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1. Einführung 

 

1.1 Das Mantelzelllymphom 

 

1.1.1 Klinische und phänotypische Charakterisierung  

 

Die neoplastische Erkrankung, die heute als Mantelzelllymphom (MCL) bezeichnet 

wird, wurde im deutschsprachigen Raum erstmalig im Jahr 1974 in der Kiel-

Klassifikation der malignen Lymphome unter der Bezeichnung zentrozytisches 

Lymphom als eigenständiger Subtyp der B-Zell Non-Hodgkin Lymphome (NHL) 

beschrieben. Mit der Einführung der allgemeinen WHO-Tumor Klassifizierung im Jahr 

2001 wurde dieser Lymphom-Subtyp unter dem heute gebräuchlichen Namen MCL 

auch weltweit definiert (Jaffe et al. 2001). Zuvor wurden Fälle dieser Erkrankung oft 

auch als zentrozytisch-zentroblastisches Lymphom, lymphozytisches Lymphom 

mittlerer Differenzierungsstufe oder diffus-kleinzelliges Lymphom mit gebuchtetem 

Kern bezeichnet, aber es existieren auch durch Nachanalyse als MCL bestätigte 

Zelllinien die ursprünglich als diffus-großzelliges Lymphom (HBL-2) oder B-

Prolymphozytenleukämie (JVM-2) diagnostiziert wurden (Drexler und MacLeod 

2002). Ursprünglich wurde das MCL als indolentes, niedrigmalignes Lymphom 

klassifiziert; Es wird inzwischen jedoch als aggressives Lymphom angesehen. Das 

MCL macht bei einer Neuerkrankungsrate von 2-3/100000 Einwohner etwa 5-10 % 

aller NHL aus (Dreyling et al. 2007) und gehört daher zu den NHL mittlerer 

Häufigkeit. Mit einer mittleren Überlebenszeit von etwa 3 Jahren und nur wenigen 

Langzeitüberlebenden besitzt das MCL die schlechteste Langzeitprognosen aller 

Lymphome (Hiddemann et al. 2004). Der klinische Verlauf der Erkrankung ist dabei 

aggressiv und durch ein schlechtes Ansprechen auf klassische Therapieregime 
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gekennzeichnet. Epidemiologisch gesehen handelt es sich beim MCL um eine 

Erkrankung, die mit einem Verhältnis von 3-4/1 überwiegend bei Männern 

fortgeschrittenen Lebensalters (durchschnittlich zwischen dem 65. und 75. 

Lebensjahr) auftritt und meist erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert wird. Als 

typische Symptome treten generalisierte Lymphadenopathien sowie oft 

Knochenmarksinfiltration und in der Mehrheit der Fälle auch Hepatosplenomegalie 

auf. Die neoplastischen Zellen werden auch als leukämische Ausschwemmung in 

30% der Fälle regelmäßig im peripheren Blut nachgewiesen. Die neoplatischen 

Zellen des MCL zeigen normalerweise einen ausgereiften B-Zell-Immunophänotyp 

und tragen charakteristischerweise neben den normalen B-Zell-Antigenen auch das 

T-Zell-Oberflächenantigen CD5. Das auf reifen B-Zellen exprimierte 

Oberflächenantigen CD23 sowie die Follikelzentrums-Marker CD10 und Bcl-6 fehlen 

im Normalfall auf Zellen des MCL. Neben dem ‚klassischen’ Typus existieren noch 

weitere Varianten des MCL, von denen die aggressivere, ‚blastoide’ Variante die 

Bedeutsamste ist und nach zytologischen Gesichtspunkten in eine ‚klassisch 

blastoide’ und eine ‚pleomorphisch blastoide’ Variante unterteilt werden kann. Das 

‚klassischen’ MCL stellt sich als einförmige Vermehrung  kleiner bis mittelgroßer 

Lymphozyten mit dichtem, unregelmäßig geformten, oftmals eingebuchtetem Zellkern 

und schmalem Zytoplasmasaum dar, während die Zellen der blastoiden Variante des 

MCL meist mittelgroßen Blasten mit zentrozytischer bis zentroblastischer 

Morphologie mit unauffälligen Nukleolen oder großen, pleomorphen Zellen mit 

prominenten Nukleolen entsprechen (Abbildung 1). Die blastoide Variante ist zudem 

durch einen erhöhten mitotischen Index gekennzeichnet und bildet häufig 

‚apoptotische Körper’ aus. Gemeinsam haben beide Varianten, dass die malignen 

Zellen den Lymphknoten im Normalfall unter kompletter Zerstörung der 

Lymphknotenarchitektur diffus oder angedeutet nodulär infiltrieren. Typisch ist auch 
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die Ausbildung hyalinisierter Gefäße (Bertoni und Ponzoni 2007, Salaverria et al. 

2006, Tiemann et al. 2005). 

 

 

1.1.2 Molekulare Hintergründe 

 

Auf molekularer Ebene zeichnet sich das MCL durch ektopische  Expression von 

Cyclin D1 in den betroffenen B-Lymphozyten und eine damit verbundene 

Deregulation des Zellzyklusverlaufs aus. In über 95 % aller Fälle wird MCL durch 

eine chromosomale Translokation t(11;14)(q13;q32) verursacht, bei der das Cyclin 

D1-kodierende Gen CCND1 unter die transkriptionelle Kontrolle des in B-Zellen 

aktiven Promotors des  Immunglobulin (Schwere-Ketten)-Gens kommt. Dennoch 

zeigen Analysen des JH/bcl-1 Bruchpunkts, dass zumindest die Translokation 

t(11;14)(q13;32) während eines DH-JH Rearrangements in frühen B-Zellen entsteht. 

Dies zusammen mit der Tatsache, dass in zwei Dritteln der MCL-Fälle keine oder 

zumindest nur sehr wenige somatische Mutationen der Immunglobulingene gefunden 

Abbildung 1: Morphologie des klassischen MCL (links) und der blastoiden Variante (rechts).  

(Haematoxyin und Eosin – Färbung; 630x Vergrößerung)  

Abbildung aus Bertoni and Ponzoni 2007 
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werden, deutet darauf hin, dass die Ursprungszelle des MCL eine Prä-

Keimzentrumszelle ist (Hummel et al. 1994). Das verbliebene Drittel der MCL-Fälle 

besitzt jedoch somatische Hypermutationen der Immunglobulingene unter 

bevorzugter Beteiligung der VH4-34 -und VH3-21 –Gene, was auf eine Herkunft dieser 

Tumoren von B-Zellen hinweist, die bereits das follikuläre Keimzentrum durchlaufen 

haben (Kienle et al. 2003, Orchard et al. 2003). Die wenigen Cyclin D1-negativen 

Fälle weisen erhöhte Expressionsraten von Cyclin D2 auf (Fu et al. 2005, Gesk et al. 

2006). Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Deregulation des G1-

Zellzykluskontrollpunkts relevant für die Tumorentstehung ist (Fu et al. 2005). Die 

Überexpression dieser Cycline ist jedoch alleine nicht ausreichend, um eine maligne 

Transformation zu bewirken (Gladden et al. 2006). Zusätzliche Sekundärereignisse 

sind notwendig, um die betroffenen Zellen zu malignem Wachstum zu befähigen. 

Welche zusätzlichen Veränderungen dabei unabdingbar sind, ist jedoch größtenteils 

noch unbekannt.  

Als wichtigster Faktor von prognostischem Interesse ist der Proliferationsindex der 

malignen Zellpopulation, d.h. der prozentuale Anteil der KI67-positiven Zellen an der 

Zellpopulation, zu nennen, wobei höhere Zellteilungsaktivität mit einer ungünstigeren 

Prognose korreliert ist (Rosenwald et al. 2003, Tiemann et al. 2005). Ebenfalls 

Einfluss auf die prognostische Einteilung hat der Expressionsstatus des 

proapoptotischen Proteins p53, dessen Überexpression häufig mit der blastoiden 

Variante des MCL assoziiert ist, sowie die normalerweise in T- und NK-Zellen 

exprimierte Tyrosinkinase ZAP70, die in ungefähr 50 % aller MCL nachgewiesen 

wurde und ebenfalls mit einer schlechteren Prognose korreliert ist (Rosenwald 2003, 

Sup et al. 2004). Anders als bei der chronisch lymphatischen Leukämie ist jedoch der 

Hypermutationsstatus der MCL-Zellen kein prognostischer Faktor und ist auch nicht 

mit der ZAP70-Expression korreliert (Carreras et al. 2005, Kienle et al. 2003).  
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Allgemein sind zusätzliche genetische Veränderungen assoziiert mit einem 

aggressiveren Krankheitsverlauf. Hervorzuheben sind, neben den erwähnten p53-

Mutationen ATM-Deletionen, p15/p16-Deletionen, p18-Deletionen und p21-

Expressionsverlust (Dreyling et al. 1997). Diese genetischen Veränderungen haben 

gemeinsam, dass sie einen der zwei zentralen Regulationswege der Zelle 

beeinflussen: den Zellzyklus und den programmierten Zelltod (Apoptose). Dabei 

kooperieren im MCL oft mehrere genetische Veränderungen, um gleichzeitig beide 

Regulationswegen zu deregulieren (Fernandez et al. 2005, Hernandez et al. 2005). 

Bei der blastoiden Variante treten daher oft komplexe Karyotypen auf. 

Interessanterweise haben cytogenetische Studien gezeigt, dass MCL die häufigsten 

chromosomalen Veränderungen der Gene aufweist, die zur Tumorprogression 

beitragen. Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass Veränderungen, die die 

genomische Stabilität und die Kontrolle von Zellyklusregulation beeinträchtigen, 

wichtige Schritte in der Pathogenese des MCL sind (Fernandez et al. 2005).      

 

 

1.2 Therapie des Mantelzelllymphom 

 

1.2.1 Konventionelle und etablierte  Therapieansätze 

 

Klassische Chemotherapie 

 

Diese erhöhte Frequenz genetischer Veränderungen von Zellproliferation und des 

programmierten Zelltodes spiegelt sich auch im klinischen Verlauf der Erkrankung 

wieder. Lediglich in 10 – 15 % aller Fälle in Frühstadien (Ann-Arbor-Stadien I und II) 
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können möglicherweise Heilungen erzielt werden, während in den 80% 

fortgeschrittenen Stadien, nur eine kurzzeitige Remission erreicht werden kann.  

Im Stadium I und II besteht die empfohlene Behandlung aus einer alleinigen 

Strahlentherapie mit 30-40 Gy oder bei großer Tumormasse aus einer 

konsolidierenden Strahlentherapie nach initialer 

Chemotherapie zur Tumorreduktion (Hiddemann und 

Dreyling 2003). In den fortgeschrittenen Stadien III-IV ist 

CHOP das Standardregime zur Behandlung des MCL, 

da in einer retrospektiven Studie eine Verlängerung des 

Gesamtüberlebens nach anthrazyklinhaltiger 

Chemotherapie beobachtet wurde (Zucca et al. 1995).  

Eine Ausnahme bilden neudiagnostizierte Patienten, die 

jünger als 65 Jahre sind. Für diese Patientengruppe ist 

eine myeloablative Konsolidierung mit nachfolgender 

autologen Stammzelltransplantation das aktuelle 

Standardvorgehen und führte in einer europaweiten 

randomisierten Studie zu einem signifikant verlängertem 

progressionsfreien Überleben. Dennoch rezidivieren die 

meisten Patienten im weiteren Verlauf. Zur Behandlung 

des rezidiviertem MCL existiert nur eine potentiell 

kurative Methode: die allogene 

Knochenmarkstransplantation, die bei frühzeitigem 

Einsatz ein krankheitsfreies 4-Jahresüberleben von 80% 

erreichen kann (Dreyling et al. 2005, Dreyling et al. 

2007, Khouri et al. 2003). Die allogene 

Cyclophosphamid 

Hydroxydoxorubicin 

Vincristin (Oncovin®) 

Prednisone 

Bestandteile von CHOP 
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Knochenmarkstransplantation ist jedoch insbesondere bei älteren, zum Teil stark 

vorbehandelten Patienten mit schweren Nebenwirkungen verbunden, so dass fast 

alle Patienten mit chemotherapierefraktärer MCL in einer anderen Studie innerhalb 

des ersten Jahres verstarben (Robinson et al. 2002). Daher werden in verschiedenen 

Studien weitere Therapieansätze untersucht. Viel versprechend erscheint hier 

insbesondere der Ansatz der dosisintensivierten Chemotherapie mit Hochdosis-

Cytarabin (Ara-C) (Lefrere et al. 2004, Romaguera et al. 2005), die jedoch ebenfalls 

eine relativ hohe therapieassoziierte Morbidität aufweist. Auch Purinanaloga erzielen 

als Monotherapie nur moderate Ansprechraten; Sie tragen jedoch in Kombinations-

ansätzen mit Alkylantien und Anthrazyklinen zu deutlich erhöhten Remissionsraten 

bei (Cohen et al. 2001).  

 

Rituximab - Antikörpertherapie 

 

Ein neues, zugelassenes Therapieprinzip stellt die Antikörpertherapie mit dem 

rekombinant hergestellten, monoklonalen Anti-CD20-Antikörper Rituximab dar. 

Obwohl der Erfolg der Rituximabmonotherapie mit Remissionsraten von bis zu 28 % 

(Ghielmini et al. 2005) nur moderat ist, konnte in in vitro-Experimenten ein 

Synergismus mit konventionellen Chemotherapeutika gezeigt werden. Auf dieser 

Basis wurde auch in klinischen Studien nachgewiesen, dass eine Kombination des 

CHOP-Regimes mit dem Anti-CD20-Antikörper (R-CHOP) zu einer signifikanten 

Erhöhung der Ansprechraten und einer Verlängerung der rezidivfreien Zeit im 

Vergleich zu alleiniger CHOP-Therapie führt (Hiddemann und Dreyling 2003, Howard 

et al. 2002, Lenz et al. 2005). Dies bestätigte sich auch für das rezidivierte/refraktäre 

MCL (Forstpointner et al. 2004). Die Metaanalyse dieser Studien ergab einen 

deutlichen Vorteil der Immunchemotherapie gegenüber konventionellen 
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Chemotherapien im Ansprechen, der Krankheitsprogression und dem 

Gesamtüberleben (Schulz et al. 2007). Daher ist Rituximab unter dem Namen 

MabThera®(Roche Pharma) eine der ersten molekular ausgerichteten Therapien, die 

heute in der klinischen Behandlung des MCL eingesetzt wird.   

 

1.2.2 Gezielte molekulare Therapien 

 

Allgemeine Hintergründe 

 

Im Gegensatz zu den konventionellen Chemotherapien, die unspezifisch alle rasch 

teilenden Zellen schädigen, versteht man unter einer molekular ausgerichteten 

Therapie die Behandlung einer Erkrankung durch gezielten Eingriff in die gestörten, 

molekularen Signalwege, um die Fehlregulierung der malignen Zellen zu 

kompensieren. In den meisten Fällen führt dies zu einer Reaktivierung des in den 

malignen Zellen unterdrückten programmierten Zelltods (Apoptose). Als 

Zielstrukturen für diese Therapieformen werden im Allgemeinen Moleküle 

ausgewählt, deren Expression spezifisch für die Tumorzelle ist, so dass normale, 

sich teilende Zellen kaum in Mitleidenschaft gezogen werden.  Dadurch weisen 

solche gezielten molekularen Therapien weniger Nebenwirkungen als konventionelle 

Zytostatika auf. Die Wirkung kann dabei entweder über relativ unspezifische Eingriffe 

in die zellulären Signaltransduktionswege ausgelöst werden oder spezifisch einer 

molekularen Veränderung der neoplastischen Zelle entgegenwirken. Beide 

Strategien besitzen Vor- und Nachteile. Insbesondere kann ein stark fokussierter 

Therapieansatz durch redundante zelluläre Signale und alternative Signalpfade stark 

in seiner Wirksamkeit eingeschränkt sein. So lassen sich z.B. ein Teil der 

Resistenzen, die gegen anti-EGFR-Therapien wie Cetuximab auftreten, auf die 
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Aktivierung der nachfolgenden Signalkaskaden durch alternative Tyrosinkinase-

Rezeptoren oder die aberrante konstitutive Aktivierung dieser nachgeschalteten 

Signalkaskaden zurückführen (Camp et al. 2005).     

Bei breiter wirksamen Behandlungsregime steigt die Gefahr von Nebenwirkungen 

durch die Adressierung  unspezifischerer Zielmoleküle, da hier wie auch bei der 

konventionellen Zytostatika – Therapie, gesunde Zellen des Patienten betroffen sind. 

Im Gegensatz dazu sind jedoch unspezifischere Zielmoleküle, die einen Großteil der 

zellulären Signalwege, und im Idealfall diese auf verschiedenen Ebenen, 

beeinflussen, weniger anfällig für Resistenzmechanismen durch redundante 

Aktivierungswege.   

 

 

Bortezomib und die Biologie des Proteasoms 

 

Neben der zugelassenen Antikörpertherapie mit  

Rituximab werden auch andere, molekular 

gezielte Medikamente im Rahmen klinischer 

Studien getestet. Zu diesen Medikamenten 

gehört auch Bortezomib, ein Inhibitor der 

katalytischen 20s-Untereinheit des 

menschlichen Proteasoms, der zur Behandlung des rezidivierten multiplen Myeloms 

und in USA (FDA Zulassung Februar 2007) nach einer ‚fast track approval’ auch für  

rezidivierte und refraktäre MCL  zugelassen ist, nachdem der Wirkstoff im Rahmen 

mehrerer Phase-II-Studien seine Wirksamkeit unter Beweis gestellt hatte (Nencioni et 

al. 2007). Das dipeptidische Borsäurederivat Bortezomib (Adams et al. 1998) inhibiert 

reversibel die chymotrypsinartige Aktivität des Proteasoms und beeinflusst dadurch 

Bortezomib  

aus (Voorhees und Orlowski 2006) 
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alle proteasomal regulierten zellulären Proteine. Interessanterweise weisen 

Tumorzellen eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber der Störung des zellulären 

Proteinabbaus auf, so dass sie sich im Gegensatz zu den gesunden Körperzellen 

des Patienten während der turnusmäßigen Therapiepausen nicht erholen können 

(Drexler 1997, Lopes et al. 1997). Während bekannt ist, dass die Inhibition des 

proteasomalen Abbaus Auswirkungen auf Zellzyklus, Angiogenese und Apoptose 

besitzt, sind die genauen Wirkmechanismen, die für das Ansprechen der 

neoplastischen Zellen nach Bortezomibgabe verantwortlich sind, noch weitgehend 

unbekannt.  

Einer der Hauptgründe dafür ist, dass die Ubiquitin - gesteuerte proteasomale 

Degradation eine zentrale Rolle in der Regulierung der meisten zellulären Proteine 

besitzt. Dabei werden einerseits fehlgefaltete oder potentiell toxische Proteine in der 

Zelle abgebaut, andererseits werden durch kontrollierte Proteolyse die Spiegel 

wichtiger Regulatoren der Apoptose und des Zellzyklus aufrechterhalten, die für eine 

schnelle zelluläre Antwort auf schädigende Einflüsse notwendig sind (Glickman und 

Adir 2004).   

Abbildung 2:  Schematische Darstellung der Struktur 
des Proteasomenkomplexes 
 
Schema aus (Glickman und Ciechanover 2002) 
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Der grundlegende Aufbau des Proteasoms ist in allen Eukaryoten konserviert 

(Abbildung 2). Der 26s Proteasom - Komplex ist aus zwei Unterkomplexen 

aufgebaut. Der zentrale 20s Kernkomplex besteht aus vier heptamerisch-

ringförmigen Untereinheiten, von denen je 2 vom Typ Alpha bzw. vom Typ Beta sind. 

Diese bilden zusammen einen zylindrischen Multiproteinkomplex, in dessen 

geschützten Inneren sich die von den beta-Untereinheiten gebildete proteolytische 

Kammer befindet. An beiden Enden des 20s Kernkomplex bilden die alpha-

Untereinheiten Vorkammern, die den Durchgang von Substraten und Peptiden durch 

die proteolytische Zentralkammer steuern. Zum Abbau der ubiquitinylierten Substrate 

ist jedoch zusätzlich die Anlagerung des ‚19s-Komplexes’ an der Oberfläche der 

alpha-Untereinheiten des 20s-Komplexes notwendig. Der ‚19s- regulatorische 

Komplex’ besteht aus einer Basis aus sechs ATPase-tragenden und drei nicht-

ATPase – Untereinheiten sowie einer Abdeckung aus acht Untereinheiten, zu denen 

noch weitere, nicht essentielle oder auch Spezies-spezifische Einheiten kommen 

können. Dieser grundlegende Aufbau kann durch den Austausch eines der 19s-

Komplexe durch einen von drei alternativen regulatorischen Einheiten ohne ATPase-

Aktivität in einer Untergruppe der Proteasomenkomplexe weiter diversifiziert werden, 

wobei die genaue Funktion dieser alternativen Komplexe noch nicht bekannt ist 

(Glickman und Raveh 2005). Dieser Multiproteinkomplex durchläuft während seines 

Zusammenbaus weitere Reifungsschritte, wobei interessanterweise Reifungsfaktoren 

verwendet werden, die auch eine herausragende Rolle in der Ribosom-Biogenese 

besitzen, wie z.B.  die Proteine Nob1, Pno1/Dim2 oder Cic1/Nsa3. Daneben 

assoziieren Ribosom und Proteasom auch beide mit einer Reihe von ‚HEAT repeat’ – 

Proteinen (Noc1-4, Rrp12 und Rrp15), die eine Rolle bei nukleären Exportprozessen 

des Ribosoms spielen. Dies legt eine Verbindung von ribosomalen und 
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proteasomalen Prozessen nahe, was durch die Beobachtung unterstützt wird, dass 

das Proteasom mit RNAse-Aktivität assoziiert ist (Gautier-Bert et al. 2003). Des 

Weiteren  wird die Funktion des Proteasomenkomplexes zusätzlich durch seine 

zelluläre Lokalisation (Wojcik und DeMartino 2003), dynamische posttranslationale 

Modifikationen (Phosphorylierung, Glykosylierung, Spaltung von Untereinheiten des 

Proteasoms durch Caspasen)  (Satoh et al. 2001, Sumegi et al. 2003, Sun et al. 

2004) und zusätzliche interagierende Proteine (E3 Ubiquitin-Ligasen, Polyubiquitin-

bindende Proteine und deubiquitinierende Enzyme) (Amerik und Hochstrasser 2004, 

Leggett et al. 2002, Tongaonkar et al. 2000, Verma et al. 2004) beeinflusst.  

Diese komplexen Regelungsmechanismen erlauben es den Proteasomen, die 

Homöostase etwa 80% aller zellulären Proteine durch gezielten Abbau zu 

kontrollieren (Rock et al. 1994). Daraus folgt auch, dass Proteasomen-Inhibitoren wie 

Bortezomib eine Vielzahl biologischer Prozesse beeinflussen, die der beobachteten 

Anti-Tumor-Wirkung zugrunde liegen können. Als erstes fiel das Augenmerk hier auf 

die Herunterregulierung des NFκB-Signalwegs, der eine zentrale Rolle in der 

zellulären Kontrolle von Zellproliferation und Apoptose in neoplastischen Zellen, aber 

auch bei der Metastasenbildung, Tumorzellinfiltrationen sowie bei der Angiogenese 

spielt (Orlowski und Baldwin 2002) (Abbildung 3).  

Physiologisch liegt NFκB cytoplasmatisch an seinen Inhibitor IκB gebunden vor. Nur 

nach phosphorylierungsgesteuerter Polyubiquitinylierung und proteasomalem Abbau 

von IκB wechselt NFκB in den Zellkern und kann als Transkriptionsfaktor wirken. Das 

Ausschalten des proteasomalen Proteinabbaus durch Proteasomen-Inhibitoren führt 

in diesem Signalweg dazu, dass IκB in den Zellen erhalten und an NFκB gebunden 

bleibt, wodurch NFκB im Zytoplasma lokalisiert verbleibt und nicht als 

Transkriptionsfaktor wirken kann (Traenckner et al. 1994). Proteasomenhemmung 

kann durch den NFκB-Signalweg direkt zum programmierten Zelltod führen (Ni et al. 
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2001, Sunwoo et al. 2001), beim MCL scheint dieser Signalweg jedoch eher im 

Zusammenhang mit einer Sensitivierung der Tumorzellen gegenüber anderen 

Therapeutika und dem Überwinden von Therapieresistenzen zu stehen, da er unter 

anderem eine entscheidende Rolle bei induzierter Chemoresistenz spielt (Wang et al. 

1996). Im Gegensatz dazu scheint der direkte Einfluss der Proteasomenhemmung 

auf die zellulären NFκB-Spiegel gering zu sein, da zwei von drei untersuchten MCL-

Zelllinien und sechs von sieben untersuchten Patientenproben unveränderte oder 

sogar steigende NFκB-Spiegel nach Bortezomib-Behandlung zeigten (Yang, Young, 

Kahl, Miyamoto; unpubliziert; American MCL study group; Abstract-Band 2007).        

 

Die Modifikation des NFκB-Signalwegs ist aber nur einer von mehreren 

Wirkmechanismen der Proteasomenhemmung (Nencioni et al. 2007). So induzierte 

Bortezomib in CLL- und Lymphom- Zellen, aber auch in soliden Tumoren Apoptose 

Abbildung 3: Einfluss der Proteasomenhemmung auf verschiedene zelluläre Systeme 

Abbildung aus (Armand et al. 2007) 
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ohne NFκB-Inhibition (Kurland und Meyn 2001, Zhu et al. 2005).  Ein weiterer 

Mechanismus, der zur Apoptose führt, wird über den c-Jun N-terminale Kinase 

(JNK)-Signalweg geleitet (Abbildung 4). Aktiviertes JNK löst dabei die Freisetzung 

von mitochondrialem Cytochrom c aus, indem es durch die Phosphorylierung von 14-

3-3-Proteinen eine gesteuerte Verlagerung von Bax, eines proapoptotischen 

Mitglieds der Bcl-2 Proteinfamilie, an die Mitochondrien initiiert (Tsuruta et al. 2004). 

Durch Proteasomen-Inhibition konnte die JNK-Aktivierung in mehreren 

Modellsystemen aufrechterhalten werden, wobei eine JNK-Inhibition die Apoptose 

wieder blockieren konnte. Auch andere proapoptotische Mitglieder der Bcl-2 

Proteinfamilie, wie z.B. Bid und Bim, werden durch proteasomale Degradation 

reguliert (Nikrad et al. 2005).  

 

Abbildung 4: Apoptose-Induktion durch Bortezomib (PS-341) 

Abbildung aus (Mitsiades et al. 2002) 
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Auch der Tumorsuppressor p53 wird durch proteasomalen Abbau reguliert, wobei 

aber Proteasomen-Inhibitoren auch p53-unabhängig den programmierten Zelltod 

auslösen können (Delic et al. 1998, Lopes et al. 1997). Proteasomenhemmung führt 

auch hier zu einer Stabilisierung und Akkumulation des Proteins (Adams 2004a, 

Adams 2004b). Insbesondere beim MCL ist aber die p53-vermittelte Apoptose häufig 

durch verschiedene genomische Veränderungen beeinträchtigt, so dass dieser 

Mechanismus für die Aktivität von Proteasomen-Inhibitoren bei dieser Erkrankung 

wahrscheinlich eine untergeordnete Rolle spielt (Perez-Galan et al. 2006).  Vielmehr 

wird in dieser Studie nachgewiesen, dass im MCL die Apoptose durch die Erzeugung 

reaktiver Sauerstoff-Spezies und Noxa-Aktivierung induziert wird.  

Ein anderes Protein, dessen Expression in verschiedenen Tumorerkrankungen, 

darunter auch MCL (Chiarle et al. 2000) zusammen mit p53 eine entscheidende 

prognostische Bedeutung zugesprochen wird, ist p27KIP. Dieses Protein gehört zur 

cdc25-Proteinfamilie und ist ein zellulärer Hemmstoff der Cyclin-abhängigen Kinasen 

(CDK), der durch Bindung an CDK-Komplexe einen G1-S Zellzyklusarrest auslösen 

kann. Die Hemmung des Proteinabbaus hat eine Erhöhung der p27KIP-Spiegel zur 

Folge (Hideshima et al. 2001), deren Apoptose-auslösender  Effekt durch Antisense-

p27-Oligonukleotide entgegengewirkt werden kann. Dies belegt die Apoptose-

Induktion durch gesteigerten p27KIP-Spiegel nach Proteasomen-Inhibition. Auch die 

Stabilität von p21WAF1, einem anderen Mitglied der cdc25 – Proteinfamilie, wird 

während des Zellzyklus durch Proteasomenhemmung beeinträchtigt (Adams 2004a, 

Adams 2004b). Durch die gleichzeitige Stabilisierung von c-Myc und  JNK sowie die 

erhöhte Phosphorylierungsrate von c-Jun und die vermehrte DNA-Bindungsaktivität 

des Transkriptionsfaktors AP-1 aktivieren Proteasomen-Inhibitoren ebenfalls die 

Fas/Fas-Ligand gesteuerte Apoptose (Mitsiades et al. 2002). Zusätzlich häufen sich 
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dabei im endoplasmatischen Reticulum (ER) der betroffenen Zellen fehlgefaltete 

Proteine an, die durch die Aktivierung der ‚ungefaltete Protein’ – Signalkaskade zu 

Apoptose führen können (Rutkowski und Kaufman 2004). Insbesondere konnte 

gezeigt werden, dass durch proteasomale Hemmung ein ER-Stress ausgelöst 

werden kann (Fribley et al. 2004). Dabei wird durch die Proteasomenhemmung aber 

gleichzeitig die ‚ungefaltete Protein’ – Reaktion  herunterreguliert, da proteasomale 

Prozesse zur Aktivierung der ER Endoribonuklease/Kinase IRE1α notwendig sind. 

Dieses Enzym ist für die Herstellung der aktiven, gespleißten Form des 

Transkriptionsfaktors XBP-1 verantwortlich, der wiederum zur Transkription für die 

‚ungefaltete Protein’ – Reaktion kritischer Proteine notwendig ist (Lee et al. 2003).  

Bei der sensibilisierenden Wirkung der Proteasomenhemmung spielen auch noch 

weitere Mechanismen eine Rolle. So ist die Empfindlichkeit von Tumorzellen 

gegenüber DNA-schädigenden Agenzien nach Proteasomenhemmung erhöht, da die 

Transkription von Genen des DNA-Reparatursystems inhibiert wird (Mitsiades et al. 

2003). Die Wirkung von Anthrazyklinen, Vincaalkaloiden und Epipodophyllotoxinen 

wird durch Proteasomenhemmung verstärkt, indem die Reifung des P-Glykoproteins, 

einer zellulären Effluxpumpe, blockiert wird, so dass unreife P-Glykoproteine mit 

eingeschränkter Transportfunktion in den Zellen akkumulieren. Das P-Glykoprotein 

spielt eine wichtige Rolle bei der intrazellulären Entgiftung und kann bei 

Überexpression eine Chemotherapieresistenz auslösen (Ambudkar et al. 2003).  

Auch die Deregulierung des vom Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-ähnlichen Apoptose – 

induzierenden Liganden (TRAIL) gesteuerten, proapoptotischen Signalwegs trägt zu 

einer Chemosensibililsierung durch Proteasomenhemmung bei (Leverkus et al. 2003, 

Sayers et al. 2003).           

Allerdings hat die Proteasomenhemmung nicht nur proapoptotische Wirkungen, 

sondern es werden ebenfalls antiapoptotische Signalkaskaden aktiviert. Hier hat 
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insbesondere die Familie der Hitzeschockproteine (HSP) große Bedeutung, die durch 

Proteasomenhemmung hochreguliert werden und Apoptose-Resistenz vermitteln 

(Beere 2004, Zhou et al. 1996). Ein zweiter antiapoptotischer Signalweg wird durch 

die Mitogen-Aktivierte-Proteinkinase(MAPK)-Phosphatase-1 vermittelt, die durch 

Proteasomenhemmung ebenfalls hochreguliert wird und JNK durch 

Dephosphorylierung deaktiviert (Orlowski et al. 2002). In beiden Fällen kann die 

Apoptose-Aktivität durch spezifische Hemmung der betroffenen Proteine 

wiederhergestellt werden (Mimnaugh et al. 2004, Robertson et al. 1999, Small et al. 

2004).    
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2. Zielsetzung 

 

Die Therapieoptionen des MCL sind trotz deutlicher Fortschritte durch innovative, 

neue Ansätze noch immer äußerst begrenzt. Weitere Verbesserungen der 

Behandelbarkeit dieser Erkrankung versprechen insbesondere neue molekular 

ausgerichtete Therapieansätze, die  in den Stoffwechsel der maligne veränderten 

Zellen eingreifen und ihre Wirkung gezielt in der Tumorzelle entfalten. Dabei richten 

sich diese Medikamente gegen die Moleküle, deren Vorhandensein zur malignen 

Transformation beiträgt und ihnen die notwendigen Überlebensvorteile verschafft, 

und z.B. die zellulären Regulationsmechanismen wie die DNA-Reparatur oder 

insbesondere die Kontrolle der Apoptose betreffen. Diese Wirkung wird erreicht, 

ohne das Transkriptom der betroffenen Zellen zu beeinflussen. Die Effekte dieser 

neuen therapeutischen Substanzen spiegeln sich daher auch nur eingeschränkt auf 

der Ebene der Transkription wieder, die häufig zur Untersuchung der  

Expressionsspiegel herangezogen wird.  

 

Das Ziel dieser Arbeit war nun die Etablierung eines standardisierten Systems zur 

vergleichenden Analyse zellulärer Proteinspiegel in mehreren Proben, um z.B. deren 

molekulare Veränderungen nach einer Behandlung mit Zytostatika oder molekularen 

Substanzen zu beobachten.  

Als Basismethode wurde dazu die zweidimensionale Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (2D-PAGE) mit einer anschließenden massenspektroskopischen 

Proteinidentifikation gewählt, da diese Methode Rückschlüsse auf bisher unbekannte 

Interaktionen zulässt und auch die Untersuchung noch unbekannter Proteine erlaubt. 
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 Um diese probenintensive Methodik auch bei primären Patientenproben anwenden 

zu können, wurde darüber hinaus die Möglichkeit einer Probensammlung (‚Pooling’) 

getestet. Dazu wurden jeweils drei Zellkulturen eines NHL-Subtyps sowohl 

miteinander als auch mit einem ‚Pool’ der drei Kulturen verglichen und anhand der 

‚Pools’ die Proteinexpressions-Unterschiede von follikulären Lymphomen (FL) und 

Mantelzelllymphomen (MCL) analysiert.  

Nach der Etablierung der 2D-PAGE-Analyse wurde dieses System angewendet, um 

das Proteom von 5 MCL-Zelllinien nach Bortezomib-Behandlung zu untersuchen und 

möglichst frühe Veränderungen der zellulären Proteinspiegel aufgrund der 

Proteasomenhemmung zu identifizieren. Bortezomib als Inhibitor des proteasomalen 

Abbaus stellt dabei das Paradigma eines Wirkmechanismus dar, dessen primärer 

Effekt direkt die Proteinebene betrifft und der die Regulationsebene der Transkription 

nur indirekt beeinflusst.  

In diesem Kontext sollten zudem Informationen über die primäre Wirkung von 

Bortezomib in den behandelten Zellen erlangt werden, da aufgrund der zentralen 

Rolle des Proteasomenkomplexes in der Regulation einer Vielzahl von Signalwegen 

verschiedene Mechanismen der Apoptoseinduktion möglich sind.    
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3. Material & Methoden 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Geräte 

 

Hersteller Gerät 

Amersham Biosciences 

(GE Healthcare Europe GmbH) 

München, Deutschland 

EttanTM IPGphoreTM 

Applied Biosystems,  

Foster City, USA 

ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer 

GeneAmp® 9700 PCR System 

4700 Proteomics Discovery System with MascotTM 

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH 

Sonnenbühl-Genkingen, Deutschland 

Laminar-Flow Sicherheitswerkbänke Klasse II 

 (nach EN 12469 Typ BDK-SK) 

Becton Dickinson GmbH (Biosciences) 
Heidelberg, Deutschland 

FACS Calibur 

Bio-Rad Laboratories GmbH, 

München, Deutschland 

PowerPac 300 

PowerPac 1000 

Mini-Protean II Elektrophorese System 

Protean II xl System für 2D-PAGE 

BRAND GMBH + CO KG 

Wertheim, Deutschland 

Accu-jet® Pipetierhelfer 

Bruker Daltonics Inc., 

Bremen, Deutschland 

Bruker Reflex III matrix-assisted laser desorption / 

ionization – time-of-flight (MALDI-TOF) MS 

Gilson, Inc. 

Middleton, WI, USA 

Pipetman® P (2, 20, 200, 1000) 

Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG 

Eberstadt, Deutschland 
pipetus standard 

Molecular Devices Corporation 

Sunnyvale, CA, USA 

Optimax pro microplate reader 

W. C. Heraeus GmbH, 

Hanau, Deutschland 

Begasungsbrutschrank  

(System B 5061 CO2-Auto-Zero) 
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3.1.2 Biologisches Material 

 

Zelllinien 

 

Alle Zelllinien wurden kommerziell erworben (American Type Culture Collection 

(ATCC) - LGC Promochem GmbH, Wesel Deutschland; Deutsche Sammlung von 

Microorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, Deutschland) oder 

direkt von den erstbeschreibenden Wissenschaftlern für diese Arbeit 

freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 

 

Alle verwendeten  Zelllinien sind gut charakterisiert. Die nachfolgenden Informationen 

wurden dem Leukemia – Lymphoma Cell Line Facts Book (Drexler 2000), bzw. 

dessen elektronischen erweiterten Neuauflage aus dem Jahr 2005 entnommen.  

 

Zelllinie Charakterisierung Karyotyp Erstbeschreibung

DoHH-2  B-NHL  (FL) 
(follicular 
centroblastic/centrocytic) 
Pleuraleffusion 

Mann (60 Jahre) (1990) 

47(43-48),<2n>XY, +7, 
der(8)t(8;18)(q24;q21), 
der(14)t(8;14)(q24;q32), der(18) 
t(14;18)(q32;q21) 

(Kluin-Nelemans et al. 

1991) 

Granta 519  B-NHL (MCL) 
(leukemic transformation 
of MCL) 
peripheral blood 
 
Frau (58 Jahre) (1991) 
 

hypodiploid, 8% polyploidy; 44(39-
44)<2n>XX, -12, -17, -18, +mar, add(1)(p22), 
del(3)(p14p23), i(8p), i(8q), add(9) (p22)x1-2, 
t(11;14)(q13;q32), add(13)(p12), 
add(18)(q21); side-line with two copies of 
der(14) and der(9) 

(Rudolph et al. 2004) 

HBL-2 B-NHL (MCL) 
(diffuse large cell) 
lymph node 
 
Mann (84 Jahre) (1985) 
 

46, X, -Y, +7, der(?)t(3;?)(p13;?), 
der(4)t(1;4)(q21;p15.2), 
t(11;6;9)(q11;p23q21;p22), add(8)(p23), 
der(9)t(3;9)(q21;p22), del(9)(q32), 
add(11)(q23), der(11) t(?;11;14)(?;q13;q32), 
add(13)(q23), der(14)t(11;14)(q12.2;q32.3), 
t(11;14) (q32.3;q15), add(15)(p12), 
add(17)(p13), add(18)(q23), 
der(22)t(9;22)(q11;p12) 

(Abe et al. 1988) 
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Jeko-1  B-NHL  (MCL) 
(mantle cell lymphoma, 
large cell variant in 
leukemic conversion) 
peripheral blood 
 
Frau (78 Jahre) (1998?) 
 

highly rearranged flat-moded hypertriploid; 
70-78<3n>XXXX, +X, +1, +2, +2, +4, +6, 
+7, -8, +10, +11, -12, -12, +13, +14, +15, -17, 
+18, -19, -19, -22, +2-4mar, 
del(X)(p21)/add(X)(p11.2)x2, 
der(X)t(X;11)(q26-28;q13)t(11;?10) 
(q24;?p12),  
der(1) t(1;2)(p21;q22)x2, 
add(2)(q2?), del(2)(q11), add(3)(q27),  
der(5)t(5;12) (p15;p11-12)x2, add(6)(p21)x2, 
der(6;13)(p10;q10)x1-2, der(7)t(4;7) 
(q2?6;q32.1)x2, 
add(9)(p2?), 
der(9)t(9;14)(q34-35;q32-33)x2, 
der(10)t(10;11) (p12;?)x2, 
der(11)t(11;14)(q13;q32)x1-2, add(13)(p11),  
der(13)t(13;?)(p11;?)t(?;13)(?;q11), 
add(14)(p11), 
der(14)t(14;17)(p12;q11)t(14;6)(q24;?p11), 
der(14)t(11;14)(?;p11)t(11;?8)(?;?), 
del(16)(p11), add(17)(p11), 
ins(19;12)(q13.1;q13.2q2?4)x2 

(Jeon et al. 1998) 

Jurkat  ALL 
peripheral blood 
 
Mann (14 Jahre) (1976) 

flat-moded hypotetraploid with 8% polypoidy; 
87(78-91)<4n>XX, -Y, -Y, -5, -16, -17, -22, 
add(2)(p21)/del(2)(p23)x2; sideline with 
additional der(5)t(5;10)(q11;p15), del(9)(p11) 
 

Schneider U et al., Int J 
Cancer 19: 621-626 
(1977). 
 

JVM-2 B-PLL (MCL) 
peripheral blood 
 
Frau (63 Jahre) (1984) 

pseudodiploid, 1.8% polyploidy; 46(42-
46)<2n>XX, t(1;15)(q32.3;q22.1), 
der(8)t(3;8)(q13;p21), t(11;14)(q13;q32), 
dup(16) (p11p13.2) 

(Melo et al. 1986) 

Karpas422 B-NHL  (FL) 
(intraabdominal; diffuse 
large cell) 
pleural effusion 
 
Frau (73 Jahre) (1987) 

hyperdiploid, 10% polyploidy; 47(44-
48)<2n>XX, +14, t(2;10)(p23;q22), t(4;11) 
(q21;q24), t(4;16)(q21;p13), 
der(14)t(14;18)(q32;q21)x2 
 

(Dyer et al. 1990) 

NCEB-1 B-NHL  (MCL) 
(diffuse centroblastic-
centrocytic) 
peripheral blood 
Mann (57 Jahre) (1987) 

43, X, -Y, -12, -15, -17, +mar, 
der(5)t(5;12)(p14;q12), der(8)t(8;?)(p11.2;?), 
t(9;?;13)(q32;?;q14), 
der(10)t(10;15)(q24;q15), t(11;14)(q13;q32) 
 

(Saltman et al. 1988) 

Rec-1 B-NHL  (MCL) 
(diffuse large cell  
transformed mantle cell, 
blastoid variant) 
lymph node or peripheral 
blood? 
 

Mann (67 Jahre) (1987) 

highly rearranged flat-moded near-diploid 
karyotype with 25% polyploidy; 
41-47<2n>XY/XXY, -2, -8, +11, +12, -13, -22, 
add(5)(p15), i(7q), add(9)(p22), 
der(9)t(9;17)(q3?1;q11-12), add(10)(q24-
q25), add(11)(q11), t(11;14)(q13;q32), 
add(12)(q22), der(12)t(8;12)(q11;p12), 
der(12)t(12;16)(p11;p11), der(16)t(16;17) 
(p11;?q25)t(2;16)(p1?2;q2?1), 
der(16)t(16;22)(p13;q11), add(17)(q25)x2; 
near 
tetraploid sideline with additional 
rearrangements present 

(Prod'homme et al. 2004) 

WSU-NHL B-NHL  (FL) 
(nodular histiocytic, 
follicular, large cell) 
pleural effusion 
 
Frau (48 Jahre) (1986) 
 
 

hypodiploid, 6% polyploidy; 45(42-
45)<2n>XX, -4, -15, +mar, 
der(1)t(1;4)(p36;q11), 
der(1)t(1;?7)(p34;q31.2)t(1;16)(q22;q22), 
del(5)(q32q35), der(6)t(1;6)(q22;p21), 
t(9;13)(p22;q13-14), 
der(13)t(13;?16)(p11;p11), t(14;18)(q32;q21), 
der(16)t(16;?) 
(q22;?)t(?;5)(?;q31), add(17)(p1?), 
add(19)(q13.2) 

(Mohamed und al-Katib 

1988) 
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Charakterisierung des Patientenmaterials 

 

Die verwendeten primären MCL-Zellen wurden aus der Pleuraleffusionsflüssigkeit 

eines 61jährigen männlichen Patienten mit refraktärem, t(11;14)(q13;q32) – positiven 

MCL durch Dichtegradienten - Zentrifugation gewonnen. Die MCL-Zellen besitzen 

Deletionen der Gene ATM und TP53.  

 

 

3.1.3 Verbrauchsmaterial & Chemikalien 

 

Allgemeine Bemerkung 

 

Falls nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien von Sigma-Aldrich (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), Serva (Serva Electrophoresis 

GmbH, Heidelberg, Deutschland), Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

oder Roth (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) bezogen. 

 

 

Zellkulturmedien 

 

Roswell-Park-Memorial-Institute 1640 (RPMI1640) Medium und alle benötigten 

Medienzusätze wurden von PAN-Biotech (PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, 

Deutschland) bezogen. 
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Antikörper 

 

Alle sekundären Antikörper wurden von  den Firmen Santa Cruz Biotechnology Inc. 

(Heidelberg, Deutschland) oder DakoCytomation GmbH (Hamburg, Deutschland) 

erworben.  
 
Primäre Antikörper 

Hersteller Antigen Klon Spezifikation 

DakoCytomation GmbH 

Hamburg, Deutschland 

Cyclin D1 DCS-6 Mouse monoclonal 

 

Nventa Biopharmaceuticals Corporation 

San Diego, CA, USA 

HSP 60  

HSP70 

(LK-1)  

(1B5) 

 

Santa Cruz Biotechnology Inc. 

Heidelberg, Deutschland 

Enolase 

FBP 

fumarate hydratase 

galectin-1  

GAPDH 

Grp78 

HCK 

Haemoglobin beta 

hnRNP A2/B1 

LSP1 

LUCA15 

Mad-1 

Nebulette 

PAI-1 

PRX III 

PSF 

Rab 34 

Rad50 

RKIP 

SAF-B 

Spectrin alpha II 

STI1  

TCP-1 zeta  

TIM  

Topo I 

Tubulin beta 

(C-19) 

(C-20) 

(C-16) 

(H-45) 

(6C5) 

(N-20) 

(M-28) 

(37-8) 

(DP3B3) 

(E-20) 

(D-15) 

(F-1) 

(G-16) 

(C-9) 

(C-14) 

(A-20)  

(N-16) 

(H-300) 

(E-17) 

(N-20) 

(H-105) 

(K-12)  

(A-15) 

(N-21) 

(C-15) 

(D-10) 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Rabbit polyclonal 

Mouse monoclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Mouse monoclonal 

Mouse monoclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Mouse monoclonal 

Goat polyclonal 

Mouse monoclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Rabbit polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Rabbit polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Goat polyclonal 

Mouse monoclonal 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Taufkirchen, Deutschland 

BCL-2 

Cyclin D1  

Actin 

Bcl-2-100 

DCS-6 

A2066 

Mouse Ascites fluid 

Mouse Ascites fluid 

Rabbit affinity isolated 
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Oligonukleotide 

Alle als PCR-Primer eingesetzten Oligonukleotide wurden von der Metabion GmbH 

(Martinsried, Deutschland) bezogen. 

 

 

Enzyme 

 

Hersteller Enzym 

Perkin Elmer LAS (Germany) GmbH, 

Rodgau-Jügesheim, Deutschland 

AmpliTaq Gold® 

Taq Polymerase 

Promega GmbH 

Mannheim, Deutschland 

Trypsin, sequencing grade 

 

 

 

HRV-Zellidentitätstest: 

mtReg-F1: 5’-TCCACCATTAGCACCCAAAGC-3’ 

mtReg-R1: 5’-TCGGATACAGTTCACTTTAGC-3’ 

mtReg-F2: 5’-GGTCTATCACCCTATTAACCAC-3’ 

mtReg-R2: 5’-CTGTTAAAAGTGCATACCGCC-3’ 

mtReg-F3: 5’-CGCACCTACGTTCAATATTAC-3’ 

mtReg-R3: 5’-GGGTGATGTGAGCCCGTCTAA-3’ 

 

Mycoplasmentest: 

MycoF: 5’-GGCGAATGGGTGAGTAACACG-3’ 

MycoR: 5’-CGGATAACGCTTGCGACCTAT-3’ 
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Fertigreagenzsysteme und spezielle Reagenzien (Kits) 

  

Hersteller Reagenzsystem 

Affymetrix Inc.,  

Santa Clara, USA 

HG-U133A GeneChip 

 

Amersham Biosciences 

(GE Healthcare Europe GmbH) 

München, Deutschland 

IPG-Strip pH3-10, 18cm 

IPG-Buffer pH3-10 

 

BD Biosciences Pharmingen, 

Heidelberg, Deutschland 

Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit I 
 

Biochrom AG,   

Berlin, Deutschland 

Biocoll Solution 

Invitrogen GmbH, 

Karlsruhe, Deutschland 

SeeBlue®Plus2 Prestained Standard 

Macherey-Nagel GmbH & Co.KG, 

Düren, Deutschland 

NuceloSpin® Blood Quick Pure 

 

Perkin Elmer LAS (Germany) GmbH, 

Rodgau-Jügesheim, Deutschland 

AmpliTaq Gold® 

Taq Polymerase 

ABI Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 

Qiagen, 

Hilden, Deutschland 

Qiagen RNeasy Kit 

 

Roche Diagnostics, 

Mannheim, Deutschland 

WST1-Cell Proliferation Assay 

 

Serva Electrophoresis GmbH, 

Heidelberg, Deutschland 

IPG Blue Strips pH3-10, 18cm 
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Gele und Puffer 

 

SDS-PAGE Gele   

SDS-PAGE Trenngel für  
Western Blot 

 SDS (20% w/v) 
Tris-HCl pH8,8 (1M) 

Acrylamid-Lösung (40%) 
Bisacrylamid-Lösung (2%) 

Aqua purificata 
APS 

TEMED 

75 µl
5,6 ml
4,3 ml

1 ml
ad. 16 ml

125 µl
5 µl

SDS-PAGE Sammelgel für  
Western Blot 

SDS (20% w/v) 
Tris-HCl pH6,6 (1M) 

Acrylamid-Lösung (40%) 
Bisacrylamid-Lösung (2%) 

Aqua purificata 
APS 

TEMED 

40 µl
500 µl
550 µl
100 µl

4 ml
30 µl
1,2 µl

SDS-PAGE Gel für 2D-PAGE (12%) 
(2. Dimension) 

 SDS (20% w/v) 
Tris-HCl pH8,8 (1M) 

Acrylamid-Lösung (40%) 
Bisacrylamid-Lösung (2%) 

Aqua purificata 
APS 

TEMED 

400 µl
29,76 ml
25,68 ml

5,28 ml
ad. 80 ml

600 µl
24 µl

   

Protein-Lysepuffer   

Lysis-Puffer für PI-Färbung Natriumcitrat 
Triton X-100 

Propidiumiodid 
Aqua purificata  
pH 8.0 mit HCl  

100 mg
100 µl
2 mg

ad 100 ml

Lysis-Puffer für 2D-PAGE Harnstoff 
Dithioerythritol 

CHAPS 
EGTA 
EDTA 

Aqua purificata 

6,6 g
10 mg
42 mg
12 mg
12 mg

ad 10 ml
SDS-Lysis-Puffer für Western Blot  Glycerin 

SDS (20% w/v) 
Beta-Mercaptoethanol 

Tris-Puffer (100mM) 

2 ml
400 µl

1 ml
ad 10 ml
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Standard-Pufferlösungen   

Membran Stripping-Puffer Beta-Mercaptoethanol 
1M Tris-HCl – Puffer pH6,6 

SDS (20% w/v) 
Aqua purificata 

360µl
2,5ml

4ml
ad 40ml

10x SDS-PAGE Puffer Tris 
Glycin 

SDS 
Aqua purificata 

150g
720g

50g
ad. 5l

Western Blot Transfer-Puffer Tris 
Glycin 

Methanol 
Aqua purificata 

15,15g
75g

1l
ad. 5l

1,5M Tris-HCl (pH8,8 oder pH6,8) Tris 
Aqua purificata 

(pH wurde mit HCl eingestellt) 

908g
ad. 5l

10x TBS pH8,0 Tris 
Natriumchlorid 
Aqua purificata 

(pH wurde mit HCl eingestellt) 

12,11g
87,66g

ad. 1l

10x NET-Puffer Natriumchlorid 
Na2-EDTA 

Tris 
Triton® X-100 

Aqua purificata 

438,3g
93,6g

302,85g
25g

ad. 5l
G-NET 
(Gelatine löst sich durch erhitzen) 

10x NET 
Gelatine 

Aqua purificata 

500ml
12,5g
ad. 5l

DTE/IAA Basispuffer 1M Tris-HCl pH6,8 
Harnstoff 
Glycerin 

SDS 
Aqua purificata 

2ml
14,4g
12ml

4ml
ad. 40ml
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3.1.4 EDV, Online- Ressourcen & Computerprogramme 

 

Es wurde ein ASUS Workstation PC mit Intel Pentium® CPU 1.70GHz und 512 MB 

RAM-Speicher und den Betriebssystemen Microsoft Windows NT bzw. Microsoft Xp 

Professional (Microsoft GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) verwendet.  

 

Hersteller Anwendung Internet-Adresse 

Microsoft GmbH 

Unterschleißheim, Deutschland 

Microsoft OfficeXP 

 (2002) Service Pack 2 

http://www.microsoft.de/ 

Affymetrix Inc. 

Santa Clara, USA 

Microarray Suite 5.0.1 

 

http://www.affymetrix.com/ 

Applied Biosystems 

Applera Deutschland GmbH, 

Darmstadt, Deutschland 

GPS Explorer 2 Software 

 

http://www.appliedbiosystems.com/ 

Bruker Daltonics Inc. 

Bremen, Deutschland 

XMASS 5.01  

Definiens AG 

München, Deutschland 

ProteomeWeaver 2.1.0 http://www.definiens.com/ 

Freeware (copyright Josef Trotter) WinMDI 2.8 http://facs.scripps.edu/software.html 

Ingenuity Systems Inc. 

Redwood City, CA, USA 

Ingenuity Pathway 

Analysis software 

(version 1.2) 

 

http://www.ingenuity.com 

MatrixScience ltd. 

London, Großbritannien 

MASCOT – databank 

(2003; 2006) 

http:\\www.matrixscience.com 

National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) 

Bethesda, MD, USA 

BLAST 2 sequences package  

PubMed 

http://www.ncbi.nlm.nih.-gov/BLAST/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 

Raytest Isotopenmessgeräte GmbH. 

Straubenhardt, Deutschland 

TINA2.0 software http://www.bioregio-

stern.de/raytest_isotopenmessgeraete_

gmbh 

Verity Software House 

Topsham, ME, USA 

ModFit LTTM  for Mac http://www.vsh.com 
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3.2 Methoden 

 

 3.2.1 Zellkultur 

 

Zellkulturbedingungen 

 

Alle Zelllinien wurden bei 37°C, 5% CO2 – Gehalt und 95% relativer Luftfeuchtigkeit 

in Zellkulturflaschen mit 90% RPMI1640, 10% fötalem Rinderserum (FBS) bzw. 20% 

fötalem Rinderserum bei den MCL-Zelllinien (außer HBL-2) und einer Antibiotika- 

Kombination von 50U/ml Penicillin und 50µg/ml Streptomycin kultiviert. Vor der 

Verwendung in der Zellkultur wurde das FBS im Wasserbad durch Erhitzen auf 56°C 

für 40 min inaktiviert, wobei hitzeempfindliche Komponenten des 

Komplementsystems im Serum zerstört werden. Alle verwendeten Zelllinien weisen 

ähnliche Wachstumsraten auf und wurden dreimal wöchentlich zelldichteabhängig 

gesplittet, wobei 2/3 der Zellsuspension durch frisches Medium ersetzt wurde. 

Zur Gefrierlagerung der Zelllinien wurde die Dichte der viablen Zellen der Zellkulturen 

durch Trypanblau-Ausschluss-Test festgestellt und 1x107 Zellen pro Tiefkühlröhrchen 

durch Zentrifugation (250 rcf, 10min, 24°C) geerntet. Die Zellpellets wurden in 1ml 

vorgekühltem 90% FBS + 10% Dimethylsulfoxid pro 1 x 107 Zellen resuspendiert und 

bei -80°C im Tiefkühlschrank gelagert. Nach Möglichkeit wurden die Zellen nach 

einigen Tagen bei -80°C zur Lagerung in flüssigem Stickstoff (bei -180°C) überführt. 

Zur Rekultivierung der eingefrorenen Zellkulturen wurden die Zellen rasch aufgetaut, 

die Zellsuspension in 15ml gekühltes Medium überführt und sofort abzentrifugiert  

(250 rcf, 10min, 4°C), um Reste des zelltoxischen Dimethylsulfoxid zu entfernen.  

Der Medien-Überstand wurde verworfen und die Zellen in 20ml frischem 



  

 31 

Kulturmedium aufgenommen, wobei alle Zelllinien in den ersten 24h in einer 

erhöhten FBS-Konzentration von 20% suspendiert wurden. 

 

 

Trypanblau-Ausschluss-Test 

 

Zur routinemäßigen Bestimmung der Zellzahl und Viabilität der kultivierten Zelllinien 

wurde der Trypanblau-Ausschluss-Test verwendet. Apoptotische Zellen werden 

durch Trypanblau angefärbt, während viable Zellen den Farbstoff aus dem 

Zellinneren in das extrazelluläre Medium zurückpumpen und so bei der Bestimmung 

der Zelldichte in einer Neubauer-Zählkammer im Durchlichtmikroskop transparent 

erscheinen. Die Zelldichte wird durch die Anzahl der Zellen in vier Großquadraten 

bestimmt, wobei bei einer Mischung von Zellsuspension zu Trypanblau von 1:1 

folgende Formel gilt: 

 

 (N2) = (N1/2) x 104  

 

Hierbei gibt (N1) die Zellzahl in vier Großquadraten der Neubauer-Zählkammer an, 

(N2) die Zellzahl pro ml Zellsuspension.  

 

 

Behandlung von Zellen mit Bortezomib  

 

Zur standardisierten Behandlung der kultivierten Zellen mit Bortezomib wurde die 

Zelldichte der Zelllinien bestimmt und auf eine Endkonzentration von 5x105 Zellen/ml 

in frischem Medium eingestellt. Die Zellsuspension wurde mit Bortezomib (100µM) 
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versetzt; in den Versuchen mit einheitlicher Bortezomib-Konzentration wurde eine 

Endkonzentration von 20nM verwendet und in Versuchen mit unterschiedlichen 

Konzentrationen eine Halbschritt-Verdünnungsreihe von 100nM – 6,125nM 

eingesetzt. Dazu wurde zu Beginn der Versuche die 100µM Bortezomib-

Stammlösung (in DMSO) in ausreichender Menge hergestellt und bei -20°C gelagert, 

um Konzentrationsschwankungen in den Verdünnungsreihen auszuschließen.   

 

 

Extraktion von MCL-Patientenzellen durch Dichtegradientenzentrifugation  

 

Bei der Dichtegradientenzentrifugation wurden die verschiedenen Zelltypen einer 

Patientenprobe anhand ihrer Schwebedichte getrennt. Zur Isolation von 

mononukleären Zellen (hier B-Zellen) wurde dabei das synthetische Polysaccharid 

Ficoll verwendet. Dazu wurde die Patientenprobe zuerst durch zentrifugationsfreie 

Sedimentation mit 33% Plasmasteril von Erythrozyten gereinigt. Der Überstand 

wurde im Verhältnis 1:1 mit RPMI1640 mit 10% FBS gemischt und die vorgelegte 

Ficoll-Lösung im Verhältnis 1:1 vorsichtig überschichtet. Die eigentliche 

Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei 1400rcf für 20min und Raumtemperatur 

bei geringster Beschleunigung und ohne Bremsen, um die empfindliche Zellschicht 

auf der Oberfläche der Ficoll-Phase nicht wieder aufzuwirbeln. Die als wolkige weiße 

Schicht („buffy coat“) auf der Ficolloberfläche erkennbare Zellpopulation wurde mit 

einer serologischen Pipette vorsichtig aufgenommen und zweimal mit 10% FBS in 

RPMI1640 gewaschen, um Reste der toxischen Ficoll-Lösung zu entfernen. Die 

Zellen wurden nach der Isolation in FBS mit 10% DMSO bei -80°C bis zur 

Verwendung eingefroren. Für die Versuche wurden die Zellen für 24h vor 

Bortezomib-Exposition in RPMI1640 mit 20% FBS kultiviert. Anschließend wurde die 
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Zahl der viablen Zellen bestimmt und die Zellzahl der MCL-Primärkultur auf 0,5x106 

Zellen/ml eingestellt, bevor die Zellen mit Bortezomib behandelt wurden. 

 

 

WST1-Proliferationstest zur Bestimmung der mittleren inhibitorischen Konzentration  

(IC50) 

 

 Zur Bestimmung der Proliferationsrate einer Zellpopulation wurde neben dem 

Ausschlusstest mittels Trypanblau-Färbung auch der WST1-Test verwendet, der auf 

der Metabolisierung des Tetrazoliumsalzes 4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-

5-tetrazoleo]-1,3-Benzendisulfonat zum ringoffenen Formazan-Salz und einem damit 

einhergehenden Farbumschlag beruht, der kolorimetrisch ausgewertet werden kann 

(Abbildung 5). Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei in den Bereich von 

420-480nm. Der WST1-Proliferationstest wurde nach den Herstellerangaben 

durchgeführt. Dazu wurden die Zellen auf die gewünschte Dichte (0.05x106/ml) 

eingestellt und in 96-Well-Platten mit flachem Boden kultiviert (100µl der 

eingestellten Zellsuspension), wobei jeder Wert als Triplett angesetzt und vermessen 

Abbildung 5: Umsatz von WST-1 zu Formazan 
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wurde. Als Hintergrundabgleich wurde hierbei reines Kulturmedium mit WST1-

Reagenz und als Basiskontrolle jeweils unbehandelte, proliferierende Zellen 

verwendet. Die Untersuchungen wurden über einen Konzentrationsgradienten von 

100nM – 6,125 nM Bortezomib durchgeführt. Nach einer Inkubationszeit von 24h 

oder 48h wurden die Zellen mit WST1-Reagenz versetzt und nach vierstündiger 

Inkubation am ELISA-Reader ausgewertet.  

Aus den drei erhaltenen Messwerten wurde der Mittelwert gebildet, der Mittelwert der 

Blank-Werte subtrahiert und die Differenzwerte auf den Kontrollwert der unbe-

handelten Zellen bezogen. Die so erhaltenen prozentualen Werte können in einer 

Kurvenfunktion dargestellt werden, aus der die Konzentration berechnet werden 

kann, die notwendig ist, um in vitro eine 50%ige Inhibition zu erzielen (mittlere 

Inhibitorische Konzentration (IC50)). Der IC50 wurde als primärer 

Vergleichsparameter ausgewählt, da er sowohl die Viabilität als auch die 

Proliferationsrate der Zelllinien erfasst. 
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Bestimmung der Apoptoserate durch 7-AAD-Färbung und FACS-Analyse 

 

Zur Bestimmung des Anteils 

apoptotischer Zellen in einer Kultur 

wurde das „Annexin V-PE Apoptosis 

Detection Kit I“ von BD Biosciences 

Pharmingen (Heidelberg, Deutschland) 

nach Herstellerangaben verwendet. Der 

Test beruht auf einer Doppelfärbung von 

apoptotischen beziehungsweise toten Zellen mit floureszenzmarkiertem Annexin V 

und dem rötlichen 7-AAD.  

Eines der ersten Anzeichen für das Einsetzen von Apoptose ist der Verlust der 

Membran-Asymmetrie der Zellen, wobei es zur Exposition des Membran-

phospholipids Phosphatidylserin auf der Außenseite der Plasmamembran kommt. 

Dieser Prozess tritt neben dem Verlust des Membranpotentials und der verstärkten 

Produktion von Superoxid-Anion-Radikalen vor der nukleären Apoptose mit 

Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung auf (Castedo et al. 1996). Mittels 

Annexin V, einem Ca2+-abhängigen, Phospholipid-bindenden Protein mit hoher 

Affinität für Phosphatidylserin können bereits Zellen in einem frühen Stadium der 

Apoptose identifiziert werden. Annexin V wird an Fluorochrome wie Phycoerythrin 

(PE) gekoppelt, wodurch es als sensitive Sonde für die durchflusszytometrische 

Analyse apoptotischer Zellen geeignet ist. Die Anfärbbarkeit von Zellen mit Annexin 

V-PE geht dem Verlust der Membranintegrität voraus, der die späten Stadien des 

Zelltods charakterisiert. Daher wird die Färbung mit Annexin V-PE typischerweise mit 

einem so genannten Vitalfarbstoff wie 7-Aminoactinomycin (7-AAD) kombiniert. 7-

7-Actinomycin (7-AAD) 
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AAD interkaliert zwischen Cytosin und Guanin und kann nur in Zellen mit nicht 

intakter Membran eindringen. Mittels Doppel-Färbung kann zwischen intakten Zellen 

(Annexin V-PE negativ, 7-AAD negativ), frühapoptotischen (Annexin V-PE positiv, 7-

AAD negativ) und spätapoptotischen Zellen (Annexin V-PE positiv, 7-AAD positiv) 

unterschieden werden. Für jede Analyse wurden die korrekten Einstellungen des 

Durchflusszytometers anhand von nicht- bzw. einfach-gefärbten Proben ermittelt. 

Annexin V-PE wurde in Fluoreszenzkanal FL-2 und 7-AAD in Fluoreszenzkanal FL-3 

detektiert. Nekrotische Zellen (Annexin V-PE negativ, 7-AAD positiv) gingen nicht in 

die Auswertung ein. Die Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe von WinMDI 2.8 

(copyright Josef Trotter). Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen wurde mit Hilfe 

folgender Gleichung berechnet: 

[1- (Al,b/Al,u)]x100%    

Hierbei steht Al,b für den Anteil lebender und behandelter Zellen, Al,u für den Anteil 

lebender und unbehandelter Zellen. Einen repräsentativen Dotplot zeigt Abbildung 6. 

Abbildung 6:  
Apoptose-Detektion mit Annexin V-PE und 7-AAD 

Im unteren linken Quadranten befinden sich intakte 
Zellen (Annexin V-PE negativ, 7-AAD negativ, hier 
61,2%), im unteren rechten Quadranten 
frühapoptotische Zellen (Annexin V-PE positiv, 7-
AAD negativ, hier 21,1%) und im oberen rechten 
Quadranten spätapoptotische Zellen (Annexin V-
PE positiv, 7-AAD positiv, hier 16,8%). 
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Zellzyklusanalyse durch Propidiumiodid-Färbung 

 

Zur Durchführung von Zellzyklusanalysen wurden die Zellen zum entsprechenden 

Zeitpunkt gezählt,  aus der Zellkultur entnommen und auf 200 000 pro FACS-

Röhrchen eingestellt. Anschließend wurden die Ansätze einmal mit kaltem PBS 

gewaschen, auf Eis mit 350µl Lysis-Puffer für PI-Färbung versetzt und 5 min unter 

Lichtausschluss lysiert. Sofort nach der Lyse wurden die Zellen im 

Durchflusszytometer analysiert. Es wurden mindestens 10 000 Zellen gemessen und 

die Ergebnisse mit Hilfe von ModFit LTTM (Verity Software House, Topsham, USA) 

ausgewertet. Hierbei wurde eine Histogramm-Darstellung gewählt, bei der auf der X-

Achse die Floureszenz-Intensität von Kanal FL-2 und auf der Y-Achse die Anzahl der 

detektierten Ergebnisse aufgetragen wurde. Es wurden  sowohl die Werte auf der X-

Achse als auch auf der Y-Achse linear dargestellt, um eine automatische Analyse mit 

dem Programm ModFit LTTM durchführen zu können. Im ersten Peak wurden Zellen 

in der G0/G1-Phase erfasst. Der zweite Peak, (mit etwa doppelter Intensität des 

ersten Peaks) gibt Zellen der G2/M-Phase und der intermediäre Bereich Zellen in der 

S-Phase wieder. Zellen, die DNA-Fragmentationen aufweisen und daher eine 

Fluoreszenz im Sub-G1-Bereich zeigten, wurden als apoptotisch angesehen und bei 

der Auswertung der Zellzyklusverteilung nicht berücksichtigt. 
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3.2.2 PCR-Nachweismethoden 

 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR): Hintergrundinformationen  

 

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein Verfahren zur 

wiederholten künstlichen Vervielfältigung eines durch die Sequenzen der 

verwendeten Primer-Oligonukleotide definierten 

Abschnitts der Template-DNA in vitro. Dabei werden 

thermostabile Polymerasen verwendet wie die in 

Thermus aquaticus entdeckte Taq-Polymerase. In 

einem Thermocycler wird der DNA-Doppelstrang der 

Template-DNA zunächst bei hohen Temperaturen (94-

96°C) denaturiert, wobei die beiden Einzelstränge 

getrennt werden. An die offenen Einzelstränge können 

sich bei 50-65°C spezifisch Primer-Oligonukleotide an 

ihre komplementären Sequenzen auf den DNA-

Einzelsträngen anlagern. Die eigentliche DNA 

Vervielfältigung findet dann abhängig von der 

verwendeten Polymerase bei 68-72°C statt, bei der 

die Polymerase Nukleotide Templatesequenz-

spezifisch an das Primer-Oligonukleotid bindet. Dieser 

Vorgang wird über 25-45 Zyklen wiederholt und so 

das Zielfragment vervielfältigt (Abbildung 7).  

 

 

Abbildung 7:  

Schematische Darstellung der 
Polymerase-Kettenreaktion 
 
Abbildung copyright Madeleine 
Price Ball   
verwendet unter der „GNU 
Free Documentation Licence“ 
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HRV-Polymorphismen-Test zur Validierung der Zelllinienidentität  

 

Als Routinetest zum Ausschluss von Kreuzkontaminationen der Zelllinien wurden in 

regelmäßigen Abständen die Polymorphismen der hypervariablen Region der 

mitochondrialen DNA (mtDNA) der einzelnen Zelllinien überprüft. Dazu wurde den 

betreffenden Kulturen eine Probe von 1x107 Zellen entnommen und DNA mittels des 

NuceloSpin® Blood Quick Pure XL Kits nach Herstellerprotokoll isoliert. Die isolierte 

DNA diente als Template zur Amplifikation der mitochondrialen Sequenzen. Die PCR 

wurde in einem Volumen von 25µl durchgeführt und enthielt 10 pmol jedes Primers 

(siehe 3.1.3: Oligonukleotide), 1ng Template-

DNA, 0,25mM aller dNTPs, 2,5mM MgCl2, 5% 

Dimethylsulfoxid und 1,25U Ampli-Taq Gold® 

Polymerase im Reaktionspuffer. Für die PCR 

wurde nebenstehendes Protokoll verwendet:  

 

Eine Menge von 1-2µl der amplifizierte mtDNA diente in einer 1:10 Verdünnung 

wiederum als Template  für eine Sequenzierungsreaktion mit dem ABI Big Dye 

Terminator Cycle Sequencing Kit mit 5pM jedes 

Sequenzierungsprimers in einem Gesamtvolumen 

von 10µl. Für die PCR wurde nebenstehendes 

Protokoll verwendet:   

 

Die aufgereinigten Produkte wurden auf einem ABI310 Kapillarsequenzierer nach 

dem Amplitaq FS Dye Terminator Standardprotokoll sequenziert und die 

resultierenden Sequenzen durch die normale Nukleotid-Nukleotid Blast-Suche und 

das BLAST 2 Sequences Paket analysiert. Als Vergleichssequenz wurde die 
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vorliegende, komplette Referenzsequenz des menschlichen, mitochondrialen 

Genoms (>gi/13959823/ref/NC_001807.3/ Human mitochondrion, complete genome) 

sowie die bekannten Polymorphismen der Zelllinien verwendet (Hutter et al. 2004). 

 

 

PCR-Mykoplasmentest 

 

Eine der verbreitetsten Kontaminationen eukaryoter Zellkulturen sind Mykoplasmen. 

Um sicherzugehen, dass die durchgeführten Versuche nicht durch eine solche 

Kontamination verfälscht werden, wurden in regelmäßigen Abständen alle 

Zellkulturen auf eine Kontamination untersucht. Hierzu wurden Proben von 1ml 

Zellkultursuspension aus den Zellkulturen entnommen und thermisch (10 min bei 

97°C im Heizblock) inaktiviert; eine gruppenspezifische PCR, die ein in den 

häufigsten Mykoplasmenarten konserviertes DNA-Fragment spezifisch amplifiziert, 

wurde in einem Endvolumen von 25µl durchgeführt und 

enthielt neben 10µl der aufgekochten 

Zellkultursuspension als Template 10 pmol jedes 

Primers, 0,25mM aller dNTPs, 2,5mM MgCl2, und 1,25 

U Taq-Polymerase im Reaktionspuffer. Für die PCR 

wurde nebenstehendes Protokoll verwendet:   

 

Ein Volumen von 10µl der resultierenden PCR-Produkte wurden auf einem 2% 

Agarosegel aufgetrennt und nach Ethidiumbromidfärbung unter UV-Licht analysiert 

(Otto et al. 1996). In allen Versuchen wurden ausschließlich Mycoplasmen-freie 

Zellkulturen verwendet.      
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3.2.3 Proteinanalytische Methoden 

 

Zweidimensionale Polyacrylamidgelelektrophorese (2D-PAGE) 

 

Bei der 2D-PAGE handelt es sich um ein Verfahren zur Auftrennung komplexer 

Proteingemische anhand ihres pH-Werts und ihrer Molekularmasse. Im Idealfall 

entspricht jeder Punkt auf einem solchen Gel genau einem bestimmten Protein. Dazu 

werden die zu untersuchenden Proben zunächst mit einem neutralen Harnstoffpuffer 

lysiert. Für die Versuche in dieser Arbeit erwies sich dabei eine standardisierte 

Zellzahl von 3x106 viablen Zellen als ideale Probengröße. Dazu wurden die Zellen 

durch Zentrifugation (10 min, 300 rcf und 4°C) geerntet, zweimal mit PBS und einmal 

mit halbkonzentriertem PBS zur Verminderung der Salzkonzentration gewaschen 

und entweder als Zellniederschlag bei -80°C gelagert oder sofort in 300µl 

Harnstoffpuffer (66% Harnstoff, 1% DTE, 4% CHAPS, 2,5mM EDTA und 2,5mM 

EGTA) resuspendiert und mindestens 1h bei Raumtemperatur lysiert. Dabei konnte 

kein Unterschied zwischen den gefriergelagerten und den frisch lysierten Proben 

festgestellt werden. Die Lysate wurden durch Zentrifugation (90 min, 16100 rcf) von 

Zelltrümmern gereinigt. Vor der eigentlichen isoelektrischen Fokussierung (IEF) 

wurden die Proteinlysate mit 0,5% Trägerampholyten (IPG-Buffer pH3-10) versetzt, 

die während der Elektrophorese den pH-Gradienten im Gel aufbauen und die 

Mobilität der Proteine im pH-Gradienten erleichtern. Die IEF wurde in einer EttanTM 

IPGphoreTM mit 18cm IPG-Strips pH3-10 (GE Healthcare) oder 18cm BlueStrips pH3-

10 (Serva) durchgeführt.  
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Die Beladung des IEF-Gels 

wurde bereits unter einer 

geringen Spannung von 30V 

durchgeführt, um den Eintritt 

hochmolekularer Proteine in den 

Gelstreifen zu erleichtern. Ein 

weiterer Programmschritt mit 

niedriger Spannung (100V) war 

dazu gedacht, zurückgebliebene 

Salzreste der Medien und PBS-

Waschschritte aus dem Gel zu eliminieren und „streaking“-Effekte, d.h. streifenartig 

ausgezogene Proteinpunkte zu vermeiden. Im Anschluss wurde die Spannung in 

mehren Schritten auf 8000V angehoben und bis zu einem Endpunkt von 46000 bis 

56000 Vh aufrechterhalten, um die vollständige Fokussierung der Proteine zu 

gewährleisten (Tabelle 1). Der IEF liegt das Prinzip zugrunde, dass Proteine über 

den größten  Teil des pH-Spektrums eine Ladung aufweisen. Nur in einem engen 

pH-Bereich, dem isoelektrischen Punkt (pI) heben sich die Ladungen der 

verschiedenen sauren und basischen Aminosäure-Seitenketten des Proteins auf, so 

dass es in ungeladener Form vorliegt. In einem (im Gel immobilisierten) pH-

Gradienten wandern die Proteine im angelegten elektrischen Feld entsprechend ihrer 

Ladung, bis sie ihren pI erreichen und somit ihre Ladung verlieren. Nach der 

Trennung der Proteine nach ihrem pI werden die IEF-Gele equilibriert. Dabei werden 

die Proteine zuerst in Equilibrierungs-Puffer (5% 1 M Tris pH 6,8, 36 % Harnstoff 

37,5 % Glycerin und 2% SDS) mit 2% DTE reduziert und dann in einem zweiten 

Schritt mit 2,5% Iodacetamid alkyliert, um die artifizielle Alkylierung einzelner 

Aminosäurereste z.B. durch Trägerampholytmonomere oder freies Acrylamid zu 

Tabelle 1: Elektrophorese-Programm für die 2D-PAGE 



  

 43 

verhindern, die ebenfalls zu „streaking“-Effekten führen kann (Berkelman 2002). 

Gleichzeitig werden die Proteine während der Equilibrierung mit SDS-Molekülen 

beladen. SDS ist ein negativ geladenes Detergenz, das Proteine durch Entfaltung 

denaturiert. Dabei lagern sich die SDS-Moleküle grob proportional zur 

Molekularmasse des Proteins an, so dass alle Proteinspezies in etwa das gleiche 

Verhältnis von Masse/Ladung besitzen. Dadurch wandern alle Proteinspezies in 

einem elektrischen Feld potenziell mit der gleichen Geschwindigkeit. Das in der 2. 

Dimension verwendete Polyacrylamidgel wirkt als molekulares Sieb, das 

höhermolekulare Proteine stärker zurückhält als kleinere, wodurch eine Trennung der 

Proteinproben nach ihrer Molekularmasse gegeben ist. In dieser Arbeit wurden in der 

zweiten Dimension eine konventionelle 20cm Protean II xl – Kammer mit 12% 

Polyacrylamid-SDS-Gelen bei einer Spannung von 60V – 80V und einem Endpunkt 

von 1440Vh – 1530Vh verwendet (Weinkauf et al. 2006) (Abbildung 8). 

 

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung eines 2D-PAGE-Experiments.  

Verändert aus (Pandey und Mann 2000) 
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Bioinformatische Analyse der 2D-PAGE-Gele 

 

Die getrockneten 2D-PAGE-Gele wurden anschließend dem Protokoll Shevchenkos 

folgend silbergefärbt (Shevchenko et al. 1996) und mittels eines Flachbettscanners 

digitalisiert. Die Bilddaten wurden als Graustufen-.tif - Dateien mit mindestens 300dpi 

Auflösung abgespeichert. Diese Bilddateien wurden direkt in das 2D-

Auswertungsprogramm ProteomeWeaver 2.1.0 importiert und gruppenweise 

verglichen. Hierzu wurden die voreingestellten Standard-Vergleichsparameter 

verwendet, ausgenommen der Parameter für Radiuslimit (4) und Kontrastlimit (10). 

Der Gel-Vergleich wurde anhand dieser Parameter automatisiert durchgeführt, wobei 

im Anschluss die Kolokalisierung jedes gepaarten Proteinpunkts nochmals manuell 

abgeglichen wurde. Zur statistischen Analyse wurde das integrierte Statistikpaket des 

Analyseprogramms verwendet. Zur Identifikation wurden nur Proteinpunkte 

herangezogen, die sowohl einen vom Programm gemessenen, relativen 

Intensitätswert von mindestens 0,1 und gleichzeitig einen mindestens fünffachen 

Intensitätsunterschied zwischen den Analysegruppen besitzen.  

 

 

Probenvorbereitung für die massenspektrometrische Proteinidentifikation 

 

Die so definierten „Kandidaten – Proteinpunkte“ wurden mit einem neuen Skalpell 

aus den 2D-Gelen ausgeschnitten und zur massenspektrometrischen Identifizierung 

durch das Peptid-Fingerabdruck-Verfahren verwendet. Dazu wurden die 

ausgeschnittenen und 30 min in Wasser vorgequollenen Gel-Stücke entfärbt, indem 

das abgelagerte Silber mit Farmerschen Abschwächer (30mM Kaliumferrizyanit 

[rotes Blutlaugenssalz] und 100mM Natriumthiosulfat jeweils in 10ml Wasser gelöst 
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und beide Lösungen 1:1 gemischt) oxidiert und die Silberreste vor dem Gel-internen 

Trypsinverdau der Proteine durch dreimaliges Waschen mit Wasser entfernt wurden. 

Danach wurden die Gel-Stücke zweimal abwechselnd mit 100µl Acetonitril und 100µl 

50mM Ammoniumhydrogencarbonat - Lösung jeweils 15min gewaschen. Für den 

eigentlichen Trypsinverdau wurden die Gel-Stücke mit 20µl 50mM 

Ammoniumhydrogencarbonat bedeckt und 1µl Trypsin-Stocklösung zugegeben. Die 

Verdauung fand über Nacht bei 37°C in einem Brutschrank statt, um durch die 

erhöhte Luftfeuchtigkeit im Inneren des Brutschranks eine Kondensation der Lösung 

am Deckel des Reaktionsgefäßes zu vermeiden. Nach der Verdau-Reaktion wurde 

der Überstand entnommen, in ein neues Gefäß überführt, auf flüssigem Stickstoff 

(bei -198°C) eingefroren und in einer Vakuumzentrifuge gefriergetrocknet. Danach 

wurden die Gel-Stücke mit 30µl 70% ACN 1h bei 37°C nacheluiert, 30sec Ultraschall 

behandelt und dieses Eluat mit dem Lyophilisat zusammengeführt. Die Peptid-

Lösung wurde erneut auf flüssigem Stickstoff eingefroren und lyophilisiert. Um 

Salzreste zu entfernen wurde das Lyophilisat wiederholt in Wasser gelöst, 

eingefroren und lyophylisiert, bis im Reaktionsgefäß keine weißen Salzrückstände 

mehr zu erkennen waren. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Peptid-

Lyophilisat  bei -80°C aufbewahrt (Shevchenko et al. 1996).    

 

 

Massenspektrometrische Identifizierung differenziell abgebildeter Proteinpunkte 

durch Peptidmassen-Fingerabdrücke 

 

Die so gewonnenen Peptid-Proben wurden auf einer Stahl-Trägerplatte in eine 

organische Kristallmatrix eingebettet (DHB-Matrix [für Bruker Reflex III MALDI-TOF]: 

9:1 Mischung aus 20mg/ml 2,5-Dihydroxybenzoesäure und 20mg/ml 2-Hydroxy-5-
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Methoxybenzoesäure jeweils in 20% ACN und 0,1% Trifluoressigsäure; HCCA [für 

Applied Biosystems 4700 Proteomics Discovery System MALDI-ToF]: 10mg/ml 

alpha-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure in 50% ACN und 0,1% Trifluoressigsäure) und 

kokristallisiert. Dazu wurden die Peptid-Lyophilisate in 33% ACN / 0,1% TFA gelöst 

und 1:1 mit der entsprechenden Matrix-Lösung gemischt und sofort auf die 

Trägerplatte aufgetropft. Durch die gepulste hochenergetische Laserstrahlung im 

Massenspektrometer (MS) werden die stark absorbierenden Matrixmoleküle 

angeregt, wodurch es zu einer lokalen explosiven Vaporisation der Matrixmoleküle 

und der Probenpeptide an der Oberfläche des Kristalls kommt. Die Matrix verhindert 

zusätzlich die Fragmentierung höhermolekularer Peptide. Die vaporisierten Peptide 

liegen als einfach geladene Kationen vor, wobei der genaue Ionisationsvorgang noch 

nicht vollständig bekannt ist. Zu den vorgeschlagenen Erklärungsmodellen gehören 

photochemische Ionisierung, Cluster-Ionisierung und Energietransfer-induzierte 

Disproportionierung (Chang et al. 2007). Die Peptidkationen werden nun in einem 

starken elektrischen Feld beschleunigt, wobei jedes Peptid idealerweise die gleiche 

kinetische Energie erhält. Da schwerere Peptide auch träger sind, erfahren sie dabei 

eine geringere Beschleunigung, so dass die Flugzeit des Peptids in quadratischer 

Abhängigkeit zum Verhältnis Masse/Ladung steht:  

 

Das MS detektiert nun die Flugzeit der Peptide zum Detektor und erlaubt so die 

Berechnung der Peptidmassen. Die eigentliche Identifikation des Proteins erfolgt 

durch den Vergleich der gemessenen Zeitspektren, dem so genannte Peptidmassen-

Fingerabdruck, der einer bestimmten Zusammensetzung verschiedener 

Peptidmassen entspricht, mit den für die verwendete Sequenz-spezifischen 

Proteinase theoretisch erwarteten Fragmentspektren. Hierzu stehen verschiedene 

Proteinsequenzdatenbanken zur Verfügung. In dieser Arbeit wurden die SwissProt-
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Datenbank (Gasteiger et al. 2003) und die Proteinsequenzdatenbank des NCBI  

unter Verwendung der MASCOT-Suchmaschine (Matrixscience 2003) benutzt.   

Zur Analyse der Proteinproben wurden ein Bruker REFLEX III Massenspektrometer 

bzw. ein AB4700 MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im Reflektormodus mit 

einem Ionenquellendruck von ~0,5µtorr verwendet. Mit einer Verzögerung von 400ns 

zur Ionenextraktion werden hierbei die Ionen mit 20°kV zur TOF-Massenanalyse 

beschleunigt. Für eine Analyse wurden durchschnittlich 600-1000 Laser-Schüsse 

verwendet und deren Signale zur MS/MS Analyse gemittelt. Die Spektren des 

AB4700 wurden mit der GPS Explorer Software unter Verwendung der SwissProt 

Datenbank ausgewertet. Die Massenspektrometer wurden vor jeder Messung mit 

Hilfe der Peptid-Peaks der Fragmente des Trypsin-Eigenverdaus kalibriert. Bei der 

Mascot-Suche wurden folgende Parameter verwendet: (1.) Monoisotopische 

Peptidmassen, (2.) Cysteincarbamidomethylierung, (3.) variable Oxidation der 

Methioninreste, (4.) maximal eine ungeschnittene Trypsin-Schnittstelle und (5.) eine 

Massengenauigkeit von mindestens 60ppm für das AB4700-MS bzw. 100ppm für das 

Bruker REFLEX III-MS. Bei der Analyse mit dem AB4700 wurden die 10 

Signalspitzen mit der höchsten Intensität innerhalb des Bereichs zwischen m/z von 

1500 bis 2500 zur MS/MS-Peptidsequenzierung verwendet. Allgemein wurde ein 

molecular weight search (MOWSE) Wert  >53 als signifikante Übereinstimmung 

angesehen (p<0,05). Die GPS Explorer 2 Software des AB4700 integriert darüber 

hinaus 2 verschiedene Werte: den best ion score, der den besten Identifikationswert 

eines einzelnen Peptids wiedergibt, und den total ion score, der die Summe aller 

Peptid-Identifikationswerte eines Proteins darstellt. Der Signifikanzgrad eines Peptid-

Werts sollte dabei größer als 20, der eines Proteins mindestens 40-50 sein.  Die 

Werte verschiedener Datenbank-Suchen können nicht direkt miteinander verglichen 

werden, weil  verschiedene Parameter wie z.B. Datenbankgröße und 
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unterschiedliche Anzahl an Peptidmassen, die zur Suche verwendet werden, die 

MASCOT - Signifikanzen beeinflussen. Um dieses Problem zu umgehen berechnet 

die GPS Explorer ein Konfidenzintervall aus den MASCOT Protein- oder Ionen- 

Werten, wobei der Grad der MASCOT-Signifikanz jeder Suche als 95% des 

Konfidenzgrades definiert ist.   

 

 

Charakterisierung der identifizierten Kandidatenproteine durch Analyse funktioneller 

Netzwerke 

 

Hintergrundinformationen einschließlich funktioneller Informationen zu den 

identifizierten Proteinen wurden in der ExPASy Proteomics Server Datenbank 

(Gasteiger et al. 2003) gesammelt. Zur Analyse der Proteininteraktionen wurde 

Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity
® 

Systems, www.ingenuity.com) verwendet, 

um ein funktionelles Netzwerk der identifizierten Proteine zu erstellen. Dazu wurde 

ein Datensatz mit den SwissProt Identifikationsnummern der identifizierten Proteine 

in die Anwendung hochgeladen.  Jede so vorgelegte SwissProt 

Identifikationsnummer wird mit dem Datensatz der Ingenuity Pathways Knowledge 

Base (IPKB) verglichen und bei einer positiven Identifikation einem entsprechenden 

datentragenden Gen-Objekt der IPKB zugeordnet und daraus ein globales 

molekulares Netzwerk errechnet. Dabei werden Gene bzw. Gen-Produkte als 

Schnittpunkte dargestellt, während Verbindungslinien eine biologische Beziehung 

zwischen ihnen wiedergeben. In dieser bioinformatischen Analyse werden die 

menschlichen, murinen und Ratten-Orthologe eines Gens als ein einziger 

Schnittpunkt gewertet. 



  

 49 

 

Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 

 

Um sicherzustellen, dass alle Proteinproben einen gleichen Proteingehalt aufweisen, 

wurden die Proteinkonzentrationen der Proben für den Immunoblot mit Hilfe des 

photometrischen Bradford-Tests bestimmt. Der Nachweis beruht auf dem Prinzip, 

dass der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 in saurer 

Lösung sowohl mit kationischen als auch mit unpolaren Aminosäure-Seitenketten der 

Proteine Komplexe bildet. Dabei verschiebt sich das Absorbtionsmaximum der 

Farbstoffmoleküle von 470nm nach 595nm, wodurch es zu einem Farbumschlag der 

Proteinlösung von Rot nach Blau kommt. Zur Kalibrierung des Bradford-Tests wird 

eine Verdünnungsreihe mit bekannter Konzentration des Proteins Rinder-Albumin 

verwendet. Der Nachweisbereich des verwendeten Mini-Tests liegt bei 1-25µg 

Protein. Der Test wurde in 1ml Endvolumen nach den Angaben des Herstellers 

durchgeführt. Die Auswertung erfolgte an einem Eppendorf BioPhotometer im 

Bradford-Modus mit den Kalibrierungskonzentrationen  1,4µg/ml, 2,8µg/ml, 7µg/ml, 

14µg/ml und 28µg/ml.   

   

 

SDS-PAGE und Western Blot-Analyse 

 

Das Prinzip des Western Blots bezeichnet im engeren Sinne nur den Vorgang der 

Übertragung von aufgetrennten Proteinen aus einem SDS-Gel auf eine Membran. Im 

erweiterten Sinn schließt die Bezeichnung auch noch den Nachweis der 

übertragenen Proteine mit Hilfe einer Immunodetektion mit ein. Durch die 

Übertragung der separierten Proteine auf eine Trägermembran aus Nitrozellulose 
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oder PVDF, welches eine höhere Bindungskapazität für Proteine besitzt, werden 

diese wieder zugänglich für Antikörper, die zum spezifischen Nachweis bestimmter 

Proteine verwendet werden können. Dabei wird meist mit Hilfe eines ersten 

Antikörpers das gesuchte Protein gebunden und der erste Antikörper mit Hilfe eines 

Sekundärantikörpers, der meist spezifisch den Fc-Teil des Primärantikörpers bindet 

und an den ein Enzym wie die Meerrettich-Peroxidase (horseraddish peroxidase, 

HRP) konjugiert ist, detektiert. Durch Waschschritte mit detergenzhaltigen Lösungen 

werden die nur unspezifisch schwach gebundenen Antikörper wieder von der 

Membran entfernt. Der Nachweis der Proteine erfolgt über die durch das Enzym HRP 

katalysierte Umsetzung von Luminol in einer Chemoluminiszenzreaktion bei der 

sichtbares Licht freigesetzt wird, das mit empfindlichem Filmmaterial aufgenommen 

werden kann.  

Für die Western Blot-Analyse wurden Zellproben von 1x106 Zellen entnommen und 

durch Zentrifugation (500rcf, 10min) sedimentiert. Der Zellniederschlag wurde sofort 

in SDS-Lysepuffer (4% SDS, 100mM Tris, 20% Glycerin und 10% beta-

Merkaptoethanol) aufgelöst und mindestens 1h bei Raumtemperatur lysiert. Die 

Proteinproben wurden anschließend im Heizblock bei 96°C aufgekocht, um die 

Proteine vollständig zu denaturieren und bis zum Laden des SDS-Gels auf Eis 

gehalten. Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht  erfolgte in 

einer Mini-Protean II Elektrophoresekammer, wobei abhängig vom Molekulargewicht 

des untersuchten Proteins 8%-, 10%- oder 12%-SDS-PAGE-Gele verwendet wurden. 

Die Auftrennung der Proteine wurde bei Raumtemperatur durchgeführt. Dabei wurde 

die Spannung in drei Schritten gesteigert. Die Elektrophorese wird mit 60V für 30min 

gestartet um den Eintritt der Proteine in das Sammelgel zu erleichtern, für 1h auf 80V 

erhöht bis alle Proteine in das analytische Gel übergetreten waren und zuletzt für 

etwa eine weitere Stunde auf 121V gesteigert. Nach der Proteinseparation im 
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Trenngel wurden die Proteine in einer BioRad Semi-Dry Western Blot 

Transferkammer bei 250mA 150min auf eine PVDF-Membran übertragen. Die 

Membranen wurden 2h in NET-Puffer mit 10% Gelatine (G-NET) mit unspezifischen 

Proteinen abgesättigt und über Nacht mit den  entsprechenden 

Antikörperverdünnungen (1:200 in G-NET)  bei 4°C auf einem Probenroller inkubiert. 

Nach drei 15minütigen Waschschritten mit TBS mit 1% Tween20 wurden die 

Membranen mit den sekundären Antikörpern in einer Verdünnung von 1:1000 in G-

NET 1h bei 4°C auf einem Probenroller inkubiert. Anschließend wurden die 

Membranen wiederum dreimal mit TBS 1%Tween20 gewaschen und die Antikörper 

durch die HRP-Luminol-Reaktion (enhanced chemoluminescense detechtion (ECL) 

kit, Ammersham Biosciences) mittels Kodak® BioMax MS Film, MS-1 detektiert. Zur 

Quantifizierung der Western Blot-Banden wurde das Computerprogramm TINA2.0 

verwendet, das aus den relativen optischen Dichten der Probenbanden zur beta-

Aktin-Kontrolle und dem Hintergrund die relativen Expressionswerte der 

Proteinbanden berechnet.        

 

 

3.2.4 Expressionsanalyse durch Affymetrix®-Microarray 

 

Microarrays sind heute die Standardmethode für Genexpressionsanalysen. Die 

verwendeten Affymetrix®-Microarrays basieren auf synthetisch hergestellten 

Oligonukleotiden, die auf einen Trägerchip aufgetragen sind. Auf dem verwendeten 

Affymetrix HG-U133A GeneChip befinden sich 22283 dieser Oligonukleotid-Sonden 

an definierten Positionen eines Rasters auf dem Chip. Die Proben-RNA wurde mit 

dem Qiagen RNeasy RNA-Extraktions Kit nach Herstellerprotokoll isoliert und sofort 

bei -80°C bis zur Weiterverarbeitung tiefgefroren. Die Probenvorbereitung erfolgte 
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nach den Angaben des Herstellers, wie von Kohlmann (Kohlmann et al. 2003) bzw. 

Rosenwald (Rosenwald 2003) beschrieben. Dabei werden die mRNAs aufgereinigt 

und in cDNA umgeschrieben, wobei sie gleichzeitig mit Fluoreszenzfarbstoffen 

markiert wird. Diese markierten cDNA-Proben werden dann mit den DNA-

Microarrays hybridisiert, wobei die markierten cDNAs an ihren komplementären 

Gegenpart auf dem Array binden. Nachdem nicht gebundenen cDNA-Proben durch 

verschiedene Waschschritte von den Arrays entfernt worden sind, wird das 

Fluoreszenzsignal jeder Position des Microarrays mittels eines Lasers ausgelesen. 

Diese reinen Intensitätswerte werden üblicherweise mit Vergleichsproben 

normalisiert, um Abbaueffekte, unterschiedlich gute Extraktionen und andere Effekte, 

die während des Experiments auftreten können, auszugleichen.  

Die Normalisierung von Signalen ist eine hochkomplexe Angelegenheit. Zur 

Auswertung der Arraydaten wurde das Affymetrix-Softwarepaket Microarray Suite 

5.0.1 mit der U133A-Maske und einem TGT-Wert von 5000 verwendet. Als minimale 

Qualitätsmerkmale für den Einschluss eines Expressionsprofils waren mindestens 

30% vorhandene Signale und eine 3’/5’-Verhältnis von weniger als 3 zu den 

Glyceraldehyd-3’-phosphat-Gen (GAPDH) Kontrollprobensätzen. Alle Probensätze 

wurden mit der aktuellen Version der NetAffx Datenbank annotiert. 
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3.3 Versuchsspezifische Anpassungen der beschriebenen Standardmethoden 

 

3.3.1 Anpassungen des Versuchsaufbaus des „Proben-Pool“-Verfahrens und 

Vergleichsuntersuchungen von zwei NHL-Subtypen (MCL und FL) 

 

Die MCL-Zelllinien Granta 519, HBL-2 und NCEB-1 sowie die FL-Zelllinien DOHH-2, 

Karpas 422 und WSU-NHL wurden bei einer Zelldichte von 0,5x106 Zellen/ml in der 

exponentiellen Wachstumsphase kultiviert.  Die verwendeten Zellkulturen wurden 

routinemäßig auf Kontaminationen untersucht (PCR-Mykoplasmentest und 

mikroskopische Kontrolle der Zellsuspension auf Microorganismen-Befall) und eine 

Kreuzkontamination ausgeschlossen (HRV-Zellidentitätstest). Bei einer Zelldichte 

von 0,7-1x106 Zellen/ml wurden Zellproben der Kulturen entnommen. Die 

Gesamtzellzahl einer Probe entsprach 3x106 Zellen, d.h. eine 2D-PAGE 

Proteinprobe bestand entweder aus 3x106 Zellen einer Zelllinie oder einem „Proben-

Pool“ aus jeweils 1x106 Zellen aller drei Zelllinien eines NHL-Subtyps. Für die 

„Proben-Pools“ wurden die Zellen der einzelnen Zelllinien im letzten Waschschritt vor 

der eigentlichen Zelllyse vereinigt und gemeinsam lysiert. Die IEF wurde bis zu 

einem Endpunkt von 40000 Vh durchgeführt. Die Auswertung der 2D-PAGE Gele 

erfolgte mit ProteomeWeaver Version 1.1.3. Für die MS Identifizierung der 

Kandidatenproteine wurde bei diesen Versuchen das Bruker Reflex III MALDI-TOF 

MS mit einer DHB-Matrix benutzt.   
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3.3.2 Anpassungen des Versuchsaufbaus der Proteom-Analysen mit dem 26s-

Proteasom-Inhibitor Bortezomib 

 

Die Wirkung des Proteasomen-Inhibitors Bortezomib wurde in den MCL-Zelllinien 

Granta 519, HBL-2, Jeko-1, NCEB-1 und Rec-1 mit der in Kapitel 3.2 dargestellten 

Methodik untersucht; als Kontrollen wurden die FL-Zelllinie Karpas 422 und die T-

ALL-Zelllinie Jurkat verwendet. In allen Versuchen wurden auch unbehandelte 

Kontrollen eingeschlossen, um unspezifische Viabilitätsunterschiede auszuschließen.  

Die verwendeten Zellkulturen wurden routinemäßig auf Kontaminationen untersucht 

(PCR-Mykoplasmentest und mikroskopische Kontrolle der Zellsuspension auf 

Mikroorganismen-Befall) und eine Kreuzkontamination ausgeschlossen (HRV-

Zellidentitätstest).Die gewonnen Proben wurden auf ihre Zellzahl normalisiert, so 

dass jeweils 3x106  Zellen in einem 2D-PAGE-Experiment verwendet wurden. Die 

Analyse der 2D-PAGE Gele dieser Experimente erfolgte computergestützt mittels 

ProteomeWeaver Version 2.1. Massenspektrometrische Identifikation der durch 

veränderte Proteinspiegel ausgezeichneten Proteinpunkte auf den 2D-PAGE-Gelen 

erfolgte mit dem 4700 Proteomics Discovery System with MascotTM unter 

Verwendung einer Zimtsäure-Matrix.   

 



  

 55 

 

4. Ergebnisse 

 

4.1 Etablierung einer standardisierten proteinanalytischen Plattform 

 

4.1.1 Etablierung eines stabilen 2D-PAGE Protokolls 

 

Um eine hohe Reproduzierbarkeit der proteinanalytischen Versuche zu 

gewährleisten, ist es erforderlich ein stabiles, standardisiertes 

Probenaufreinigungsverfahren und Elektrophoreseprotokoll zu verwenden. Dabei ist 

es entscheidend, möglichst viele Fehlerquellen bereits beim Versuchsaufbau 

auszuschließen. Aufgrund einer Literaturrecherche (Berkelman 2002, Shevchenko et 

al. 1996) wurden die Eckpunkte des Versuchsaufbaus definiert und anschließend 

getestet.  

So wurde in Vorexperimenten an einzelnen Zelllinien die Zusammensetzung des 

Protein-Lysepuffers optimiert und das standardisierte Elektrophoreseprotokoll 

entwickelt. Insbesondere konnte durch den Einsatz Zwitter-ionischer Detergenzien 

die Proteinlöslichkeit erhöht und durch die Anpassung der Elektrophoreseprotokolle 

(erste und zweite Dimension) der Eintritt der Proteinprobe in das Gel sowie die 

Auftrennung der Proteine verbessert werden. 

Als Ergebnis dieser Pilotversuche wurde das in Kapitel 3.2.3 dargestellte, 

standardisierte Versuchsprotokoll etabliert, das in allen folgenden Untersuchungen 

zur Anwendung kam.    
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4.1.2 Das „Proben-Pool“-Verfahren 

 

Hintergrund 

 

Zelllinien sind ein unverzichtbares Werkzeug bei der Aufklärung molekularer und 

zellulärer Zusammenhänge in der medizinischen sowie der Grundlagenforschung. 

Die meisten stabilen Zelllinien akkumulieren allerdings im Laufe ihrer Etablierung 

zusätzliche Veränderungen, die unabhängig vom ursprünglich untersuchten 

Phänotyp sind. Dies ist einer der Gründe, warum auf Zelllinien basierende in vitro-

Untersuchungen nur mit Vorbehalt auf den Gesamtorganismus übertragbar sind.  Mit 

Hilfe von Vergleichsanalysen des Gesamtproteoms von Lymphom-Zelllinien wurde 

eine Methode entwickelt, diese für den untersuchten Phänotyp unspezifischen 

Veränderungen der Proteinexpression durch Verdünnung der jeweiligen 

Einzelproben in einem Zusammenschluss mehrerer Proben zu einem „Proben-Pool“ 

unter den Signifikanzschwellenwert zu drücken. Dem liegt die Hypothese zugrunde, 

dass einem bestimmten Phänotyp ein charakteristisches molekulares 

Expressionsprofil bzw. ein eindeutiges Proteinmuster entspricht.  

Für ein erfolgreich analysierbares 2D-PAGE Gel wird eine minimale Probenmenge 

von 3x106 Zellen benötigt, eine Zellzahl die etwa  50µg Gesamtprobenprotein enthält. 

Für den „Proben-Pool“ werden mehrere Proben des gleichen Phänotyps geringer 

Menge miteinander gemischt und gemeinsam analysiert. Dabei wird die Detektion 

aller auf nur einzelne Zelllinien beschränkten Veränderungen des Proteinmusters 

durch Verdünnung weitgehend unterdrückt. Dies vereinfacht insbesondere die 

Analyse von 2D-PAGE-Gelen mit einer großen Zahl von Proteinpunkten, da die Zahl 

Phänotyp-unspezifischer Proteinpunkte deutlich vermindert wird. 
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des „Proben-Pool“ – Verfahrens 

A: 2D-Gel des Proben-Pools: Identische Proteine aller drei Proben bilden gemeinsam einen Punkt
auf dem 2D-PAGE-Gel; die Zahl der unspezifischen Punkte ist im Vergleich zu B reduziert. 
B: 2D-PAGE-Gele der einzelnen Proben: Auf jedem der Gele befinden sich einzigartige, 
unspezifische Proteinpunkte.  
C: Kreisdiagramm der Verringerung unspezifischer Proteinpunkte in 2D-PAGE-Gelen des „Proben-
Pools“ im Vergleich zu den Einzelproben.  
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Reduktion der Zahl von Phänotyp-unspezifischen Proteinpunkten bei der Analyse 

von „Proben-Pools“  mittels 2D-PAGE-Gelen   

 

Auf den 2D-PAGE Gelen der einzelnen MCL-Zelllinien wurden durchschnittlich 2250 

Proteinpunkte detektiert. Etwa 900 dieser Proteinpunkte (40%) konnten nur in jeweils 

einer einzelnen der drei MCL-Zelllinien nachgewiesen werden und repräsentieren 

daher wahrscheinlich eine Veränderung der zellulären Proteinspiegel, die 

unabhängig vom eigentlichen Krankheitsphänotyp in dieser speziellen Zelllinie 

auftreten. Die Gesamtzahl der detektierten Proteinpunkte war in den Gelen der MCL-

„Proben-Pools“ auf 1650 reduziert. Von diesen 1650 Proteinpunkten konnten 1350 

(85%) sowohl in den Gelen aller drei MCL-Zelllinien als auch in denen des „Proben-

Pools“ nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu konnten die restlichen 300 

Proteinpunkte (15%) nicht in allen individuellen MCL-Zelllinien gefunden werden 

(Abbildung 9). Dies entspricht einer Reduktion der Phänotyp-unspezifischen 

Proteinpunkte um 66% (von 900 im Durchschnitt der Auswertungen der drei 

einzelnen MCL-Zelllinien auf 300 in den „Proben-Pools“). Auch bei der Analyse der 

2D-PAGE-Gele der FL-Zelllinien konnte eine ähnliche Reduktionsrate beobachtet 

werden. Hier wurde eine Reduktion der Phänotyp-unspezifischen Proteinpunkte von 

730 in den 2D-PAGE-Gelen der einzelnen FL-Zelllinien auf 150 in den FL-„Proben-

Pools“ beobachtet, was einer Reduktion der Phänotyp-unspezifischen Proteinpunkte 

um 81% entsprach. Im Gegensatz dazu konnten auch Proteinpunkte niedrigerer 

Intensität, die in allen Einzel-Zelllinien eines „Proben-Pools“ detektiert wurden, in den 

2D-PAGE Gelen des „Proben-Pools“ ebenfalls zuverlässig nachgewiesen werden.  
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4.1.3 Vergleichsuntersuchung von zwei NHL-Subtypen (MCL gegen FL) 

 

Hintergrund 

 

Die vorstehend beschriebenen 2D-PAGE-Gele wurden auch verwendet, um die 

beiden NHL-Subtypen MCL und FL miteinander zu vergleichen. In beiden Subtypen 

ist die primäre genomische Alteration eine Translokation, durch die ein wichtiges 

Kontrollgen der Zelle unter die transkriptionelle Kontrolle des Immunglobulin 

Schwere-Ketten-Promotors gerät. Beim MCL ist dieses Kontrollgen Cyclin D1, das 

sich teilende Zellen über den G2/M Zellzykluskontrollpunkt treibt. Im FL fällt das 

wichtige antiapoptotische Protein BCL-2 unter die Kontrolle des in B-Zellen konstitutiv 

aktiven Immunglobulin Schwere-Ketten-Promotors. Die Überexpression jedes dieser 

Proteine ist jedoch nicht ausreichend um eine B-Zelle zu transformieren.  

Auch physiologisch ähneln sich die betroffenen Zellen. Die eine Entität entspricht B-

Zellen aus der follikulären Zone des Lymphknotens (FL), die andere solchen aus der 

Mantelzone (MCL). Sie stellen daher zwei direkt aufeinander folgende Stadien der B-

Zell-Reifung dar.  

Die Hypothese für die vergleichenden Untersuchungen lautet daher, dass die Zellen 

zwar einen sehr ähnlichen molekularen Hintergrund aufweisen, eventuell zu  

beobachtende Unterschiede der zellulären Proteinspiegel aber in einem direkten 

Zusammenhang mit dem unterschiedlichen klinischen Verhalten der beiden NHL-

Subtypen stehen sollten.  
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Ermittlung der differenziellen Proteinspiegel in MCL- und FL-Zelllinien 

 

Die im vorherigen Abschnitt beschriebenen 2D-PAGE-Gele der beiden NHL-

Subtypen wurden als Triplikate computerunterstützt miteinander verglichen. Für 

beide Subtypen  wurden dabei jeweils 1350 Proteinpunkte reproduzierbar in allen 

Gelen der Einzel-Zelllinien als auch der „Proben-Pools“ identifiziert (Abbildung 10).   

 

 

Abbildung 10: Lokalisierung der identifizierten Proteinpunkte auf den 2D-PAGE-Gelen  

A: 2D-PAGE-Gel des Proben-Pool der  FL Zelllinien (DOHH-2, Karpas 422, WSU-NHL)  

B: 2D-PAGE-Gel des Proben-Pool der  MCL Zelllinien (Granta 519, HBL-2, NCEB-1).   

Die Analysedaten der markierten Proteinpunkte sind in den Tabellen 2 und 3 aufgelistet. 
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Identifikation von 38 differenziell auftretenden  Proteinpunkten durch MALDI-TOF MS 

 

Die 2D-PAGE-Gele der „Proben-Pools“ wurden auf reproduzierbar abgebildete 

Proteinpunkte mit einem mindestens zehnfachen Intensitätsunterschied zwischen 

den beiden NHL-Subtypen untersucht. Diesem Kriterium entsprachen 175 der 1350, 

also 13% der in allen Zelllinien reproduzierbar nachweisbaren Proteinpunkte. Um 

eine ausreichende Proteinmenge für die MS-Analyse zu gewährleisten, wurde ein 

von der Analysesoftware vorgegebener Intensitätswert von 0,1 für die Proteinpunkte 

als Grenzwert festgelegt, so dass 41 differenziell auftretende Proteinpunkte für die 

MS-Analyse ausgewählt wurden. Durch Peptidmassenfingerabdrücke konnten 

Proteine aus 38 dieser 41 ausgewählten Proteinpunkte mit signifikanten MOWSE-

Werten identifiziert werden. Dabei wurde in 47,4% der Punkte (18/38) jeweils ein 

Protein eindeutig nachgewiesen, während aus den anderen Proteinpunkten jeweils 

mehrere „Kandidatenproteine“ mit signifikanten MOWSE-Werten identifiziert wurden 

(Tabelle 2).   

  

 

Tabelle 2: (folgende Seite) Komplette Liste aller signifikanten Proteinidentifikationen der 38 
differentiell auftretenden 2D-PAGE Punkte (geordnet nach ihrer Markierung in Abbildung 9)    
 
Spalte 1: Nummer des zugehörigen Proteinpunkts in Abbildung 9 
Spalte 2: Protein Accession Nummer in der SwissProt Datenbank  

(Kandidatenproteine, die in multiplen Punkten identifiziert werden, sind farbig hervorgehoben; 
jede Farbe steht für ein Protein.) 

Spalte 3: Bezeichnung des Gens 
Spalte 4: Name des Proteins 
Spalte 5: MOWSE-Wert  

Mowse Werte über  62 entsprechen einer Signifikanz von p < 0.05 für die Identifikation des 
Proteins. 
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Funktionelle Einordnung der identifizierten Kandidatenproteine 
 

Die Proteine mit den jeweils höchsten MOWSE-Werten der 38 Proteinpunkte wurden 

durch Datenbank- und Literaturrecherche (Expasy-Protein-Datenbank (Gasteiger et 

al. 2003) und durch eine PubMed-Suche nach relevanten Publikationen) funktionell 

gruppiert (Tabelle 3). So zeigen sich Unterschiede zwischen MCL und FL bei den 

zellulären Proteinspiegeln bekannter DNA-Reparaturfaktoren, z.B. hRAD50 und 

GRP78 sowie bei der Zellzykluskontrolle (hsMAD1, DNA-Topoisomerase 1 und 

SMC2_Human), der Apoptose (Luca-15, BCL2 associated transcription factor I und 

EDAD_Human) und der Transkriptionsregulation (SAFB1_Human, ZNF70_Human). 

Mit der Ubiquitin-Protein-Ligase BRE1A existiert auch eine Verbindung zum 

proteasomalen Proteinabbaumechanismus. Darüber hinaus wurden mehrere 

„hypothetische Proteine“ identifiziert, d.h. bisher noch nicht in vivo nachgewiesene 

Proteine, deren Struktur lediglich aufgrund von Genomanalysen vorhergesagt wurde  

Tabelle 3: (folgende Seiten) Funktionelle Charakterisierung der in MCL und FL differierenden 
Kandidatenproteine.  
 
Für jeden Proteinpunkt wurde nur das Kandidatenprotein mit dem höchsten MOWSE-Wert 
ausgewählt.   

In separaten Spalten sind die relativen Werte der Protein- und RNA-Spiegel vermerkt. 

Die Spot-Nummer bezieht sich auf die identifizierten Proteinpunkte in Abbildung 9. 
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Lokalisation der identifizierten Kandidatenproteine  in einem funktionellen Netzwerk  

 

Durch einen bioinformatischen Abgleich der Liste der SwissProt Identifikations-

nummern der identifizierten Kandidatenproteine gegen die Ingenuity Pathways 

Knowledge Base (IPKB) mit Hilfe der Ingenuity Pathway Analysis Software (Version 

1.2) konnten 11 der 17 (64%) in der IPKB vorliegenden Proteine in einem 

funktionellen Netzwerk lokalisiert werden (Abbildung 11). Dabei sind die 

identifizierten Proteine um zwei zentrale Moleküle des Netzwerks fokussiert: Zum 

Abbildung 11: Funktionelles Netzwerk aller differenziell identifizierten Proteine.  

TP53 bildet das Zentrum des ersten Teils dieses Netzwerks, was auf Unterschiede zwischen MCL 
und FL bei p53-kontrollierten Signalpfaden hindeutet. Das zweite Teilnetzwerk ist um das 
identifizierte Protein RAD50 zentriert und über BRCA1 mit TP53 im Netzwerk verbunden. Zwei 
weitere identifizierte Proteine (MAD1L1 and RPL4) interagieren indirekt mit diesem funktionellen 
Netzwerk. 
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einen clustert ein Teil der Proteine um TP53 (HSP AB, SERPINE1, TOP1, IFIT1, 

SP100, HSPA5, OK/SW56, HCK and TGFB1). Der andere Teil der Proteine bildet 

einen Cluster mit den Kandidatenproteinen Rad50, SP100, IFIT1 und SMC1L1, der 

über BRCA I mit dem TP53-zentrierten Netzwerk verbunden ist. Zwei zusätzliche 

Kandidatenproteine (Mad1L1, RPL4) interagieren über indirekte Verbindungen mit 

diesem funktionellen Netzwerk, wodurch der Anteil der an diesem Netzwerk 

beteiligten Kandidatenproteine auf 76% ansteigt.    

 

 

Western Blot-Analysen zur Bestätigung der Aussagen der 2D-PAGE-Experimente 

 

Um die Aussagekraft der 2D-PAGE-Analyse zu testen, wurden Western Blot-

Analysen  zur Immunodetektion von 8 ausgewählten Kandidatenproteinen (GRP78, 

MAD1, SAF-B, RAD50, Tubulin Beta, PAI-I und Topoisomerase I) durchgeführt 

(Abbildung 12). Dabei zeigen die Western Blots tendenziell die gleichen 

Unterschiede der zellulären Proteinspiegel, die auch in den 2D-PAGE 

Proteinpunkten detektiert wurden. Allerdings waren die beobachteten Unterschiede 

der Proteinspiegel zwischen MCL und FL für diese Proteine generell niedriger als im 

Vergleich der 2D-PAGE-Gele.   

Um das System weiter zu validieren, wurden auch die beiden Proteine durch 

Immunodetektion nachgewiesen, deren Überexpression aufgrund der primären 

genetischen Veränderung dieser Lymphome als Charakteristikum des 

entsprechenden NHL-Subtyps gilt (Cyclin D1 für MCL und BCL-2 für FL), wobei 

Cyclin D1 ausschließlich in MCL-Zelllinien, BCL-2 im FL und ebenfalls im MCL 

exprimiert wird.  
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   Spur         1      2      3      4            5      6      7      8 

Abbildung 12: Semiquantitative Analyse der Unterschiede der Proteinspiegel von 10 
ausgewählten Kanditatenproteinen durch Western Blot. 

Membran 1: Cyclin D1, Bcl-2, Tubulin-beta und beta-Actin (Kontrolle);  

Membran 2: GRP78, hRad50, Saf-B, beta-Actin (Kontrolle);  

Membran 3: Luca-15,  beta-Actin (Kontrolle);  

Membran 4: Pai-1, Topoisomerase I, Mad1, beta-Actin (Kontrolle). 

Spur 1: Granta 519; 2: HBL-2; 3: NCEB-1; 4: MCL-Pool (Granta 519, HBL-2, NCEB-1) 

Spur 5: FL-Pool (DoHH-2, Karpas-422, WSU-NHL); 6: DoHH-2; 7: Karpas-422; 8: WSU-NHL. 
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Beide Proteine wurden auch auf einem 2D-PAGE-Western Blot untersucht. Dabei 

konnte Cyclin D1 nur auf dem 2D-PAGE-Western Blot der MCL-Zelllinien (aber nicht 

auf dem der FL-Zelllinien) nachgewiesen werden mit einer Lokalisation entsprechend 

seiner theoretischen Molekularmasse und pI. Cyclin D1 konnte dabei als einer der 

175 bei MCL und FL differentiell exprimierten Proteinpunkte bestätigt werden. 

Allerdings lag der Intensitätswert in der ProteomeWeaver-Auswertung niedriger als 

0,1, so dass dieser Proteinpunkt nicht für die MS-Proteinidentifikation verwendet 

wurde (Abbildung 13). 

 

Wie aus den eindimensionalen Western Blots zu erwarten war, konnte BCL-2 in den 

2D-PAGE-Western Blots beider NHL-Subtypen in etwa gleichen Konzentrationen 

nachgewiesen werden. Allerdings waren interessanterweise nur auf dem 2D-PAGE- 

Western Blot der FL-Zelllinien neben dem auch in MCL auftretenden „Hauptpunkt“ 

eine Reihe zusätzlicher schwacher „Nebenpunkte“ detektierbar. Dies deutet darauf 

hin, dass Bcl-2 in den Zellen der FL-Zelllinien in erhöhtem Maße in verschiedenen, 

Abbildung 13:  

Identifikation von Cyclin D1 
auf einem 2D-PAGE-Gel. 

Lokalisierung des Cyclin D1 
Proteinpunktes im silberge-
färbten 2D-PAGE-Gel eines 
MCL „Proben-Pool“ (A) und 
der entsprechende Western 
Blot-Nachweis (D). 

Bei einer dreidimensionalen
grafischen Darstellung der 
Intensitätswerte ist der 
Proteinpunkt auf dem 
silbergefärbten 2D-PAGE-Gel 
deutlich erkennbar. 

 Er gehörte zu den 175 differ-
enziell exprimierten Protein-
punkten die regelmäßig in
MCL nachgewiesen werden 
(B), nicht jedoch in Proben 
der FL-Zelllinien (C).   
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posttranslational modifizierten Formen vorkommt (Fadeel et al. 1999, Fu und Fan 

2002), während in den MCL-Zelllinien diese „Nebenpunkte“ nicht detektierbar waren. 

 

 

 Eingeschränkte Korrelation der RNA-Expressionsdaten mit der Analyse der 

zellulären Proteinspiegel 

 

Schließlich wurden die erhobenen Proteindaten noch mit dem Ergebnis einer RNA-

Expressionsanalyse der beiden NHL-Subtypen verglichen. Von den 22283 Gen-

Sonden auf dem HG-UA133A Affymetrix Microarray-Chip wiesen 12010 (54%) bei 

den MCL- und 11599 (52%) bei den FL-Zelllinien auf eine Genexpression hin. 

Basierend auf einem Expressions-Schwellenwert >1,2, wie er von Kohlmann 

(Kohlmann et al. 2003) definiert wurde, zeigten 3389 RNAs (15%) eine höhere 

Expression in FL und 2906 RNAs (13%) höhere Expressionsspiegel in MCL, 

während bei den restlichen 15988 der 22283 RNAs vergleichbare Expressions-

Spiegel in den beiden NHL-Subtypen nachgewiesen wurden. Auf den Microarray-

Chips waren 26 der massenspektrometrisch identifizierten Kandidaten repräsentiert. 

Von diesen zeigten 9 (34,6%) ein den zellulären Proteinspiegeln ähnliches 

Expressionsverhalten. Bei 12  weiteren Fällen (46,1%) konnten dagegen keine 

Unterschiede zwischen den Expressionsraten der beiden NHL-Subtypen festgestellt 

werden. Bei den restlichen 5 Fällen (19,2%) verhielten sich die Ergebnisse der RNA-

Expressionsanalyse zu den Ergebnissen der Analyse der zellulären Proteinspiegel 

reziprok. Die Expressionsanalyse bestätigte jedoch die im Western Blot 

nachgewiesenen unterschiedlichen BCL2-Spiegel bei MCL und FL und die 

ausschließliche Detektion der Cyclin D1 RNA-Expression im MCL. 
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Interessanterweise war die TP53-Expression in FL-Zelllinien um den Faktor 1,79 

niedriger als in MCL-Zelllinien.  

Abschließend kann somit festgestellt werden, dass die Daten der RNA-

Expressionsanalyse nur in begrenztem Maße mit den beobachteten Proteinspiegeln 

übereinstimmten, was die Bedeutung posttranslationaler Regulationsmechanismen 

auf den Proteinumsatz bei der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase 

unterstreicht. 

 

 

4.2 Untersuchungen mit dem 26s-Proteasom-Inhibitor Bortezomib 

 

4.2.1 Wirksamkeit der Bortezomib-Behandlung bei MCL-Zelllinien 

 

Antiproliferative Wirkung von 25nM Bortezomib in MCL-Zelllinien 

 

 Um den Effekt von Bortezomib auf verschiedene MCL-Zelllinien (Granta 519, HBL-2, 

JeKo-1, NCEB-1 und REC-1) zu untersuchen, wurden diese, sowie zwei 

hämatologische Kontrollzelllinien, die T-ALL-Zelllinien Jurkat und die 

t(14;18)(q32;q21)-positive DLBCL-Zelllinie Karpas 422, bei einer Zelldichte von 

0,5x106 Zellen/ml über 72h mit verschiedenen Dosen Bortezomib behandelt und die 

Zellzahl mittels des Trypanblau-Ausschlusstests analysiert. In allen Zelllinien konnte 

eine dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung sowie eine verminderte Zell-

Viabilität nachgewiesen werden. So waren im Vergleich zu den unbehandelten Zellen 

die Zahl viabler (Trypanblau-negativer) Zellen vermindert (Abbildung 14) und der 

Anteil Trypanblau-positiver Zellen erhöht. Sowohl MCL- als auch Kontrollzelllinien 

lagen dabei, mit Ausnahme von NCEB-1 (resistent gegen Bortezomib-Behandlung) 
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und Jeko-1 (hohe Sensitivität für Bortezomib) im gleichen Empfindlichkeitsbereich. 

Dieser Mittelwert lag bei 25nM Bortezomib, einem Wert, der auch klinisch erreicht 

werden kann, und der einer Dosis von 1,5mg/m² entspricht.  

 

 

Bestimmung der IC50-Werte der MCL-Zelllinien bei der Gabe von 25nM Bortezomib  

 

Zur genaueren Beurteilung der antiproliferativen Wirkung von Bortezomib auf die 

Zelllinien wurden für die einzelnen Zelllinien die IC50-Werte mit Hilfe des WST1-

Zellproliferationstests bestimmt. Dazu wurden 1x106 Zellen/ml im 96-well-Format 

ausgesät, mit einem Bortezomib-Konzentrationsgradienten von 100nM bis 6,125nM 

behandelt und über 24h inkubiert, um die relativen Proliferationswerte mit WST1 zu 

detektieren.  Die IC50-Werte der Zelllinien entsprachen dabei gut den im Trypanblau-

Ausschlusstest ermittelten Proliferationsraten. Auch in der Auswertung der WST1-

Abbildung 14: Viabilitäts-Reduktion durch Bortezomib nach 24, 48 und 72 h 
 
Alle Zelllinien wurden mit einer Zelldichte von 0,5x106/ml ausgesät und über 72h Bortezomib
ausgesetzt. Zu den Messzeitpunkten wurde die Viabilität mittels Trypanblau-Ausschluss-Test 
bestimmt.  
(links) Zelldichte der Zelllinie JeKo-1 bei einem Konzentrationsgradienten von 0 bis 50 nM;  
Bortezomib besitzt eine dosis- und zeitabhängige proliferationshemmende Wirkung. 
(rechts) Zelldichte verschiedener MCL Zelllinien bei einer Dosis von 25nM Bortezomib 
Die verschiedenen MCL-Zelllinien zeigen deutliche Unterschiede in der Empfindlichkeit gegenüber 
Bortezomib-Exposition.  
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Analysen erwies sich NCEB-1 mit einem IC50 von 44,5+9,1nM als resistent gegen 

Bortezomib, während Jeko-1 mit einem IC50 von 14,8+1,3nM besonders sensitiv auf 

die Behandlung reagierte. Die IC50-Werte aller anderen Zelllinien lagen innerhalb 

eines Bereichs von 20,3+2,2nM bis 25,2+4,2nM Bortezomib. Da die detektierte 

wirksame Konzentration von 25nM Bortezomib sowohl bei allen Zelllinien eine 

antiproliferative Wirkung zeigte als auch klinisch relevant ist, wurden alle weiteren 

Untersuchungen mit dieser Bortezomib-Konzentration durchgeführt (Abbildung 15). 

 

 

Abbildung 15: Übersicht über die 
IC50 – Werte der MCL-Zelllinien 
für Bortezomib 

Die IC50 – Werte wurden über 
einen Bortezomib-Konzentrations-
gradienten von 100 - 6,125 nM 
durch den WST-1 Zell-
proliferations – Test ermittelt. 
Angegeben sind die Mittelwerte 
mit Standardabweichng aus drei 
unabhängigen Versuchen. 

Abbildung 16: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Apoptoseinduktion durch Bortezomib-Exposition 
(25nM) am Beispiel der MCL-Zelllinie Granta 519 

(A) Granta 519 vor Bortezomib- Exposition  
(B) Granta 519 nach 12h Exposition (25nM Bortezomib) 
(C) Granta 519 nach 24h Exposition (25nM Bortezomib) 

Die Zellpopulation verschiebt sich dabei deutlich von viablen (doppelt-negativen) zu (spät-)apoptotischen 
(doppelt-positiven) Zellen. 

A B C
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Antiproliferative Wirkung von Bortezomib durch Apoptoseinduktion 

 

Es ist bekannt, dass Bortezomib in verschiedenen Tumorentitäten Apoptose-

induzierend wirkt. Um das Ausmaß dieses Effekts bei MCL-Zelllinien zu untersuchen, 

wurde die Apoptoserate behandelter Zelllinien nach 12h und 24h mit dem Annexin V-

PE/7-AAD Test untersucht (Abbildung 16). Nach 12h Bortezomib-Behandlung lag der 

Anteil der nicht-apapoptotischen MCL – Zellen zwischen 50% und 82,4%, nach 24h 

zwischen 22,1% und 75,3% der Ausgangszellzahl. Auch hierbei bestätigte sich die 

Beobachtung der Proliferationsanalysen, dass NCEB-1 resistent und Jeko-1 

besonders sensitiv waren, während sich die anderen Zelllinien im üblichen 

Wirkungsbereich befanden (Abbildung 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Übersicht über die Apoptose-Induktion für die verschiedenen MCL-Zelllinien  

 
Abgebildet ist der Prozentsatz viabler Zellen 12 und 24 h nach einer Gabe von 25nM Bortezomib im 
Vergleich zur Zellzahl viabler unbehandelter Zellen.  
Das Diagramm repräsentiert den Mittelwert der durchflußzytometrischen Analyse von drei unabhängigen 
Versuchen.
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Induktion  eines G2/M-Arrestes durch Bortezomib-Behandlung 

  

Zusätzlich zur Untersuchung der Apoptoserate wurden die Veränderungen des 

Zellzyklusprofils der Bortezomib-behandelten Zelllinien mittels Propidiumiodid (PI)-

Färbung analysiert, um zu klären, ob der Rückgang der Proliferationsraten der 

behandelten Zelllinien ausschließlich auf die Apoptoseinduktion zurückzuführen ist. 

Da die Veränderungen des Zellzyklusprofils einer Apoptoseinduktion vorausgehen, 

und alle MCL-Zelllinien bereits eine deutliche Apoptoseinduktion zeigten, wurden für 

diese Versuche 4h, 8h und 12h nach Inhibitorgabe Analysen durchgeführt und mit 

dem Zellzyklusprofil unbehandelter Kulturen verglichen. Entsprechend stieg unter 

Bortezomib-Exposition zeitabhängig auch der Anteil der in der Sub-G1-Phase 

detektierten Zellen an, die apoptotischen Nuklei entsprechen, wie bereits zuvor 

beschrieben (Gatto et al. 2003, Vaziri et al. 2005). In unseren Analysen wurde diese 

Zellpopulation bei der Verteilung der Zellzyklusphasen nicht berücksichtigt. Innerhalb 

des Beobachtungszeitraums wurde nach Bortezomib-Behandlung bei allen MCL-

Zelllinien eine Expositionszeit-abhängige, kontinuierliche Verschiebung der 

Zellzyklusphasen beobachtet, die durch eine Zunahme der G2/M-Phase und einer 

entsprechenden Abnahme der G0/G1-Phase gekennzeichnet war. Diese Ergebnisse 

deuten auf einen G2/M-Zellzyklusarrest hin (Abbildung 18).  

Auch bei dieser Analyse stimmten die Ergebnisse bezüglich der Sensitivität der 

Zelllinien mit denen der vorangegangenen Untersuchungen überein, so dass die 

Verschiebung des Zellzyklusprofils bei den resistenteren MCL-Zelllinien NCEB-1 und 

REC-1 deutlich geringer ausgeprägt war als bei den sensitiveren Zelllinien. Eine 

Ausnahme bildet die besonders Bortezomib-sensitive Zelllinie Jeko-1, bei der zwar 

eine Reduktion der G0/G1–Phase zu beobachten war, der Anteil der Zellen in der 

G2/M-Phase jedoch nur geringfügig anstieg. 
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Granta 519                                              HBL-2 
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Abbildung 18: Zellzyklusanalysen der MCL-
Zelllinien 
 
Veränderung der prozentualen Zusammen-
setzung der Zellzyklusphasen verschiedener 
MCL-Zelllinien innerhalb der ersten 12h nach 
Exposition zu 25nM Bortezomib. 
Deutlich sichtbar ist ein Anstieg des Anteils der 
Zellen in der S- und ein analoger Rückgang 
des Anteils der Zellen in der G0/G1-Phase in 
Abhängigkeit zur Bortezomib - Sensitivität der 
MCL Zelllinien.  
 
(Mittelwert und Standardabweichung aus drei 
unabhängigen Experimenten) 
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Analyse der Veränderungen der zellulären Proteinspiegel der MCL-Zelllinien nach 

Bortezomib-Behandlung  

 

Wie im vorangehenden Abschnitt beschrieben, wurden alle Versuche mit einer 

Konzentration (25nM) Bortezomib durchgeführt, die dem durchschnittlichen IC50 aller 

Bortezomib-sensitiven MCL-Zelllinien entspricht (Weigert et al. 2007). Da innerhalb 

der ersten 12h nach Bortezomib-Behandlung einerseits eine deutliche Apoptose-

induktion in den verwendeten Zelllinien festgestellt wurde, und andererseits die 

Proteasomenhemmung bereits 1h nach  Exposition gezeigt wurde (Schwartz und 

Davidson 2004), wurden die Proteomanalysen zu den 1h- und 4h-Zeitpunkten 

durchgeführt und mit unbehandelten Kontrollzellen verglichen, um die durch die 

Proteasomenhemmung ausgelösten Veränderungen der zellulären Proteinspiegel zu 

erfassen, aber auch Translationsprozessen Rechnung zu tragen.  Bei dreifachen 

Experimenten aller 5 untersuchten MCL-Zelllinien wurden durchschnittlich 1500 

Proteinpunkte auf den 2D-PAGE Gelen identifiziert. Davon konnten mindestens 1013 

Proteinpunkte in allen sensitiven MCL-Zelllinien reproduzierbar detektiert werden. 

Etwa 15% (148/1013) aller auf den 2D-PAGE-Gelen abgebildeten zellulären Proteine 

zeigten dabei eine Veränderung ihrer Proteinspiegel um das 10fache, während 

19,8% (201/1013) um den Faktor 5 veränderte Proteinspiegel aufwiesen. Wie 

aufgrund der Wirkung der Proteasomeninhibition erwartet, stiegen die zellulären 

Spiegel der Mehrzahl (79%; 158/201) der letzteren Proteine an, während nur bei 

21% (44/201) dieser Proteinpunkte eine Verringerung der Proteinspiegel beobachtet 

wurde. Etwa 65% (133/201) dieser Proteinpunkte zeigten veränderte Proteinspiegel 

bereits 1h nach Bortezomib-Exposition, während die verbleibenden 68 Proteinpunkte 

erst nach 4h eine Veränderung um den Faktor 5 erreichten.  
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Für die MS-Identifikation wurden die 41 Proteinpunkte mit mehr als 10fach-

veränderten Proteinspiegeln ausgewählt, die gleichzeitig eine minimale 

Punktintensität von 0,1 besaßen (Abbildung 19). Von diesen 41 ausgewählten 

Proteinpunkten erreichten 95,1% (d.h. 39 Proteinpunkte) den Schwellenwert bereits 

nach 1h, wohingegen die Intensitäten der verbleibenden 2 Punkte erst nach 4h um 

den Faktor 10 verändert waren. Interessanterweise zeigten diese beiden 

Proteinpunkte eine Reduktion ihrer Proteinspiegel, während alle Proteinpunkte mit 

steigenden Proteinspiegeln den Schwellenwert bereits nach 1h erreichten. Nach 1h 

Bortezomib-Exposition waren die Proteinspiegel von 28 der 41 ausgewählten Punkte 

(68%) deutlich erhöht, die restlichen 11 Proteinpunkte wiesen bereits nach 1h eine 

deutliche Abnahme des Proteingehaltes auf.  

 

Identifikation von 38 differenziell auftretenden  Proteinpunkten durch MALDI-TOF MS 

 

38 der 41 analysierten Proteinpunkte konnten durch MALDI-TOF MS signifikant 

identifiziert werden, während die drei übrigen Peptidproben nicht charakterisiert 

werden konnten (Tabelle 4). Interessanterweise konnten veränderte Proteinspiegel 

von 20 der 41 (48,8%) analysierten Proteinpunkte auch in der Bortezomib-refraktären 

Zelllinien NCEB-1 nachgewiesen werden (Tabelle 4b), während die Spiegel der 

anderen 21 Proteinpunkte nur in den Bortezomib-sensitiven Zelllinien verändert 

waren (Tabelle 4a). 
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Abbildung 19:  

Lokalisierung der durch Bortezomib-Exposition veränderten Proteinpunkte auf einem 2D-PAGE Gel der 
MCL-Zelllinien 

 

(Granta 519 nach 1h Bortezomib-Exposition)  

Tabelle 4: (folgende Seiten) Funktionelle Charakterisierung der Kandidatenproteine der identifizierten, 
durch Bortezomib-Exposition veränderten Proteinpunkte.  

In separaten Spalten sind die relativen Werte der Protein- und RNA-Spiegel vermerkt. 

Die Spot-Nummer bezieht sich auf die identifizierten Proteinpunkte in Abbildung 9. 

MOWSE-Werte über  62 entsprechen einer Signifikanz von p < 0.05 für die Identifikation des Proteins. 
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Tabelle 4a: Funktionelle Identifikation von ausschließlich in Bortezomib-sensitiven MCL-Zelllinien veränderte 
Proteinpunkte
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Tabelle 4b: Funktionelle Identifikation von nach Bortezomib-Exposition veränderte Proteinpunkte, deren Veränderung 
auch in der refraktären Zelllinie NCEB-1 zu beobachten ist.
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Funktionelle Einordnung der identifizierten Kandidatenproteine durch Literatur- und 

Datenbankrecherche 

 

Ein bedeutender Anteil der auch in der Bortezomib-refraktären Zelllinien 

identifizierten Proteinpunkte mit veränderter Expression sind Hitzeschockproteine 

(HSPD1, HSPA5, HSPA8, HSPA9B, HSPA10, HSC70) und Strukturproteine 

(ACTG1, CEP290, MACF1), deren Regulation als unspezifische Antwort auf 

zellulären Stress anzusehen ist. Zusätzlich wurden auch Proteine mit spezifischen 

Funktionen identifiziert, wie z.B. NDUFV2, BCL2A1, KHSRP, PEBP1, PGAM1, 

HADH2, SFPQ und RAB34. Diese repräsentieren möglicherweise Bortezomib - 

wirkungsspezifische Signalwege, die in der refraktären Zelllinie blockiert, bzw. durch 

die murinen Genanaloga von NCEB-1 (Camps et al. 2006, Drexler und MacLeod 

2002) kompensiert werden. Im Gegensatz dazu waren in den sensitiven Zelllinien 

Granta 519, HBL-2, Jeko-1 und Rec-1 zusätzlich die Konzentrationen von Proteinen 

verändert, die an verschiedenen metabolischen Prozessen beteiligt sind, 

insbesondere solche des Energiestoffwechsels (ATP5B, AK5, TPI1, ENO1, ENO2, 

ENO3, ALDOC, GAPDH, FH),  der RNA-Regulation (einschließlich transkriptioneller 

Prozesse) (HNRPL, SFRS12), sowie der Zellteilungsmaschinerie (NEBL, ACTB, 

SMC1A, C20orf23).  Auch das 26s Protease Regulatorische Untereinheit 8-Protein 

kommt in diesen Zelllinien mit signifikant erhöhten Spiegeln vor und erreicht 

hochsignifikante Identifikationswerte (MOWSE-Wert 147; 100% C.I.). Einige 

Kandidatenproteine wurden in den Proben verschiedener Proteinpunkte mit 

signifikanten Werten identifiziert (ACTG1, PEBP1, GAPDH, HSPA8A, ATP5B, AK5, 

ENO1), was den Schluss nahe legt, dass sie posttranskriptionellen Modifikationen 
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unterworfen sind oder in verschiedenen Spliceformen auftreten. Interessanterweise 

wurden bei 6 der 7 aus mehreren Punkte identifizierten Proteinen gegenläufige 

Veränderungen der Proteinspiegel beobachtet, was auf eine differenzielle 

posttranskriptionelle Regulierung dieser Isoformen hinweisen könnte.  Nur im Fall 

von PEBP1 wurde eine gleichförmige Zunahme der Punktintensitäten beider 

benachbarten Proteinpunkte detektiert.   

 

 

Lokalisation der identifizierten Kandidatenproteine  in einem funktionellen Netzwerk 

 

Um einen Einblick in die funktionellen Zusammenhänge der identifizierten 

Kandidatenproteine zu erhalten, wurde eine bioinformatische Analyse mit Hilfe der 

'Ingenuity Pathway Analysis’-Anwendung durchgeführt. Bei dieser Analyse waren 46 

der 69 eingereichten Proteinidentifikationen in der IPKB vorhanden, und konnten in 

ein gemeinsames funktionelles Netzwerk eingeordnet und abgebildet werden 

(Abbildung 20). Dabei gruppierten sich die Kandidatenproteine um die zentralen 

zellulären Kontrollproteine TP53 und MYC. Dies deutet auf einen entscheidenden 

Effekt von Bortezomib auf die zentralen Regulationsmechanismen hin, die die Zelle 

von Proliferation zu Apoptoseinduktion umschalten. 
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Abbildung 20: Funktionelles Interaktions-Netzwerk der identifizierten durch Bortezomib-Exposition 
beeinflussten Kandidaten-Proteine  

Die Proteine sind nach ihrer Funktion farblich klassifiziert. Proteine, deren Spiegel auch in der nicht-
Bortezomib sensitiven Zelllinie NCEB-1 verändert waren, sind grau gerastert dargestellt.  
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Western Blot-Analysen zur Bestätigung der 2D-PAGE-Ergebnisse 

 

Um die Ergebnisse der Proteinidentifikation zu validieren, wurden Western Blot-

Analysen für 17 der identifizierten Kandidatenproteine durchgeführt (Abbildung 21). 

Im Einzelnen handelte es sich um die Proteine Raf-Kinasen-Inhibitor-Protein (PBP), 

Fumarathydratase (FH), Peroxyredoxin 3 (PRDX3), Hitzeschock-verwandtes 71kDa 

Protein (HSPA8), Stress-Induziertes Phosphoprotein 1 (STI1), alpha-Enolase 

(ENO1), Spectrin (SPTAN1), Triosephosphatisomerase (TPI1), Far-Upstream-

Element-bindendes Protein 2 (FUBP2), Galectin (LGALS1), Glycerinaldehyd-3-

phosphatase-Dehydrogenase (GAPDH), heterogenes nukleäres Ribonukleoprotein 

A2/B1 (HNRNPA2B1), Hitzeschockprotein 60kDa (HSP60), Acyl-Protein-

Thioesterase (LYPLA1), Prolin- und Glutamin-reicher Spliceing-Faktor (SFPQ), Ras-

abhängiges Protein RAB34 (RAB34) sowie beta-Aktin (ACTB), deren Spiegel jeweils 

in unbehandelten Proben sowie 4h und 8h nach Bortezomib-Behandlung untersucht 

wurden.  

Die dabei beobachteten Veränderungen der Proteinspiegel bestätigten bei 12 der 17 

(76%) untersuchten Proteine die in den 2D-PAGE-Gelen beobachteten 

Veränderungen. So sanken die zellulären Spiegel von STI1 und Spectrin in beiden 

Analyseverfahren, während RKIP, Fumarathydratase, PRX III, FBP, Galectin, HSP60 

und LSP-1 steigende Proteinspiegel aufwiesen. Die Proteine Enolase, GAPDH sowie 

hnRNP A2/B1 müssen hier als Sonderfall behandelt werden, da sie in der 2D-PAGE-

Analyse in mehreren Proteinpunkten nachgewiesen wurden, die gegenläufige 

Veränderungen ihrer Proteinspiegel besaßen. Diese drei Proteine zeigten in der 

Western Blot-Analyse jeweils steigende Proteinspiegel.  
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Nur im Fall von Aktin, das in den 2D-PAGE-Analysen deutlich sinkende 

Proteinspiegel besaß, wurden im Western Blot unveränderte Proteinspiegel 

detektiert. Bei den restlichen vier Proteinen (HSC70, TIM, PSF, RAB34) bei 2D-

PAGE und Western Blot gegensätzliche Veränderungen der Proteinspiegel 

beobachtet wurden, wobei die jeweiligen Proteinspiegel in den 2D-PAGE-Gelen 

abnahmen, während die Expression in den Western Blot-Analysen anstiegen.  

Ein Vergleich der Ergebnisse der beiden Methoden ist in Tabelle 5 aufgeführt. 

 

 

Untersuchungen an primären MCL-Zellen zur Bestätigung der Ergebnisse der MCL- 

Zelllinien 

 

Die Ergebnisse der Proteomuntersuchungen an MCL-Zelllinien wurden durch einen 

Vergleich mit analog behandeltem Patientenmaterial eines MCL-Patienten ergänzt. 

Ein 2D-PAGE-Gel der unbehandelten Patientenzellen zeigte dabei ein den MCL-

Zelllinien sehr ähnliches Proteinmuster (Abbildung 22 oben). Von einer genaueren 

Untersuchung mittels 2D-PAGE und einer statistischen Auswertung musste jedoch 

Abstand genommen werden, da das Patientenmaterial in zu geringem Umfang zur 

Verfügung stand. Deshalb wurden analog zu den Zelllinien Western Blot-Analysen 

mit den primären MCL-Proben durchgeführt (Abbildung 22 unten). Dabei stimmten 

die Ergebnisse der Analysen in Zelllinien und Patientenmaterial bei 14 von 16 

(87,5%) untersuchten Proteinen im Western Blot überein. Interessanterweise handelt 

es sich bei den beiden abweichenden Ergebnissen um Proteine (ENO-1und 

GAPDH), die in den 2D-PAGE-Analysen aus mehreren Punkten mit unterschiedlich 

veränderten Proteinspiegeln identifiziert wurden. Die Spiegel dieser Proteine sind in 
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den Zelllinien nach Bortezomib-Exposition deutlich erhöht, während sich ihre Spiegel 

in der Patientenprobe nicht veränderten (Tabelle 5).   

 

 

Tabelle 5: Vergleich der Resultate der 2D-PAGE- und der Western Blot-Analyse (WB) 
der Zelllinien (ZL) und primären MCL (pMCL). 

 
Die Tabelle zeigt eine Auswertung der Veränderungen der zellulären Proteinspiegel 
nach Bortezomib-Behandlung im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen. 
 
Ein aufwärtsgerichteter Pfeil zeigt steigende, ein abwärtsgerichteter Pfeil sinkende 
Proteinspiegel des Proteins bei dem angegebenen Analyseverfahren an.  
Gekreuzte Pfeile (Spalte 2D-PAGE) bezeichnen Proteine, die in mehreren Punkten 
der 2D-PAGE-Gele nachgewiesen wurden die gegenläufige Änderungen der 
Proteinspiegel besaßen. 
Horizontale Pfeile (WB) stehen für unveränderte Proteinspiegel.   
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Abbildung 22: Vergleichende Darstellung der 
Western Blot-Analyse von primärem 
Patientenmaterial 

 
(oben) 2D-PAGE Gel von unbehandelten primären 
Patientenzellen. Das Proteinmuster stimmt in hohem 
Maß mit dem der Zelllinien überein. 
(unten) Western Blot Analyse von 16 
Kandidatenproteinen. Die Ergebnisse stimmen in 13 
Fällen mit den Ergebnissen der Analyse der 
Zelllinien überein. 

Abbildung 21: Nachweis der veränderten 
Proteinspiegel von 17 ausgewählten Kandidaten-
Proteinen durch Western Blot-Analyse der 
Zelllinien 

 
Immundetektion der Proteine (RKIP, FH, PRX III, 
HSC70, STI-1, ENO-1, Spectrin, TIM, FBP, 
Galectin, GAPDH, hnRNP A2/B1, HSP60, LSP-1, 
PSF, RAB34, ACNB) aus unbehandelten Proben, 
sowie nach 1 und 4h Bortezomib-Exposition.  
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Identifizierung der beobachteten Hitzeschock-Proteinantwort durch RNA-

Expressionsanalyse 

 

Als zusätzliche Kontrolle wurden die Veränderungen der RNA-Expressionsspiegel 

der Bortezomib-behandelten MCL-Zelllinien durch Affymetrix-Microarray-Analyse 

bestimmt. Dabei zeigte sich, dass nur eine geringe Korrelation der beobachteten 

Proteinspiegel zu den RNA-Expressionsdaten vorlag, da die Hemmung des 

proteasomalen Protein-Abbaus durch transkriptionelle Prozesse nur indirekt 

beeinflusst wird, während andererseits Proteine mit hohem Umsatz sofort in der Zelle 

akkumulieren und so die zelluläre Protein-Homöostase direkt beeinflusst wird. So 

gab die RNA-Expressionsanalyse hauptsächlich einen Anstieg der Expression 

verschiedener Hitzeschockproteine wieder, als typisches Zeichen einer zellulären 

Stressreaktion. Wie auch auf der Proteinebene wurde die Hitzeschockantwort in der 

Bortezomib-refraktären MCL-Zelllinien NCEB-1 aktiviert. Interessanterweise ließ die 

Analyse der RNA-Expression keinerlei Einfluss des Proteasomen-Inhibitors auf die 

Expression Proliferations-assoziierter Gene erkennen.    
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5. Diskussion 

 

5.1 Methodische Aspekte 

 

Zur vergleichenden molekularen Expressions-Analyse mehrerer Probenkollektive 

stehen heute verschiedene Methoden zur Verfügung: einerseits die RNA-

Expressionsanalysen, insbesondere verschiedene Mikroarrays und gezielte RT-PCR-

Untersuchungen, auf der anderen Seite die Proteinanalytik, die sowohl die 

klassischen, auf Antikörperbindung basierenden Methoden wie Western Blot und 

ELISA sowie die von diesen abgeleiteten Proteinarrays umfasst, als auch 

Rasteruntersuchungen auf der Basis chromatographischer Verfahren oder 2D-PAGE. 

Differenziell exprimierte Proteine werden bei diesen Verfahren meist durch 

massenspektrometrische Verfahren identifiziert.  

Heute werden am häufigsten RNA-Expressionsanalysen in der wissenschaftlichen 

Forschung eingesetzt. Sie geben nicht nur Aufschluss über die relative Expression 

von einzelnen Genen, sondern können auch in der Gesamtheit eines 

Expressionsmusters z.B. eines Mikroarrays zur diagnostischen Klassifikation einer 

Probe verwendet werden, um z.B. Krankheitssubtypen mit unterschiedlichem 

klinischen Verhalten zu charakterisieren (Feuring-Buske et al. 2006, Siebert et al. 

2001). Diese gezielten Expressionsanalysen bestimmter Gene setzen, genau wie die 

Analyse zellulärer Proteinspiegel durch antikörpervermittelte Nachweisreaktionen, ein 

detailliertes Vorwissen über die relevanten molekularen Zielmoleküle voraus. Im 

Gegensatz dazu stehen die Screening-Methoden der 2D-PAGE oder 

chromatographische Trennungen von gesamtzellulären Proteinlysaten sowie die 

RNA-Mikroarrays und in geringerem Maße auch die Proteinarrays. Dabei können im 

Fall der Fraktionierung und anschließenden Analyse von Proteinlysaten durch 2D-
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PAGE oder chromatographische Auftrennung die zellulären Spiegel eines Großteils 

des Proteoms einer Probe analysiert werden. Ähnliches gilt, in Abhängigkeit von der 

Größe des verwendeten Probensets, auch für die Array-Untersuchungen. 

Insbesondere die RNA-Mikroarray-Technologie erlaubt es, ein nahezu vollständiges 

Expressionsprofil des gesamten Transkriptoms einer Probe zu erstellen, während 

entsprechende Proteinarrays bisher nur einen vergleichsweise geringen Teil der 

zellulären Proteine abbilden, und zumindest auch in naher Zukunft stärker auf 

funktionell definierte, zusammenhängende Proteingruppen beschränkt bleiben 

werden. Im Vergleich zu den auf Nukleinsäuren basierenden 

Untersuchungsmethoden werden für Proteinuntersuchungen allerdings hohe Mengen 

an Probenmaterial benötigt, da zelluläre Proteine nicht direkt in vitro amplifiziert 

werden können, wie es für DNA und RNA mittels der verschiedenen PCR-Methoden 

möglich ist. Ein weiterer qualitativer Unterschied zwischen den Methoden ist, dass 

proteinbasierende Untersuchungen den Einfluss posttranslationaler Modifikationen 

und Veränderungen der Homöostase der zellulären Proteinspiegel durch gesteuerten 

Proteinabbau erfassen. Im Gegensatz dazu ermöglichen RNA-Expressionsanalysen 

die Analyse der zellulären RNA, deren Stabilität einen weiteren bedeutenden 

biologischen Regulationsmechanismus darstellt.  

Auch zwischen den verschiedenen proteinbasierenden Screening-Methoden 

bestehen Unterschiede: So ermöglichen chromatographische Verfahren neben einer 

Auftrennung der Proteinlysate nach IEP und Molekularmasse, auf die die 2D-PAGE 

beschränkt ist, noch weitere physikalische Eigenschaften der Proteine, wie z.B. 

deren Löslichkeit (Verteilungs-Chromatographie) oder deren Adorptionsverhalten 

(Adsorptions-Chromatographie) zur weiteren Fraktionierung der Proben zu nutzen. 

Dennoch ist 2D-PAGE noch immer der Standard der Proteinauftrennung in der 

Proteomanalyse, da sie eine hohe Sensitivität erreicht.  
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Das zur Zeit am häufigsten angewandte massenspektrometrische  

Identifikationsverfahren, der Peptidmassen-Fingerabdruck, beruht auf dem Prinzip, 

dass die Fragmente eines bestimmten Proteins, das mit einem proteolytischen 

Enzym, in der Praxis meist Trypsin, verdaut wurde, eine definierte, als 

Massenspektrum messbare Peptidzusammensetzung besitzen. Zusätzlich erfassen 

moderne Massenspektrometer auch die Zerfallsprodukte, die während der 

energetischen Anregung der Fragmentpeptide durch die ionisierende Strahlung im 

MS entstehen, und nutzen sie zur Sequenzierung der Aminosäuren dieser 

Fragmente. Dieses Vorgehen erhöht die Identifikationskonfidenz der Analyse eines 

Peptidfingerabdrucks erheblich (Gevaert und Vandekerckhove 2000).  

Die Entscheidung welches dieser Verfahren zur Anwendung kommt, hängt dabei 

hauptsächlich von der primären Fragestellung ab, wobei experimentelle Limitationen, 

wie z. B. die Verfügbarkeit ausreichender Mengen von Probenmaterial ebenfalls 

berücksichtigt werden müssen. Eine Möglichkeit, die letztgenannte Limitation bei der 

Erforschung neoplastischer Erkrankungen zu umgehen, besteht in der Untersuchung 

repräsentativer Zelllinien. Obwohl diese Zelllinien ein biologisches Modellsystem für 

die entsprechenden malignen Erkrankungen in der Krebsforschung darstellen, haben 

sie doch häufig während ihrer Etablierung zusätzliche genetische Veränderungen 

akkumuliert, die unabhängig vom primären, charakteristischen Krankheitsphänotyp 

sind. Eine gemeinsame Analyse mehrerer Zelllinien des selben Phänotyps auf ihre 

gemeinsame molekularen und pathologischen Charakteristika, wie dies z.B. für die 

Zelllinien eines bestimmten  Lymphom-Subtyps der Fall ist,  in einem „Proben-Pool“ 

kann dieses Problem teilweise umgehen. Unspezifische Veränderungen, die nur in 

einzelnen Zelllinien des „Proben-Pools“ auftreten, werden durch Verdünnung soweit 

abgeschwächt, dass sie nicht länger als signifikante Alterationen detektiert werden 

(Weinkauf et al. 2006). Derartige „Proben-Pools“ wurden bereits in vorangegangenen 
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Studien bei Heterozygotieuntersuchungen (Gille et al. 1991) und bei Microarrays 

(Benson et al. 2002) verwendet, um die Detektion unspezifischer Veränderungen 

einzelner Proben in Rasteruntersuchungen zu unterdrücken. Die Verwendung von 

„Proben-Pools“ hat auf der Proteinebene einen zusätzlichen Vorteil: Klinische Proben 

geringer Zellzahl können gemeinsam analysiert werden, um an primären Zellen eines 

klinisch und molekular definierten Kollektivs grundlegende Untersuchungen 

anzustellen. Dieses Vorgehen kann einen Einblick in die gemeinsamen molekularen 

Prozesse erlauben und zu neuen Erkenntnissen über den untersuchten Krankheits-

phänotyp führen. Die so gewonnen Daten basieren einerseits auf primärem 

Patientenmaterial, andererseits ermöglichen sie die Analyse eines repräsentativen 

Patientenkollektivs und übertreffen in ihrer Aussagekraft Einzelfallbeschreibungen mit 

ausreichendem primären Material. Obwohl diese Methoden der Proteinanalytik im 

Gegensatz zu RNA-Microarray-Expressionsanalysen wegen des höheren Bedarfs an 

Probenmaterial momentan noch keine direkte diagnostische Relevanz besitzt, 

können mit Hilfe dieser Methoden neue diagnostische Marker identifiziert werden, die 

in einem zweiten Schritt mit gängigen diagnostischen Verfahren, wie z.B. ELISA-

Tests oder Western Blot-Analysen in einem größeren Kollektiv nachgewiesen werden 

könnten.      

 

 

5.2 Vergleichsuntersuchungen zwischen MCL und FL 

 

Jede neoplastische Erkrankung basiert auf dem genauen molekularen Hintergrund 

der betroffenen Zelle. Dabei führen bestimmte, grundlegende genetische 

Veränderungen der neoplastischen Zelle zu einem charakteristischen 

Erscheinungsbild und Verlauf der Erkrankung, wobei allerdings auch die Herkunft 
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und Differenzierungsstufe der entarteten Zelle von Bedeutung ist. Die Gesamtheit der 

klinischen, morphologischen und molekularen Charakteristiken der Erkrankung 

ermöglicht so eine Zuordnung zu einem bestimmten Krankheitstyp oder Subtyp, der 

teilweise auch eine genaue Prognose des Krankheitsverlaufs und eine 

individualisierte Behandlung des Krankheitsbildes erlaubt. Dennoch existiert 

innerhalb einer Erkrankung auf molekularer Ebene eine gewisse Variabilität 

molekularer Marker, die für das heterogene Verhalten der Krankheitsverläufe 

verantwortlich ist. Daher ist eine möglichst genaue Charakterisierung der Zelllinien 

notwendig, die in einer Untersuchung verwendet werden, um eine hohe Aussagekraft 

der Ergebnisse zu gewährleisten.  

Ein weiterer experimenteller Ansatz zur vergleichenden Analyse der Zelllinien zweier 

NHL-Subtypen ist die oben beschriebene Verwendung eines „Proben-Pools“. Dabei 

ist zu beachten, dass die Zelllinien des „Proben-Pools“ möglichst einen 

repräsentativen Querschnitt dieses Phänotyps darzustellen.  

Für die hier vorgestellten Vergleiche zwischen zwei NHL-Subtypen wurden das 

follikuläre Lymphom (FL) und das Mantelzelllymphom (MCL) verwendet. In beiden 

Fällen liegt als primäre molekulare Veränderung eine Translokation vor, bei der der 

Promotor des Immunglobulin (Schwere-Ketten)-Gens die Überexpression eines 

anderen Gens (BCL1 im MCL und BCL2 im FL) antreibt. Außerdem stammen die 

Zelllinien von zwei aufeinander folgenden Differenzierungsstadien der B-Zell-Reifung 

ab. Auch besitzen alle verwendeten Zelllinien vergleichbare 

Wachstumsgeschwindigkeiten.  

Es wurden dabei jeweils 3 Zelllinien (MCL: Granta-519, HBL-2 und NCEB1; FL: 

DOHH-2, Karpas-422 und WSU-NHL) von jedem der beiden NHL-Subtypen gepoolt. 

Die chromosomalen Veränderungen der verwendeten Zelllinien sind im Methodenteil 

aufgelistet. Jeweils eine der verwendeten Zelllinien beider Subtypen (HBL-2 und 
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Karpas-422) repräsentierte eine sekundäre Transformation zum DLBCL. Eine der 

MCL- und zwei der FL-Zelllinien waren darüber hinaus EBV positiv (EBV nuclear 

antigen positiv).          

Die Wirksamkeit der „Proben-Pools“ konnte im Vergleich mit den verschiedenen 

einzelnen Zelllinien nachgewiesen werden, wobei eine Analyse eine 65% Korrelation 

der Proteinpunkte ergab. Zieht man die unvermeidbare Variabilität zwischen 

einzelnen 2D-PAGE-Gelen und den erwarteten Effekt der „Proben-Pool“-Methodik in 

Betracht, die die Zahl der unspezifischen Proteinpunkte reduziert, aber nicht 

vollständig unterdrücken kann, so erscheint dies eine akzeptable Korrelationsrate. 

Durch die Wahl eines angemessenen Intensitäts-Schwellenwerts können gezielt die 

molekularen Veränderungen eines definierten NHL-Subtyps analysiert werden. 

Entsprechend konnte durch die Verwendung der „Proben-Pools“ die Zahl der nur in 

einzelnen Zelllinien des Pools beobachteten Proteinpunkte um 60% reduziert 

werden, wobei die überwiegende Mehrheit der in allen Einzelzelllinien eines NHL-

Subtyps nachgewiesenen Proteinpunkte ebenfalls auf den 2D-PAGE-Gelen der 

„Proben-Pools“ identifiziert wurden.  

Wie auch bei der RNA-Array-Analyse besitzen MCL und FL ein zu 87% identisches 

2D-PAGE-Proteinmuster. Dieses Ergebnis bestätigt auch frühere Untersuchungen, in 

denen B-Zell Lymphom-Zelllinien trotz ihrer unterschiedlichen klinischen und 

morphologischen Charakteristika bei einer 2D-PAGE-Analyse ein hochgradig 

konserviertes Proteinmuster aufwiesen (Mohammad et al. 1994). Die Veränderung 

der zellulären Spiegel nur weniger Proteine scheint also für die zum Teil 

gravierenden Unterschiede der Biologie und des klinischen Verlaufs der 

entsprechenden Erkrankungen verantwortlich zu sein. Die in unserer Studie 

identifizierten Kandidatenproteine können allerdings auch indirekt beeinflusst sein 

und so vorgeschaltete Veränderungen eines ganzen Signalwegs repräsentieren. 
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Dies gilt insbesondere bei der Identifikation mehrerer Proteine des selben 

Signalwegs oder Proteinkomplexes.  

In Kontrollexperimenten konnten auf den 2D-PAGE-Gelen auch die beiden Proteine 

identifiziert werden, die für den respektiven NHL-Subtyp charakteristisch sind: Cyclin 

D1 für das MCL (Fernandez et al. 2005, Thomazy et al. 2002) und BCL-2 für das FL 

(Aster und Longtine 2002, Petrovic et al. 1998). Durch Immunodetektion konnte die 

Überexpression dieser beiden Proteine auch in Western Blot-Analysen der 2D-

PAGE-Gele bestätigt werden. Cyclin D1 wurde nur in MCL detektiert, aber die 

Intensität des Proteinpunkts war zu gering, um für MS-Peptidfingerabdruckanalyse 

verwendet zu werden. Der mit BCL-2 assoziierte Proteinpunkt mit der höchsten 

Punktintensität konnte auf den silbergefärbten 2D-PAGE-Gelen beider NHL-

Subtypen nachgewiesen werden, besaß jedoch keinen >5fachen 

Intensitätsunterschied zwischen den MCL- und FL-„Proben-Pools“. Nur in 2D-PAGE-

Gelen der FL-„Proben-Pools“ wurden jedoch durch Immunodetektion eine Reihe 

Satellitenpunkte niedriger Intensität erfasst. Diese Ergebnisse bestätigen die frühere 

Beobachtung, dass BCL2 auch im MCL hoch exprimiert ist (Menendez et al. 2004). 

Auch wurden in anderen Zellsystemen bereits verschiedene, posttranslational 

modifizierte Formen von BCL-2 beschrieben, die an der Regulation der Zellapoptose 

beteiligt sind (Breitschopf et al. 2000, Chleq-Deschamps et al. 1993).  

Wie die Liste der durch 2D-PAGE-Proteomanalyse identifizierten, in MCL und FL 

differenziell auftretenden Kandidatenproteine belegt, unterscheiden sich die beiden 

NHL-Subtypen in mehreren wichtigen zellulären Regulationssystemen, die zur 

Tumorentstehung führen können. Dazu gehören sowohl apoptoseinduzierende 

Signalwege und die Kontrolle der zellulären DNA-Reparatursysteme als auch die 

Regulation von Zellzyklus und Transkription (Tabelle 3). Da viele dieser 

Kandidatenproteine eine essentielle Rolle bei der Regulierung des physiologischen 
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Zellstoffwechsels spielen, kann dies als Hinweis darauf verstanden werden, dass erst 

eine simultane Deregulation verschiedener Signalwege zur Entstehung eines 

bestimmten Krankheitsphänotyps führt. So ist aus verschiedenen Untersuchungen 

bekannt, dass die primären genomischen Veränderungen, die als Charakteristika der 

beiden untersuchten NHL-Subtypen gelten, alleine nicht für eine maligne 

Transformation der B-Zelle ausreichen (Dreyling et al. 1997, Seto 2002). Zusätzliche, 

größtenteils noch unbekannte sekundäre molekulare Alterationen sind notwendig, 

um die maligne Entartung in den lymphatischen Zellen zu bewirken. Diese 

sekundären Veränderungen lassen sich möglicherweise zu wenigen, miteinander 

kommunizierenden Signalpfaden zurückverfolgen, deren Deregulation der malignen 

Transformation zugrunde liegt. Diese Hypothese wird durch die Identifikation eines 

funktionellen Netzwerks erhärtet, das die meisten der identifizierten 

Kandidatenproteine (z.B. HSP AB, SERPINE1, TOP1, IFIT1, HSPA5, OK/SW56, 

HCK and TGFB1) umfasst. Dieses Netzwerk ist wesentlich durch TP53 

charakterisiert, eines bekannten Regulators einer Vielzahl von Signalpfaden, die in 

verschiedenen neoplastischen Erkrankungen verändert sind (Motoyama und Naka 

2004). TP53 stellt zudem eine zentrale Schnittstelle in der Regulation von Apoptose 

und Zellproliferation dar. Ein zweiter Cluster, bestehend aus den  

Kandidatenproteinen Rad50, SP100 und SMC1L1, ist mit diesem ersten Netzwerk 

funktionell über das Gen BRCA1 und zusätzlich indirekt mit den Kandidatenproteinen 

MAD1L1 und RPL1 verbunden. Leider stand nur ein Teil der durch 2D-PAGE 

identifizieren Kandidatenproteine (41,5%; 17 der 41 identifizierten 

Kandidatenproteine) für die Berechnung des funktionellen Netzwerks zur Verfügung, 

da außer von den 6 hypothetischen Kandidatenproteine (14,6%) auch von weiteren 

Proteinen (BCLF1_Human, Luca-15, BRE1A_Human, HNRPM_human, 

ASPM_human, SEGN_human, TPR_human, TR25_human, Q12804_human, 
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NOE3_human) noch keine funktionellen Daten in der IPKDB vorhanden waren. 

Interessanterweise waren die Proteine im Cluster um TP53 häufiger im MCL mit 

höheren Proteinspiegeln vertreten, während die Proteine des Rad50-Clusters fast 

ausschließlich Proteine umfassten, die höhere Proteinspiegel in FL aufwiesen. 

Obwohl die geringe Zahl der zugeordneten Proteine die Aussagekraft dieser 

Beobachtungen beeinträchtigt, deuten sie dennoch darauf hin, dass in den beiden 

NHL-Subtypen verschiedene Signalwege tangiert sind bzw. ein Signalweg an 

verschiedenen Stellen beeinflusst ist.  

Dennoch müssen diese Ergebnisse mit Vorsicht bewertet werden, da normale B-

Lymphozyten nicht als Kontrolle in die Untersuchung eingeschlossen wurden. Auch 

wurden Mechanismen, die bei der malignen Transformation beider NHL-Subtypen 

eine Rolle spielen, nicht erfasst, so dass das identifizierte funktionelle Netzwerk nur 

die Proteine repräsentiert, deren Proteinspiegel sich in beiden NHL-Subtypen 

unterscheiden.  

Vergleicht man die Ergebnisse der RNA-Expressionsunterschiede beider NHL-

Subtypen mit den beobachteten Unterschieden der zellulären Proteinspiegel bei den 

2D-PAGE-Untersuchungen, so ergibt sich ein vergleichbarer prozentualer Anteil von 

Gemeinsamkeiten bzw. Unterschieden in der RNA-Expression zwischen beiden 

Lymphom-Subtypen. Allerdings stimmen die identifizierten Expressionsunterschiede 

zwischen den RNA- und Proteinspiegeln nur zu 34,6% überein. Diese Resultate 

belegen, dass nicht nur genomische Veränderungen und unterschiedliche Gen-

Expression, sondern vor allem posttranskriptionelle Regulierungsmechanismen für 

die Aufrechterhaltung der zellulären Proteinspiegel  (Greenbaum et al. 2003) und der 

normalen Funktion einer Zelle verantwortlich sind. 
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5.3 Analyse der Veränderung der Proteinspiegel in Bortezomib-behandeltem MCL 

 

Im klinischen Alltag wird häufig das MCL häufig in fortgeschrittenen Stadien 

diagnostiziert, in denen eine Heilung allein mit konventionellen Chemotherapien nicht 

möglich ist (Dreyling et al. 2007). Der aggressive klinische Verlauf und die 

Unempfindlichkeit gegenüber klassischen Behandlungsformen führen dazu, dass 

MCL die schlechtesten Langzeitprognosen aller Lymphomsubtypen besitzt.  

 In den letzten Jahren konnten dennoch Fortschritte bei der Behandlung dieser 

Erkrankung erzielt werden. So erwies sich eine kombinierte Immunochemotherapie 

mit dem Anti-CD20 Antikörper Rituximab als vorteilhaft, da die Ansprechraten 

gegenüber alleiniger Chemotherapie deutlich erhöht werden konnten (Howard et al. 

2002, Lenz et al. 2005). Auch der Einsatz von dosisintensivierten Chemotherapien, 

insbesondere die sequenzielle Gabe von Hochdosis-Cytarabin (Ara-C) zeigte in 

verschiedenen Phase-II-Studien eine deutliche Erhöhung der Remissionsraten 

gegenüber konventionellen Chemotherapie-Kombinationen  (Lefrere et al. 2004, 

Romaguera et al. 2005). Die autologe Stammzelltransplantation stellt für Patienten 

unter 65 Jahren zur Zeit die effektivste Konsolidierungstherapie dar und führt zu einer 

signifikanten Verbesserung des progressionsfreien Überlebens (Dreyling et al. 2007). 

Dennoch haben all diese Fortschritte bisher nur eine tendenzielle Verbesserung des 

Gesamtüberlebens erreicht. Daher zielen die neuartigen Therapiekonzepte in der 

Behandlung von MCL in zunehmendem Maße auf spezifische regulatorische 

Moleküle der maligne veränderten Zellen. Viele der Zielmoleküle haben eine 

Funktion bei der posttranskriptionellen Modifikation verschiedener Proteine oder bei 

der Kontrolle der zytoplasmatischen Spiegel verschiedener Proteinen durch direkte 
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Degradation oder Verlagerung ihrer sub-zellulären Lokalisation (Culmsee und 

Landshamer 2006).   

Eine wichtige Funktion bei der Steuerung zellulärer Prozesse fällt dabei der 

Aufrechterhaltung stabiler oder auch mit dem Zellzyklus synchronisierter zellulärer 

Proteinspiegel zu. Die Regulierung der zellulären Proteinspiegel ermöglicht dabei 

einerseits die Steuerung zyklischer Prozesse: Phasenspezifisch Proteine werden 

synthetisiert und anschließend wieder kontinuierlich abgebaut, bis eine basale 

Proteinkonzentration unterschritten und die Proteinsynthese erneut initiiert wird 

(Rückkopplungsschleife). Andererseits wird die schnelle Regulation zellulärer 

Prozesse auch durch signalinduzierte posttranslationale Modifikation von Signal-

proteinen erreicht (Glickman und Adir 2004), indem z.B. Transkriptionsfaktoren vom 

Zytoplasma in den Nukleus verlagert oder inhibitorische Proteine abgebaut werden. 

So stellt das 26s-Proteasom einen zentralen, unspezifischen Regulator des 

zellulären Protein-Gleichgewichts dar (Auld und Silver 2006), was es zu einem viel 

versprechenden Ziel für neue Therapieansätze macht.  

Bei dem kleinmolekularen Wirkstoff Bortezomib handelt es sich um ein dipeptidisches 

Borsäurederivat, das unter dem Handelsnahmen Velcade® von Ortho Biotech 

(Janssen-Cilag GmbH) vertrieben wird. Bortezomib wurde als erster und bisher 

einziger einer Reihe von proteasominhibitorischen Wirkstoffen für den klinischen 

Bereich zugelassen. Seine Wirkung beruht auf molekularer Ebene auf einer 

reversiblen und dosisabhängigen Blockade der chymotrypsinartigen Aktivität der 20s 

Untereinheit des Proteasomenkomplexes (Adams et al. 1998). Durch die zentrale 

Rolle des proteasomalen Proteinabbaus bei der Regulierung einer Vielzahl zellulärer 

Prozesse sind jedoch die Auswirkungen dieses Eingriffs in die zellulären 

Regulationsmechanismen vielschichtig und betreffen eine Reihe zellulärer 

Signalwege. Unter anderem werden der NF-kappaB- und der JNK-Signalweg, die 
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Regulation der zellulären Spiegel des Tumorsuppressors p53 sowie die durch 

reaktive Sauerstoff-Spezies und Noxa vermittelte Apoptoseinduktion moduliert. Des 

Weiteren wird der Zellzyklus unter anderem durch die Deregulation der zellulären 

Spiegel von p27KIP und p21WAF1 beeinflusst (Nencioni et al. 2007, Voorhees und 

Orlowski 2006). Aufgrund der hohen Zahl zellulärer Prozesse, die durch 

proteasomalen Abbau beeinflusst werden, ist die genaue Wirkungsweise der 

Proteasomeninhibition noch nicht vollständig verstanden. Insbesondere kann sie sich 

auch in verschiedenen Erkrankungen unterscheiden. Häufig sind Signalwege der 

proteasomalen Regulation unterworfen, die für die Kontrolle der zellulären Integrität 

zuständig sind, z.B. der Unterdrückung der Zellapoptose und der 

Zellzyklusprogression (Nencioni et al. 2007, Voorhees und Orlowski 2006). Dabei 

beeinflusst die proteasomale Degradation gleichzeitig verschiedene, alternative 

Signalkaskaden dieser beiden zentralen zellulären Kontrollmechanismen. Es ist 

daher nicht verwunderlich, dass die Hemmung dieses Enzymkomplexes auch in 

verschiedenen neoplastischen Erkrankungen Wirkung zeigt. So laufen zur Zeit 

verschiedene klinische Studien, die die Wirksamkeit von Bortezomib bei diversen 

hämatologischen Erkrankungen und soliden Tumoren untersuchen (Zavrski et al. 

2007). Da Bortezomib möglicherweise Tumorzellen auch gegenüber Chemo- oder 

Strahlentherapie sensibilisieren oder sogar Resistenzen überwinden kann, wird der 

Hemmstoff auch in Kombination mit Chemotherapeutika getestet (Voorhees und 

Orlowski 2006).         

Wie bereits erwähnt, inhibiert Bortezomib einen zentralen, proteinvermittelten 

Regulationsmechanismus der Zellproliferation und Apoptose und beeinflusst somit 

direkt die zellulären Proteinspiegel. Daher können auch nur Proteom-basierte 

Untersuchungen ein umfassendes Bild der durch Proteasomenhemmung modulierten 

molekulare Signalwege geben. Dies gilt insbesondere für Effekte, die zu frühen 
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Zeitpunkten nach Bortezomib-Behandlung zu beobachten und wahrscheinlich direkt 

auf die Hemmung des zellulären Proteinabbaus zurückzuführen sind.  

Während Untersuchungen bekannter, beteiligter  Signalkaskaden zu wichtigen 

Einsichten in die Lymphomagenese führten (Esparis-Ogando et al. 2005, Goel et al. 

2005, Zheng et al. 2004), kann nur eine globale Screeninganalyse wie die 2D-PAGE 

bisher unbekannte funktionelle Pfade identifizieren und gleichzeitig Hinweise auf 

Veränderungen der posttranskriptionellen Proteinregulation geben.  

In unseren Untersuchungen zeigte der Proteasominhibitor Bortezomib in vier der fünf 

getesteten MCL-Zelllinien hohe Ansprechraten bei einer für die klinische Anwendung 

relevanten Konzentration von 25nM, während die MCL-Zelllinie NCEB-1 gegenüber 

einer Proteasomenhemmung refraktär ist.  

 Nach Abschluss unserer Experimente wurde in dieser Zelllinie 5-8 stabil vererbte 

murine Chromosomen nachgewiesen (Camps et al. 2006). Im Einzelnen handelt es 

sich um die Maus-Chromosomen 1, 2, 9, 10, 12, 14, 16 und 19, welche auch murine 

Proteine, wie z.B. mBCL-2, exprimieren. Da nicht auszuschließen ist, dass die Maus-

Chromosomen für die besondere Unempfindlichkeit der Zelllinie NCEB-1 

verantwortlich ist, kann sie nur mit Vorsicht als Modellsystem für Bortezomib-

resistente MCL angesehen werden. Daher wurden nur solche Proteinpunkte, die in 

allen sensitiven MCL-Zelllinien nach Bortezomib-Behandlung signifikant veränderte 

Proteinspiegel aufwiesen, für die in silico-Analyse ausgewählt. Die Bortezomib-

refraktäre MCL-Zelllinie NCEB-1 wurde dabei lediglich als Kontroll-Zelllinie 

verwendet, um Hinweise auf mögliche molekulare Mechanismen der Bortezomib-

Resistenz zu erhalten.  

Bei den Proteinen, die auf 2D-PAGE-Gelen von NCEB-1 ihre Proteinspiegel 

veränderten, handelt es sich hauptsächlich um Proteine der physiologischen 

Stressantwort. Entsprechend sind auch die Kandidatenproteine überwiegend 
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stressbedingte Hitzeschockproteine (HSPA9, HSP7C, HSPA5, HSPD1), oder 

Komponenten des Zytoskeletts (ACTG1, FKSG30, NEBL, MACF1, MSN9). 

Interessanterweise wurden die Spiegel von Proteinen der RNA-Transkription 

(EIF3S2, ZNF54A, HNRPA2B1, SFPQ, KHSRP; SFRS10, HNRPC, HNRPL; 

SFRS12) genauso wie Kinasen und andere phosphorylierungsregulierende Proteine 

(MOBKL2C, AK5, AKAP2, LGALS1, PAPSS1) sowohl in den sensitiven als auch in 

der refraktären Zelllinie moduliert. Diese Befunde könnten durchaus auf spezifische 

zelluläre Reaktionen auf die Proteasomenhemmung hinweisen, deren Effekt in 

NCEB-1 durch die Expression von murinen Proteinhomologen kompensiert wird. Die 

meisten dieser Proteine, z.B. BCLA2, LSP1 und ZNF354A können in das spezifische 

funktionelle Netzwerk eingefügt werden.  

Im Gegensatz dazu werden nur in den Bortezomib-sensitiven Zelllinien veränderte 

Proteinspiegel von Tumorsuppressorgenen (ENO1, ENO2, ENO3, FH) 

nachgewiesen. Auch die meisten am Energiestoffwechsel beteiligten Proteine 

(LYPLA1, AK5, ATP5B, ALDOC, GAPDH, CCTζA; NDUFV2) zeigen ausschließlich in 

sensitiven Zelllinien veränderte Proteinspiegel. Ebenso ist nur in den sensitiven 

Zelllinien der Spiegel einer Untereinheit des 26s-Proteasomenkomplexes erhöht. Wie 

erwartet führen diese  veränderten Proteinspiegel nach Bortezomib-Behandlung zu 

einer verringerten Viabilität der sensitiven Zelllinien und einer erhöhten Anfälligkeit für 

die Zellapoptose, wie in Proliferations- und Apoptose-Assays bzw. RNA-Expressions-

analysen (Real Time PCR) nachgewiesen werden konnten (Pastore et al. 2005, 

Weigert et al. 2007). Diese Experimente belegen die frühen Auswirkungen der 

Proteasomenhemmung bereits 1h nach Bortezomib-Exposition. Besonders hervorzu-

heben ist, dass die Zell-experimentell wirksamen Bortezomib-Konzentrationen auch 

im klinischen Einsatz im Patienten erreicht werden (Belch et al. 2006, Fisher et al. 

2006), was die klinische Relevanz unserer Untersuchungen unterstreicht.  
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Wie aufgrund der Hemmung des proteasomalen Proteinabbaus zu erwarten ist 

dabei, sind die meisten Proteinspiegel der Kandidatenproteine nach Bortezomib-

Behandlung erhöht. Dabei konnten die identifizierten Proteine grob in vier 

funktionelle Gruppen eingeteilt werden: Proteine, die Gen-Expressionsvorgänge 

kontrollieren, z.B. Transkriptions- oder Splicingfaktoren, und Proteine verschiedener 

Signalwege des Energiestoffwechsels weisen ausschließlich in den sensitiven 

Zelllinien veränderte Proteinspiegel auf, während veränderte Spiegel von 

Strukturproteinen, die auch bei Zellteilungsprozessen eine Rolle spielen (ACTG1, 

CEP290, MACF1, NEBL), sowie von Hitzeschockproteinen der unspezifischen 

zellulären Stressantwort (HSPA9, HSP7C, HSPA5, HSPD1) auch in der refraktären 

Zelllinie NCEB-1 nach Bortezomib-Behandlung beobachtet werden.  

Dies deckt sich auch mit den noch unveröffentlichen Beobachtungen (Lorenz et al. in 

Vorbereitung) in unseren Untersuchungen zur Hyperthermie in Kombination mit 

Bortezomib an den MCL-Zelllinien. Wie in früheren Mikroarray-Analysen von 

Shringarpure (Shringarpure et al. 2006) konnte auch hier eine Abhängigkeit der 

Bortezomib-Sensitivität von der Expression der Hitzeschockproteine HSP27, HSP90 

und HSP70 (HSP7C) gezeigt werden. Dabei wies die Bortezomib- und Temperatur-

resistente Zelllinie NCEB-1 deutlich höhere basale Spiegel dieser Proteine auf, als 

die Bortezomib-sensitiven Zelllinien. Interessanterweise führt auch eine starke 

Erhöhung der zellulären Hitzeschock-Proteinspiegel nach vorangehender milder 

Hyperthermie-Behandlung entgegen früheren Hypothesen (Isaacs et al. 2003) nicht 

zu einer verringerten Sensitivität gegenüber Bortezomib. Bei hoher Temperaturdosis 

zeigte sich sogar ein additiver Effekt auf die Überlebensraten der sensitiven 

Zelllinien. Daraus folgt, dass lediglich  stark erhöhte konstitutive  Expression der 

Hitzeschockproteine mit der Bortezomib-Resistenz korreliert werden kann.       
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Um die Ergebnisse der 2D-PAGE-Analysen zu validieren, wurden für 17 der 

Kandidatenproteine, für die Antikörper kommerziell erhältlich waren, Western Blot-

Analysen durchgeführt. Dabei entsprachen die Bortezomib-induzierten 

Veränderungen der Proteinmenge in der Western Blot-Analyse nur bei 13 der 17 

untersuchten Proteine eindeutig den veränderten Proteinspiegeln der 2D-PAGE-

Gele. Drei weitere Western Blots waren nur eingeschränkt auswertbar, da die 

entsprechenden Proteine in mehreren Proteinpunkten der 2D-PAGE-Analyse mit 

gegenläufiger Intensitätsveränderung identifiziert wurden. Dennoch weisen diese 

Ergebnisse auf die Relevanz posttranslationaler Modifikationen bei der Regulierung 

zellulärer Programme hin. Im Falle der Proteasomenhemmung ist eine 

Polyubiquitinylierung die wahrscheinlichste posttranslationale Proteinmodifikation, da 

die so markierten Proteine im inhibierten Proteasom nicht abgebaut werden können 

und sich daher in der Zelle anhäufen. Eine weitere mögliche posttranslationale 

Proteinmodifikation stellt die Proteinphosphorylierung dar, die an der Regulation 

vieler zellulärer Signalwege beteiligt ist (Delom und Chevet 2006). In diesem 

Zusammenhang ist besonders interessant, dass 5 Kinasen (MOBKL2C, AK5, 

AKAP2, LGALS1, PAPSS1) unter den identifizierten Kandidatenproteinen nach 

Proteasomenhemmung sind. Mit einer einzigen Ausnahme konnten alle identifizierten 

Kandidatenproteine der Bortezomib-sensitiven Zelllinien einem engen, funktionellen 

Interaktionsnetzwerk zugeordnet werden, das um die zentralen zellulären 

Kontrollpunkte TP53 und MYC gruppiert ist. Es erscheint daher plausibel, dass die 

identifizierten Kandidatenproteine den Effekt der Proteasom-Inhibition auf das 

Überleben der MCl-Zellen vermitteln.   
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6. Ausblick 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einerseits, dass die 2D-PAGE-Proteomanalyse 

mit anschließender massenspektrometrischer Identifikation eine zuverlässige 

Methodik darstellt, diverse Typen einer Erkrankung wie dem Mantelzelllymphom 

(MCL) zu vergleichen und molekulare Veränderungen über eine zeitliche Abfolge zu 

erfassen. Andererseits stellen die hier identifizierten, durch den Proteasomen-

Inhibitor Bortezomib beeinflussten Proteine erste Hinweise für weitere 

Untersuchungen der Mechanismen der Bortezomib-Resistenz dar. Zudem bieten 

diese Proteine die Möglichkeit, weitere Wirkmechanismen des Proteasomen-

Inhibitors aufzuklären. Die Tumorsuppressor - Proteine Enolase und 

Fumarathydratase sind hierbei ebenso wie die verschiedenen Transkriptionsfaktoren 

interessante Kandidaten. Außerdem scheint auch der Energiestoffwechsel eine Rolle 

bei der Bortezomib-Sensitivität zu spielen.  

Schließlich kann die hier verwendete Methodik benutzt werden, um die molekularen 

Auswirkungen verschiedener neuer Therapieformen beim MCL zu klären. An erster 

Stelle stehen hier die Analysen weiterer, auf bestimmte Zielmoleküle ausgerichteter 

Inhibitoren, z.B. des Proteinkinase C-beta Inhibitors Enzastaurin oder des 

Flavopiridol, eines Inhibitors der Cyklin-abhängigen Kinasen. Mit Hilfe dieser 

Substanzen, die in präklinischen Studien bereits eine deutliche Wirksamkeit in MCL-

Zelllinien aufweisen, sollen die Mechanismen der Resistenzentstehung weiter 

untersucht werden, um einen tieferen Einblick in die beteiligten Signalwege zu 

erreichen. Ein spezielles Augenmerk soll dabei auch auf die Analyse synergistisch 

wirkender Kombinationstherapien gelegt werden, um die Signalwege zu 

identifizieren, die eine Sensitivierung der neoplastischen Zellen gegenüber 

Chemotherapie-basierten Therapien bewirken. Ein Beispiel hierfür könnte die 
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Kombination von Bortezomib mit Hochdosis-Cytarabine (Ara-C) sein, deren 

Synergismus von der Abfolge der Behandlung abhängig ist. Auf der Basis dieser 

rationalen molekularen Strategien sollten in Zukunft Therapiekombinationen gezielt 

entwickelt werden deren Wirkungsweisen sich ergänzen und bestehende 

Resistenzmechanismen überwinden können. 

 



  

 110 

7. Zusammenfassung 

 

Das Mantelzelllymphom (MCL) ist eine neoplastische Erkrankung des blutbildenden 

Systems, die durch die ektopische Expression des Zellzyklus-regulierenden Proteins 

Cyclin D1 charakterisiert ist und im Regelfall durch eine chromosomale Translokation 

t(11;14)(q13;q32) ausgelöst wird. Trotz stetiger Verbesserungen der 

Behandlungsmethoden, insbesondere der Optimierung der Kombinationstherapie 

und dem Einsatz der Anti-CD20-Antikörpertherapie- konnte bislang jedoch keine 

wesentliche Verbesserung des Gesamtüberlebens erzielt werden. Die Untersuchung 

der Wirksamkeit und der Wirkmechanismen neuer, molekular ausgerichteter 

Therapieformen hat daher bei dieser Erkrankung besonders große Bedeutung.  

Zu diesem Zweck wurde ein 2D-PAGE-basiertes Verfahren zur Analyse der 

zellulären Proteinspiegel etabliert und durch die Charakterisierung der Unterschiede 

zwischen zwei Non-Hodgkin-Lymphom (NHL)-Subtypen (MCL und FL) auf 

Proteomebene validiert. Im Verlauf dieser Tests wurde darüber hinaus die 

Aussagekraft der 2D-PAGE-Analyse durch die Verwendung von „Proben-Pools“ 

verbessert, wodurch die Detektion zufallsbedingter molekularer „Bystander“-

Aberrationen unterdrückt und ein repräsentativer molekularer Phänotyp 

charakterisiert werden konnte. Die Zahl solcher unspezifischen Proteinpunkte, die 

nur in einzelnen Zelllinien des Probenkollektivs nachgewiesen wurden, konnten in 

den „Proben-Pools“ um >66% gesenkt werden. Im Vergleich der zellulären 

Proteinspiegel der beiden NHL-Subtypen wiesen 175 von insgesamt 1350 Punkte 

auf den 2D-PAGE-Gelen Subtyp-spezifisch unterschiedliche Proteinspiegel auf, von 

denen 38 Punkte durch Massenspektrometrie (MS) identifiziert wurden. Die 

identifizierten Kandidatenproteine können grob 7 funktionellen Gruppen (Apoptose / 

Zelltod, Reparaturmechanismen, Zellzyklus und Proliferation, Regulation der 
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Transkription, grundlegende zelluläre Funktionen, Tumor-Antigene, unbekannte 

Proteinfunktion / hypothetische Proteine)zugeordnet werden und interagieren 

vorwiegend in einem Netzwerk um den Tumorsuppressor p53.  

Das Verfahren der 2D-PAGE-Analyse mit massenspektrometrischer (MS) 

Proteinidentifizierung wurde anschließend benutzt, um die molekulare Wirkung des 

Proteasomen-Inhibitors Bortezomib auf MCL (Zelllinien und primäre Patientenzellen) 

zu analysieren. Dazu wurden 5 MCL-Zelllinien (Granta519, HBL-2, Jeko-1, NCEB-1 

und Rec-1) einer Bortezomib-Konzentration von 25nM ausgesetzt und die 

Veränderungen der zellulären Proteinspiegel nach 1h und 4h mit denen von  

unbehandelten Zellen verglichen. In dieser Analyse waren die Proteinspiegel von 148 

der insgesamt 1013 in allen MCL-Zelllinien nachweisbaren Proteinpunkten nach 

Bortezomib signifikant verändert. Durch MS konnten  38 der 41 reproduzierbar 

nachweisbaren Proteinpunkte identifiziert werden, wobei 20 ausschließlich in 

Bortezomib-sensitiven Zelllinien veränderte Spiegel aufwiesen. Eine Western Blot-

Analyse von 17 der 38 identifizierten Proteine bestätigte in 76% die in 2D-PAGE-

Gelen beobachteten Veränderungen der Proteinspiegel. Alle Zelllinien zeigten 

veränderte Spiegel von verschiedenen Hitzeschockproteinen (HSPA9, HSP7C, 

HSPA5, HSPD1), während Zelllinien die auf eine Behandlung mit Bortezomib 

ansprachen, auch veränderte Proteinspiegel bei Parametern des Energiestoff-

wechsels (ATP5B, AK5, TPI1, ENO2, ENO3, ALDOC, GAPDH), der RNA- und 

Transkriptionsregulation (HNRPL, SFRS12) und der Zellteilung (NEBL, ACTB, 

SMC1A, C20orf23) sowie der  Tumorsuppressoren ENO-1 und FH aufwiesen. Diese 

Proteine konnten in einem engen Interaktionsnetzwerk um das wichtige zelluläre 

„Checkpoint“-Molekül p53 gruppiert werden. Entsprechend konnten diese Ergebnisse 

in primären MCL-Patientenproben bestätigt werden, was die Rolle dieser Proteine im 

Rahmen der Proteasomeninhibition beim MCL unterstreicht.  
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8. Abstract 

 

MCL is a neoplastic disease of the hematopoietic system and characterized by the 

ectopic expression of the cell cycle regulator protein cyclin D1 in B-lymphocytes 

induced by the chromosomal translocation t(11;14)(q13;q32). Despite continuous 

advances of treatment options, especially optimizing combined therapies and the 

introduction of the anti-CD20 antibody therapy, overall survival has not been 

improved. Thus, research with respect to the efficacy and mechanism of new 

molecular targeted therapies is of utmost importance in this disease.  

Therefore, a 2D-PAGE-based technique for analysis of cellular protein levels was 

established and tested by characterization of the proteomic differences of two B-NHL 

subtypes (MCL and FL).  In the subsequent experiments, stability of 2D-PAGE was 

improved by suppression of case-specific “bystander alterations” and generation of a 

defined molecular disease phenotype, using a sample pooling approach. The number 

of such unspecific protein spots detectable only in single cell lines was reduced by 

>66% in sample pool gels. In direct comparison of the two NHL subtypes 175 of 1350 

reproducible protein spots on the 2D-PAGE gels exhibited diverging cellular protein 

levels, of which 38 were subsequently identified by mass spectrometry (MS). The 

identified candidate proteins were categorized in 7 broad functional groups 

(apoptosis/cell death, repair mechanism, cell cycle and proliferation, transcriptional 

regulation, basic cellular functions, tumor antigens and unknown 

function/hypothetical protein) and were mapped into an interaction network centered 

around p53.  

This method was subsequently used to assess the molecular effect of the 

proteasome inhibitor bortezomib in MCL cell lines and primary MCL cells. Five MCL 

cell lines (Granta519, HBL-2, Jeko-1, NCEB-1 and Rec-1) were screened for cellular 
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protein level alterations following treatment with 25nM bortezomib for up to 4 hours. 

In this analysis, the levels of 148 of the 1013 reproducible protein spots detected in 

all sensitive cell lines were significantly altered. Using tandem mass spectrometry, we 

identified 38 of the 41 most prominent reproducibly detected protein spots, of which 

20 were only affected in sensitive cell lines. For 17 of the 38 identified proteins 

Western Blot analysis was performed and confirmed 76% of protein level alterations 

observed in the 2D-gels. All cell lines exhibited alterations of the cellular protein 

levels of heat shock induced protein species (HSPA9, HSP7C, HSPA5, HSPD1), 

while cell lines responding to bortezomib also exhibited altered cellular protein levels 

of energy metabolism (ATP5B, AK5, TPI1, ENO2, ENO3, ALDOC, GAPDH), RNA 

and transcriptional regulation (HNRPL, SFRS12) and cell division (NEBL, ACTB, 

SMC1A, C20orf23) as well as the tumor suppressors (ENO-1; FH). These proteins 

clustered in a tight interaction network centered on the major cellular checkpoint 

molecule TP53. The results were confirmed in primary MCL patient cells, thus 

emphasizing the critical role of these proteins after proteasome inhibition.        
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• Immunfluoreszenznachweis 
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• MALDI-TOF Massenspektrometrie (BrukerDaltronics® 
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