formulierten 1935 klassische Modell der 

„Sandwich“ Biomembran. In dieser bimolekularen Lipidschicht stehen sich die hydrophoben 

Enden der Lipide gegenüber, die Köpfe der Lipide sind von Proteinen überzogen. 1975 

entwickelten Singer und Nicolson das „fluid mosaic“ Modell. Dabei schwimmen Proteine in 

einer „bilayer“ Membran 126. Van Meer und Simons beschrieben erstmals die lipid rafts 145. In 

der Membran existieren lipidreiche Inseln („rafts“), welche vor allem aus Sphingolipiden und 

Cholesterin bestehen (siehe Abb. 3). Diese sind an einer Vielzahl von Signalwegen beteiligt. 

 

 
Abb. 3 Biologische Membran mit lipid raft 
A. Intrazellulärer Raum;  B. Extrazellulärer Raum; 1. Non raft Abschnitt der Membran; 2. Lipid Raft; 3. Lipid 
Raft assoziertes Protein; 4. Non Raft Protein; 5. Glucose; 6. GPI-Protein; 7. Cholesterin; 8. Glykolipid 
Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Biomembran#Geschichte_der_Modell-Entwicklung 
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1.4.2. Funktionen der lipid rafts 

Während des Keystone Symposiums 2006 wurden Lipid rafts als kleine (10-200nm), 

heterogene, dynamische, cholesterin- und sphingolipidreiche Mikrodomänen der Membran, 

definiert, welche für zelluläre Prozesse Kompartimente bereitstellen und eine Vielzahl 

weiterer Funktionen ausführen. Die genauen Funktionen der lipid rafts sind Gegenstand der 

aktuellen Forschung. Die Bildung von Kompartimente für zelluläre Prozesse wird z.B. für die 

Ansammlung von Molekülen die an der Signaltransduktion beteiligt sind benötigt. Somit 

nehmen die Lipid rafts eine wichtige Position in der Signalvermittlung wahr und 

funktionieren als Plattform für die Signaltransduktion, indem sie selektiv Rezeptoren und 

Signaleffektoren kompartimentieren 6. Weiterhin beeinflussen die Lipid rafts durch ihren 

hohen Cholesteringehalt die Membranfluidität. Dadurch können Proteine in der Membran 

wandern. Auch die Endozytose wird durch lipid rafts gesteuert 109. Ebenso spielen die lipid 

rafts eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Lokalisation von Rezeptoren und der 

Ausschüttung von Neurotransmittern 79. Als molekularer Marker für die lipid rafts werden 

spezifische Ganglioside gebraucht 101 73. In dieser Arbeit wird das Gangliosid GM-1 

verwendet, welches von einigen Autoren als Marker für lipid rafts etabliert wurde 125 157.  

1.4.3. Lipid rafts und Rituximab 

Auch für die Funktion des monoklonalen Antikörpers Rituximab sind die lipid rafts von 

entscheidender Bedeutung. Deans et al. konnten das Zielantigen CD20 nach Stimulation mit 

Rituximab vermehrt in den lipidreichen Membranabschnitten nachweisen 27. Nach Bindung 

verschiedener Anti-CD20 Antikörper an CD20 kam es durch die Antigenbindenden 

Fragmente (Fab) der Antikörper zu einer Änderung der Konformation des CD20 Rezeptors. 

Dadurch haben diese CD20 Rezeptoren eine besonders hohe Affinität zu den lipid rafts und 

die Umlagerung in die lipidreichen Mikrodomänen ist erleichtert. Die Stimulation mit 

Rituximab führte also zu einer Rekrutierung der CD20 Moleküle in lipid rafts. Hier werden 

die rekrutierten CD20 Moleküle aktiviert. Durch die Umlagerung befinden sich die CD20 

Rezeptoren dann in enger Nachbarschaft zu den in den rafts lokalisierten Kinasen 26. Wie 

schon beschrieben spielen die lipid rafts eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion. Auch 

für den monoklonalen Antikörper scheinen diese entscheidend an der Vermittlung des 

induzierten Zelltodes beteiligt  zu sein. Wie wichtig die lipid rafts für die Wirkung von 

Rituximab sind, soll in der vorliegenden Arbeit näher untersucht werden.  
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1.5. Substanzen mit Einfluß auf die lipid rafts  

1.5.1. Methyl-β-cyclodextrin (MßCD) 

Die Substanz Methyl-β-cyclodextrin (MβCD) ist ein methyliertes zyklisches Oligosaccharid, 

welches aus sieben Glucose Monomeren besteht und eine Ringstruktur mit einer größeren und 

einer kleineren Öffnung bildet. Hydrophobe Lösungspartner können im Inneren des äußerlich 

hydrophilen MβCD binden und so in einer wässrigen Umgebung gelöst werden. Die Substanz 

findet in der Landwirtschaft, der pharmazeutischen und der chemischen Industrie, 

Verwendung. MβCD bildet auch mit Cholesterin Einschlusskomplexe. Das große und 

hydrophobe Cholesterin Molekül kann so depletiert werden. Die Depletion ändert die bio-

physikalischen Eigenschaften der Plasmamembran und macht diese flüssiger 8. Die 

funktionelle und strukturelle Integrität der lipid rafts in biologischen Membranen wird so 

zerstört 117. Gupta et al. konnten für den B-Zell Rezeptor eine Assoziation mit den lipid rafts 

nachweisen 52. MßCD konnte diese lipid rafts assoziierte Wirkung des B-Zell Rezeptors 

hemmen 1. In dieser Arbeit soll MßCD zur Hemmung der lipid rafts verwendet werden. 

1.5.2. Azol-Antimykotika  

Azol-Antimykotika sind Arzneimittel zur innerlichen und äußerlichen Behandlung von 

Pilzinfektionen. Unter dem Begriff der Azole werden antimykotische Wirkstoffe, wie 

Fluconazol, Itraconazol oder Voriconazol zusammengefasst. In dieser Arbeit sollen die im 

klinischen Alltag am häufigsten verwendeten Antimykotika Fluconazol (FLU), Itraconazol 

(ITRA) und Voriconazol (VORI) untersucht werden. Fluconazol wird vor allem bei 

systemischen Infektionen mit Candidastämmen verwendet 106. Itraconazol wird zur 

Behandlung der Aspergilleninfektion, sowie schweren Pilzinfektionen bei AIDS, eingesetzt. 

Voriconazol findet in der Therapie der invasiven Aspergillose und bei schweren invasiven 

Candida-Infektionen Verwendung 106. Die Triazol Antimykotika hemmen die 14-α-

Demethylase 120. Dieses Enzym ist für die Umwandlung von Lanosterol in Ergosterol oder 

Cholesterin entscheidend 41. Die Sterol 14-α-Demethylase (CYP 51) ist das am weitesten 

verbreitete Mitglied der Cytochrom P450 Oxidasen und kommt sowohl auf Prokaryoten, als 

auch auf Eukaryoten vor 151. Ergosterol dient als Regulator der Membranfluidität und ist für 

die Integrität der Pilzmembranen notwendig 102. Auch die Cholesterinsynthese von 

menschlichen Zellen wird durch die Hemmung der 14-α-Demethylase beeinflusst 61 142 143. 
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1.6. Zielsetzung 

In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der lipid rafts für die Wirkung des Antikörpers 

Rituximab untersucht werden. Dabei wird insbesondere untersucht, inwiefern die lipid rafts 

für den Rituximab induzierten Zelltod von Bedeutung sind. Weiterhin soll gezeigt werden 

welcher der Wege der Zytotoxizität durch Hemmung der lipid rafts verändert wird. Zunächst 

wird ein in vitro Modell etabliert werden, welches eine genaue Untersuchung des 

zytotoxischen Effekts von Rituximab ermöglicht. Dazu wird die Suszeptibilität verschiedener 

Lymphomzelllinien auf Rituximab getestet werden. Der genaue molekulare 

Wirkmechanismus des Antikörpers Rituximab ist bis dato nicht vollständig bekannt. Derzeit 

werden drei unterschiedliche Wirkungsmechanismen diskutiert: Apoptose, ADCC und CDC. 

Es soll zuerst untersucht werden, welcher der drei Komponenten (ADCC, CDC oder Apotose) 

in unserem in vitro Modell den wesentlichen Faktor des Rituximab induzierten Zelltods 

darstellt.  

Im nächsten Schritt soll geprüft werden, ob die Oberflächenmarker CD20 oder GM1 sich 

eignen das Ansprechen der Zellen auf Rituximab vorauszusagen, also als prognostischer 

Marker dienen können. Dazu werden die selben Zelllinien verwendet und auf ihre CD20- 

Expression und auf die Expression des Sphingolipids GM1 hin untersucht. Gibt es eine 

Korrelation der Expression einer dieser Moleküle mit dem Ansprechen auf Rituximab? 

Im letzten Teil der Arbeit soll der Einfluss von Antimykotika vom Azoltyp auf die Wirkung 

von Rituximab untersucht werden. Die Azolantimykotika hemmen die 14-α-Demethylase und 

verändern so den zellulären Cholesteringehalt. Die Hypothese, ob Rituximab in Anwesenheit 

von Azol-Antimykotika eine geringere Effektivität hat, soll überprüft werden. Dazu werden 

Lymphomzellen nach vorheriger Behandlung mit Azol-Antimykotika auf ihre Rituximab-

Sensitivität getestet. Darüber hinaus wird überprüft, ob die Rekrutierung von CD20 in lipid 

rafts durch die gleichzeitige Anwendung von Azolen beeinflusst wird. Kann die Behandlung 

mit Azol-Antimykotika die molekulare und zytotoxische Wirkung von Rituximab verändern? 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material  

2.1.1. Verwendete Geräte, Computer und Software 

 Computer, Drucker und Kopierer 

Personal Computer  Equium 8000D (Toshiba [Tokio, Japan]) 

Personal Computer  Amilo Pro V3515 (Fujitsu-Siemens [München]) 

Drucker   Laserjet 6P, 1200 und 2100 (Hewlett Packard [Palo Alto, USA]) 

Kopiergerät   KM-2550 (Kyocera [Kyōto, Japan]) 

Scanner   Perfection 4990 Photo (Epson [Meerbusch]) 

 Software 

XL software  Version 1996, Coulter Programm MZB DC FITC/PE mit logSS 

MTT- Programm KC Junior V1.41.6 (Biotek [Bad Friedrichshall]) 

FlowJo  Version 7.2.4 (Tree Star, Inc. [Ashland, USA]) 

Microsoft   Excel 2000 und Word 2003 (Microsoft GmbH [Verl])  

 Laborgeräte 

Brutschrank   CO2 Incubator IR Sensor (Sanyo Fisher [München]) 

Electronikrührer  Monotherm (Variomag [H+P Labortechnik AG [Oberschleißheim]) 

Eismaschine   Ziegra (Ziegra Eismaschinen GmbH [Isenhagen]) 

Kühlschrank   Comfort, Premium und Profiline Eco (Liebherr [Kirchdorf an der Iller]) 

Kühlschrank   VIP Series –86°C (Sanyo Fisher [München]) 

Mikroskop   Axiovert 25 (Zeiss [Jena]) und CK40-F200 (Olympus [Hamburg]) 

Minishaker   MS1 (IKA [Staufen]) 

Minizentrifuge  DW-41 (Qualitron Inc.[Korea]) 

Schüttler   WT12 (Biometra Biomedizinische Analytik GmbH [Göttingen]) 

Schüttler   Polymax 1040 und Rotamax 120 (Heidolph Elektro GmbH [Kelheim]) 

Sicherheitswerkbank  Hera Safe Type HS18 und HSP18 (Heraeus [Hanau]) 

Stickstofftank   Chronos und ADUR β ( (Cryotherm GmbH & Co KG [Kirchen]) 
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Thermocycler   Thermomixer comfort 1,5ml (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]) 

Ultrazentrifuge  SW 55.1 TI (Beckmann [San Remo, USA]) 

Vortexgerät   Reax top (Heidolph [Kelheim]) 

Wasserbad   GFL (Gesellschaft für Labortechnik mbH [Burgwedel]) 

Wasserbad   Typ WB14 (Memmert [Schwabach]) 

Zentrifuge   Megafuge 1.0R (Heraeus [Hanau]) 

Zentrifuge   Rotanta/P 4542 und Mikro 22R(Hettich [Tuttlingen]) 

 Messgeräte  

Messeimer   VITLAB 5000ml, 1000ml und 500ml (VITLAB GmbH [Großostheim])  

PH-Meter  Toledo SevenEasy (Mettler-Toledo GmbH [Giessen]) 

Waage   440-47, 770 und PLJ 2100-2M (Kern & Sohn GmbH [Balingen]) 

Zählkammer   Neubauer Improved (LO-Laboroptik GmbH [Friedrichsdorf]) 

2.1.2. Allgemeine Materialien und Verbrauchsmaterialien 

 Gefäße  

Falcon- Tubes  50ml und 15ml (Becton Dickinson & Co.[Franklin Lakes, USA])  

Glasbehälter   Schott Duran 1000ml, 2000ml und 5000ml (Schott AG [Mainz]) 

Safe-Lock Tubes  1,5ml und 2,0ml (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf])  

Ultrazentrifugentubes Ultra-Clear Tubes 13x51mm (Beckmann [San Remo, USA]) 

Zellkultur- Flaschen  25cm2 ,  75cm2 und 150cm2 (TPP AG [Trasadingen, Schweiz]) 

Zellkultur- Platten  6, 12, 24, 96 flach und 96 U (TPP AG [Trasadingen, Schweiz]) 

 Pipetten und Pipettenspitzen 

Gelladespitzen Y419.1 Pipettenspitzen (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Glaspipetten   2, 5, 10, 25 und 50ml (Becton Dickinson & Co.[Franklin Lakes, USA]) 

Mehrkanalpipette  Research 8 Kanal, 30- 300 µl (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf])  

Multipipette   Multipette plus (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]) 

Pipette   Research 100-1000 µl, 20-200 µl, 2-20 µl, 0,5-10 µl  

(Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]) 

Pipette   P1000, P200, P20 (Gilson International [Limburg-Offheim]) 

Pipettenspitzen  Filter 10 µl M (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]) 

Pipettenspitzen  epT.I.P.S. Standard 0,1-10 µl (Eppendorf [Wesseling-Berzdorf]) 
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Pipettenspitzen  1000 µl, 200 µl, 10 µl (Sarstedt [Nümbrecht]) 

Pipettierhilfe   Pipetboy acu (Integra Biosciences GmbH [Fernwald]) 

2.1.3. Chemikalien und Medikamente 

 Chemikalien und Medikamente 

Acrylamid   Rotipherese Gel 30  (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

BSA    Albumin bovine serum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim])  

dH2O    Aqua destilliert DeltaSelect 1000ml (DeltaSelect GmbH [Dreieich]) 

DMSO   Dimethylsulfoxide (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Ethanol  abs. 99,8% und 70% (Apotheke, Klinikum Rechts der Isar [München]) 

Fluconazol   Ratiopharm 2mg/ml Infusionsloesung (Ratiopharm GmbH [Ulm]) 

Glycin   (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

HCL   (Apotheke des Klinikum Rechts der Isar [München]) 

Itraconazol   Sempera 10mg/ml 25ml Konzentrat (Ortho Biotech [Neuss]) 

MβCD Methyl-β-Cyclodextrin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

Milchpulver  Blotting Grade (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

MES   MES >99% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

NaCl   (Apotheke des Klinikum Rechts der Isar [München]) 

NaF    Sodium Fluorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

NaOH   (Apotheke des Klinikum Rechts der Isar [München]) 

PBS   Instamed 9,55g/l PBS Dulbecco (Biochrom AG [Berlin]) 

Ponceaurot   Ponceau S Solution (FluKa Biochemika GmbH [Buchs, Schweiz]) 

PI   Protease Inhibitor Mini tablets (Roche Diagnostics GmbH [Mannheim]) 

Rituximab   MabThera® 100mg (Roche Pharma AG [Grenzach-Wyhlen]) 

SDS   Dodecylsulfat (Serva Electrophoresis GmbH [Heidelberg]) 

Succrose  (Serva Feinbiochemika GmbH & Co. KG [Heidelberg]) 

Tris    Pufferan  (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Triton    X 100 (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Tween   Tween 20 (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Vanadate   Sodium OrthoVanadate (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

Voriconazol   VFEND 200mg Pulver 10mg/ml (Pfizer Pharma GmbH [Karlsruhe]) 
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 Sonstige Materialien 

Filter (steril)  FP 30/0,2 CA-S (Whatman GmbH [Dassel]) 

Handschuhe   Examination Gloves M 7-8 (Sempermed [Wimpasing, Österreich]) 

Tabelle 1 Verdünnungsreihe Antimykotika 
Konzentration Fluconazol 2mg/ml Itraconazol 10mg/ml Voriconazol 10mg/ml 

1000 µg / ml 25 ml Fluconazol 2mg/ml  

+ 25ml Medium RPMI 

5ml Itraconazol 10mg/ml 

+ 45ml Medium RPMI 

5ml Voriconazol 10mg/ml 

+ 45ml Medium 

500   µg / ml 25 ml Fluconazol 1mg/ml  

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Itraconazol 1mg/ml 

+ 25ml Medium RPMI 

25 ml Voriconazol 1mg/ml 

+ 25ml Medium RPMI 

100   µg / ml 10 ml Flu. 500 µg/ml  

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Itra. 500 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Vori. 500 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

50     µg / ml 25 ml Flu. 100 µg/ml  

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Itra. 100 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Vori. 100 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

10     µg / ml 10 ml Flu. 50 µg/ml  

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Itra. 50 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Vori. 50 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

5       µg / ml 25 ml Flu. 10 µg/ml  

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Itra. 10 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Vori. 10 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

1       µg / ml 10 ml Flu. 5 µg/ml  

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Itra. 5 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

10 ml Vori. 5 µg/ml 

+ 40 ml Medium RPMI 

0,5    µg / ml 25 ml Flu. 1 µg/ml  

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Itra. 1 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

25 ml Vori. 1 µg/ml 

+ 25 ml Medium RPMI 

0,05  µg / ml 5 ml Flu. 1 µg/ml  

+ 45 ml Medium RPMI 

5 ml Itra. 1 µg/ml 

+ 45 ml Medium RPMI 

5 ml Vori. 1 µg/ml 

+ 45 ml Medium RPMI 

 

2.1.4. Zelllinien und Materialien für Zellkultur 

Zelllinien 

DB   Typ    großzelliges Lymphom 
Spender   männlich, 45 Jahre  
Herkunft und Kultur  ATCC , CRL-2289, Kulturmedium 10% 

 

EHEB   Typ    chronische B-Zell Leukämie 
Spender   weiblich, 69 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 67, Kulturmedium 10% 

 

GRANTA   Typ    Mantelzelllymphom in Transformation 
Spender   weiblich, 58 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 342, Kulturmedium 20% 
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JEKO-1   Typ    Mantelzelllymphom 
Spender   weiblich, 78 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 553, Kulturmedium 20% 

 

MEC-1  Typ    chronische B-Zell Leukämie 
Spender   männlich, 61 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 497, Kulturmedium 10% 

 

NCEB-1  Typ    Mantelzelllymphom 
Spender   männlich, 57 Jahre  
Herkunft und Kultur  119, Kulturmedium 10% 

 

RAJI   Typ    Burkitt Lymphom 
Spender   männlich, 12 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 319, Kulturmedium 10% 

 

REC-1  Typ    transformiertes Mantelzelllymphom 
Spender   männlich, 61 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 584, Kulturmedium 10% 

 

SU-DHL-4  Typ    diffus histiozytisches Lymphom 
Spender   Mann, 38 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 495, Kulturmedium 10% 
 

SU-DHL-10  Typ    diffus histiozytisches Lymphom 
Spender   Mann, 25 Jahre  
Herkunft und Kultur  DSMZ, ACC 576, Kulturmedium 10% 
 

 Zellkultur 

RPMI 1640  GIBCO (-)L-Glutamine (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

FCS   Foetal Bovine Serum (PAA Laboratories GmbH [Pasching, Austria]) 

Glutamin   L-Glutamine  200mM (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

PBS   DPBS (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

P/S   Penicillin-Streptomycin (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

2-ME   2-Mercaptoethanol 50mM (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

Trypanblau   Trypan Blue Stain 0,4% (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

Kulturmedium 10% RPMI1640 + 10% FCS + 1% P/S + 1% Glu + 60 µl 2-ME 

20% RPMI1640 + 20% FCS + 1% P/S + 1% Glu + 60 µl 2-ME 

Einfriermedium 10% DMSO, 90% FCS  
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 Serum 

(HI)   humanes Serum von gesunden Spendern, inaktiviert bei 60°C über 1h 

(NHI)   humanes Serum von gesunden Spendern, aufgetaut bei 37°C 

Aus Vollblutspenden von gesunden humanen Spendern wurde Serum gewonnen und mit 

RPMI 1640 verdünnt. Es bestanden 10% des gesamten Serum- Medium- Gemischs aus Serum 

(im folgenden als 10% NHI / HI abgekürzt) oder 30% (im folgenden 30% NHI oder HI).  

 Lysate der Zellen  

Lysepuffer   15 ml 1% NP40 + PI(1:20) + Vanadate (1:100) + NaF (1:100) 

 

2.1.5. Spezielle Materialien 

 Annexin-PI 

Annexin-Kit   V-FITC Apoptosis Detection KIT I (BD Pharmingen [Heidelberg]) 

Durchflußzytometer  Epics XL (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

PBS   DPBS GIBCO (Invitrogen Corporation [Carlsbad, USA]) 

Annexinpuffer  1X   100ml 10X Annexinpuffer, 900ml dH2O  

 Durchflusszytometrie (FACS) 

Durchflußzytometer  Epics XL (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

Flow-Check Beads  Fluorospheres (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

FACS- Puffer   1X PBS(9,55g/l), 0,1% Natriumacid, 2% FCS  

Reinigungslösung  Clenz Cleaning Agent (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

Röhrchen 5ml   12x75mm(Becton Dickinson & Co.[Franklin Lakes, USA]) 

Verdünnungslösung  Isoton II Diluent (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

 Antikörper  

Anti-CD20-PE (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

GM1-FITC  (Beckman Coulter Inc. [Fullerton, USA]) 

 MTT 

ELISA-Reader  ELx800 Absorptions Microplate Reader (Biotek [Bad Friedrichshall]) 

MTS-Assay  CellTiter96 Cell Proliferation Assay (Promega [Madison, USA]) 
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 Proteinbestimmung 

Protein- Kit   DC Protein Assay (BIORAD [Hercules, USA]) 

 Rafts-Isolation 

MBS- Puffer pH 6,5 (1000ml)   4,88g MES (25mM), 30ml NaCl (150mM) 

10ml EDTA (5mM), mit HCL auf pH 6,5 

Succrose  85%   85g Succrose in 100ml MBS-Puffer 

   35%   35g Succrose in 100ml MBS-Puffer 

   5%   5g Succrose in 100ml MBS-Puffer 

Triton Lysepuffer 10 ml Triton X, 100 µl NaF, 100 µl Vanadate, 1 Tablette PI 

Zell-Douncer   Dounce Tissue Grinder 1ml (Wheaton Industries Inc.[Millville, USA] 

 Western Blot und Dot Blot 

Blotting Papier  Gel Blotting Papier 1,4mm GB005 (Whatman GmbH [Dassel]) 

Frischhaltefolie  (Carl Roth GmbH+ CO. KG [Karlsruhe]) 

Folienschweißgerät  Folio (Severin GmbH [Sundern])  

Hebelschneider  1142 (IDEAL Krug & Priester GmbH & Co [Balingen]) 

Nitrozellulose  Membran Protran BA85, pore size 0,45 µm (Whatman GmbH [Dassel]) 

Entwicklungslösung. SuperSignal West (ThermoScientific [Rockford, USA]) 

Transferkammer  Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (BIORAD [Hercules, USA]) 

Spannungsquelle  PowerPac HC (BIORAD [Hercules, USA])  

Gelkammer   Hoefer SE 400 (Amersham Biosciences Corp. [San Francisco, USA]) 

Film    CL-Xposure 18x24cm Clear Blue (Thermo Scientific[Rockford , USA]) 

Filmentwickler  Hyperprocessor (Amersham Biosciences Corp. [San Francisco, USA]) 

Filmkassette   Hypercassette (Amersham Biosciences Corp. [San Francisco, USA]) 

 Basislösungen und Puffer 

Probenpuffer  6X   7ml 4X Tris-SDS- Lsg. (pH 6,8), 3ml Glycerol, 

1g SDS, 0,93g DTT, 1,2mg Bromphenolblau 

BSA-Lösung  5% (100ml)   5g BSA, 100ml 1X PBS-Lösung 

Milchpulverlösung 5% (100ml)  5g Milchpulver, 100ml 1X PBS-Lösung 

PBS-Lösung (1l) 10X   1 Packung PBS 9,55g auf 1l mit dH2O auffüllen 

   1X   100ml 10X PBS-Lsg., 900ml dH2O, 1ml Tween 

SDS-Lösung 10% (500ml)  50mg SDS, mit dH2O bis 500ml 
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4X Tris-SDS- Lösung pH 6,8 (500ml)  30,25g Tris, 2g SDS, 300ml dH2O, mit HCL bis 

pH 6,8, dH2O bis 500ml 

 4X Tris-SDS- Lösung pH 8,8 (500ml)  90,75g Tris (1,5 molar), 20ml 10%SDS-Lösung, 

mit NaOH auf pH 8,8, dH2O bis 500ml 

Laufpuffer (1l) 10X   144g Glycin, 30,2g Tris, bis 1l dH2O 

   1X   100ml 10X ´´, 900ml dH2O, 10ml 10% SDS-Lsg. 

Transferpuffer  (3l)     300ml 10X Laufpuffer, 600ml Ethanol(99,8 %) 

      dH2O auf 3l 

  

 Gele 

Sammelgel     1,3ml Acrylamid, 2,5ml 4X Tris pH 6,8  

6,1ml dH2O, 50µl APS, 10µl Temed 

Trenngel   10%  10ml Acrylamid, 7,5ml 4X Tris pH 8,8 

12,5ml dH2O, 100µl APS, 20µl Temed  

12%  12ml Acrylamid, 7,5ml 4X Tris pH 8,8 

10,5ml dH2O, 100µl APS, 20µl Temed 

 Marker und Antikörper 

Marker    Precision Plus Protein Standards (BIORAD [Hercules, USA]) 

Anti-β-Actin    A5441, Mouse (Sigma-Aldrich Chemie GmbH [Steinheim]) 

Anti-Caspase-3   3G2, Mouse (Cell Signaling Technology Inc. [Danvers, USA])  

Anti-Caspase-8   Rabbit (R&D Systems [Minneapolis, USA]) 

Anti-Caspase-9    Rabbit (Cell Signaling Technology Inc. [Danvers, USA]) 

Anti-CD20    NCL-CD20-7D1 (Novocastra [Newcastle u. Tyne, U.K.]) 

Anti-GM1 Choleratoxin B (Calbio.-Novabiochem GmbH [Schwalbach]) 

Anti-LYN   LYN 44 (Santa Cruz Biotechnology Inc. [Santa Cruz, USA]) 

Anti-Phosphotyrosin   4G10 (Upstate cell signaling solutions [Lake Placid, USA]) 

Anti-Mouse IgG  AffiniPure ,Goat, Peroxidase-conjugated (Jackson Immuno 

Research Lab. Inc., [West Grove, USA]) 

Anti-Rabbit IgG  AffiniPure, Goat, Peroxidase-conjugated (Jackson Immuno 

Research Lab. Inc., [West Grove, USA]) 
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2.2. Methoden 

2.2.1. Apoptose Nachweis mit der Annexin-V-FITC Färbung 

Annexin-V-FITC ist ein sensitives Verfahren um apoptotische Zellen zu erkennen und diese 

zu quantifizieren. Es ist ein etabliertes Verfahren, welches erstmals 1995 von Vermes et al. 

beschrieben wurde148. In frühen Stadien der Apoptose verliert die Zellmembran ihre 

asymetrische Struktur und das Phospholipid Phosphatidylserin (PS) wird von der inneren auf 

die äußere Membran umgelagert 144. Annexin V, ein 35kDa-Protein, hat eine hohe Affinität zu 

PS und bindet kalziumabhängig an Zellen, die es an der Oberfläche zeigen. Durch 

Fluoreszenzmarkierung des Annexins mit FITC (Fluoresceinisothiocyanat, grüne 

Fluoreszenz) wird es nun möglich fluoreszierende, apoptotische Zellen, mittels 

Durchflußzytometrie zu erfassen und von nicht-fluoreszierenden, vitalen Zellen, abzugrenzen. 

Die Translokation von Posphatidylserin auf die Membran-außenseite findet allerdings nicht 

nur während der Apoptose statt, sondern auch bei nekrotischen Zellen. Diese verlieren aber 

im Gegensatz zu apoptotischen Zellen ihre zelluläre Integrität. Deswegen kann der Farbstoff 

Propidiumiodid (PI, 350 nm) in die Zellen gelangen und Zellen mit durchlässiger Membran 

anfärben. So lassen sich apoptotische (FITC+/PI-) von lebenden (FITC-/PI-) und nekrotischen 

(FITC+/PI+) Zellen unterscheiden.  

Zur Durchführung werden in ein 15ml FT. 7ml kaltes PBS vorgelegt, die zu untersuchenden 

Zellen dazugegeben und zentrifugiert (1500 rpm, 5min). Der Überstand wird verworfen, das 

Zellpellet mit 7ml PBS resuspendiert, danach erneut zentrifugiert. Dann werden 3ml 1x 

Annexin Puffer hinzugegeben und die Zellen gemischt. Nachdem die Proben zentrifugiert und 

der Überstand entfernt wurde, wurde das Pellet in 200µl 1x Annexin Puffer resuspendiert. 

Davon werden je 100µl in ein FACS Röhrchen pipettiert. Es wurden jeweils 2,5 µl FITC und 

2,5 µl PI hinzugegeben, sanft mit Hilfe eines Vortexgeräts geschüttelt und 20min im Dunkeln 

belassen. Nach Zugabe von 400 µl 1x Annexin Puffer konnten die Proben am Durchfluss-

zytometer gemessen werden. 10 000 Zellen wurden analysiert und ihre Fluoreszenz im Dot-

Plot-Diagramm dargestellt. Zur Bestimmung der spontanen Hintergrundapoptoserate der 

Zelllinien wurden unbehandelte Zellen bei jedem Versuch mitgeführt und als Kontrolle 

bezeichnet. Die X-Achse erfasst die Fluoreszenz von FITC- markiertem Annexin-V im FL-1-

Kanal, die Y-Achse die PI-Fluoreszenz im FL-3-Kanal. 

Zur Messung wurde der Durchflußzytometer Epics XL mit dem Programm Beckman Coulter 
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XL3 verwendet. Der Dot-Plot wurde in vier Quadranten unterteilt und den einzelnen 

Fraktionen zugeteilt. Dabei wurden vitale, frühapoptotische und nekrotische bzw. 

spätapoptotische Zellen unterschieden. 

2.2.2. Dot Immunobinding Assay Blot 

Der Dot Blot wird auch Dot-Immunobinding genannt und wurde von Hawkes et al.1981 zum 

ersten Mal beschrieben 57. 

In dieser Arbeit diente das Verfahren als Maß für die Verteilung des Sphingolipids GM1 in 

den einzelnen Fraktionen nach Ultrazentrifugation und als Kontrolle für die Lysate.  

Zunächst wurde die Nitrozellulosemembran mit Bleistift beschriftet, dann wurden 6 mal 11 

Eppendorf Tubes aufgereiht und markiert. In jedes Tube wurden  4 µl Aqua dest. vorgelegt. 

Die Lysate wurden vorsichtig und langsam auf Eis aufgetaut und je 1 µl in die Eppis gegeben 

und gemischt. Dabei wurden zu jedem Zeitpunkt Handschuhe getragen, um Verunreinigungen 

zu vermeiden. Auf die Membran wurde je 1 µl  in die vorgesehene Reihe getropft ohne diese 

zu berühren. Der Dot Blot wurde 12h bei Raumtemperatur getrocknet. Dann kurz ange-

feuchtet mit PBS-T Lösung und für 1h in 5% Milchpulverlösung geblockt. Die Membran 

wurde in eine zugeschnittene Prospekthülle gegeben und an 3 Seiten eingeschweißt. Für das 

Antikörpergemisch: Zu 5ml 5% Milchpulver  2,5 µl Cholera Toxin Subunit B. An der offenen 

Seite wurde das Antikörpergemisch hineingegeben und unter Ausstreichen der Luftblasen 

ebenfalls verschweißt. Die Membran mit dem Antikörpergemisch wurde für 1h auf dem 

Schüttler belassen, danach aus der Folie genommen und 5 mal je 10 min. mit PBS gewaschen. 

Schließlich wurde die Membran in Entwicklungslösung geschwenkt und in Prospekthüllen 

gegeben. Danach in eine Filmkassette gelegt und sofort in der Dunkelkammer ein Film 

aufgelegt. Dabei wurden Belichtungszeiten von 1s, 10s, 1min, 3min, 15min gewählt. 

2.2.3. Durchflußzytometrie (FACS) 

Die Durchflußzytometrie oder auch FACS-Analyse (FACS = Fluorescence Activated Cell 

Sorting) dient der Analyse von Einzelzellen in Suspension anhand der Grundlage von 

Streulicht und Fluoreszenzeigenschaften. Das Verfahren wurde von Wallace Coulter erstmals 

beschrieben. Der Ausdruck "FACS" ist ein registriertes Markenzeichen der Firma Becton-

Dickinson und steht eigentlich für Fluorescence Activated Cell Sorting. 

Sie erlaubt für bis zu 10.000 Einzelzellen innerhalb einer Sekunde die gleichzeitige Messung 

der relativen Zellgröße, der Granularität sowie der verschiedenen Fluoreszenzfarben. 
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 Aufbau und Funktionsweise des Durchflusszytometers 

Die in Einzelzellsuspension vorliegenden Zellen werden vom Gerät aufgenommen und unter 

Druck durch eine Kapillare gepresst. Dabei wird die Zellsuspension durch eine Mantel-

flüssigkeit beschleunigt, die unter etwas geringerem Druck steht. Die entstehende laminäre 

Strömung lässt die Zellen nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung einzeln 

einen Messpunkt passieren. Auf diesen Punkt ist ein Argonlaserstrahl (Wellenlänge 488 nm) 

fokussiert. Entsprechend der physikalischen Eigenschaften der Zellen kommt es zur 

charakteristischen Streuung und Absorption des Lichts. Das absorbierte Vorwärtsstreulicht 

entspricht der Zellgröße, das 90° zur Seite gestreute Licht der Granularität der ungefärbten 

Zellen. Fluoreszenzen werden, wie das Seitwärtsstreulicht, in 90°-Richtung aufgenommen. 

Die mit einem Fluorochrome markierten Antikörper absorbieren je nach Fluorochrome (FITC 

(Fluoreszein-Isothiocyanat) oder PE (=Phycoerythrin)) zunächst Licht der Wellenlänge von 

488 nm. Die Wellenlänge verändert sich durch den Kontakt und wird länger. Mit Hilfe eines 

Filtersystems können die Fluoreszenzfarben unterschieden werden (grün, rot, u.a.). Das 

gestreute und emittierte Licht wird durch Photodetektoren gemessen und die digitalisierten 

Signale durch einen Computer quantitativ ausgewertet. 

Um die Messergebnisse darzustellen, wurden die Zellen in einer Graphik, einem sog. Dot-

Plot, dargestellt. Dabei wurde auf der x-Achse das Vorwärts- und auf der y-Achse das 

Seitwärtsstreulicht aufgetragen.  In der Fluoreszenzmessung wurde FITC (grün) auf der X-

Achse, PE (gelbrot) auf der Y-Achse aufgetragen. 

 Probenmessung und Datenauswertung  

Bei den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten erfolgten die Messungen mit einem 

Durchflusszytometer vom Typ Epics XL der Firma Beckman Coulter. Dieser wurde in regel-

mäßigen Abständen durch die Firma Beckman Coulter gewartet. Zu Beginn jeder Messung 

wurde zur optischen Justage und Standardisierung der Fluoreszenzdetektion ein FlowCheck 

mit Fluorosphere Beads durchgeführt. Vorwärtsstreulicht wurde linear, Seitwärtsstreulicht 

und die Fluoreszenzen wurden logarithmisch erfasst. Je Probe wurden 10.000 Zellen (1000-

2000 Zellen/sec) gemessen. Die Fluorochrome wurden mit einem Argonlaser bei 488 nm 

angeregt. Die FITC-Fluoreszenz (grün, Emissionsspektrum 515-545 nm) wurde im Kanal 1 

(FL1) registriert. PE (rot, Emissionsspektrum 575-620 nm) wurde in Kanal 3 (FL3) gemessen. 
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2.2.4. Lipid rafts-Fraktionen 

Die Rafts wurden, wie von Zhang et al. erstmals beschrieben 158, zunächst lysiert und danach 

im Succrosegradienten aufgetrennt. Hierzu wurde die Zelllinie Nceb-1 verwendet. Nach 

Ultrazentrifugation wurden elf Fraktionen entnommen, in Tubes gegeben und bei –80°C für 

die weiterführenden Versuche gelagert. 

 Vorbehandlung der Zellen 

Es wurden je 20x 106 Zellen in ein 50 ml FT gegeben, bei 1500 rpm für 5 min zentrifugiert 

und dann mit je 50ml Medium oder Mediumgemisch resuspendiert. Dabei wurden in zwei 50 

ml FT die Zellen mit je 50 ml Kulturmedium, in einem 50 ml FT mit 50 ml Fluconazol [10 

µg/ml], in einem weiteren mit 50 ml Itraconazol [10 µg/ml] und mit 50 ml Voriconazol [10 

µg/ml] versetzt. Je 25ml des Zellgemischs wurden in 150cm2 Zellkulturflaschen pipettiert und 

24 h bei 37° C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Die Vorbehandlung mit MβCD 

erfolgte für 15 x 106  Zellen am gleichen Tag wie die Fraktionsherstellung. Dabei wurden 

0,0396 g MβCD mit 6 ml reinem Medium gemischt, steril filtriert und gekühlt gelagert. 

 Poolen, Zählen und Einstellen der Zellen 

Zusammengehörige Zellkulturflaschen wurden in einem 50ml FT. aufgenommen, gezählt und 

mit reinem Medium auf 3 x 106  Zellen / ml eingestellt. Je 50 ml FT. wurden 15 x 106  Zellen, 

also 3ml des Gemischs, eingesetzt. 

 Zugabe von Rituximab und Lyse 

Es erfolgte die Zentrifugation (1500 rpm, 5 min ). Dann wurde wie folgt ressuspendiert: 

Tabelle 2 Resuspension der Zellpellets 
N- 0 1,5 ml Kulturmedium 

N- R 1,5 ml Kulturmedium 

N- M + R 1,5 ml MβCD-Kulturmediumgemisch 

N- F + R 1,5 ml Fluconazol [100]-Kulturmediumgemisch 

N- I + R 1,5 ml Itraconazol [100]-Kulturmediumgemisch 

N- V + R 1,5 ml Voriconazol [100]-Kulturmediumgemisch 

 

 

Die Proben wurden in entsprechend beschriftete Eppendorf- Tubes hineinpipettiert und sofort 

auf Eis gelegt. Unter regelmäßigem Schwenken wurden diese 30 min auf Eis belassen.  
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Dann wurden die Proben N+R, N-M+R, N-F+R, N-I+R, N-V+R mit je 15 µl Rituximab 

versetzt und 20 min bei 37 °C im Thermocycler (Eppendorf) geschüttelt. Die Kontrolle N-0 

wurde ebenfalls beigefügt. Die Proben wurden nun bei 2200 rpm und 4°C für 2 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Pellet mit jeweils 1ml eiskaltem 

Triton- Lysepuffer vermischt. Danach unter beständigem Schütteln 30 min auf Eis lysiert. 

 Zelldouncing 

Die Proben wurden in einem Zelldouncer der Firma Wheaton mit dem Glasstößel zehn mal 

bearbeitet. Nach jeder Probe wurden der Zelldouncer und der Glasspatel mit dH2O gereinigt. 

Es erfolgte die Gabe in ein neues Eppendorf- Tube. Um Kernreste und Cytoskelettdebris zu 

pelletieren wurden die Proben bei 2000 rpm und 4°C für 10 min zentrifugiert. 

 Succrose schichten 

Die Ultrazentrifugenröhrchen wurden mit 1 ml 85% Succrose gefüllt, darauf wurde der 

Überstand der Proben gegeben  und mit der Succrosephase durchmischt. Danach erfolgte die 

Aufschichtung von 2 ml 35% Succrose und 1ml 5% Succrose.  

 Ultrazentrifugation 

Die Ultrazentrifugenröhrchen wurden in die Zentrifugeneinsätze gestellt und verschlossen. 

Die Ultrazentrifugation erfolgte bei: 41000 rpm, 4°C, Beschleunigung 3, Bremse 3, und Rotor 

SW 50.1. Die Dauer betrug 3.33 h. 

 Abnahme der Fraktionen 

Die Zentrifugeneinsätze wurden vorsichtig aus der Ultrazentrifuge entnommen, auf Eis 

transportiert und vorsichtig geöffnet. Die Ultrazentrifugen-Tubes wurden mit der Pinzette 

herausgehoben und je 400 µl von oben nach unten kreisend entnommen und in die 

vorbeschrifteten Eppendorf-Tubes gegeben. Die ersten 400 µl Entnahme wurden als Fraktion 

1 bezeichnet, die nächste als Fraktion 2, usw. Die Pipettenspitze wurden dabei nach den 

Fraktionen 4 und 8 und nach jeder Probe gewechselt. 

2.2.5. Proteinbestimmung 

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurde ein colorimetrischer Ansatz verwendet, welcher 

gemäß dem Lowry Assay durchgeführt wurde 84. Dazu wurde das Protein- Kit DC Protein 

Assay von BIORAD verwendet.  
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Der Ansatz basiert auf der Reaktion von Protein mit einer alkalischen Kupfer-Tartrat Lösung 

und der Reagenz Folin. Zwei Schritte führen dabei zur Farbentstehung: Die Reaktion von 

Protein und Kupfer in einer alkalischen Lösung und die darauffolgende Reduktion von Folin 

durch die mit Kupfer behandelten Proteine. Das reduzierte Folin hat eine charakteristische 

blaue Farbe mit einem Absorptionsmaximum bei 750 nm. Die Proteinkonzentration und die 

Absorption folgen dabei einem proportionalen Verhältnis. 

 Durchführung 

Zunächst wurde in einer 96 Well Zellkultur- Platte eine Standardverdünnungsreihe (siehe 

Tabelle 3) angelegt. Daneben wurden 20 µl Lysepuffer als Leerwert pipettiert. 

 

Tabelle 3 Verdünnungsreihe des Standards 
ST 0  ST 1 ST 2 ST 3 ST 4 ST 5 

20 µl Standard 

3mg/ml 

20 µl ST 0  

+ 20µl Lysepuffer 

20 µl ST 1  

+ 20µl Lysepuffer 

20 µl ST 2 

+ 20µl Lysepuffer 

20 µl ST 3  

+ 20µl Lysepuffer 

20 µl ST 4  

+ 20µl Lysepuffer 

 

Aus den zu untersuchenden Lysaten wurden je 5 µl entnommen und mit 25 µl Lysepuffer in 

einem Tube (Safe-Lock Tubes 1,5ml, Eppendorf) vermischt. Daraus wurden 5 µl in die 96 

Well Platte gegeben. In die Wells deren Inhalt Leerwert, Standard und Probenmaterial waren, 

wurden je 25 µl Reagenz A(alkalische Kupfer-Tartrat Lösung) und 20 µl Reagenz S gefüllt. 

Jedes befüllte Well erhielt außerdem 200 µl Reagenz B (Folinlösung). Nach 15min erfolgte 

die Messung mit dem Programm KC Junior im Elisa Reader ELx800 der Firma Biotek. In 

Abb. 4 sieht man die annähernd lineare Standardkurve.  

0

0,05

0,1

0,15

0,2

0,25

0,3

0,35

0,4

[0,094] [0,188] [0,375] [0,75] [1,5] [3]

Konzentration

F
l
u
o
r
e
s
z
e
n
z

Standard

 
Abb. 4  Standardreihe und Proteinverteilung 
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2.2.6. Western Blot 

In diesem Verfahren werden Proteine zunächst in der SDS-Gelelektrophorese der Größe nach 

elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und später von 

einem spezifischen Antikörper gebunden. An den Fc-Teil des 1.Ak. bindet ein Peroxidase 

konjugierter 2.Ak., der sich durch eine Lumineszenz auf dem Film detektieren lässt. 

 Probenherstellung für den Western Blot 

Dazu wurden die bei -86°C gelagerten Lysate auf Eis aufgetaut. In den 1,5ml Tubes wurden, 

je nach Proteinbestimmung, 10-40 µl Zelllysat, wenn nötig mit LP auf 40 µl Probevolumen 

aufgefüllt, mit 8µl 6X Probepuffer versetzt. Für die SDS-PAGE unter reduzierenden und 

denaturierenden Bedingungen wurden die Proben mit 6-fach Probenpuffer versetzt, bei 95°C 

5min im Thermocycler belassen und in die Taschen des polymerisierten Sammelgels gefüllt. 

 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)  

Durch Zugabe von SDS werden die Ladungsunterschiede der Proteine aufgehoben und die 

Raumstruktur denaturiert, dadurch können diese unabhängig von ihrer Ladung der Molekül-

größe nach aufgetrennt werden. Da viele 100 neg. geladene SDS-Moleküle an die Proteine 

binden, kann ihre Eigenladung vernachlässigt werden. Das Verfahren geht auf Laemmli 

zurück 80. Zunächst wurde die Gelkammer SE 400 aufgebaut, dann das Trenngel bis 4cm 

unterhalb des Randes zwischen die Glasplatten eingefüllt. Je nach Größe des Proteins wurde 

die Acrylamid-Konzentration des Gels gewählt. Für 50- 150kDa wurden 7 %, für 30-80kDa 

10% und für kleinere Proteine 12% Acrylamid verwendet. Auf das Trenngel wurde 1ml dH2O 

gegeben und dann 2h bis zur Polymerisation des Gels gewartet. Dann wurde das dH2O 

abgekippt und das Sammelgel lief auf die polymerisierte Trenngelphase auf. Es wurde ein 

Kamm mit einer Taschengröße von 1,5mm mittig eingelegt und formte 15 Auftragtaschen für 

die Proben. Die Glasplatten mit den Gelen kamen in die mit 1X Laufpuffer gefüllte untere 

Pufferkammer der Gelkammer. Der Kamm wurde vorsichtig entfernt und die Taschen mit 

Hilfe einer Einweg-Kunststoffspritze mit Kanüle luftblasenfrei mit 1X Laufpuffer ausgespült. 

Für das Eingeben der Proben und des Markers verwendeten wir jeweils Gel Loading 

Pipettenspitzen. Als Standard der Proteingrößen wurden je 12 µl eines Markers entweder 

mittig oder links eingegeben. Die vorbereiteten Proben wurden in die Geltaschen gefüllt, die 

obere Pufferkammer befestigt und mit 1X Laufpuffer befüllt. Nachdem die Verkleidung der 

Gelkammer angebracht worden war, wurde die Elektrophorese Einheit an eine 
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Spannungsquelle angeschlossen und lief bei konstant 20mA Stromstärke bis die 

Proteinbanden die Sammelgelphase passierten. In der Trenngelphase wirkte eine Stromstärke 

von 40mA stetig auf die Proteine. Nachdem die Bromphenolblaubande die Trenngelphase bis 

auf etwa 1cm durchlaufen hatten, stoppte die Elektrophorese.  

 Protein-Transfer durch Western Blot 

In der Transferkammer wirkt ein senkrecht zum Gel gerichtetes elektrisches Feld. Die 

Proteine wandern aus dem Gel auf eine Membran, an der sie aufgrund hydrophober Wechsel-

wirkungen haften und das Muster der elektrophoretischen Auftrennung bleibt erhalten. Dieser 

quantitative Transfer ribosomaler Proteine von Polyacrylamid- und Harnstoff-Gelen auf 

Nitrozellulose gelang erstmals 1979 140. Burnette ersetzte den Harnstoff in den Gelen durch 

SDS und prägte den Namen „Western Blot“ 9in Anlehnung an die von Southern etablierte 

Technik für DNA-Fragmente 128. 

Die Glasplatten wurden herausgenommen und die Zwingen gelöst. In eine Wanne wurde die 

vorbereitete eiskalte Transferlösung geschüttet und zunächst die Gel-Kassette, zwei Faser-

kissen und schließlich zwei zugeschnittene Gel Blotting Papierquadrate der Firma Whatman 

zusammengefügt und getränkt. Das Trenn- wurde vom Sammelgel entfernt und auf eines der 

Papierquadrate gelegt, eine Nitrozellulosemembran luftblasenfrei daraufgestrichen und in der 

Gelkassette verschlossen. In der mit kaltem Transferpuffer gefüllten Transferkammer erfolgte 

bei 4°C und 25V ÜN der Proteintransfer vom Gel auf die Membran. 

 Detektion mit spezifischen Antikörpern  

Nach dem Transfer können die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine spezifisch durch 

Immunreaktionen mit Primärantikörpern (1.Ak) erfasst werden. Diese binden an 

immobilisierte Antigene auf der Nitrozellulose und können durch speziesspezifische (Anti-

Mouse IgG und Anti-Rabbit IgG) ,an Peroxidase gebundene, 2.Ak erkannt werden. 

 

Abb. 5  Detektion mit spezifischen 1. und Peroxidase gekoppelten 2.Antikörpern 
 

Durch die Reagenz Luminol, welche spezifisch für Peroxidase ist, kann das Enzym und 

dadurch der gesamte Immunkomplex dargestellt werden. Nach katalytischer Umwandlung 

kann diese Chemoluminiszenz den Röntgenfilme belichten. Nach 24h wurde die Membran 
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aus der Transferkammer entfernt, in dH2O gelegt und 3min darin geschwenkt. Das dH2O 

wurde ausgegossen und für 10min Ponceaurot dazugegeben. Dadurch erfolgte die 

Probefärbung des Markers und der Proteinbanden, welche mit Bleistift beschriftet wurden. 

Die Membran wurde in 1X PBS-Lösung auf dem Schüttler gewaschen. Die Membran wurde 

zur Sättigung unspezifischer Bindungsstellen 1h in 5% Milchlösung geblockt. In einem FT. 

wurden 3ml der Milchlösung mit dem 1.AK (siehe Tabelle 4) gemischt und bei 4°C 

aufbewahrt.  

 

Tabelle 4 Konzentrationen der 1. Antikörper 
1. Antikörper Konzentration Auf 3 ml 2. Antikörper  

Anti-β-Actin 1:1000 3,0 µl   Anti-mouse 5% Milchpulver 

Anti-Caspase 3 1:2000 1,5 µl   Anti-mouse 5% Milchpulver 

Anti-Caspase 8 1:1000 3,0 µl   Anti- rabbit 5% Milchpulver 

Anti-Caspase 9 1:1000 3,0 µl   Anti- rabbit 5% Milchpulver 

Anti-CD20 1:200 15 µl   Anti-mouse 5% Milchpulver 

Anti-GM1 1:2000 1,5 µl   HRP-konjugiert  (-) 

Anti-Ptyr 1:2000 1,5 µl   Anti-mouse 5% BSA-Lösung 

 
Tabelle 5 Konzentrationen der 2. Antikörper 
2. Antikörper Konzentration Auf 20 ml 

Anti-mouse 1:30.000 0,6 µl   

Anti-Rabbit 1:30.000 0,6 µl   

 

Die Membran wurde in eine Dokumentenfolie gelegt, an drei Seiten verschweißt und mit dem 

Gemisch aus 1.Ak und Milchlösung befüllt. Die Membranvorderseite wurde vollständig 

benetzt und das Folienquadrat zugeschweißt. Nach 24h bei 4°C wurde die Membran entfernt 

und fünfmal 10min mit 1X PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem 2. 

Antikörper. Dafür wurden 20ml der 5% Milchlsg. mit dem passenden 2.Ak.(siehe Tabelle 5) 

für 1h versetzt, danach fünfmal gewaschen. Zur Detektion der gebundenen Antikörper kamen 

Entwicklungslösungen der Reihe SuperSignal West von Thermo Scientific zum Einsatz. Die 

Reagenzien dieser Lösungen erzeugen mit HRPO eine detektierbare Chemolumineszenz. Die 

Membran wurde 1min mit den Reagenzien inkubiert, in Klarsichtfolie verpackt und ein 
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Röntgenfilm CL-Xposure Clear Blue bis zu 1h mit der Membran in einer Filmkassette 

Hypercassette belichtet. Der Film wurde in einem automatischen Entwicklungsgerät 

Hyperprocessor entwickelt. 

 Stripping der Immunoblot-Membran 

Bereits im Western Blot eingesetzte Membranen können erneut mit anderen Antikörpern 

entwickelt werden, nachdem die zuvor benutzten Ak. entfernt („gestripped“) wurden. Nachteil 

der Methode ist ein Verlust membrangebundener Proteine und die Zunahme unspezifischer 

Bindungen. Nach der Entwicklung wurde die Membran 5min in dH2O eingeweicht, dann 

20min in 20ml 0,2 mol. NaOH-Lsg. zur Entfernung verbliebener Entwicklungsreagenzien 

gewaschen. Die Membran wurde dann erneut 5min in dH2O gereinigt und analog zu oben 

beschriebenen Protokoll durchgeführt. 

2.2.7. Zellproliferationsassay MTS CellTiter 96® AQueous 

Der MTS-Proliferationsassay stellt eine einfache und zuverlässige Methode zur Bestimmung 

der Anzahl lebender Zellen dar und wurde 1983 erstmals von Mosmann beschrieben 103. Der 

MTS erkennt lebende, aber nicht tote Zellen und das erzeugte Signal ist abhängig vom Grad 

der Aktivierung. Diese Methode kann also zum Messen von Zytotoxizität, Proliferation oder 

Aktivierung verwendet werden. Das Tetrazoliumsalz MTS dringt in Zellen ein und wird 

durch mitochondriale Dehydrogenasen zu Formazan reduziert, welches einen dunkelblauen 

kristallinen Niederschlag bildet. Misst man die Extinktion im Photometer, lässt sich das 

Wachstumsverhalten der Zellen beurteilen. Alle Versuchsansätze wurden zum gleichen 

Zeitpunkt angesetzt. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 5% CO2 über 24h und 48h. Die 

Ergebnisse wurden mit einem Spektrophotometers (ELISA Reader) bei einer Wellenlänge 

von 490nm erfasst. Die gemessene Extinktion korreliert dabei mit der Anzahl vitaler Zellen. 

 Durchführung 

Zur Durchführung wurde die MTS Lösung mit der PMS Lösung versetzt und im Kühlschrank 

bei –20°C gelagert. Die Zellen wurden je nach Experiment behandelt und in die 96 Loch 

Platte mit Hilfe einer Mehrkanalpipette je sechs Wells mit gleichen Proben befüllt. Nach der 

vorgesehenen Zeit (24h und 48h) wurde in die Zellkultur Platten mit einer Multipette jeweils 

20 µl  MTS- Lösung bei 100 µl, oder 40 µl bei 200 µl Füllung zugegeben. Ab da wurde zu 

verschiedenen Zeitpunkten (meist 0h, 0,5h, 1h, 2h, 3h und 4h) mit dem ELx800 Absorptions 

Microplate Reader gemessen und mit KC-Junior ausgewertet. 
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2.2.8. Zellen 

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert, wuchsen unter aseptischen Bedingungen 

in exponentiellem Wachstum bei 37°C und 5% CO2. Alle 2 Tage wurde auf 2 x 105Zellen/ml 

umgesetzt. Als Medium wurde 10% oder 20% Kulturmedium verwandt. 

 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Zu Beginn wurde das Einfriermedium hergestellt und auf Eis gelagert. Es wurden 106 Zellen 

entnommen, zentrifugiert, zweimal mit kaltem PBS gewaschen und in 1ml Einfriermedium 

resuspendiert. Sofort wurde das Zellgemisch in die Kryotubes gegeben, für 24h. bei -80 C° 

gelagert, dann bei -196C° im Stickstoff tiefgefroren. Zum Auftauen wurden die Kryotubes aus 

dem Stickstoff genommen, 2min bei RT gewärmt und die Zellen in 37 C° warmes Kultur-

medium überführt, zweimal gewaschen und 12ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellen 

wurden in Zellkulturflaschen überführt und im Brutschrank inkubiert. 

 Zellzahlbestimmung 

Für die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Trypanblau, einem sauren Farbstoff, gefärbt. 

Lebende Zellen stellen sich ungefärbt mit einem Randsaum dar, tote sind wegen ihrer 

defekten Membran vollständig angefärbt. Es wurden 70µl einer Zelllösung mit 70µl der 

Trypanblaulösung versetzt, mit einer Pipette gemischt und in die Neubauer-Zählkammer 

gegeben. Diese besteht aus 3 mal 3 Quadranten, mit jeweils 1mm2 Fläche und einer Tiefe von 

0,1mm. Die Auszählung erfolgte mit einem Lichtmikroskop bei 40-facher Vergrößerung. 

 Zelllysate 

Zunächst wurde der Lysepuffer hergestellt und gekühlt. Die Zellen wurden gepoolt, d.h. alle 

gleich vorbehandelten und gleich abstammenden zusammengenommen. Die gepoolten Zellen 

wurden gezählt und auf 3x106 Zellen /ml eingestellt. Es erfolgte die Zentrifugation mit 1500 

rpm für 5min. Der entstandene Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1ml reinem 

Medium (RPMI1640) resuspendiert. Es wurde je 1ml aus dem FT. in ein Safe-Lock Tube 

pipettiert und bei 6000 rpm für 5min bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und der Zellanteil in 200µl Lysepuffer aufgelöst. Die Lyse erfolgte 30 min auf Eis unter 

ständigem Schwenken. Nach erneuter Zentrifugation mit 1400 rpm bei 4°C für 10min wurde 

der Überstand vorsichtig in ein neues Safe-Lock Tube abpipettiert und bei –80°C gelagert. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Rituximab induzierter Zelltod  

3.1.1. Rituximab sensible und resistente Zelllinien 

Der monoklonale Antikörper Rituximab ist gegen das Oberflächenantigen CD20 gerichtet. 

Dieses Molekül wird auf reifen B-Zellen und auf den meisten malignen B-Zellen exprimiert. 

Die Effektivität der Therapie von Non Hodgkin Lymphomen konnte durch die Kombination 

von Rituximab mit konventionellen Chemotherapieregimen signifikant verbessert werden. 

Allerdings sprechen einige Non Hodgkin Lymphome auf die Antikörpertherapie nicht an und 

Rezidive stellen ein relevantes medizinisches Problem dar. Um die primären 

Resistenzmechanismen auf molekularer Ebene zu charakterisieren, wurde die Wirkung von 

Rituximab auf das Überleben verschiedener Lymphomzelllinien untersucht. Hierzu wurden 

11 Zelllinien mit steigenden Konzentrationen von Rituximab inkubiert. Die Proliferation der 

Zellen wurde 24h und 48h nach Stimulation mit dem Antikörper Rituximab mit Hilfe eines 

MTT- Tests bestimmt. Die verschiedenen Lymphomzelllinien zeigten dabei ein 

unterschiedliches Ansprechen (siehe Tabelle 6). Rituximab induzierte bei einigen Zelllinien 

eine starke Abnahme der Zellproliferation, andere Zelllinien zeigten eine unverändert hohe 

Proliferation. Aus diesen Zelllinien wurde je ein Vertreter mit einem guten Ansprechen und 

eine Linie mit fehlender Rituximab- Sensitivität ausgesucht und für die weiteren 

Untersuchungen verwendet. Exemplarisch wurden die Zellen der Mantelzell-Lymphomlinie 

NCEB als Rituximab sensible Zellen ausgewählt und als Beispiel für eine Rituximab 

resistente Zelllinie wurde die diffus großzellige Lymphomzelllinie DB gewählt. 

In Abb. 6 ist die Proliferation der Rituximab sensiblen Zelllinie, NCEB-1, und die der 

Rituximab resistenten Linie, DB, beispielhaft dargestellt. Nach Stimulation der NCEB Zellen 

mit 100  µg/ml Rituximab für 24h betrug die Anzahl lebender Zellen nur 1/3 im Vergleich zur 

unbehandelten Mantelzelllymphomlinie. Bei der diffus großzelligen Lymphomzelllinie DB 

zeigte die Stimulation selbst mit hohen Konzentrationen von Rituximab keinen Effekt auf die 

Anzahl lebender Zellen (siehe Abb. 6). 
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Abb. 6  Rituximab induzierte Hemmung der Proliferation 

Die diffus großzellige Lymphomzelllinie DB und die Mantelzell Lymphomzelllinie NCEB wurden 
mit steigenden Konzentrationen von Rituximab behandelt. 1x 105 Zellen pro Well wurden für 24h 
in Kulturmedium mit 0,01µg/ml, 1 µg/ml und 100 µg/ml Rituximab[R] in eine 96-Lochplatte 
gegeben. Als Kontrolle wurde Kulturmedium zu den Zellen gegeben [0]. Nach 24h wurde die 
Anzahl lebender Zellen im MTT-Test ermittelt. Es wurden 6-fach Werte drei unabhängiger 
Versuche zusammengefasst. Auf y-Achse [R]= Konzentration von Rituximab in  µg/ml, x-Achse 
Anzahl der Zellen in %. Die Standardabweichung ist als Balken sichtbar.  

 

 

Im nächsten Schritt sollte untersucht werden, inwiefern die beobachtete Reduktion der NCEB 

–Zellen nach Inkubation mit Rituximab tatsächlich auf einer Induktion des Zelltodes beruhte 

oder eine verminderte Proliferation der Grund für den beobachteten Effekt sein könnte. 

Dazu wurden die beiden exemplarisch ausgewählten Zelllinien DB und NCEB in einer 

Annexin-PI Färbung mittels Durchflußzytometrie analysiert.  

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Abb. 7 A dargestellt. Nach 30 minütiger 

Stimulation der DB-Zellen mit dem monoklonalen Antikörper Rituximab zeigte sich kein 

vermehrter Zelltod im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Rituximab führte bei den DB 

Zellen weder zu einer Abnahme der Zellproliferation im MTT-Test, noch wurde der Zelltod 

induziert. Die Zellen der Linie DB weisen also eine Resistenz gegenüber Rituximab auf.  

Im Gegensatz dazu führte die Inkubation mit Rituximab bei den NCEB Zellen zu einer 

signifikanten Verminderung der Proliferation.  
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Wie in Abb. 7 B zu sehen, kam es nach Stimulation mit Rituximab auch zur Induktion des 

Zelltodes. Die Induktion nahm dabei mit steigender Konzentration von Rituximab zu. NCEB 

Zellen sind also Rituximab sensibel. 

 

 

 

 

 

Abb. 7  Rituximab induziert den Zelltod von Nceb, nicht aber von DB 
A Die Zelllinie DB zeigte kein Ansprechen auf Rituximab. Für die Versuche wurden die 
Konzentrationen von 0,01µg/ml, 1µg/ml und 100µg/ml Rituximab in 10% Kulturmedium 
verwendet. Die Zellen wurden für 30 Minuten mit diesen Konzentrationen stimuliert und 
anschließend mit einer Standard Annexin-PI Färbung gefärbt. Die Messung erfolgte in einem 
Durchflußzytometer. Das graue Histogramm stellt die unbehandelten Zellen als Kontrolle dar. In 
rot ist das Histogramm der DB-Zellen mit steigenden Konzentrationen Rituximab dargestellt. Die 
Anzahl toter, also PI positiver Zellen ist in % der Gesamtzellzahl angegeben 

B Die Zelllinie NCEB ist sensibel auf die Behandlung mit Rituximab. Nach Stimulation mit 
verschiedenen Konzentrationen Rituximab (0,01µg/ml, 1µg/ml und 100µg/ml Rituximab) für 30 
Minuten zeigten sich vermehrt PI positive Zellen. Nach Färbung der Zellen mit Annexin-PI 
wurden diese in einem Durchflußzytometer gemessen. In grau sind die unbehandelten Zellen als 
Kontrolle, in blau die NCEB-Zellen mit steigenden Rituximabkonzentrationen, dargestellt. Die 
Anzahl toter, also PI positiver Zellen ist in % der Gesamtzellzahl angegeben 

B 

A 
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3.1.2. CD20 - und GM-1-Expression dieser Zelllinien 

Eine mögliche Erklärung für das unterschiedliche Ansprechen der beiden Zelllinien DB und 

NCEB auf den Antikörper Rituximab könnte die Höhe der CD20-Expression der 

Lymphomzellen sein. Daher wurde nun im nächsten Schritt untersucht, ob sich Rituximab 

sensible Zelllinien in der Expression des Oberflächenmoleküls CD20 von den resistenten 

Zellen unterscheiden. Es wurden die Rituximab resistente Zelllinie DB und die Rituximab 

sensible Zelllinie NCEB auf ihre CD20-Expression mittels Durchflußzytometrie untersucht. 

Wie in Abb. 8 A zu sehen, zeigte die Rituximab resistente Zelllinie eine deutlich höhere 

CD20-Expression als die sensible Zelllinie NCEB. Des weiteren wurden die elf Zelllinien, die 

schon auf ihre Sensibilität gegenüber Rituximab hin untersucht worden waren, ebenfalls auf 

ihre CD20-Expression analysiert (siehe Tabelle 6). Auch diese zeigten keine Korrelation 

zwischen der CD20-Expression und dem Ansprechen auf Rituximab. Wie in Tabelle 6 zu 

sehen, wiesen Lymphomzellen, die sehr gut auf eine Behandlung mit Rituximab ansprachen, 

teilweise eine eher niedrige Expression des Oberflächenantigens CD20 auf. Umgekehrt 

zeigten Zellen mit sehr hoher CD20- Expression größtenteils kein sehr gutes Ansprechen auf 

Rituximab. So haben beispielsweise die Zellen der Linie Granta eine hohe CD20 Expression, 

sprechen jedoch kaum auf Rituximab an. Zellen der Linie SUDHL 10 zeigten kaum eine 

Expression von CD20 und dennoch ein Ansprechen auf die Stimulation mit dem Antikörper. 

Für die Weitergabe der zytotoxischen Signale von Rituximab sind spezielle Abschnitte der 

Zellmembran -lipid rafts- von entscheidender Bedeutung. Diese unterscheiden sich von den 

restlichen Zellmembranabschnitten durch ihren hohen Gehalt an Sphingolipiden und 

Cholesterin (siehe S.13, Lipid rafts).  

Um zu überprüfen, ob die lipid rafts für die Wirkung von Rituximab entscheidend sind, 

wurden die folgenden Untersuchungen durchgeführt.  

Dabei wurden die Zelllinien, welche bereits auf ihr Ansprechen auf Rituximab und die CD20 

Expression hin untersucht worden waren, mittels Durchflußzytometrie auf die Expression von 

GM-1 analysiert (siehe Tabelle 6). Das Gangliosid GM-1 diente als Marker für die lipid rafts 
101 73. Wie in Abb. 8 B zu sehen, zeigten die Rituximab resistenten Zellen DB eine signifikant 

niedrigere GM-1 Expression als die Rituximab sensiblen Zellen NCEB.  
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Abb. 8  Oberflächenexpression von CD20 und GM-1 bei DB-Zellen  und NCEB-1 
Die Zelllinien NCEB (in blau abgebildet) und DB(rot) wurden in 10% Kulturmedium kultiviert. 
Die Zellen wurden auf die Expression von CD20 (A) und GM-1 (B) in der Durchflußzytometrie 
(FACS) untersucht. Die Isotypenkontrolle ist in grau dargestellt.  

A 1x106 Zellen mit anti-CD20- PE gekoppelten Antikörper gefärbt. 
B  1x106 Zellen mit gegen GM-1 gerichteten FITC gekoppelten Choleratoxin B gefärbt. 

 

 

Um zu überprüfen, ob zwischen der Expression von GM-1 und dem Ansprechen von 

Lymphomzellen auf Rituximab tatsächlich eine Korrelation besteht, wurden daraufhin auch 

die anderen elf Zelllinien auf ihre GM-1 Expression hin untersucht. Wie in Tabelle 6 zu 

sehen, wiesen Zellen mit einem guten Ansprechen auf Rituximab eine hohe Expression von 

GM-1 auf. So zeigten z.B. die Zellen der Linien Jeko, Rec 1 und SUDHL 10 ein mittleres bis 

sehr gutes Ansprechen auf Rituximab und eine hohe GM-1 Expression (+++). Zellen, die ein 

schlechtes Ansprechen oder eine Resistenz gegenüber Rituximab aufwiesen, wie z.B die 

Zellen der Linien DB oder Raji A, hatten eine niedrige GM-1 Expression. 

Insgesamt korrelierte die Expression des Sphingolipids GM-1 bei allen untersuchten 

Lymphomzellen mit dem Ansprechen dieser Zellen auf Rituximab.  

A 

B 
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Tabelle 6 CD20 und GM-1 Expression und Ansprechen auf Rituximab 
 

 

Die CD20 Expression wurde mit einem PE gekoppelten anti-CD20 Antikörper, die GM-1 
Expression mit FITC gekoppelten Choleratoxin B in der Durchflußzytometrie bestimmt. Das 
Ansprechen der Zellen auf Rituximab wurde mittels 3-fach Werten im MTT-Test ermittelt. Die 
Zellen wurden für 24h mit Rituximab 100 µg/ml behandelt. Eine Abnahme der lebenden Zellen 
um weniger als 5% wurde als kein Ansprechen gewertet und mit dem Symbol – versehen. 
Induktion von weniger als 10% Abnahme der lebenden Zellen entsprach einem schwachen 
Ansprechen und ist in der Tabelle als + dargestellt. Wurden weniger als 20% Reduktion erreicht, 
entsprach das einem mittleren Ansprechen (++). Eine Reduktion um mehr als 20% der Zellen 
entsprach einem guten Ansprechen und die Zellen wurden als sensitive Zelllinie bezeichnet (+++). 

Zelllinie Zelltyp 
CD20 

Expression 

GM-1 

Expression 

Ansprechen auf 

Rituximab 

DB Diffus großzelliges Lymphom + + + + - 

Granta Mantelzell-Lymphom + + + + + + + 

Raji A Burkitt-Lymphom + + + + + 

MEC 1 chronische B-Zell Leukämie + + + + + + 

EHEB chronische B-Zell Leukämie + + + + + + + 

Raji B Burkitt-Lymphom + + + + + + + 

SUDHL 4 Diffus großzelliges Lymphom + + + + + + + + + 

SUDHL 10 Diffus großzelliges Lymphom + + + + + + 

Rec 1 Mantelzell-Lymphom + + + + + + + + + + 

Jeko Mantelzell-Lymphom + + + + + + + + + 

NCEB-1 Mantelzell-Lymphom + + + + + + + + + + 
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3.1.3. Wirkung von Rituximab über CDC und Apoptose 

Rituximab kann auf verschiedene Weise Zelltod induzieren. Neben der Antikörper 

vermittelten Zytotoxizität (ADCC) kann Rituximab auch direkt Apoptose induzieren 93. 

Darüber hinaus kann der Antikörper über das Komplementsystem eine Komplement-

abhängige Zytolyse (CDC) bewirken 16. Welche Bedeutung die CDC und die Apoptose für 

die Wirkung des Antikörpers tatsächlich haben, ist unklar und wurde deshalb im folgenden in 

unserem in vitro Modell genauer analysiert. Dazu wurden die Komponenten des Rituximab 

induzierten Zelltodes isoliert betrachtet. Für die Untersuchung des apoptotischen Effekts 

wurde hitzeinaktiviertes Serum ohne aktives Komplement verwendet und zur Analyse des 

komplementabhängigen Effekts von Rituximab, wurde nicht hitzeinaktiviertes Serum benutzt. 

Dieses Serum enthält aktives Komplement und somit die Voraussetzungen für die CDC. 

Zunächst wurde die Wirkung von Rituximab auf die sensible Lymphomzelllinie NCEB 

untersucht. Dazu wurden die NCEB Zellen für 30 Minuten in hitzeinaktiviertem Medium mit 

Rituximab stimuliert. Anschließend wurde die Anzahl der lebenden Zellen nach 24 und nach 

48 Stunden im MTT Test bestimmt. Wie in Abb. 9 zu sehen, reduzierte Rituximab die Anzahl 

lebender NCEB Zellen in komplementhaltigem Medium deutlich stärker als im 

hitzeinaktiviertem Medium. Der Effekt der Antikörper-vermittelten CDC war 24h nach 

Stimulation mit Rituximab wesentlich stärker als die Zytotoxizität durch die Induktion der 

Apoptose. Der Antikörper Rituximab konnte das Wachstum der lebenden Lymphomzellen 

durch die CDC um mehr als 1/4 reduzieren. Der Effekt der CDC war dabei abhängig von der 

Konzentration des Serums und nahm mit zunehmender Serum- Konzentration zu. Auch nach 

48h Inkubation der NCEB Zellen mit Rituximab zeigten sich signifikant weniger lebende 

Lymphomzellen durch die induzierte Komplement-vermittelte zelluläre Toxizität als durch 

die reine Apoptose (siehe Abb. 9). Der inhibitorische Einfluss von Rituximab auf die 

Proliferation der Lymphomzellen ist bei intaktem Komplementsystem in vitro vor allem 

durch die CDC bedingt und nimmt bei steigender Serumkonzentration zu. 

Die Anzahl lebender Zellen der Linie NCEB war durch die Zugabe von Rituximab in 30% 

Serum-Medium Gemisch um mehr als 1/5 vermindert, nach 48h sogar um mehr als 1/4. Im 

Gegensatz dazu reduzierte sich die Anzahl lebender NCEB -Zellen durch die Rituximab 

induzierte Apoptose nur um 6,5 %. Nach 48h Inkubation der NCEB Zellen mit Rituximab 

betrug die Induktion des Zelltodes durch Apoptose 13,7 %.  
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Abb. 9  CDC und Apoptose durch Rituximab 

In drei unabhängigen Versuchen gleichen Aufbaus wurden je 1x 105 Zellen der sensiblen 
Mantelzelllymphomlinie NCEB in verschiedenen Medien für 24h und 48h mit 100µg/ml 
Rituximab behandelt. Die Zellen befanden sich dabei in 10% Kulturmedium (Medium), bei 60°C 
hitzeinaktivierten Serum in 10% (10%HI) oder in 30% Konzentration (30%HI) oder in nicht 
hitzeinaktiviertem Medium 10% (10%NHI) oder in 30% Konzentration (30%NHI). Als Kontrolle 
dienten NCEB Zellen im Kulturmedium ohne Rituximabzugabe in schwarz. Die Anzahl lebender 
Zellen wurde mittels 6-facher Werte im MTT-Test ermittelt. Dargestellt wird der Mittelwert der 
Versuche. Die Standardabweichung der Werte ist als Balken dargestellt.  

 

 

Die Stimulation der sensiblen Lymphomzellen mit Rituximab bewirkte eine verminderte 

Proliferation der Zellen, vor allem in Gegenwart eines intakten Komplementsystems. 

Welchen Einfluss Rituximab und die Induktion der CDC bzw. Apoptose auf den Tod der 

Lymphomzellen haben, wurde mittels einer Annexin-V-FITC Färbung im 

Durchflußzytometer untersucht. Dazu wurden die sensible Zelllinie NCEB und die resistente 

Zelllinie DB in komplementhaltigem Medium und in Medium mit inaktiviertem 

Komplementsystem mit Rituximab stimuliert. Die Zellen der Linie DB erwiesen sich als 

resistent gegenüber der Wirkung von Rituximab im Kulturmedium (siehe Abb. 7 A). Durch 

Stimulation der Zelllinie DB mit dem monoklonalen Antikörper Rituximab wurde weder 

durch CDC noch durch Apoptose eine signifikante Induktion des Zelltodes erreicht. 

Im Gegensatz dazu nahm die Anzahl PI positiver Zellen nach Stimulation der NCEB Zellen 

mit Rituximab im Vergleich mit den nicht stimulierten Zellen zu (siehe Abb. 10). Der 

monoklonale Antikörper Rituximab zeigte im Medium, welches aktive Komplementanteile 

enthielt, über die CDC eine signifikante Induktion des Zelltodes der sensiblen NCEB- Zellen. 

Durch die Apoptose wurden nach Stimulation ebenfalls der Zelltod der NCEB-Zellen 

induziert, dieser war jedoch signifikant geringer als durch die CDC. In Abb. 10 ist die 
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Rituximab induzierte CDC und Apoptose der NCEB Zellen in Gegenwart von niedriger oder 

höher konzentriertem Serum dargestellt. Wie in Abb. 10 B zu sehen, bewirkte Rituximab 

durch die CDC eine signifikante Induktion des Todes der NCEB Zellen. Dabei starben, je 

nach Konzentration des komplementhaltigen Serum-Medium Gemisches, durch die 

Behandlung mit Rituximab 19% bzw. 23% der Mantelzelllymphom- Zellen. Wie in Abb. 10 

A zu sehen, induzierte Rituximab durch Apoptose signifikant weniger Zelltod der NCEB 

Zellen als über die CDC. Durch die Apoptose starben bei niedriger Konzentration des 

hitzeinaktivierten Serums etwa 9%, bei höherer Konzentration waren es 11% der Zellen (siehe 

Abb. 10 C). 

 

 

 

Medium + Rituximab Kulturmedium 10% HI 30% HI 10% NHI 30% NHI 

Anzahl toter Zellen 27 % 9 % 11 % 19 % 23 % 

Abb. 10  Rituximab vermittelte CDC und Apoptose bei 10% + 30% Serumkonzentration 
Die Mantelzelllymphomlinie NCEB nach Stimulation mit 100µg/ml Rituximab für 24h. Die 
Auswertung erfolgte mit einer Standard Annexin-PI Färbung im Durchflußzytometer. Dargestellt 
ist als Histogramm die Zunahme der toten Zellen im Vergleich zur grauen Isotypenkontrolle.  
A Apoptose: Je 1x106 Zellen wurden für 24h in 10% und 30% bei 60°C hitzeinaktivierten 
Serum-Medium Gemisch (10%HI und 30%HI) mit 100µg/ml Rituximab inkubiert. 
B  CDC: Je 1x106 Zellen wurden für 24h in 10% und 30% nicht hitzeinaktivierten Serum-
Medium Gemisch (10%NHI und 30%NHI) mit 100µg/ml Rituximab inkubiert. 
C Tabelle: Anzahl toter Zellen nach Stimulation mit Rituximab in verschiedenen Medien. 
Die Anzahl für den Farbstoff PI positiver Zellen wurde in Prozent der Gesamtzellzahl angegeben.  

 

A 

B 

C 
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Der komplement-vermittelte Zelltod erwies sich in dieser Arbeit als effektiver im Vergleich 

mit dem isolierten, durch Apoptose vermittelten Zelltod. Durch die CDC kam es zu einer 

verminderten Proliferation der Lymphomzellen und zu einer direkten Induktion des Zelltodes. 

In Abwesenheit von aktivem Komplement zeigte sich ein geringer, jedoch substantieller, 

zytotoxischer Effekt von Rituximab auf die Zellen der Linie NCEB.  

Die zugrundeliegenden Mechanismen der Rituximab induzierten Apoptose waren unklar und 

wurden deshalb im folgenden genauer untersucht.  

 Rituximab aktiviert Apoptose initiierende Caspasen 

Die Apoptose wird von spezifischen Proteasen, den Caspasen, gesteuert und vermittelt. Diese 

Caspasen bilden Reaktionskaskaden die zum programmierten Zelltod führen. Man 

unterscheidet einen extrinsischen, der mit der Aktivierung der Caspase 8 assoziiert ist, und 

einen intrinsischen Weg, welcher über die Caspase 9 reguliert wird. Als Effektor dieser 

beiden Wege fungiert die aktive Caspase 3. Um die Induktion der Apoptose nach Stimulation 

mit Rituximab zu untersuchen, wurde der extrinsische Weg- in Form der Caspase 8-, der 

intrinsische Weg- in Form der Caspase 9- und die Effektor Caspase 3 analysiert. 

Zunächst wurde der extrinsische Weg der Apoptoseaktivierung betrachtet. Als wichtigster 

Vermittler gilt die Caspase 8, deren Aktivierung die Apoptose anstößt. Extrinsische Signale 

lösen eine Spaltung der inaktiven Prä-Caspase 8 und damit deren Aktivierung aus. Die Prä-

Caspase 8 hat eine Molekülgröße von 65kDa und wird in 3 kleinere Fragmente zerteilt. Diese 

werden dadurch aktiviert und können die Effektor- Caspase 3 ihrerseits spalten und den 

programmierten Zelltod initiieren. DB und NCEB Zellen wurden mit Rituximab für 5 oder 20 

Minuten behandelt und im weiteren auf die Expression von Prä-Caspase 8 untersucht. Nach 

Stimulation mit Rituximab konnte bei der sensiblen Zelllinie NCEB schon nach 5 min eine 

Aktivierung der Caspase 8 beobachtet werden. Wie in Abb. 11 zu sehen, nahm die inaktive 

Präform der Caspase 8 nach Stimulation der sensiblen Zellen deutlich ab. 
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Abb. 11  Rituximab aktiviert die Caspase 8 bei NCEB 
Zellen von DB und NCEB wurden mit 10% Kulturmedium (Kontrolle) oder 10% Kulturmedium 
mit 100µg/ml Rituximab für 5min und 20min auf Eis behandelt. Danach wurde die Zellen lysiert 
und mit 6X-Probenpuffer versetzt. In einer Gelelektophorese wurden die Proteine der Größe nach 
getrennt und im Western Blot mit einem Anti-Caspase 8-Antikörper gefärbt. Gezeigt wird die 
inaktive Präform der Caspase 8 bei 65kDa. 
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Dagegen kam es bei der resistenten Linie DB in diesen kurzen Beobachtungszeiträumen zu 

keinen Veränderungen der Aktivierung der Caspase 8 (siehe Abb. 11).  

Um zu untersuchen, ob diese Aktivierung der Apoptose bei den resistenten Zellen DB 

eventuell erst später einsetzt, und wie lange die Aktivierung der Apoptose bei den sensiblen 

Zellen andauert, wurden Zellen für bis zu 48h mit Rituximab behandelt (siehe Abb. 12). 

Auch bei längeren Inkubationszeiten zeigte sich bei den resistenten Zellen DB nach 

Stimulation keine Aktivierung der Apoptose über die Caspase 8. Die sensiblen NCEB zeigten 

schon nach kurzer Stimulation eine Abnahme der inaktiven Form der Caspase 8 und somit 

indirekt eine Aktivierung der Caspase 8. Diese zunehmende Aktivierung bestand auch noch 

nach 48h Stimulation mit Rituximab (siehe Abb. 12). 
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Abb. 12  Rituximab aktiviert die Caspase 8 bei NCEB und nicht bei DB 
Zellen von DB und NCEB wurden im 10% Kulturmedium ohne (Kontrolle) oder mit 100µg/ml 
Rituximab für 24h und 48h behandelt. Danach wurde die Zellen lysiert, mit 6X-Probenpuffer 
versetzt und in einer Gelelektophorese aufgetrennt. Im Western Blot wurden die Proben mit einem 
anti-Caspase 8-Antikörper gefärbt. Gezeigt wird die inaktive Präform der Caspase 8 bei 65kDa. 

 

 

Rituximab induzierte bei den sensiblen Non Hodgkin Lymphomzellen über den extrinsischen 

Weg die Apoptose. Die Rituximab resistenten Zellen zeigten dabei keine extrinsische 

Aktivierung der Apoptose. 

Die Apoptose kann neben der Aktivierung via Caspase 8 auch durch den intrinsischen Weg, 

mittels Caspase 9, aktiviert werden. Auch hier kommt es durch Spaltung der inaktiven Prä-

Caspase 9 in zwei aktive Fragmente zur Aktivierung der Caspase. Die aktive Caspase 9 

spaltet wiederum die Effektorcaspase 3 in die aktive Form und die Apoptose beginnt. Nach 

Stimulation der Lymphomzellen mit Rituximab konnte in mehreren Western Blots nur eine 

nicht signifikante Zunahme der Aktivität der Caspase 9 beobachtet werden. Die DB Zellen 

zeigten keine Aktivierung der Caspase 9 nach Stimulation. Die Daten werden nicht gezeigt. 

Der Protease Caspase 3 kommt eine Schlüsselrolle in der Vermittlung und Ausführung der 

Apoptose zu. Diese wird von einer inaktiven Prä-Caspase 3, mit 32kDa Molekülgröße, in eine 

aktive gespaltene Form mit 17kDa und eine mit 11kDa Molekülgröße umgewandelt. Die 

Aktivierung der Caspase 3 wird unter anderem durch Caspase 8 und Caspase 9 eingeleitet.  



 44 

 
 

Anhand der exemplarisch verwendeten Rituximab resistenten Zelllinie DB und der sensiblen 

Linie NCEB wurde die Aktivierung der Caspase 3 nach Stimulation mit Rituximab 

untersucht. Dazu wurden die Zellen für 24, 48, 72 oder 96 Stunden mit Rituximab inkubiert. 

Danach wurden diese im Western Blot auf die Expression der Prä-Caspase 3 hin untersucht. 

Wie in Abb. 13 zu sehen, führte Rituximab bei der sensiblen Zelllinie NCEB zu einer 

deutlichen Abnahme der Bande der inaktiven Prä-Caspase 3 im Vergleich zur nicht 

stimulierten Kontrolle. Bei den Zellen der Rituximab resistenten Lymphomlinie DB ergab 

sich keine Veränderung der inaktiven Vorläuferform der Caspase 3 nach Stimulation. Mit β-

Aktin Antikörpern wurden ungleiche Proteinbeladungsmengen ausgeschlossen. 

Rituximab induziert also in den stimulierten Zellen der sensiblen Zelllinie NCEB eine 

Aktivierung der Caspase 3 und somit der Apoptose. Die Stimulation mit Rituximab bewirkte 

hingegen keine Änderung im Grad der Aktivierung der Caspase 3 bei den Rituximab 

resistenten Zellen der Linie DB. 
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Abb. 13  Rituximab aktiviert Caspase 3 bei NCEB nicht aber bei DB 
Je 9x106 Zellen DB oder NCEB wurden für 24h, 48h, 72h und 96h in 10% Kulturmedium mit 
100µg/ml Rituximab inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen 24h in 10% Kulturmedium 
gehalten. Alle Zellen wurden nach der Inkubation lysiert und 1x105 Zellen je Probe 
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Im Western Blot Verfahren wurde die Membran mit einem Anti-
Caspase 3-Antikörper angefärbt. Die gleiche Proteinbeladung der Proben ist durch die β-Aktin 
Kontrolle sichtbar. Die inaktive Präform der Caspase 3 wurde als Prä-Caspase 3 benannt. 
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3.1.4. Lipid rafts sind essentiell für die Wirkung von Rituximab 

Wie bereits gezeigt wurde, korrelierte die Expression des Sphingolipids GM-1 der 

Lymphomzellen mit dem Ansprechen auf die Behandlung mit Rituximab. Sphingolipide sind 

wichtige Bestandteile der Zellmembran. Besonders reich an Sphingolipiden und 

Cholesterinmolekülen sind die sogenannten lipid rafts. Lipid rafts sind Abschnitte der 

Zellmembran die entscheidend an der Signalvermittlung der Zellen beteiligt sind. In der 

vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der lipid rafts für die Wirkung von Rituximab 

untersucht werden. Um die lipid rafts von den anderen Zellmembranabschnitten zu 

unterscheiden wurden die Rituximab sensiblen Lymphomzellen NCEB mit Hilfe des 

Succrosegradienten in unterschiedliche Fraktionen aufgetrennt (siehe S. 20). Die Fraktionen 

2-5 enthalten die lipidreichen Membrandomänen- lipid rafts- und werden als Raft Fraktionen 

zusammengefasst. Die Fraktionen 7-11 werden als Non Raft Fraktionen bezeichnet.  

 

  Rafts    Non Rafts  

Fraktion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Kontrolle 

Medium+R 

MβCD+R 

Flu+R 

Itra+R 

Vori+R 
 

Abb. 14  Die fraktionierten Lysate besitzen die gleiche Verteilung von GM-1 im Dot Blot 
Je 9x106 Zellen/ml der Mantelzelllymphomlinie NCEB wurden für 24h in 10% Kulturmedium 
ohne Zusätze oder mit 5mM MβCD, 10µg/ml Fluconazol, 10µg/ml Itraconazol oder 10µg/ml 
Voriconazol behandelt. Zu den Zellen wurden für 30min 100 µg/ml Rituximab gegeben. Die 
Zellen wurden lysiert und in einem Succrosegradienten mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. 
Die Fraktionen wurden in 400µl Schritten entnommen und nummeriert. Fraktion 1 bezeichnet 
dabei die ersten 400 µl Abnahme. Je 1µl der fraktionierten Lysate wurde mit 4µl Aqua dest. auf 
eine Nitrozellulosemembran getropft und mit Choleratoxin Subunit B, einem anti-GM1-
Antikörper, angefärbt. Die Fraktionen 2-5 werden als Raft Region, die Fraktionen 6-11 als Non- 
Rafts bezeichnet.  
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Um die erfolgreiche raft Präparation zu überprüfen, wurden die Lysate mittels eines Dot Blots 

(siehe S. 23) kontrolliert. In Abb. 14 ist beispielhaft die Verteilung von GM-1 eines 

untersuchten Zelllysats gezeigt. Der Marker GM-1 konnte vor allem in den Raft Fraktionen 

nachgewiesen werden. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

vorbehandelten Proben und der Kontrolle. Alle in dieser Arbeit verwendeten fraktionierten 

Lysate wurden mittels Dot Blot auf die Verteilung von GM-1 kontrolliert. 

 

 Rituximab rekrutiert CD20 in die lipid rafts 

Die Zielstruktur von Rituximab, das Oberflächenantigen CD20, liegt als Monomer in der 

Zellmembran vor und ist nicht lipid raft assoziert 110. Im folgenden wurde die Lokalisation 

des CD20 Antigens innerhalb der Zellmembran nach Stimulation der Zellen mit Rituximab 

untersucht. Dazu wurde die Fraktionierung im Succrosegradienten nach Deans et al. 28 

verwendet. Wie in Abb. 15 zu sehen, zeigte sich nach Stimulation der sensiblen Zellen mit 

Rituximab eine Rekrutierung der CD20-Moleküle. Dabei bewirkte die Stimulation mit 

Rituximab eine signifikante Translokation des CD20 Antigens aus den Non Raft Abschnitten 

der Zellmembran in die lipidreichen Mikrodomänen, die Raft Fraktionen. 
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Abb. 15  Rituximab rekrutiert CD20 in die lipid rafts 
NCEB-Zellen wurden im 10%Kulturmedium ohne oder mit 10mM MβCD für 30min auf Eis 
inkubiert. Nach 3-maligem Waschen mit reinem Medium wurden die Zellen entweder für 20min 
mit 100 µg/ml Rituximab stimuliert oder unbehandelt gelassen. 3x107 Zellen wurden lysiert und 
im Succrosegradienten mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. Die Fraktionen wurden nach 
Gelelektrophorese im Western Blot mit einem anti-CD20-Antikörper behandelt. Fraktionen 2-5 
repräsentieren die lipid rafts, Fraktionen 8-11 wurden als Non Rafts bezeichnet. 
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Die Substanz Methyl- beta-Cyclodextrin (MβCD) ist bekannt dafür, dass sie zelluläres 

Cholesterin depletiert und somit die funktionelle Integrität der lipid rafts verändert. Daher 

wurde diese zur Hemmung der lipid rafts für die folgenden Versuche verwendet. Nach 

Vorbehandlung der Zellen mit MβCD zeigte sich nach Stimulation der vorbehandelten Zellen 

mit Rituximab keine Rekrutierung der CD20 Moleküle in die lipidreichen Mikrodomänen. 

Die CD20-Rekrutierung durch Rituximab fand nur bei funktionell und strukturell intakten 

lipid rafts statt. 

 

 Der zytotoxische Effekt von Rituximab wird durch MßCD gehemmt 

Der monoklonale Antikörper Rituximab führte auf molekularer Ebene zu einer Rekrutierung 

von CD20 in die lipid rafts, welche durch MβCD gehemmt wurde. Um zu untersuchen, ob die 

Hemmung des molekularen Ereignisses von funktioneller Bedeutung für die Wirksamkeit des 

Antikörpers Rituximab ist, wurde der Effekt von MβCD auf den zytotoxischen Effekt von 

Rituximab untersucht. Die bereits bekannte sensible und die resistente Zelllinie wurden dazu 

in einem Standard MTT-Test nach Vorbehandlung mit MβCD untersucht (siehe Abb. 16).  

Wie bereits gezeigt, kam es nach Stimulation der NCEB Zellen mit Rituximab zu einer 

verminderten Zellproliferation. Nach Vorbehandlung mit MβCD war der Effekt von 

Rituximab auf die sensiblen Zellen jedoch vollständig aufgehoben. Die Stimulation der 

NCEB-Zellen mit dem Antikörper führte bei intakten lipid rafts zu einer Abnahme der 

lebenden Zellen um 37,5%. Nach Depletion des zellulären Cholesterins mittels MβCD 

bewirkte der Antikörper, trotz gleicher Konzentration, keine Änderung des Wachstums der 

Lymphomzellen NCEB. Rituximab zeigte also, nach Depletion des zellulären Cholesterins, 

keinen zytotoxischen Effekt mehr auf die Anzahl lebender NCEB Zellen. 

Die Rituximab resistente Zelllinie DB zeigte nach Stimulation mit dem Antikörper nur eine 

geringe Reduktion der Zahl lebender maligner Zellen. Die lebenden DB Zellen wurden durch 

die Stimulation lediglich um 10% vermindert. Die Vorbehandlung der DB Zellen mit MβCD 

führte erwartungsgemäß zu keiner Änderung des Ansprechens der Zellen auf Rituximab.  
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Abb. 16  MββββCD hemmt den zytotoxischen Effekt von Rituximab 
Die Rituximab sensible Zelllinie NCEB und die resistente Linie DB wurden für 30min mit 5mM 
MβCD auf Eis oder 20min im reinen Medium auf Eis behandelt. Danach dreimal gewaschen und 
im 10% Kulturmedium gelöst. In eine 96-Loch Zellkulturplatte wurden 1x105 Zellen/Loch 
gegeben und mit 100µg/ml Rituximab für 24h stimuliert oder unbehandelt belassen. Die Anzahl 
lebender Zellen wurde in einem Standard MTT-Test photometrisch ermittelt. Angegeben ist die 
Optical Density (OD) und in % die Abnahme lebender Zellen nach Stimulation. 

 

 

Die Depletion des zellulären Cholesterins mittels MβCD bewirkte eine Verminderung des 

antiproliferativen Effekts von Rituximab. Wie in Abb. 21 zu sehen, inhibierte MβCD 

ebenfalls die Rituximab induzierte Zytotoxizität. In der Annexin-PI Färbung ergaben sich 

nach Stimulation mit Rituximab 31% tote Lymphomzellen. Nach Cholesterindepletion mittels 

MβCD induzierte Rituximab lediglich 1% tote Zellen. Durch Zerstörung der funktionellen 

lipid rafts mittels MβCD verlor der monoklonale Antikörper Rituximab also seine 

antiproliferative und seine zytotoxische Wirkung. 
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3.2. Antimykotika vom Azoltyp und Rituximab  

Die beschriebenen Untersuchungen unterstreichen die Rolle der lipid rafts für den Rituximab 

induzierten Zelltod. Neben MβCD haben auch andere Stoffe und Medikamente Einfluss auf 

die Integrität der Lipide. Somit ist eine Veränderung der Funktion und Struktur der lipid rafts 

auch durch andere Stoffe, die Einfluss auf den Cholesteringehalt der Zellen haben, möglich. 

Patienten mit hämatologischen Erkrankungen haben ein signifikant höheres Risiko für 

systemische Pilzerkrankungen als die Normalbevölkerung 33. Diese Pilzinfektionen werden 

häufig mit Antimykotika vom Triazol-Typ behandelt. Diese bewirken neben der Hemmung 

der Ergosterolsynthese eine Abnahme des zellulären Cholesteringehaltes und somit eine 

Veränderung der lipid rafts. Möglicherweise führt diese Veränderung zu einer Hemmung des 

durch Rituximab induzierten Zelltodes, analog zum Effekt von MβCD. Um dieser Frage 

nachzugehen, wurden die Effekte der Triazol-Antimykotika auf Rituximab im folgenden 

genauer untersucht.  

 

3.2.1. Ermittlung nicht toxischer Konzentrationen der verwendeten 

Antimykotika  

Um die Konzentration zu ermitteln, in der die Antimykotika nicht toxisch auf die eingesetzten 

Lymphomzellen wirken, wurden zu Beginn der Untersuchungen Titrationsreihen 

verschiedener Konzentrationen der Antimykotika vom Triazol-Typ Fluconazol, Itraconazol, 

und Voriconazol angesetzt. Da sowohl die kurzfristige Interaktion der Antimykotika mit den 

lipid rafts und dem Antikörper Rituximab, als auch die Effekte einer längeren Behandlung mit 

diesen Medikamenten untersucht werden sollten, wurden die Zellen für 30 min und 24 h mit 

den verschiedenen Antimykotika inkubiert. Es wurde die Konzentration gesucht, welche 

keinen toxischen Effekt auf die Zellen aufweist, gleichzeitig aber hoch genug ist, um 

eventuelle Wechselwirkungen mit Rituximab zu zeigen. 

 Konzentrationsbestimmung für 30 min. Inkubationszeit 

Die Zellen NCEB wurden für 30 min mit steigenden Konzentrationen von 10 µg/ml bis zu 

500 µg/ml (siehe Tabelle 1) der Antimykotika Fluconazol, Itraconazol, und Voriconazol 

inkubiert. Anschließend wurde die Anzahl der NCEB Zellen im MTT Test bestimmt. Die 
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Ergebnisse sind in Abb. 17 B dargestellt. Das Antimykotikum Fluconazol zeigte toxische 

Effekte auf die Lymphomzellen ab einer Konzentration von über 100 µg/ml. Itraconazol war 

ab einer Konzentration von 100 µg/ml ebenfalls zytotoxisch. Voriconazol wirkte erst ab 

Konzentrationen von über 500 µg/ml toxisch auf die untersuchten Zellen. Die Konzentration 

von 100 µg/ml wurde für die folgenden Versuche ausgewählt. 

 

 

F [10]
V [10]

I [10]

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

F
 [0]

F
 [0,5]

F
 [5]

F
 [20]

V
 [0]

V
 [0,5]

V
 [5]

V
 [20]

I [0]

I [0,5]

I [5]

I [20]
O

D

F [100]
V [100]

I [100]

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

F
 [0

]

F
 [1

0]

F
 [5

0]

F
 [1

00
]

F
 [5

00
]

V
 [0

]

V
 [1

0]

V
 [5

0]

V
 [1

00
]

V
 [5

00
]

I [
0]

I [
10

]

I [
50

]

I [
10

0]

I [
50

0]

O
D

 
Abb. 17  Titration der höchsten nicht-toxischen Konzentration der Antimykotika 

A Zellen der sensiblen Zelllinie NCEB wurden mit steigenden Konzentrationen der          
Antimykotika Fluconazol (F), Voriconazol (V) und Itraconazol (I) für 24 h behandelt.  

B  Zellen der sensiblen Zelllinie NCEB wurden mit steigenden Konzentrationen der 
Antimykotika Fluconazol (F), Voriconazol (V) und Itraconazol (I) für 30 min behandelt. 

A + B Nach 3-maligem Waschen und Resuspension im 10% Kulturmedium wurden je 1x105 
Zellen in ein Well der Zellkulturtestplatte gegeben. Nach 24 h erfolgte die Messung der lebenden 
Zellen in einem Standard MTT-Test. Die Konzentrationen sind in µg/ml angegeben; [0] 
bezeichnet die Kontrolle im 10%Kulturmedium ohne Zusatz. Angegeben ist die Optical Density 
(OD) der Messungen. 

A 

B 
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 Konzentrationsbestimmung für 24 h Inkubationszeit 

Da der Effekt der Antimykotika auf das Enzym der 14-α-Demethylase erst nach einiger Zeit 

einsetzt, wurden zusätzlich zu der Behandlung für 30 min auch Inkubationen über 24 h 

durchgeführt. Für diese Versuche wurde ebenfalls die höchste nicht toxische Konzentration 

der entsprechenden Antimykotika gesucht. NCEB- Zellen wurden für 24 h mit steigenden 

Konzentrationen der Antimykotika Fluconazol, Voriconazol und Itraconazol (siehe Tabelle 1) 

von 0,05 µg/ml bis zu 50 µg/ml für 24 h versetzt. Die Zahl lebender Zellen wurde in einem 

Standard MTT-Test ermittelt. Die höchste nicht toxische Konzentration für die 24 h 

Inkubationszeit betrug 10 µg/ml (siehe Abb. 17 A). Diese Konzentration wurde im weiteren 

für die 24-stündige antimykotische Vorbehandlungen der Lymphomzellen verwendet. 

 

3.2.2. CD20-Rekrutierung in lipid rafts wird durch Triazol-

Antimykotika gehemmt 

Bei Rituximab sensiblen Zellen führte die Stimulation mit Rituximab zu einer Rekrutierung 

von CD20 in lipid rafts. Die Cholesterindepletion mittels MβCD verhinderte dieses 

molekulare Ereignis. Im weiteren wurde untersucht, ob die Antimykotika ebenfalls die 

Rituximab abhängige CD20 Rekrutierung verändern. Dazu wurden die sensiblen 

Lymphomzellen NCEB vor der Stimulation mit Rituximab mit den entsprechenden 

Antimykotika inkubiert. Nach 30 minütiger Stimulation wurden die Zellen mittels 

Ultrazentrifugation im Succrosegradienten in einzelne Fraktionen aufgetrennt. Die korrekte 

Auftrennung wurde mittels Dot Blot Verfahren getestet. 

Abb. 18 zeigt im Western Blot den Effekt der Antimykotika auf die Rituximab induzierte 

Rekrutierung von CD20. Die Rituximab Stimulation der NCEB Zellen führte zu einer 

Umlagerung der CD20 Moleküle in die Raft- Fraktionen. Wurden die Zellen mit MβCD 

vorbehandelt, fehlte diese. Bei den Zellen, die mit den Antimykotika Itraconazol und 

Voriconazol inkubiert wurden, konnte ebenfalls keine signifikante Rekrutierung von CD20 in 

die lipid rafts nachgewiesen werden. Das Antimykotikum Fluconazol hatte dagegen keinen 

Einfluss auf die CD20-Rekrutierung durch Rituximab. 
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Abb. 18  CD20-Rekrutierung durch Rituximab nach Behandlung mit Triazol-Antimykotika 
NCEB-Zellen wurden in verschiedenen Medien für 30min auf Eis inkubiert. Als Kontrolle wurde 
reines Medium verwendet. Zellen wurden mit 10mM MβCD, 100 µg/ml Fluconazol, 100 µg/ml 
Voriconazol oder 100 µg/ml Itraconazol versetzt. Danach wurden diese dreimal gewaschen und 
dann entweder für 20min mit 100 µg/ml Rituximab stimuliert oder unbehandelt belassen 
(Kontrolle). 3x107 Zellen wurden lysiert und im Succrosegradienten mittels Ultrazentrifugation 
fraktioniert. Nach Fraktionierung wurden die Fraktionen 2-5 als Rafts zusammengefasst und die 
Fraktionen 8-11 als Non Raft Fraktionen. Diese wurden nach Gelelektrophorese im Western Blot 
mit einem anti-CD20-Antikörper behandelt. 

 

In Abb. 19 sind alle 11 Fraktionen der Lysate der Rituximab sensiblen Zellen NCEB 

aufgetragen. Die nicht vorbehandelten Zellen zeigten nach Stimulation eine signifikante 

CD20 Rekrutierung in die Fraktionen 2 und 3. Eine Vorbehandlung mit MβCD verhinderte 

diese. Als Antimykotikum wurde beispielhaft das Antimykotikum Itraconazol ausgewählt. 

Nach Stimulation zeigten die mit Itraconazol vorbehandelten Zellen nur eine geringe 

Rekrutierung der CD20 Moleküle in die Fraktion 2 und 3. Gleichzeitig wurden die 

fraktionierten Proben mit einem Antikörper gegen die Tyrosinkinase Lyn gefärbt. Dieser 

Vertreter der Src- Kinasen Familie ist konstitutiv in den lipid rafts lokalisiert.  

Abb. 19  Rituximab vermittelte Rekrutierung von CD20 nach Behandlung mit Itraconazol 
NCEB-Zellen wurden in 10% Kulturmedium, 10mM MβCD oder 100 µg/ml Itraconazol für 
30min auf Eis inkubiert. Danach wurden diese dreimal gewaschen und dann entweder für 20min 
mit 100 µg/ml Rituximab stimuliert oder unbehandelt gelassen (Kontrolle). 3x107 Zellen wurden 
lysiert und im Succrosegradienten mittels Ultrazentrifugation fraktioniert. Die Fraktionen 1-11 
wurden in die Gele gegeben. Diese wurden nach Gelelektrophorese im Western Blot mit einem 
anti-CD20-Antikörper oder einem anti-LYN-Antikörper behandelt. 

 CD20  LYN 

Kontrolle 

Medium 
+Rituximab 

MßCD 
+Rituximab 

Itraconazol+
Rituximab 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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Wie in Abb. 19 rechts zu sehen, zeigten die einzelnen Proben keine Unterschiede in der 

Expression von Lyn. 

Die für die zytotoxische Wirkung von Rituximab wichtige Rekrutierung der CD20-Moleküle 

in die lipidreichen Abschnitte der Zellmembran, wird durch die Medikamente vom Triazol-

Typ Itraconazol und Voriconazol gehemmt. Die Hemmung durch die Antimykotika ist mit 

dem Effekt durch eine Vorbehandlung mit MβCD vergleichbar.  

 

3.2.3. Die Wirkung von Rituximab wird durch Triazol- Antimykotika 

herabgesetzt 

Die Antimykotika Itraconazol und Voriconazol inhibierten, analog zu MβCD, die Rituximab 

induzierte Rekrutierung von CD20. Im folgenden wurde der Einfluss der Antimykotika auf 

den antiproliferativen und zytotoxischen Effekt des Antikörpers Rituximab untersucht. 

Insbesondere wurde analysiert, ob sich die veränderte Rekrutierung der CD20 Moleküle nach 

Inkubation der Zellen mit Antimykotika vom Azoltyp auf die Induktion des Zelltodes durch 

Rituximab auswirkt.  

Dazu wurden die Mantelzelllymphomzellen NCEB für 30min mit den verschiedenen 

Antimykotika inkubiert. Nach Stimulation der Zellen mit Rituximab wurden diese für 24 oder 

48 h inkubiert. Anschließend wurde die Anzahl lebender NCEB-Zellen in einem MTT-Test 

bestimmt. Der Effekt von Rituximab auf die sensible Zelllinie NCEB mit und ohne 

antimykotische Vorbehandlung ist in Abb. 20 dargestellt. Die Hemmung der Cholesterin-

synthese durch die Antimykotika Fluconazol, Itraconazol und Voriconazol führte zu einer 

Hemmung des Rituximab induzierten Zelltodes. Rituximab sensible Zellen zeigten in 

Anwesenheit der Antimykotika ein signifikant vermindertes Ansprechen auf den 

monoklonalen Antikörper Rituximab. Dabei zeigte sich, dass der antiproliferative Effekt von 

Rituximab auf die Lymphomzellen nach Behandlung mit den Antimykotika hochsignifikant 

(p-Wert 0,00054) vermindert war im Vergleich zur Stimulation im Medium. Wie in der 

Abbildung zu sehen, reduzierte Rituximab die lebenden NCEB Zellen im Kulturmedium um 

ca. 30%. Hingegen war der Effekt von Rituximab bei den antimykotisch vorbehandelten 

Zellen deutlich geringer. So verminderte der Antikörper Rituximab die lebenden NCEB 

Zellen nach Vorbehandlung dieser mit Itraconazol nur um 8% und nach Vorinkubation mit 

Voriconazol nur um 13%. Durch ΜβCD konnte der Rituximab induzierte Effekt beinahe 

vollständig gehemmt werden. Nach 48-stündiger Inkubationszeit der Zellen mit den 
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entsprechenden Antimykotika zeigte sich nach der Behandlung mit Rituximab ebenfalls eine 

signifikant ( p-Wert 0,00482) höhere Zellzahl als nach Stimulation im Medium.  

Die Vorbehandlung der Lymphomzellen mit den Triazol-Antimykotika reduzierte den Effekt 

von Rituximab auch noch nach 48 h. Der antiproliferative Effekt des Antikörpers konnte 

ähnlich wie durch ΜβCD aufgehoben werden. 
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Abb. 20  Antimykotika vom Triazol-Typ hemmen die Wirkung von Rituximab 

Die Zellen des Mantelzelllymphoms NCEB wurden 30min auf Eis mit ΜβCD oder 30min auf Eis 
mit 100 µg/ml  Fluconazol (Flu), 100 µg/ml  Itraconazol (Itra) oder 100 µg/ml  Voriconazol (Vori) 
behandelt. Die Kontrolle wurde 30min auf Eis im Kulturmedium gehalten. Dann wurden die 
Zellen für 30min auf Eis mit 100µg/ml Rituximab stimuliert oder mit reinem Medium (Kontrolle) 
behandelt. Die Zellen wurden dreimal gewaschen und je 1x105 Zellen in ein Well der 96 Loch-
Zellkulturplatte gegeben. Nach 24 h Inkubation wurde die Anzahl lebender Zellen im Standard 
MTT-Test ermittelt Nach 48 h erneute Messung der Anzahl  lebender Zellen. Auf der y-Achse ist 
in % die Anzahl lebender Zellen angegeben. Die Standardabweichung ist als Balken dargestellt. 

 

 

Der Effekt der Antimykotika auf den Rituximab induzierten Zelltod wurde im folgenden 

untersucht (siehe Abb. 21). Im gleichen Ansatz wurden dabei Rituximab sensible Zellen für 

30 min mit dem Antimykotikum Itraconazol inkubiert und danach mit Rituximab stimuliert. 

Die Anzahl lebender und toter Zellen wurde mittels Annexin- PI-Färbung bestimmt. Durch 

Rituximab starben bis 31% der Lymphomzellen im Medium. Nach Vorbehandlung mit 

Itraconazol kam es durch Rituximab zu keiner relevanten Induktion des Zelltodes. Auch hier 

hatte Itraconazol dabei einen mit MβCD vergleichbaren Einfluss auf die Rituximab induzierte 

Zytotoxizität.  
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Abb. 21  Effekt von Rituximab nach Behandlung mit ΜβΜβΜβΜβCD oder Itraconazol 

Je 1x106 Zellen des Mantelzelllymphoms NCEB wurden auf Eis für 30min entweder im 10% 
Kulturmedium, im 5mM ΜβCD oder in 100 µg/ml  Itraconazol (Itra) inkubiert. Die Zellen wurden 
dreimal gewaschen, dann für 30min mit 100 µg/ml Rituximab oder reinem Medium versetzt. Nach 
24h wurden die Proben mit einer Annexin-PI Färbung behandelt und im Durchflußzytometer 
gemessen. In % ist die Anzahl der für die Fluoreszenz PI positiven Zellen angegeben. 

 

 

3.2.4. Antimykotika hemmen die Rituximab vermittelte CDC und 

Apoptose  

Als nächstes sollte der Effekt der Antimykotika auf den Rituximab induzierten Zelltod 

genauer betrachtet werden, insbesondere ob eine Hemmung der Rituximab vermittelten CDC 

oder Apoptose stattfindet. NCEB Zellen wurden beispielhaft mit dem Antimykotikum 

Itraconazol oder als Kontrolle in Kulturmedium inkubiert. Dann erfolgte die Stimulation mit 

Rituximab im Serum mit intaktem Komplementsystem oder mit inaktivierten 

Komplementsystem. Die Ergebnisse sind in Abb. 22 dargestellt. 
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Abb. 22  Itraconazol hemmt die Rituximab vermittelte CDC und die Apoptose 

Die Lymphomzellen NCEB wurden für 30min mit 100µg/ml Itraconazol vorbehandelt. Als 
Kontrolle dienten NCEB Zellen im Kulturmedium. In drei unabhängigen Versuchen gleichen 
Aufbaus wurden Zellen der sensiblen Mantelzelllymphomlinie NCEB in verschiedenen Medien 
für 24h mit 100µg/ml Rituximab behandelt. Die Zellen befanden sich dabei in 10% Kulturmedium 
(Medium), bei 60°C hitzeinaktivierten Serum in 30% Konzentration (Apoptose) oder in nicht 
hitzeinaktiviertem Medium 30% Konzentration (CDC). Je 1x 105 Zellen/ Well wurden in einer 96 
Loch-Zellkulturplatte gegeben. Nach 24h wurde die Anzahl lebender Zellen in 6-fach Werte im 
MTT-Test ermittelt. In % : Mittelwert lebender Zellen ; Balken: Standardabweichung der Werte. 

 

 

Die Rituximab induzierte komplementabhängige Zytotoxizität und die Apoptose konnten 

jeweils durch die Vorbehandlung der Zellen mit dem Antimykotikum Itraconazol reduziert 

werden. Nach Stimulation der Zellen mit Rituximab im Kulturmedium zeigten sich bei den 

unbehandelten Zellen 21% weniger lebende Zellen. Durch eine antimykotische 

Vorbehandlung reduzierte sich der antiproliferative Effekt von Rituximab auf 3 %. Die 

Rituximab induzierte Apoptose fiel durch die antimykotische Vorbehandlung um 2% geringer 

aus. Die CDC wurde durch die Inkubation mit Itraconazol um etwa 6 % vermindert. 

In einem ähnlichen Versuchsansatz wurden die antimykotisch vorbehandelten NCEB Zellen 

parallel zu nicht vorbehandelten Zellen mit Rituximab stimuliert und in einer Annexin-V-PI 

Färbung untersucht (siehe Abb. 23). Die Vorbehandlung der Zellen mit Itraconazol resultierte 

in einem signifikant niedrigeren zytotoxischen Effekt von Rituximab. Das Antimykotikum 

Itraconazol bewirkte im Kulturmedium eine Reduktion des Rituximab induzierten Zelltodes 

von 33% toter Zellen auf nur 12% toter Zellen nach Stimulation.  
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Die Rituximab induzierte CDC konnte durch die Antimykotika bedingte Störung der 

Lipidsynthese von 36% toter Zellen auf 17% reduziert werden. Itraconazol verminderte 

ebenfalls die Rituximab induzierte Apoptose um mehr als die Hälfte von 28% auf 12% in 

30% hitzeinaktiviertem Serum.  

 

 

 Kulturmedium 
Apoptose  

10%                    30%  
CDC 

10%                    30%  

Kontrolle  33 15 28 25 36 

Itraconazol 12 6 12 8 17 

 
Abb. 23  Rituximab induzierte CDC und Apoptose nach Vorbehandlung mit Itraconazol 

Je 1x105 Zellen der Rituximab sensiblen Zelllinie NCEB wurden für 30min mit 10% 
Kulturmedium (Medium), bei 60°C hitzeinaktivierten Serum in 10% oder in 30% Konzentration 
(Apoptose) oder in nicht hitzeinaktiviertem Medium in 10% oder in 30% Konzentration (CDC) 
auf Eis inkubiert. Je 1x105 Zellen der Rituximab sensiblen Zelllinie NCEB wurden für 30min in 
den gleichen Medien gehalten, allerdings wurden diese mit 100µg/ml Itraconazol auf Eis 
behandelt. Danach wurden alle Proben für 30min mit 100µg/ml Rituximab versetzt. Die 
Kontrollen wurden im jeweiligen Medium bei gleicher Temperatur für 30min belassen. Nach 24h 
wurden die Proben mit einer Annexin-PI Färbung im Durchflußzytometer gemessen.  

A Als Histogramm dargestellt sind die für die Fluoreszenz PI positiven Zellen   
  Grau= Medium ohne Antimykotikum; grün= Vorbehandlung mit Antimykotikum 

B  Angegeben ist in % der Gesamtzellzahl die Zunahme der für die Fluoreszenz PI 
  positiven Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne Stimulation mit Rituximab. 

 

 

In Zusammenschau aller Ergebnisse, inhibierte die Vorbehandlung der Zellen mit 

Antimykotika vom Triazoltyp den Rituximab induzierten Zelltod signifikant. Durch die 

Antimykotika kam es in Gegenwart von Rituximab zu einer verminderten Induktion der 

komplement-vermittelte Zytotoxizität und auch der Apoptose. 

A 

B 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der monoklonale Antikörper 

Rituximab nach Bindung zu einer Umlagerung von CD20 in die lipid rafts führt. In Rafts 

assoziieren sich die CD20 Moleküle zu Komplexen aus Heterodimeren und es kommt zur 

Induktion der CDC und der Apoptose und konsekutivem Zelltod. Das Ausmaß des Zelltodes 

und somit die Wirksamkeit des Therapeutikums Rituximab korrelierte in vitro mit der 

Expression des Gangliosids GM-1 und nicht mit der Menge an CD20. Weiterhin erwiesen 

sich funktionell intakte lipid rafts als essentiell für den anti-CD20-Antikörper Rituximab. 

Veränderungen der Struktur der lipid rafts, z.B. durch eine Cholesterindepletion mittels 

ΜβCD, führten zu einer Verminderung des therapeutischen Effektes des eingesetzten 

Antikörpers Rituximab. Es konnte gezeigt werden, dass die funktionelle Integrität der lipid 

rafts auch durch die klinisch häufig angewendeten Antimykotika vom Azoltyp gestört wird. 

So führte die Hemmung der 14-α-Demethylase durch Antimykotika vom Azoltyp zur 

Veränderung der lipid rafts, fehlender Rekrutierung von CD20 nach Stimulation der Zellen 

mit Rituximab und zu einem Verlust des zytotoxischen Effektes von Rituximab. 

 

4.1. Rituximab induzierter Zelltod  

Gegenstand der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war der Rituximab induzierte 

Zelltod. Für den Rituximab induzierten Zelltod sind neben der Antikörper abhängigen 

zellulären Zytotoxizität (ADCC), der Komplement abhängige Zelltod (CDC) und die 

Apoptose entscheidend. In der Literatur wird der relative Anteil der verschiedenen 

Effektorwege ADCC, CDC und Apoptose am Gesamteffekt des anti- CD20-Antikörpers 

Rituximab kontrovers diskutiert 13. In unserem in vitro Modell mit verschiedenen 

Lymphomzelllinien konnte gezeigt werden, dass der Rituximab vermittelte 

komplementabhängige Zelltod effektiver ist als der induzierte apoptotische Zelltod. Um die 

Rituximab induzierte CDC und Apoptose in den Versuchen abzugrenzen, wurden durch 

Hitzeinaktivierung aktive Komplementbestandteile im Serum eliminiert oder belassen. Der 

zytotoxische Effekt von Rituximab erwies sich dabei als unterschiedlich stark, je nachdem 

welcher Induktionsweg aktiviert wurde. Unsere Ergebnisse legen nahe, dass neben der 

Apoptose vor allem die CDC für den zytotoxischen Effekt von Rituximab verantwortlich ist. 
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Die Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Cittera kommen zu den gleichen Ergebnissen 15. 

In einem in vivo Modell konnte sie zeigen, dass das Komplementsystem für die therapeutische 

Aktivität des Antikörpers notwendig ist. Wurde das Komplementsystem der athymischen 

Mäuse durch Zugabe des Cobra Venom Faktors (CVF) inaktiviert, so zeigte sich kein 

antitumoröser Effekt von Rituximab auf die verwendeten BJAB Lymphomzellen. Bei 

intaktem Komplementsystem hingegen ließ sich nach Behandlung mit Rituximab kein 

Lymphombefall mehr nachweisen. Auch Golay et al. zeigten in einem in vivo Modell mit 

murinen B-Lymphomzellen mit konstanter Expression von CD20, dass nach Depletion des 

Komplementsystems mit Cobra Venom Faktor der therapeutischen Effekt des anti-CD20 

Antikörpers aufgehoben war 46. Der Effekt von Rituximab auf die Lymphomzellen und die 

Hemmung der Wirkung nach Depletion des Komplementsystems durch CVF waren dabei 

unabhängig von der Lokalisation des Tumors. Durch die Therapie mit Rituximab zeigten sich 

sowohl die lymphonodulären als auch die subkutanen Tumormanifestationen deutlich 

regredient.  

Diese Daten werden von den Untersuchungen von Gaetano et al. 32unterstützt, welche die 

elementare Rolle des Komplementsystems in der Vermittlung des Rituximab induzierten 

Zelltodes betonen. In einem in vivo Modell mit syngenen Mäusen, denen das Initiatormolekül 

des klassischen Weges der CDC C1q fehlte, konnte kein therapeutischer Effekt von 

Rituximab auf die murine Lymphomlinie EL4 mehr nachgewiesen werden. Bei intaktem 

Komplementsystem konnte bei den EL4 erkrankten Mäuse nach einmaliger Rituximabgabe 

immunhistochemisch und mittels PCR keine CD20 positiven Zellen mehr detektiert werden. 

Bei fehlendem C1q war die Überlebenskurve und die Tumorgröße trotz Behandlung mit 

Rituximab vergleichbar mit den unbehandelten Tieren. Die geschilderten Ergebnisse der 

Arbeit von Gaetano stehen also im Einklang mit den Untersuchungen der hier vorliegenden 

Arbeit und betonen die Rolle der CDC als den wichtigsten Mechanismus des Rituximab 

induzierten Zelltodes.  

Im Gegensatz dazu postulieren andere Arbeitsgruppen, wie Maloney et al. und Hernadez et 

al., die ADCC als den wichtigsten Mechanismus der Rituximab vermittelten Wirkung 90. Die 

Gruppe um Hernadez-Ilizalitturi beobachtete, dass nach Depletion der NK-Zellen und der 

neutrophilen Granulozyten der Antikörper Rituximab keinen Effekt mehr zeigte 58. Der 

Verlust der Wirkung von Rituximab nach Hemmung der ADCC zeigte sich jedoch nicht, 

wenn nur die Natürlichen Killerzellen depletiert wurden und nicht auch die neutrophilen 

Granulozyten.  
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In Gegenwart intakter neutrophiler Granulozyten war die Überlebensrate der mit Rituximab 

behandelten Mäuse, trotz fehlender ADCC aufgrund depletierter NK-Zellen, hoch. Eine 

Erklärung für die unterschiedliche Bewertung der Rolle der ADCC könnte die in den 

Untersuchungen von Hernadez-Ilizalitturi verwendete Zelllinie sein. Die Zellen der Linie Raji 

zeigten in der vorliegenden Arbeit nur ein sehr geringes Ansprechen auf Rituximab (siehe 

Tabelle 6). Ein Grund dafür könnte die fehlende Simulation der ADCC in dieser Arbeit sein. 

Möglicherweise induziert Rituximab bei den Burkitt Lymphomzellen der Linie Raji in vivo 

eher die ADCC. Hernadez-Ilizalitturi et al. betrachteten die Rolle der CDC in ihrem Modell 

allerdings nicht. Deswegen sind Rückschlüsse auf das relative Gewicht der ADCC und der 

CDC aus dieser Arbeit nicht möglich. Eine Studie von Clynes et al. unterstützt ebenfalls die 

wichtige Rolle der ADCC in der Vermittlung des Effektes von Rituximab 16. In dem Modell 

von Clynes et al. verlor Rituximab seine volle therapeutische Aktivität gegen das humane B-

Zell Lymphom, das als Xenograft den Mäusen subkutan injiziert wurde, wenn die FcγR γ-

Kette fehlte. Diese ist ein wesentlicher Bestandteil von FcγR1 und FcγR3 und somit 

entscheidend an der Vermittlung der ADCC beteiligt. Aus diesen Beobachtungen folgerten 

Clynes und Kollegen, dass eine intakte ADCC für die Zytotoxizität des Antikörpers benötigt 

wird. Insgesamt besteht jedoch weiter Unklarheit bezüglich der Rolle der ADCC. Die Rolle 

der ADCC wurde in der vorliegenden Arbeit in unserem in vitro Modell nicht untersucht. 

Trotzdem wurde durch Rituximab ein starker Effekt erzielt, so dass die ADCC in den 

durchgeführten Untersuchungen eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Dies wird 

durch die Beobachtungen von Gaetano et al. und Cittera et al. unterstützt, welche trotz 

Depletion der NK-Zellen und der neutrophilen Granulozyten einen unverändert starken 

therapeutischen Effekt des Antikörpers Rituximab beobachteten 15. 

Eine mögliche Erklärung für die unterschiedliche Bewertung der Rolle der ADCC bzw. CDC 

liegt in den verschiedenen Mausmodellen. Die Gruppe um Di Gaetano injizierte intravenös 

murine Lymphomzellen, während Clynes et al. humane Lymphomzellen als Xenograft 

subkutan verabreichten. Bei dem Xenograft Modell müssen die humanen Lymphomzellen bei 

der Inokulation in sehr großer Zahl vorkommen, um bei langsamen Wachstum die benötigte 

Tumorgröße zu erreichen. Zudem ist der Tumor durch subkutane Injektion lokal begrenzt. Da 

das Gewebe um die Lymphomzellen Einfluss hat auf die therapeutische Effektivität von 

Rituximab ist der induzierte Zelltod zwischen subkutanem Befall und systemischer 

Ausbreitung der NHL- Zellen nicht zu vergleichen 50. Des weiteren besteht möglicherweise 

eine Interaktion der Aktivierung des Komplementsystems, und dadurch der CDC, mit der 

Aktivierung der ADCC über den Fc-Rezeptor. So konnten kürzlich Zusammenhänge 
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zwischen dem Komplementfaktor C3b und der ADCC dargestellt werden 146. Somit könnten 

die Veränderungen des FcγR auch einen Einfluss auf die Komplement vermittelte Lyse haben. 

Neben CDC und ADCC gilt die Apoptose als ein weiterer Mechanismus des Rituximab 

induzierten Zelltodes. In der vorliegenden Arbeit erzielte Rituximab auch nach Inaktivierung 

der Komplementfaktoren einen geringen zytotoxischen Effekt. Nach Stimulation mit 

Rituximab kam es zu einer Aktivierung der Caspasen. Diese sind Enzyme, welche die 

Induktion der Apoptose steuern. Untersucht wurden in dieser Arbeit die Caspasen 3, 8 und 9. 

Die Stimulation der Lymphomzellen vom Mantelzelltyp mit Rituximab führte zu einer 

Aktivierung der Caspase 8 und in geringerem Maße der Caspase 9. Die Caspase 8 ist 

Bestandteil des extrinsischen Aktivierungsweges der Apoptose. Diese Aktivierung resultierte 

in der Umwandlung der inaktiven Vorläuferform der Caspase 3 in die Effektorprotease 3 der 

Apoptose.  

Pedersen et al. sahen nach Stimulation von Zellen einer chronisch lymphatischen B-Zell 

Leukämie mit Rituximab ebenfalls eine Induktion der Apoptose 107. Wie schon gezeigt wurde, 

hatte Rituximab in der vorliegenden Arbeit vor allem den extrinsischen Weg der Apoptose, 

also die Caspase 8, aktiviert. In einer Arbeit von Tepper und Kollegen konnte durch einen 

Hemmstoff der Caspase 8, Carbobenzoxy-Val-Ala-Asp-Fluoromethylketon, nach Stimulation 

der Zellen keine Apoptose mehr nachgewiesen werden 138. Diese Untersuchungen bestätigen 

die Ergebnisse dieser Arbeit bezüglich der Rituximab induzierten Aktivierung der Caspase 8. 

Mathas et al. zeigten für den anti-CD20 Antikörper Rituximab ebenfalls eine starke Induktion 

der Apoptose 93. Der Gruppe um Byrd gelang es diese Induktion der Apoptose in vivo im 

Patientenblut, kurz nach Infusion des Antikörpers Rituximab, nachzuweisen. Es zeigte sich 

eine Aktivierung der Caspasen und eine Induktion der Apoptose kurz nach Stimulation 10. 

Welcher genaue Mechanismus der Einleitung der Apoptose durch Rituximab zu Grunde liegt 

ist unklar. Resistenzen einiger Zellen bzw. Zelllinien sind bekannt, so konnte bei den Zellen 

Daudi und BJAB keine Induktion der Apoptose beobachtet werden 47. Auch in der 

vorliegenden Arbeit konnte bei der resistenten Zelllinie DB keine Induktion der Apoptose 

nach Stimulation mit Rituximab nachgewiesen werden.  

Die Mechanismen dieser Resistenz gegenüber Rituximab sind ungeklärt. Neben den bereits 

diskutierten Effektormechanismen sind nach Bindung des anti-CD20 Antikörpers am 

Zielrezeptor CD20 eine Reihe weiterer Vorgänge von Bedeutung. So kommt es nach Bindung 

des Antikörpers an CD20 zu einer Vernetzung der Antikörper (Crosslinking). In dieser Arbeit 

konnte außerdem gezeigt werden, dass nach Stimulation der Zellen mit Rituximab eine 

Translokation der CD20 Rezeptoren in lipidreiche Mikrodomänen stattfindet. Gefolgt wird 
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diese Umlagerung von einer Aktivierung der SRC-Familie der Tyrosinkinasen 62 29. Das 

Crosslinking von CD20 führt zu einer vermehrten Produktion von Bax , Änderungen der 

RNA- Level von c-myc und weiteren Veränderungen 93 27 4. Unterschiede in diesen 

Mechanismen könnten auch zu einer relevanten Änderung des Ansprechens der Zellen auf 

Rituximab führen und mögliche Gründe für Resistenzen gegen Rituximab sein. Um die Rolle 

dieser Mechanismen bei Resistenzen gegen Rituximab zu bewerten, sind weitere 

Untersuchungen notwendig. Fraglich ist, inwieweit sich die in vitro Versuche dieser Arbeit 

auf die Situation in vivo übertragen lassen, und inwieweit die Tiermodelle auf den Menschen 

transferiert werden können.  

 

4.1.1. Expression von GM-1 korreliert mit Ansprechen auf Rituximab 

Der monoklonale Antikörper Rituximab hat sich für die Therapie maligner Erkrankungen der 

B-Zelle als sehr wirksam erwiesen 20 19 24. Der Antikörper richtet sich gegen das 

Oberflächenantigen CD20, welches auf reifen B-Zellen exprimiert wird. Es sind sowohl 

primäre als auch sekundäre Resistenzen gegen den Antikörper beschrieben, deren Ursache 

bislang unklar ist. Trotz breiter und erfolgreicher klinischer Anwendung existiert bisher kein 

prädiktiver Faktor, um das Ansprechen einer Therapie mit Rituximab vorauszusagen. 

Naheliegend ist die Vermutung, dass die Expression der Zielstruktur des Antikörpers, CD20, 

eine direkte Korrelation mit dem Ansprechen der Lymphomzellen auf Rituximab zeigt. 

Darum wurden in dieser Arbeit verschiedene Lymphomzelllinien auf ihr Ansprechen auf 

Rituximab und die Expression von CD20 untersucht. Bei den untersuchten Zelllinien handelte 

es sich um diffus großzellige Lymphomzellen, Mantelzell- Lymphome, Burkitt- Lymphome 

und chronisch lymphatische Leukämiezellen. In der vorliegenden Arbeit fand sich jedoch 

keine Korrelation der Expression von CD20 und dem Ansprechen dieser Lymphomzellen auf 

Rituximab. Somit besteht zumindest in vitro keine Korrelation zwischen der Expression von 

CD20 und dem Rituximab induzierten Zelltod. Die Ergebnisse einer Untersuchung von Perz 

et al. bestätigen diese Resultate. Die Expression von CD20 und das Ansprechen von Patienten 

mit refraktärer CLL, oder einem Rezidiv der Erkrankung, wurden verglichen. Auch hier 

korrelierte die CD20 Expression der Leukämiezellen nicht mit der Effektivität einer 

Rituximabtherapie 108. 
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Die Expression von CD20 eignet sich also nicht als prädiktiver Marker für das Ansprechen 

von B-Non Hodgkin Lymphomzellen oder B-CLL Zellen für die Rituximabtherapie. Eine 

Erklärung für das schlechte Ansprechen auf die Therapie mit dem monoklonalen Antikörper 

könnte möglicherweise ein verändertes Bindungsverhalten am CD20 Antigen sein. Eine 

Ursache für Änderungen der Bindung zwischen Antigen und Antikörper könnte das Vorliegen 

einer Mutationen oder eines Polymorphismus des Gens, welches für CD20 codiert, sein.  

In einer Analyse von Sar et al. wurden Patienten, welche an einem diffus großzelligem 

Lymphom erkrankt waren und ein schlechtes Ansprechen auf die Therapie mit Rituximab 

zeigten, auf solche genetischen Veränderungen hin untersucht 121. Es fand sich jedoch keine 

Häufung von Mutationen oder Polymorphismen des CD20 Rezeptors.  

Die Gruppe um Terui et al. konnte 2009 erstmals Mutationen am C-Terminus des CD20 Gens 

als Ursache einer verminderter Expression des CD20 Moleküls an der Oberfläche der 

Lymphomzellen nachweisen 139. Retrospektiv zeigten die Patienten mit einer Mutation am C-

Terminus von CD20 nur zu 25% komplette Remissionen,, während die Wildtypgruppe mit 

etwa 50% ansprach. Das Patientenkollektiv war jedoch mit 50 Patienten eher klein und 

weitere Untersuchungen zur Relevanz dieser Entdeckungen sind sicher notwendig.  

Weder die CD20- Expression noch Mutationen am C-Terminus von CD20 scheinen also 

fehlendes Ansprechen auf Rituximab sicher vorauszusagen. 

Vor dem Hintergrund, dass bei der Vermittlung der Wirkung von Rituximab die lipid rafts 

eine große Rolle zu spielen scheinen 27, wurden die gleichen Zelllinien auch auf die 

Expression des Sphingolipids GM-1 hin untersucht. Sphingolipide sind keine passiven 

Bestandteile der Zellmembran, sondern nehmen eine wichtige Funktion in der Vermittlung 

biologischer Prozesse, wie Proliferation, Entzündung, Adhäsion und Differenzierung ein 99. In 

Form der Ganglioside, einer Gruppe von Sialinsäure-haltigen Glykosphingolipiden, spielen 

diese eine entscheidende Rolle bei der Stabilisierung der lipid rafts 70 104. Das Gangliosid 

GM-1 wird allgemein als Marker für die lipid rafts angesehen 125 157.  

In der vorliegenden Arbeit zeigten Zelllinien, die gut auf den Antikörper Rituximab 

ansprachen, hohe GM-1 Expressionen, während die Zellen mit schlechtem Ansprechen eine 

niedrige Expression aufwiesen. In unserem in vitro Modell zeigte sich also, dass der 

therapeutische Effekt von Rituximab auf die unterschiedlichen Lymphomzellen mit der 

Expression von GM-1 dieser Zellen korrelierte. Die Ergebnisse werden unter anderem durch 

die Arbeiten der Gruppe um Bennett bekräftigt. Diese beschrieben für den Lymphomsubtyp 

der Marginal-Zonen- Lymphome eine besonders hohe GM-1 Expression und zeigten 

gleichzeitig, dass diese ein hervorragendes Ansprechen auf Rituximab aufwiesen 2.  
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Neben den Marginal-Zonen- Lymphomzellen profitieren auch Patienten mit follikulärem 

Lymphom von einer Erhaltungstherapie mit Rituximab 44. Die chronisch lymphatische 

Leukämie hingegen, weist ein schlechtes Ansprechen auf eine Rituximabtherapie auf. Liegt 

allerdings ein Subtyp der Chronisch lymphatischen Leukämiezellen mit einer hohen 

Expression von GM-1 vor, so reagierten diese Zellen in vitro signifikant besser als die 

Subtypen mit einer niedrigen Expression des Sphingolipids 98. Da die Untersuchungen bisher 

nur in vitro durchgeführt wurden, sollten diese in retrospektiven Studien oder mit kleineren 

klinischen Kollektiven verifiziert werden. 

GM-1 könnte also dazu dienen die Subgruppe von Patienten zu identifizieren, welche von der 

Therapie mit Rituximab profitiert. Das wäre vor allem wichtig, da die CD20-Expression nicht 

als Marker für das Ansprechen auf Rituximab geeignet ist und ein anderer Marker bisher 

fehlt. Insbesondere für die an CLL erkrankten Patienten wäre ein prädiktiver Marker, wie 

GM-1, von größtem Wert für die Entscheidung zu einer Therapie mit Rituximab. 

 

4.1.2. Die Rekrutierung von CD20 in lipid rafts ist essentiell für die 

therapeutische Wirkung von Rituximab  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation mit Rituximab das 

Oberflächenantigen CD20 in die lipidreichen Membranabschnitte- lipid rafts- rekrutiert wird.  

Weiterhin zeigte sich bei fehlender Rekrutierung von CD20 in die lipid rafts, nach Depletion 

des zellulären Cholesterins, eine signifikant verminderte Wirkung des Antikörpers auf die 

untersuchten Lymphomzellen (siehe Abb. 15). 

Die Rekrutierung von CD20 in die lipid rafts wurde bereits von Deans et al. beschrieben 27. 

Nach Bindung verschiedener Anti-CD20 Antikörper an CD20 kam es durch die 

Antigenbindenden Fragmente (Fab) der Antikörper zu einer Änderung der Konformation des 

CD20 Rezeptors. Dadurch hatten diese CD20 Rezeptoren eine besonders hohe Affinität zu 

den lipid rafts und die Umlagerung in die lipidreichen Mikrodomänen war erleichtert. Nach 

der Rekrutierung der CD20 Moleküle in die Rafts kommt es zu einer Aktivierung von CD20. 

Durch die Umlagerung befinden sich die CD20 Rezeptoren dann in enger Nachbarschaft zu 

den in den rafts lokalisierten Kinasen 26. Wie schon gezeigt wurde, zeigte die absolute 

Expression von CD20 keine Korrelation mit dem therapeutischen Effekt von Rituximab.  
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Allerdings korrelierte die Menge der in die lipid rafts rekrutierten CD20 Moleküle in vitro mit 

dem Anspechen der untersuchten Zellen auf den Antikörper Rituximab 98. Auch in vivo 

fanden einige Autoren einen Zusammenhang zwischen der Menge von in die lipid rafts 

rekrutierten CD20 Rezeptoren und der Rituximab induzierten Zytotoxizität. Wie schon 

dargestellt wurde induzierte Rituximab neben der ADCC vor allem die CDC und die 

Apoptose.  

Cragg et al. zeigten, dass die Fähigkeit eines Anti-CD20 Antikörpers CD20 in die lipid rafts 

zu rekrutieren, mit der Stärke der Induktion der CDC zusammenhängt. Somit ist die 

Rekrutierung von CD20 für die Induktion der CDC durch Rituximab und die Stärke dieser 

bedeutend 23. Auch für die Rituximab induzierte Apoptose ist die Rekrutierung der CD20 

Moleküle bedeutsam. So konnte in den Untersuchungen von Janas et al. nachgewiesen 

werden, dass die Rituximab induzierte Apoptose die Translokation von CD20 in die lipid rafts 

benötigt 72. Die lipid rafts spielen laut Janas eine entscheidende Rolle für die CD20 

vermittelte Aktivierung der Caspasen. Entgegen den Untersuchungen von Janas und Cragg, 

konnten die Versuche von Chan et al. keinen Zusammenhang zwischen der Wirksamkeit von 

Rituximab und der Rekrutierung von CD20 belegen 14. Die Gruppe um Chan et al. zeigte 

allerdings auch, dass die CD20 vermittelte Wirkung unabhängig von der Rekrutierung in lipid 

rafts abläuft. Dabei wurden mehrere NHL Zelllinien mit dem monoklonalen anti-CD20 

Antikörper B1 behandelt. Die Induktion der Apoptose durch den Antikörper war dabei 

unabhängig von der Menge der rekrutierten CD20 Moleküle. Außerdem konnten Chan et al. 

trotz Inhibition der Caspasen eine starke Apoptose beobachten und postulierten, dass die 

Induktion der Apoptose durch einen Anti-CD20 Antikörper nicht über die Aktivierung der 

Caspasen geschieht. Diese gegensätzlichen Ergebnisse lassen sich durch den Gebrauch 

verschiedener Anti-CD20 Antikörper erklären. In den Untersuchungen von Janas et al. und 

Cragg et al. wurde jeweils der monoklonale Antikörper Rituximab verwendet. Bei dem in 

vitro Modell von Chan wurde der anti-CD20 Antikörper B1 benutzt.  

Die verschiedenen Antikörper gegen den CD20 Rezeptor zeigen ein sehr unterschiedliches 

Bindungsverhalten. Teeling et al. fanden verschiedene charakteristische Bindungsstellen an 

CD20, welche von den anti-CD20 Antikörpern gebunden werden 137. Für die verwendeten 

Antikörper ergaben sich dabei deutliche Unterschiede im Bindungsverhalten. In einer 

aktuellen Arbeit zeigte die Gruppe um Cragg, dass die Anti- CD20 Antikörper Rituximab und 

1F5 beide zu einer Umlagerung von CD20 in die lipid rafts führen und über die Bindung des 

Komplementfaktors C1q die CDC aktivieren.  
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Hingegen führte der Anti- CD20 Antikörper B1 zu keiner signifikanten Rekrutierung von 

CD20 in die rafts. B1 vermittelte seinen zytotoxischen Effekt hauptsächlich über eine 

Induktion der Apoptose 22.  

Für die verschiedenen Anti-CD20-Antikörper ergaben sich also voneinander abweichende 

Ergebnisse, so dass Ergebnisse eines speziellen Anti-CD20-Antikörpers nur bedingt auf 

andere Anti-CD20-Antikörper übertragbar sind. Klinisch wird derzeit überwiegend der 

monoklonale Anti-CD20- Antikörper Rituximab verwendet. Aufgrund der Unterschiede 

zwischen den einzelnen Anti- CD20 Antikörpern, eignet sich deswegen Rituximab zur 

Simulation der realen Effekte der klinischen Therapie am Menschen. In dieser Arbeit wurden 

deshalb alle Versuche ausschließlich mit Rituximab durchgeführt.  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass intakte lipid rafts für den Rituximab 

induzierten komplementabhängigen Zelltod und die Apoptose essentiell sind. Wurden die 

Zellen mit MßCD vorbehandelt konnte eine Depletion des zellulären Cholesterins und somit 

eine Aufhebung der funktionell intakten Rafts erreicht werden. Die Behandlung der sensiblen 

Zellen mit Rituximab nach Depletion führte zu einem signifikant verminderten zytotoxischen 

Effekt (siehe Abb. 16). Die lipid rafts sind also unabdingbar für die Funktion des Antikörpers.  

 

4.2. Antimykotika vom Azoltyp modulieren den 

Effekt von Rituximab 

Rituximab benötigt für die Vermittlung des zytotoxischen Effektes lipidreiche 

Membranabschnitte. Nach Depletion des zellulären Cholesterins durch die Substanz ΜβCD 

nahm der Rituximab vermittelte Zelltod signifikant ab. Dabei war sowohl der zuvor 

beobachtete Komplement-vermittelte Zelltod, als auch die Apoptose signifikant vermindert. 

Neben ΜβCD haben auch andere Substanzen Einfluss auf den Cholesteringehalt von 

Zellmembranen. Dazu zählen auch die in den Kliniken häufig angewendeten Antimykotika 

vom Azoltyp. Insbesondere bei immunkompromittierten Patienten, z.B. im Rahmen einer 

zytostatischen Therapie, werden diese häufig verwandt und sogar prophylaktisch zur 

Vermeidung von Pilzinfektionen verabreicht. Daher ist auch die Frage nach einer möglichen 

Modulation des Effektes von Rituximab durch Antimykotika von großer klinischer 

RelevanzIn der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die klinisch gebräuchlichen 

Antimykotika Antimykotika Fluconazol, Itraconazol und Voriconazol die wichtige 
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Umlagerung des CD20 Antigens durch Rituximab größtenteils verhindern. Vor allem konnte 

durch eine Vorbehandlung der sensiblen Zellen mit den Antimykotika vom Azoltyp die 

Wirkung von Rituximab signifikant vermindert werden (siehe Abb. 20). 

Antimykotika hemmen die 14-α-Demethylase 41, ein Enzym, welches für die Umwandlung 

von Lanosterol in Ergosterol oder Cholesterin entscheidend ist. Die Sterol 14-α-Demethylase 

(CYP 51) ist das am weitesten verbreitete Mitglied der Cytochrom P450 Oxidasen und 

kommt sowohl auf Prokaryoten, als auch auf Eukaryoten vor 151. Neben der 

Cholesterinsynthese der Pilzorganismen wird auch die Synthese des Cholesterins von 

Säugetieren durch die Azolantimykotika auf Stufe der 14-α-Demethylase geblockt. Für einen 

gleichen Effekt auf die Cholesterinsynthese der Säugetiere sind allerdings höhere Dosen nötig 

als für das mykotische Enzym 61 142. Hitchcock et al. zeigten, dass die 50% 

Hemmkonzentration der 14-α-Demethylase von Voriconazol einer Rattenleber bei 7,4mM 

lag, während die gegen das mykotische Enzym nur 0,03mM war 60. Voriconazol ist also um 

bis zu 250 mal aktiver gegen das Enzym der Pilze. Um die Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit auf den Menschen zu übertragen, müssten ähnlich hohe Plasmakonzentrationen wie in 

vitro erreicht werden. In dieser Arbeit wurden Konzentrationen zwischen 10 µg/ml und 

100 µg/ml der Antimykotika gewählt. Diese Konzentrationen waren nicht toxisch in vitro und 

zeigten gleichzeitig eine Abschwächung des zytotoxischen Effektes von Rituximab. In einer 

Studie von Maesaki et al. konnten mittlere Plasmakonzentrationen von Itraconazol von 622 

ng/ml, bei Patienten die weniger als 4 mg/kg Körpergewicht, und 1352 ng/ml bei Patienten, 

die mehr als 4 mg/kg Itraconazol erhielten, ermittelt werden 85. Diese Patientengruppe 

erreichte also annähernd die antimykotische Plasmakonzentration wie in den beschriebenen 

Experimenten. Bei systemischen Mykosen wird Itraconazol üblicherweise in einer Dosis von 

täglich zweimal 200 mg verwendet 86. Bei einem 70 kg schweren Patienten entspricht das 

einer Tagesdosis von 400 mg, also 5,7 mg/kg Körpergewicht. Eine Behandlung mit der 

Standarddosis der Antimykotika könnte also bereits zu einer Hemmung der 

Cholesterinsynthese der B-Zellen führen. Die Modulation der Funktion der lipid rafts, die in 

dieser Arbeit im in vitro Modell beobachtet wurde, kann also auch in vivo Einfluss auf die 

Vermittlung der Rituximab induzierten Signale über die rafts nehmen.  

Eine Medikamentengruppe, welche ebenfalls die Lipidsynthese beeinflusst, sind die HMG-

CoA Reduktase Hemmer. Diese Substanzgruppe ist auch als 

Cholesterinsyntheseenzymhemmer (CSE-Hemmer) bekannt, weil sie die 3- Hydroxy-3-

Methylglutaryl Coenzym A Reduktase (HMG-CoaReduktase) hemmen. Diese Reduktase ist 
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das limitierende Enzym des Mevalonat Synthesewegs, welcher für die Bildung von 

Isoprenoiden wie z.B. Cholesterin nötig ist. Wie schon beschrieben wurde, sind diese 

Isoprenoide wichtig für die Ganglioside und somit für die Funktion der lipid rafts. 

Untersuchungen von Winiarska et al. zeigten kürzlich, dass eine Behandlung Rituximab 

sensibler Zellen mit Statinen den zytotoxischen Effekt von Rituximab abschwächt 152 21. 

Somit waren die Rituximab-vermittelte CDC und ADCC vermindert und weniger Zellen 

starben nach der Antikörpertherapie 152. Außerdem konnten in Anwesenheit von Statinen 

Änderungen in der Konformation des CD20-Oberflächenantigens beobachtet werden 152. 

Diese sterischen Änderungen führten zu einer schlechteren Bindung des therapeutisch 

eingesetzten Antikörpers an den Rezeptor CD20.  

Auch bei den Versuchen von Winiarska et al. entsprachen die in vitro verwendeten 

Konzentrationen der Statine den Plasmakonzentrationen in vivo. Die von Winiarski et al. 

verwendeten Konzentrationen lagen mit 10 µmol Lovastatin sogar unterhalb der von Holstein 

et al. gemessenen Plasmakonzentration von 12 µmol der mit CSE-Hemmern behandelten 

Patienten 63. Ein hoher Gehalt an zellulärem Cholesterin, und somit eine große Viskosität der 

Zellmembran, korrelierte auch bei menschlichen Erythrozyten mit einer höheren 

Empfindlichkeit für die Zytolyse 17. Dabei erleichtert Cholesterin, wie andere Lipide auch, die 

Formierung des Membranangriffs-komplexes und die Penetration der Membran durch diesen. 

Der Gehalt an Cholesterin spielt also eine entscheidende Rolle für die Vermittlung der 

zellulären Lyse und des Antikörper vermittelten Zelltodes. Die Modulation der Rituximab 

vermittelten CDC durch die Statine war durch Zugabe von Cholesterin zu den mit Lovastatin 

vorbehandelten Zellen reversibel 152. Der Gehalt an Cholesterin der Zellen ist also für die 

volle therapeutische Wirksamkeit des Antikörpers bedeutsam. Eine Veränderung des 

Cholesteringehaltes der Lymphomzellen durch Antimykotika oder Statine kann die 

therapeutische Wirkung von Rituximab herabsetzen.  

 

4.2.1. Substanzen mit Einfluss auf die lipid rafts modulieren die 

Effizienz einer Antikörpertherapie 

Der therapeutische Effekt von Rituximab wird durch die Antimykotika oder Statine 

entscheidend verändert. Um die Chancen für Patienten, von einer Therapie mit Rituximab 

maximal zu profitieren, zu gewährleisten sollte die beschriebe Modulation des Effektes sehr 

genau bedacht werden.  
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Weiterführende Untersuchungen, welche diesen Effekt in vivo simulieren, sollten folgen. 

Neben dem monoklonalen Antikörper Rituximab wirken auch andere therapeutisch 

eingesetzte Antikörper über die lipid rafts.  

Ein wichtiger Vertreter der Antikörper ist das gegen das Molekül CD52 gerichtete 

Alemtuzumab. Das Protein CD52 ist ein Bestandteil der Zellmembran mit bisher unklarer 

Funktion. Es befindet sich auf normalen B- und T-Zellen , Monozyten, Makrophagen und 

einer Reihe von malignen Zellen, wie z.B. der CLL 45. Der humanisierte Antikörper 

Alemtuzumab® wird in der Therapie der CLL angewendet. Wie Mone et al. mit Hilfe der 

Fluoreszenz Mikroskopie zeigten, kommt es auch bei Alemtuzumab nach Bindung zu einer 

Rekrutierung des CD52 Moleküls in die lipid rafts 100. Durch Depletion des zellulären 

Cholesterins konnte auch für Alemtuzumab eine Reduktion des zytotoxischen Effektes 

beobachtet werden 100. Somit ist die CD52 Rekrutierung in lipid rafts mit dem zytotoxischen 

Effekt von Alemtuzumab verbunden. 

Auch der therapeutische Antikörper Trastuzumab benötigt die lipid rafts für seine Wirkung. 

Trastuzumab ist gegen den Wachstumsfaktor Rezeptors Her-2/neu (human epidermal growth 

factor receptor 2) gerichtet. Dieser stimuliert die Zellproliferation und hemmt die Apoptose 

über den mTOR-Signalweg.65 105. Her-2/neu ist eine Tyrosin Kinase, die an der Entstehung 

vieler Malignome, wie Brust- und Magenkrebs beteiligt ist 118 155. An Brustkrebs erkrankte 

HER2-positive Patientinnen profitieren von einer Therapie mit dem humanisierten Antikörper 

Trastuzumab (Herceptin®) 141 65. Dennoch sprechen einige trotz Überexpression von Her-

2/neu kaum auf Trastuzumab an. Auch hier werden primäre Resistenzen vermutet 51. Für die 

Vermittlung von Signalen müssen Her-2/neu und ß1 Integrine in den Rafts lokalisiert und 

benachbart sein, so dass die Rekrutierung von Her-2/neu in die lipid rafts wichtig ist 64. 

Funktionell intakte Rafts sind auch für Trastuzumab von essentieller Bedeutung. Bisher 

fehlen Untersuchungen zur Wirksamkeit von Trastuzumab in Anwesenheit von Statinen oder 

Azolen. Vom molekularen Mechanismus wären Interaktionen mit diesen Substanzen möglich. 

Neben den bereits erwähnten Antikörpern, ist möglicherweise auch die Wirkung des 

Antikörpers Cetuximab mit den lipid rafts assoziert. Cetuximab blockiert die Aktivierung des 

EGF-Rezeptors ErbB1, welcher sich bei vielen nicht hämatologischen Malignomen mit 

schlechter Prognose in Überexpression nachweisen lässt 67
. Durch den Antikörper Cetuximab 

werden Tumorzellen am Fortschreiten des Zellzyklus gehindert und Überlebenssignalwege 

gehemmt 95 92 83. Ringerike et al. fanden nach Cholesterindepletion mit MßCD die Anzahl der 

EGF-Rezeptoren erhöht und in einem hyperaktivierten Zustand.  



 70 

 
 

Der zelluläre Cholesteringehalt hat also direkten Einfluss auf die Aktivierung der EGF-

Rezeptoren 116. Yoon et al. konnten eine direkte Steuerung der Tyrosinkinase der EGF 

Rezeptoren durch Ganglioside, wie GM-1 oder GM-3, nachweisen 156. Demnach spielt der 

Gehalt an Cholesterin und die Menge an Gangliosiden in der Membran eine entscheidende 

Rolle für den Zustand der EGF Rezeptoren. Allerdings ist bisher unklar, wie sich diese Rolle 

in Bezug auf die einzelnen Subtypen verhält. ErbB2 zeigte, wie oben beschrieben, eine klare 

Assoziation der Wirkungsmechanismen mit den lipid rafts. Für die Subfamilie ErbB1 und 

insbesondere den Antikörper Cetuximab fehlen bisher Untersuchungen, die eine solche 

Verbindung mit den lipidreichen Mikrodomänen beweisen.  

 

Die Lipid rafts spielen also bei einer Reihe verschiedener klinisch eingesetzter Antikörper, 

wie Rituximab, Alemtuzumab, Trastuzumab und möglicherweise Cetuximab, eine wichtige 

Rolle in der Vermittlung des therapeutischen Effekts. Eine Verminderung des therapeutischen 

Effekts dieser Antikörper durch die Antimykotika vom Triazoltyp oder durch Statine ist also 

wahrscheinlich.  

 

Um die Effizienz und das therapeutische Potential der klinisch eingesetzten Antikörper nicht 

zu gefährden, sind genauere Untersuchungen des Effektes der Antimykotika auf die Wirkung 

und Wirksamkeit dieser Antikörper von großer Bedeutung. Daher sollte in weiterführenden 

Untersuchungen überprüft werden, ob der therapeutische Effekt der Antikörper durch 

Medikamente, wie Antimykotika vom Azoltyp oder Statine, vermindert wird. 
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5. Zusammenfassung 

In den letzten Jahren hat sich die Therapie der Non Hodgkin Lymphome entscheidend 

verbessert. Dies ist vor allem dem Einsatz des monoklonalen Antikörpers Rituximab 

zuzuschreiben. Dieser ist gegen das Oberflächenantigen CD20 gerichtet, das von den meisten 

malignen Lymphomen exprimiert wird. Der Antikörper entfaltet seine zytotoxische Wirkung 

auf verschiedene Weise (CDC, ADCC und Apoptoseinduktion). Der genaue molekulare 

Wirkmechanismus ist nicht vollständig bekannt. Ebenso ist unklar, warum eine Subpopulation 

von Patienten nicht auf die Therapie mit Rituximab anspricht. Kürzlich konnte gezeigt 

werden, dass lipidreiche Abschnitte der Zellmembran- lipid rafts- für die Wirkung von 

Rituximab notwendig sind. Diese bestehen aus Sphingolipiden und Cholesterol. In der 

vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung der lipid rafts für den zytotoxischen Effekt von 

Rituximab weiter untersucht. Zunächst wurde ermittelt, ob die Höhe der Expression des 

Sphingolipids GM1 mit dem Ansprechen auf den monoklonalen Antikörper korreliert. Dazu 

wurden elf verschiedene NHL Zelllinien auf ihre GM1 - und CD20- Expression und ihr 

Ansprechen auf Rituximab untersucht. In der Tat konnte GM1 in vitro als prognostischer 

Marker für das Ansprechen auf Rituximab identifiziert werden. Die CD20 Expression zeigte 

hingegen keine Korrelation. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nach Bindung des 

Antikörpers eine Umlagerung von CD20 in die lipid rafts stattfindet. Wurde diese CD20-

Rekrutierung durch Zerstörung der funktionellen Integrität der lipid rafts gehemmt, war die 

Wirkung von Rituximab signifikant vermindert. Lipid rafts sind also essentiell für den 

Rituximab vermittelten Zelltod.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Azolantimykotika auf die Wirkung von 

Rituximab untersucht. Diese verändern über die Hemmung der 14-α-Demethylase den 

zellulären Cholesteringehalt. Die Hypothese, dass Rituximab in Anwesenheit von Azol-

Antimykotika eine geringere Effektivität hat, konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. So war 

die CD20-Rekrutierung in die lipid rafts bei vorheriger Gabe von Itraconazol blockiert. 

Darüber hinaus inhibierten die Azolantimykotika den zytotoxischen Effekt von Rituximab. 

Sowohl die Rituximab vermittelte CDC als auch die Apoptose waren signifikant vermindert. 

Sollten sich diese Beobachtungen in vivo bestätigen, hätte das entscheidende klinische 

Bedeutung. NHL-Patienten, die gleichzeitig an einer Pilzerkrankung leiden, wäre eine 

sequentielle Therapie zu empfehlen, um die therapeutische Wirkung von Rituximab nicht zu 

vermindern.  
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