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1. Einführung in die Grundlagen 

1.1 Das Mantelzelllymphom 

1.1.1 Definition und Epidemiologie 

Das Mantelzelllymphom (MCL) gehört zu den reifen B-Zell Neoplasien der Non-

Hodgkin Lymphome [1], dessen Charakteristikum die Translokation t(11;14) 

(q13;q32) ist [2], [3], [4]. Mit Hilfe der FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) 

kann die Translokation zuverlässig und vergleichsweise einfach nachgewiesen 

werden [5]. 

Im Jahre 1994 wurde das MCL in den REAL-Kriterien (revised European-

American Lymphoma classification) erstmals als eigenständige Entität den 

peripheren B-Zell Non-Hodgkin Lymphomen zugeordnet [6]. Dies wurde später 

auch in den von der World Health Organisation (WHO) 2001 veröffentlichten 

Kriterien übernommen, die 2016 aktualisierte Version stellt heute den welt-

weiten Standard in der Einteilung der Lymphome dar [7].  

Von allen Non-Hodgkin Lymphomen macht das MCL etwa 6% der Fälle aus, 

dabei ist mit 74% die Mehrheit der Patienten männlich. Bei Erstdiagnose beträgt 

das durchschnittliche Alter 63 Jahre und die Krankheit liegt meist bereits als 

Ann Arbor Stadium III oder IV vor [8]. Zwischen 2000 und 2002 lag die 

Inzidenzrate des MCL bei 0.45 pro 100.000 Einwohnern, basierend auf Daten 

aus dem Krebsregister von 20 Europäischer Staaten [9]. Eine Studie aus den 

USA konnte im Zeitraum von 1990-2004 allerdings eine starke Zunahme der 

Inzidenz feststellen [10]. Das MCL gehört zu den aggressiven Lymphomen, die 

Zeit bis zur Krankheitsprogression und die Gesamtüberlebenszeit ist beim MCL 

von allen Non-Hodgkin Lymphomen mit am kürzesten [8].  

 

1.1.2 Morphologie 

In der Zytologie findet sich in den meisten Patienten mit Mantelzelllymphom der 
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sogenannte klassische Typ, eine einheitliche Proliferation von atypischen, 

kleinen bis mittelgroßen Lymphozyten, die einen unauffälligen oder irregulären 

und eingekerbten Nukleus vorweisen [11]. Ebenso zeichnen sich die Zellen 

durch einen engen Rand von basophilem Zytoplasma aus [12].      

In etwa 10-15% der Fälle finden sich jedoch im Vergleich größere neoplastische 

Zellen, die morphologisch durch feinverteiltes Chromatin und kaum erkennbare 

Nucleoli auffallen, die sogenannte blastoide Variante [11]. Auch ein polymor-

phes Erscheinungsbild wurde beschrieben, welches die Differentialdiagnose zu 

B-CLL oder diffus großzelligem B-Zell-Lymphom erschwert [12]. Auch wenn 

sich die Patienten im klinisch-biologischen Erscheinungsbild der Erkrankung 

nicht signifikant unterscheiden, lässt sich ein deutlicher Unterschied im media-

nen Überleben nach Diagnosestellung feststellen. Dieses liegt beim blastoiden 

Typ bei durchschnittlich 14,5 Monaten, dazu stehen im Gegensatz 53 Monate 

beim klassischen Typ [13].   

Histologisch kann zwischen drei Wachstumsmustern des malignen Infiltrats 

unterschieden werden, diffus, nodulär und in der Mantelzone der Lymphfollikel 

[6], wobei das diffuse Wachstum mit 61% weit am häufigsten vorkommt. Diese 

gehen mit unterschiedlichen klinischen Verläufen einher, so zeigt sich ein 3-

Jahres Überleben von 100% bei der ausschließlichen Infiltration der Mantel-

zone, aber nur von 55% bei diffusem bzw. 50% bei nodulärem Wachstum [14]. 

Somit liegt die Vermutung nahe, dass die drei Wachstumsmuster die natürliche 

Krankheitsprogredienz widerspiegeln [15].   

 

1.1.3 Immuntypisierung der MCL-Zellen 

Die Zellen des Mantelzelllymphoms zeigen einen kennzeichnenden Phänotyp 

von reifen B-Zellen [16], die Pan-B-Zell Marker CD19, CD20, CD22 und CD79a 

werden exprimiert, ebenso wie IgM und/oder IgD auf der Oberfläche [17], [18], 

[19]. Weiterhin wird Cyclin D1 exprimiert, kontinuierlich und unabhängig von 

exogenen Faktoren. Dagegen sind MCL Zellen negativ für CD10 [17].  
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Die Abwesenheit von CD23 macht man sich bei der Abgrenzung des MCL zur 

B-CLL zu Nutze. Ebenso kann durch die im MCL vorhandene Expression des 

T-Zell-assoziierten CD5 eine Differenzierung zum follikulären Lymphom erfol-

gen [6]. 

In der Literatur wurden auch Abweichungen von dem typischen Phänotyp be-

schrieben, diese können die Expression von CD5, CD10 oder CD23 betreffen 

[18].  

 

1.1.4 Zytogenetik und molekulare Pathogenese 

Auf molekularer Ebene ist wie anfangs bereits erwähnt das Kennzeichen des 

MCL die Translokation von t(11;14)(q13;q32) [2], [3], [4]. Durch diese reziproke 

Translokation sind zwei genkodierende Regionen betroffen, auf Chromosom 14 

ist dies der Genlokus für die schweren Immunglobulinketten (IGHV). Des 

Weiteren ist die Region 11q13 auf Chromosom 11 beeinflusst, die auch als 

BCL-1 (B-Cell-Lymphoma 1) tituliert wird [20], [21]. Früher aufgrund der Erst-

beschreibung bei Nebenschilddrüsenadenomen als PRAD1 (parathyroid 

adenomatosis) bezeichnet [22], [23], wird dieses Gen in Anlehnung an sein 

Genprodukt Cyclin D1 heute mit dem offiziellen Namen CCND1 geführt [24]. 

Die Translokation beim MCL führt dazu, dass der für Cyclin D1 kodierende 

Lokus des BCL-1 dem Promotor für IgH unterstellt wird und somit Cyclin D1 

überexprimiert wird. Cyclin D1 spielt für den Zellzyklus eine bedeutende Rolle, 

zusammen mit den Cyclin-abhängigen Kinasen (CDK) bildet es eine enzy-

matische Einheit, die das Rb-Protein (Retinoblastom) phosphoryliert. Dieses 

verliert dadurch seine Bindung und hemmende Wirkung auf den Trans-

kriptionsfaktor E2F-1 und ermöglicht somit der Zelle den Übergang von der G1 

zur S-Phase [25], [26], [27]. Höhere Cyclin D1 mRNA Level bedeuten hierbei 

ein schnelleres Tumorwachstum und damit eine verkürzte Überlebenszeit [28]. 

Darüber hinaus wurde in hochproliferativen Tumoren Cyclin D1-mRNA gefun-

den, denen Teile der 3'UTR fehlten. Diese kürzeren mRNAs sind stabiler und 

generierten vermehrt Protein, was den Effekt der vermehrten Translokation 
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damit nochmals verstärkt [29]. Die erhöhte Expression von Cyclin D1 ist kenn-

zeichnend für das MCL und damit richtungsweisend in der Diagnosestellung, 

dennoch sind auch Cyclin negative MCL-Fälle bekannt, denen dementspre-

chend auch die typische t(11;14)(q13;q32) Translokation fehlt. Klinisch und 

morphologisch unterscheiden sie sich nicht von den Cyclin D1-positiven MCLs, 

ebenso wenig wie in der Überlebenszeit. Manche Cyclin D1-negative Tumore 

zeigten als Kompensation eine verstärkte Expression von Cyclin D2 oder D3, 

was darauf hindeutet, dass diese Proteine funktionellen Ersatz in den Zellen 

darstellen [30], [28]. Bei Cyclin D1-negativen MCLs kann als Diagnosehilfe der 

Transkriptionsfaktor SOX11 herangezogen werden, der unabhängig von der 

Cyclin-D1 Expression im MCL stark erhöht ist [31].   

 nach [17] 

Abbildung 1: Interaktionen zwischen den Zellzyklusproteinen am Übergang von 

der G1 zur S-Phase 

Vereinfachte Darstellung. Pfeile bedeuten Aktivierung, Pfeile mit Querstrich eine 

Hemmung.  

 

In der 2016 erschienenen Revision der Einteilung der Lymphome werden die 

zwei Subtypen des MCL mit unterschiedlichen Manifestationsorten und moleku-

laren Pathogenesen verstanden. Die klassische Form des MCL manifestiert 
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sich in den Lymphknoten und anderem extranodalen Gewebe, äußert sich 

meist mit minimal bzw. unmutiertem IGHV und exprimiert für gewöhnlich 

SOX11. Kommen weitere molekulare bzw. zytogenetische Veränderungen hin-

zu, kann dies zu der aggressiveren Variante des blastoiden oder pleomorphen 

MCL führen [7]. 

Das MCL präsentiert sich häufig mit weiteren defekten regulatorischen Protei-

nen des Zellzyklus, vor allem in der aggressiveren blastoiden Form. Verlust von 

p16INK4a, einem CDK-Inhibitor, wurde in 3 von 7 (43%) blastoiden MCLs aber 

nur in 1 von 21 (5%) der klassischen MCLs gefunden. Das Defizit von p16INK4a 

geht regelmäßig mit dem Verlust von p15INK4b, einem weiteren CDK-Inhibitor 

[32], und Veränderungen von p14ARF einher. Das Tumorsuppressorgen p53 ist 

ebenfalls häufiger in blastoiden MCLs verändert [33]. Die Proteinlevel des CDK-

Inhibitors p27 sind in 83% der MCLs erniedrigt oder nicht nachweisbar, dies 

liegt jedoch weniger an verminderter Proteinbiosynthese, sondern vielmehr an 

einem erhöhten Abbau dessen. Fehlender Nachweis von p27 korreliert dabei 

mit einem kürzeren Überleben des Patienten [34].  

In bis zu 75% der Patienten mit MCL liegt eine Inaktivierung der Serin-Protein-

kinase ATM (Ataxia telangiectasia Mutated) durch Mutationen oder Deletion des 

Gens vor [35]. ATM ist in der DNA-Reparatur beteiligt und kann Doppelstrang-

brüche der DNA erkennen. Darauf aktiviert sie eine Reihe von Zellzykluskon-

trollpunkten, darunter u.a. auch P53, um einen Eintritt in die Mitose bei schwer-

wiegenden DNA-Schäden zu verhindern [36], [17]. Kommt es zu einem Verlust 

der ATM, steigt das Risiko von Chromosomentranslokationen während der 

V(D)J-Rekombination [37] in deren Verlauf es natürlicherweise zu solchen  

Doppelstrangbrüchen kommt [38]. 

Andere genetische Veränderungen des MCL betreffen das Überleben der Zel-

len. So lassen sich in einem Teil der Patienten hohe Proteinlevel von Bcl-2 

nachweisen, dies hat einen antiapoptotischen Effekt [39]. NOTCH1, kodierend 

für ein Transmembranprotein das durch Liganden aktiviert und anschließend als 

Transkriptionsfaktor fungiert [40], zeigte sich in 12% von MCL-Patienten mutiert. 

Eine Mutation von NOTCH1 ist mit einer schlechten Prognose assoziiert [41].  
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Ein weiteres Kennzeichen des MCL sind zahlreiche fehlregulierte Signalwege 

auf molekularer Basis [40]. Darunter fällt unter anderem der PI3K/Akt/mTor-

Signalweg [42], welcher in einem eigenen Kapitel beschrieben wird. Andere 

dysregulierte Signalwege sind der B-Zell-Rezeptor Signalweg, sowie JAK-STAT 

[43], WNT [44], [45] und NF-κB [46]. 

 

1.1.5 Klinik, Verlauf und Prognoseparameter 

Die meisten MCL Patienten präsentieren sich bei Erstdiagnose bereits mit einer 

disseminierten Erkrankung und generalisierten Lymphadenopathie sowie mit 

Knochenmarksbefall. In einer Fallstudie von 80 Patienten lag bei 71% bereits 

das Ann Arbor Stadium IV vor mit, bei 14% das Stadium III. Extranodale Beteili-

gung bei Erstdiagnose ist sehr häufig, vor allem der Befall des Knochenmark, 

des peripheren Blutes und des Gastrointestinaltraktes. Weniger oft sind der 

Waldeyersche Rachenring, Leber oder andere Organe betroffen [47]. Spleno-

megalie liegt bei knapp der Hälfte der Patienten vor [48], während B-Symptome 

eher selten klinisch in Erscheinung treten [47]. Eine ZNS-Beteiligung im Verlauf 

der Erkrankung wurde bei 13% der Patienten beschrieben und präsentiert sich 

durch neurologische Symptome wie Fazialisparese oder Diplopie, stellt aber ein 

spätes Ereignis der Erkrankung dar [49].  

Nachdem es für das MCL lange Zeit keinen eigenen Prognosescore gab, wurde 

2008 der MCL spezifische prognostische Index MIPI (Mantle Cell Lymphoma 

International Prognostic Index) eingeführt. In diesen fließen Alter, Allgemein-

zustand (ECOG), Leukozytenzahl und LDH ein und teilt die Patienten daran in 

eine Hochrisiko-, Intermedium- und Niedrigrisikogruppe ein [50]. Ein weiterer 

Risikofaktor ist eine hohe Proliferationsrate, welche über den Ki-67 Index er-

fasst werden kann [51]. Das Protein Ki-67 ist ein weithin etablierter Marker für 

Proliferation und wird seit vielen Jahren in der Pathologie eingesetzt [52]. Für 

das MCL gilt, je mehr Zellen positiv für Ki-67 sind, desto höher ist die Prolifera-

tionsrate und desto schlechter ist die Gesamtprognose [51]. Damit überein-

stimmend zeigt der aggressivere blastoide Typ des MCL vermehrt positive 
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Zellen auf Ki-67 [53]. 

Der klinische Verlauf des MCL erscheint als aggressive Erkrankung, die von 

schneller Tumorprogression und häufigen Rezidiven trotz Chemotherapie ge-

prägt ist und zu einer stark eingeschränkten Lebenserwartung führt [48], [54]. 

Dank besserer Therapieoptionen konnte sich dennoch das mediane Überleben 

in neueren Studien auf 5-7 Jahre verbessern und zeigt damit eine Verdop-

pelung in den letzten 30 Jahren [55]. Auch das progressionsfreie Überleben 

konnte durch Intensivierung der Erstlinientherapie auf 3,7 versus 1,6 Jahre 

verlängert werden, abgesehen von einer Stammzelltransplantation ist bislang 

jedoch keine kurative Therapie verfügbar [29]. In neueren Studien wurde aller-

dings eine Untergruppe von MCL-Patienten beschrieben, die sich selbst ohne 

Therapie mit indolentem Lymphknotenbefall und längerem Überleben präsen-

tieren [56], [57].  

 

1.1.6 Therapie 

Über die letzten Jahre und Jahrzehnte hat sich die Therapie des Mantel-

zelllymphoms schrittweise von einer Kombination verschiedener Chemothera-

peutika über die Kombination zielgerichteter Substanzen und Immuntherapien 

entwickelt [58]. Für das MCL gibt es bisher keine einheitlichen Therapie-

standards, da viele Faktoren wie Alter und Allgemeinzustand bei den Therapie-

entscheidungen berücksichtigt werden müssen. Viele Therapien erfolgen im 

Rahmen von Studien, im Folgenden werden nur einige aufgeführt und näher 

erläutert. Grob kann man junge und fitte Patienten sowie ältere Menschen mit 

schlechterem Allgemeinzustand voneinander abgrenzen. Auch unterscheidet 

sich die Therapie bei Rezidiven von der Erstlinientherapie [59].  

Einige Patienten können zunächst von einem watch and wait profitieren. Unter 

anderem bei asymptomatischen Patienten mit einem guten ECOG und niedriger 

LDH kann auf eine sofortige Therapieeinleitung verzichtet werden, ohne damit 

langfristig ein schlechteres Outcome zu erreichen [60].  
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Jüngeren Patienten ohne schwere Nebenerkrankungen können im Allgemeinen 

intensivere Chemotherapien und aggressivere Medikamente vertragen und 

eignen sich daher häufiger für Stammzelltransplantation. Lange Zeit war das 

R-CHOP Regime der Standard für die Erstlinientherapie, welches den 

anti-CD20 Antikörper Rituximab mit den Zytostatika Cyclophosphamid, Doxo-

rubicin, Vincristin und dem Glukokortikoid Prednisolon kombinierte. Doch nach 

initial guten Ansprechquoten von 94% und kompletten Remissionen in 34%, 

kam es häufig und durchschnittlich schon nach 21 Monaten zu Rezidiven [61].  

Dies führte zu dem Schluss, dass entweder eine Intensivierung der Erstlinien-

therapie oder eine Remissionserhaltung mit Hochdosisherapie (HDT) und 

folgender autologer Stammzelltransplantation (ASZT) von Nutzen sein könnte 

[59]. Einige Studien haben den Effekt von HDT/ASZT im Anschluss an die ini-

tiale Therapie untersucht und erzielten im Vergleich zur Kontrollgruppe, die nur 

mit Immunochemotherapie behandelt wurde, gute Ergebnisse. Es muss bei der 

Interpretation dieser Daten allerdings berücksichtigt werden, dass die meisten 

Patienten des HDT/ASZT Studienarmes jünger und im Allgemeinen gesünder 

waren als der durchschnittliche MCL-Patient  [62], [63]. Aktuell stellt eine 

Immunochemotherapie mit folgender autologen Stammzelltransplantation bei 

jungen Patienten ohne Vortherapien die Therapie der Wahl dar. Die Effektivität 

einer autologen Stammzelltransplantation wurde durch die Hinzunahme von 

Hochdosis-Cytarabin (HiDAC) als Teil der Induktion nochmals verbessert. Die 

MCL-Younger-Studie des europäischen Mantelzelllymphom Netzwerkes stellte 

6 Zyklen R-CHOP gefolgt von einer myeloablativen Radiochemotherapie und 

nachfolgender autologen SZT gegenüber 3 Zyklen R-CHOP und 3 Zyklen R-

DHAP (Rituximab, Dexamethason, HiDAC und Cisplatin), gefolgt von einem 

myeloablativen Regime mit autologer SZT. Der Einschluss von Cytarabin führte 

vermehrt und früher zu kompletten Remissionen (CR: 25% vs. 36%) und weiter-

hin zu einer verlängerten Zeit bis zum Eintreten eines Therapieversagens (Pro-

gression, Tod) (46 vs. 88 Monate) [64]. In einer Langzeitauswertung aus dem 

Jahr 2016 zeigte sich nach einer medianen Nachbeobachtung von 6,1 Jahren, 

dass auch die Zeit bis zum Therapieversagen mit 9,1 Jahren vs. 3,9 Jahren in 

der Gruppe der Patienten, die eine Immunochemotherapie mit Cytarabin erhal-
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ten hatten, signifikant länger ist [65]. Eine weitere Studie zeigte einen effektiven 

Nutzen einer Rituximab Erhaltungstherapie nach autologer SZT, nach vier Jah-

ren konnte ein progressionsfreies Überleben in 83% der Fälle gesehen werden, 

verglichen mit 64% in der Kontrollgruppe. Auch das Gesamtüberleben lag in der 

Interventionsgruppe höher [66].  

Aufgrund vermehrter und schwerwiegender Nebenerkrankungen sowie niedri-

gere Toleranzfähigkeit gegenüber ungewollten Arzneiwirkungen müssen Thera-

pien für ältere Patienten oder Patienten mit eingeschränktem Allgemeinzustand 

dementsprechend angepasst sein. Die Standardtherapie für Patienten, welche 

nicht für eine Stammzelltransplantation in Frage kommen oder aufgrund 

anderer gesundheitlichen Probleme keine intensive Chemotherapie vertragen 

würden, ist die Kombination des Alkylanz Bendamustin mit Rituximab [58]. In 

einer randomisierten Studie wurde diese neuere Kombination dem klassischem 

R-CHOP Schema gegenübergestellt. Patienten, welche die Bendamustin-

Rituximab Therapie erhielten, zeigten ein signifikant verlängertes progressions-

freies Überleben (69,5 vs. 31,2 Monate) mit weniger Nebenwirkungen [67]. 

Auch die Hinzunahme von niedrigdosiertem Cytarabin zu Rituximab-

Bendamustin zeigte sich als effektive Induktionstherapie mit einer Ansprechrate 

von 91%, jedoch mit höheren Raten an Thrombozytopenien [68]. In der 

LYM-3002 Studie konnte weiterhin ein signifikant längeres Überleben unter VR-

CAP  (Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Bortezomib, Prednisolon) 

verglichen zu R-CHOP bei kalkulierbarem Nebenwirkungsprofil aufgezeigt wer-

den [69]. Auch weitere Substanzen wie Lenalidomid [58] können zur Therapie 

herangezogen werden, letztlich sollte immer anhand der klinischen Gesamt-

situation eine individuelle Therapieentscheidung für den Patienten erfolgen.  

Leider kommt es auch nach intensiver Therapie oder autologer Stammzelltrans-

plantation in vielen Patienten im Laufe der Zeit zu einem Rezidiv der Erkran-

kung. In diesem Fall kommen molekulare Ansätze wie Bortezomib, Lenali-

domid, Ibrutinib oder Temsirolimus zum Einsatz [58].  

Der Proteasomeninhibitor Bortezomib zeigte gute Wirksamkeit und konnte das 

Überleben von Patienten mit therapierefraktärem oder rezidiviertem MCL ver-
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längern [70]. Auch die Kombination mit Rituximab und Dexamethason lieferte 

vielversprechende Ergebnisse [71].  

Lenalidomid weist als Analogon von Thalidomid immunmodulatorische 

Eigenschaften [72]  auf und erreichte als Monotherapie eine Ansprechrate von 

53% [73]. Auch hier zeigte die jeweilige Kombination von Lenalidomid mit 

Dexamethason [74] oder Rituximab [75] in klinischen Studien eine gute Wirk-

samkeit.  

Ibrutinib ist ein Inhibitor der Bruton-Tyrosinkinase, welche essentiell für den 

B-Zell-Rezeptor Signalweg und die Aktivierung der B-Zellen ist [76]. Mit diesem 

konnten Ansprechraten von 68% erreicht werden, davon zeigten 21% eine 

komplette Remission [77].  

In der Pathogenese des MCL spielt die konstitutive Aktivierung des 

PI3K/Akt/mTor-Signalweges eine wichtige Rolle [78], Temsirolimus greift als 

Inhibitor des mTor hier an [79]. Die wöchentliche Monotherapie von 250mg 

Temsirolimus intravenös bedingte eine Ansprechrate von 38%, jedoch mit 

relativ häufigen hämatologischen Nebenwirkungen [80]. Daher wurde in einer 

weiteren Studie die Gabe auf 25mg wöchentlich reduziert, bei geringerer 

Toxizität konnten ähnliche Ansprechraten von 41% erreicht werden [81].  

Weiterhin wurde nach bereits erfolgter autologer Stammzelltransplantation und 

folgendem Rezidiv des MCL auch die Möglichkeit einer allogenen Stammzell-

transplantation geprüft. Hier konnte nach einem medianen progressionsfreien 

Überleben von 30,1 Monaten ein medianes Gesamtüberleben von 62 Monaten 

detektiert werden [82].  

Aktuell wird ebenfalls der Effekt einer CAR-T-Zell-Therapie bei Patienten mit re-

fraktärem oder rezidiviertem MCL untersucht [83], [84]. Bei vielversprechenden 

Ergebnissen läuft seit 2015 eine multizentrische Phase II Studie ZUMA-2, die 

die Ansprechraten einer einzelnen CAR-T-Zell Infusion nach Konditionierung 

mit Cyclophosphamid und Fludarabin untersucht. 2020 wurden im New England 

Journal of Medicine die ersten Ergebnisse veröffentlich. Die primäre Effektivi-

tätsanalyse zeigte in 93% der 60 Patienten ein objektivierbares Ansprechen, 
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eine komplette Remission konnte in 67% dokumentiert werden. Die Ansprech-

raten waren in den verschiedenen Subgruppen u.a. auch Patienten mit Hoch-

risikokonstellation ähnlich. Nach einer durchschnittlichen Nachbeobachtung von 

12,3 Monaten waren noch 57% der 60 Patienten in Remission. Zu bemerken ist 

jedoch eine hohe Rate an therapieassoziierten Nebenwirkungen, welche auch 

schwerwiegende oder lebensbedrohliche Verläufe annehmen können. Neben 

Blutbildveränderungen und Infektionen sind hier vor allem das Zytokinfrei-

setzungssyndrom und neurologische Ereignisse zu nennen [85].  

 

 

 

 

 

       

  

   

 

 

 

Nach [86] 

Abbildung 2: Therapiealgorithmus für das Mantelzelllymphom  

Legende: R = Rituximab  
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1.2 Die PIM-Kinasen 

1.2.1 Die PIM-Kinasen Familie 

Die PIM- (proviral insertion in murine lymphoma) Proteine sind eine Familie von 

drei Serin/Threonin-Kinasen, genannt PIM-1, PIM-2 und PIM-3. Ursprünglich 

wurde der Genlokus von PIM-1 Mitte der 1980er Jahre als Integrierungsort des 

Moloney murinen Leukämievirus entdeckt [87]. Von PIM-1 existieren zwei unter-

schiedlich große Isoformen, ein 33kDa und ein 44kDa großes Protein, resultie-

rend aus zwei alternativen Startcodons der mRNA [88], [89]. Auch für PIM-2 

sind 3 Isoformen mit je 34kDa, 37kDa und 40kDa beschrieben, jedoch nur ein 

Protein für PIM-3 [90]. Die PIM-Kinasen Familie zeigt einen hohen Grad an 

Homologie zwischeneinander - 66% der Aminosäuren stimmen bei PIM-1 und 

PIM-3 überein, 55% bei PIM-1 und PIM-2 [91]. Zwischen humanem und mu-

rinem PIM-1 besteht eine 94% Übereinstimmung auf Aminosäuren-Ebene [92]. 

Durch diese große Similarität konnte auch eine hohe funktionelle Redundanz 

beobachtet werden, sowohl in vitro [93] als auch in vivo [94]. Bei Knockout von 

PIM-1 wird PIM-2 kompensatorisch hochreguliert, ebenso PIM-3 nach Verlust 

von PIM-1 und PIM-2 [95].  

Quelle: [90] 

Abbildung 3: Genloci, mRNA-Transkripte und Proteinisoformen der PIM-Kinase 

Die Lokalisation der PIM-Gene unterscheidet sich zwischen dem murinen und 

humanem Genom (rot unterlegt). 6 Codons werden zur mRNA transkribiert, die 

orangenen Kreise am 3' Ende stellen 5 Kopien der destabilisierenden AUUUA-

Sequenz dar. Der blaue Schwanz am 5' Ende der mRNA symbolisiert die GC-reiche 

Region die zur Regulation der Translation dient. Durch unterschiedliche Startcodons 

für die ribosomale Translation der mRNA können mehrere Isoformen gebildet werden, 

die sich in ihrer Größe unterscheiden, aber ihre Kinaseaktivität behalten [90].  
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PIM-Proteine sind konstitutiv aktive Kinasen und erfordern keine posttrans-

lationale Modifikation um ihre Kinase-Aktivität zu induzieren. Ihre Aktivität wird 

daher vor allem über ihre Transkription und Translation reguliert [96]. Die 

Transkription der PIM-Gene wird nach Stimulation von verschiedenen Wachs-

tumsfaktoren und Zytokinen wie Interleukin-2, -12, -15 und Interferon-y von 

Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und Signalwegen wie der Janus Kinase signal 

transducer and activator of transcription (JAK-STAT) Signalweg aktiviert [97], 

[98]. Nach Zytokinbindung an ihren Rezeptor phosphoryliert und aktiviert JAK 

die STAT-Proteine, diese werden dann in den Nukleus transportiert und dienen 

dort als Transkriptionsfaktoren der PIM-Gene [99]. Via STAT5 sind sie darüber 

hinaus nachgeschaltete Effektorproteine von den bekannten Onkoproteinen 

Abelson (ABL) [100] und Flt3 [101]. Hypoxie in soliden Tumoren kann unab-

hängig von dem Hypoxie-induzierten Faktor (HIF) α die Expression von PIM-1 

triggern [102], [103], ebenso wie DNA-Schäden, bei welchen die Aktivierung der 

Proteinbiosynthese über den Transkriptionsfaktor Krüppel-like Faktor 5 (KLF 5) 

läuft [104]. Auch einige Medikamente können die Genexpression der PIM-

Familie induzieren. So kommt es zum Beispiel unter Behandlung mit Vorinostat 

zu vermehrter Expression von PIM-1 und PIM-2 [105], ebenso kann Docetaxel 

die Aktivität von STAT3 in Prostatakarzinomzellen hochregulieren, in der Folge 

wird PIM-1 vermehrt exprimiert [106].  

Aufgrund von mehreren Kopien der destabilisierenden AUUU(A) Sequenz in 

dem 3' untranslatiertem Bereich (UTR) haben die entstehenden PIM-mRNAs  

nur eine geringe Halbwertszeit [94]. Regulation der Translation erfolgt über eine 

lange GC-reiche Region am 5' UTR, die zu einer Hemmung dieser führt. Es 

konnte jedoch eine Zunahme der Translation nach Beseitigung dieser Sequenz 

beobachtet werden, ebenso bei Überexpression des Translations-Initiations-

faktor elF4E [107]. Letztlich wird ein Großteil der Aktivitätskontrolle über die 

Stabilität der Proteine erreicht. Proteasomaler Abbau erfolgt über Bindung von 

PIM-1 und PIM-3 an die Serin/Threonin Protein Phosphatase 2A (PP2A) und 

folgender Ubiquitinierung [108]. Durch Bindung an das Hitzeschock Protein 

(Hsp) 90 werden die PIM-Proteine vor dem proteasomalem Abbau geschützt, 

Bindung an das Hsp70 führt jedoch zu einem verstärkten Abbau [109].    
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PIM-Proteine werden in geringem Maße in praktisch allen Geweben exprimiert, 

sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Verteilung. PIM-1 wird während der 

fetalen Hämatopoese in hohem Maße in Leber und Milz gebildet, dies nimmt mit 

zunehmendem Alter nach Geburt ab [110]. Die Expression von PIM-1 und 

PIM-2 erfolgt gleichermaßen in den lymphatischen Organen und Knochenmark, 

PIM-1 wird darüber hinaus überwiegend in Hoden und Thymus, PIM-2 hingegen 

vor allem in Gehirngewebe exprimiert [111]. PIM-3 findet man hauptsächlich in 

Herz-, Lungen- und Nierengewebe sowie im Hirnstamm [112].  

 

1.2.2 Physiologische Funktion  

PIM-Kinasen sind an vielen wichtigen Signalwegen und Zellfunktionen beteiligt, 

vor allem aber an der Zellproliferation, Apoptose und Zellzyklus (Abb. 4). Sie 

üben ihre Funktion über die Phosphorylierung zahlreicher zellulärer Substrate 

aus und zeigen untereinander eine hohe funktionelle Redundanz [93], [94]. 

Interessanterweise überschneiden sich die Substrate stark mit denen der 

Proteinkinase B (Akt) [113], deren Signalweg in einem folgenden Kapitel näher 

erläutert wird.  

PIM-Kinasen nehmen Einfluss auf den Zellzyklus durch verschiedene Mecha-

nismen. Es konnte gezeigt werden, dass PIM-1 die Aktivität der Cyclin-

abhängigen Kinase (CDK) 2 erhöht und somit den Übergang von der G1 zur 

S-Phase beschleunigt. Weiterhin binden und phosphorylieren alle drei PIM-

Kinasen den CDK-Inhibitor p27Kip1 [114], der durch die Regulation des Über-

ganges von der G1 zur S-Phase eine wichtige Rolle in der Tumorsuppression 

und Hemmung des Zellzyklus spielt [115]. Phosphorylierung dessen bewirkt 

seine Bindung an die 14-3-3 Proteine, es folgen die Translokation aus dem 

Zellkern in das Zytoplasma und der proteasomale Abbau. Außerdem wird die 

Transkription von p27Kip1 durch die Phosphorylierung und damit Inaktivierung 

der Transkriptionsfaktoren Fox01a und Fox03a gehemmt. PIM-Kinasen führen 

also letztlich zu einer Reduktion von p27Kip1 und fördern so die Zellproliferation 

und Tumorgenese [114]. PIM-1 phosphoryliert zudem den CDK Inhibitor 
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p21Cip1/WAF1 an Threonin (Thr) 145 [116], welcher dadurch aus dem Zellkern in 

das Zytoplasma transloziert wird. Studien konnten aufzeigen, dass ein erhöhtes 

Vorkommen von phosphoryliertem p21 im Zytoplasma mit einem schlechteren 

Überleben bei Krebspatienten verbunden ist [117]. PIM-1 beeinflusst weiterhin 

die Phasen des Zellzyklus indem wichtige Tyrosinphosphatasen phosphoryliert 

werden, darunter z.B. Cdc25A, die die Übergänge der verschiedenen Zell-

zyklusphasen regulieren [118]. Ebenso wird von PIM-1 das Nuclear Mitotic 

apparatus protein (NuMa) phosphoryliert und damit stabilisiert, welches für die 

Bildung des Spindelapparates während der Mitose erforderlich ist [119].  

Ihren anti-apoptotischen Effekt üben die PIM-Kinasen unter anderem über die 

Phosphorylierung des Bcl-2-Antagonist-of-Cell-Death (Bad) an Serin 112 aus. 

Unphosphoryliertes Bad bindet und inaktiviert dadurch anti-apoptotische Pro-

teine der Bcl-2 Familie, durch Phosphorylierung von Bad lösen sich diese und 

können ihre anti-apoptotische Wirkung verstärkt ausüben [120]. PIM-3 hat 

weiterhin einen positiven Effekt auf die Transkription und Translation des anti-

apoptotischen Bcl-XL Proteins [121]. Ein weiterer wichtiger Mechanismus der zu 

vermehrtem Zellüberleben führt ist die Phosphorylierung der Apoptosis 

signaling Kinase 1 (ASK1) an Ser83 durch PIM-1. Dies führt zu verringerter 

Kinase-Aktivität, ihre Substrate werden weniger phosphoryliert bis letztlich die 

Aktivierung der Caspase 3 und damit die Apoptoseeinleitung verhindert wird 

[122].  

PIM-Kinasen tragen auch zu erhöhter Stoffwechselaktivität bei. Sowohl PIM-1 

als auch PIM-2 phosphorylieren 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E binding 

protein-1), einen wichtigen Regulator der Protein Translation, der unphos-

phoryliert elF4E (eukaryotic initiation factor 4E) bindet und inaktiviert. Durch 

diese Modifikation lösen sich die beiden Proteine und eine vermehrte Trans-

lation findet statt [123], [124]. PIM-1 arbeitet außerdem mit dem Transkriptions-

faktor c-Myc zusammen und ist an der Regulation von etwa 20% der von c-Myc 

regulierten Gene beteiligt. PIM-1 bindet mit c-Myc und MAX (Myc-associated 

factor X), phosphoryliert in diesem Komplex Histon 3 an Ser10 und verstärkt so 

die Transkription verschiedener von c-Myc kontrollierter Gene [125]. Auch der 

Transkriptionsfaktor NFATc1 (Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1) 
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der NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) - Familie wurde als Substrate der 

PIM-1 Kinase identifiziert. Durch Phosphorylierung wird seine Transkriptions-

aktivität erhöht, die Zelle produziert vermehrt IL-2 und fördert so die Proli-

feration [126].  

Ein weiteres Substrat von PIM-1 ist PRAS40. Dieses Protein bindet an mTor 

und verringert so dessen enzymatische Aktivität, welche an vielen zellulären 

Stoffwechselwegen wie Zellwachstum, Proteintranskription und -translation 

sowie am Zellzyklus beteiligt ist [127]. Wird PRAS40 von PIM-1 an Thr246 

phosphoryliert, löst sich die Bindung und mTor kann seine volle Wirkung 

ausüben [123].  

 

nach [128]  

Abbildung 4: Regulierung der PIM-Kinasen Proteinbiosynthese und ihre nachgeschal-

teten Substratproteine 

Die meisten Substrate werden von den PIM-Kinasen phosphoryliert und somit in ihrer 

Aktivität beeinflusst. Die Kinasen können aber auch z.B. durch Stabilisierung oder 

Verhinderung des Abbaus Einfluss auf ihre Zielproteine nehmen.  
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Wie bereits erwähnt, wird die Transkription der PIM-mRNA durch den JAK-

STAT Signalweg reguliert. Ein wichtiger Inhibitor dieses Stoffwechselweges ist 

der  Suppressor of Cytokine Signalling (SOCS) 1 [129], [130], der ein weiteres 

Substrat der PIM-Kinasen darstellt. Durch Phosphorylierung wird das Protein 

stabilisiert und sein Abbau verhindert, die Inhibition der JAK-STAT Aktivierung 

nimmt also zu. Durch diesen negativen Feedback-Mechanismus nehmen die 

PIM-Kinasen selbst Einfluss auf ihre Aktivierung [131], [132].  

Auch der p53 Inhibitor Mdm2 wird von PIM-1 an Ser166 und Ser186 phosphory-

liert und stabilisiert. Dies legt die Vermutung nahe, dass PIM-1 als Onkogen 

über Mdm2 zu einer Verringerung der p53 Proteinlevel führt. Überraschender-

weise ist aber genau das Gegenteil der Fall. In einigen Zelllinien mit patholo-

gisch erhöhten Proteinspiegeln der PIM-1 Kinase konnte gleichzeitig erhöhtes 

p53 bestimmt werden. PIM-1 und PIM-2 verhindert den Abbau sowohl von 

Mdm2 als auch von p53, unabhängig von der Phosphorylierung von Mdm2. 

Diese Vorgänge können die in primären Zellen beobachtete Seneszenz erklä-

ren. In diesem Fall verhält sich die PIM-Kinasen wie Onkogene im klassischen 

Sinne, welche zu Induktion von p53, p21 und SA(senescence-associated)-β-

Galactosidase führen - Marker, die typisch für das Einsetzen zellulärer 

Seneszenz sind [133].  

 

1.2.3 PIM-Kinasen und maligne Tumore 

Erhöhte Proteinlevel von PIM-1 wurden zuerst in lymphatischen und myelo-

ischen Leukämien [110] und Lymphomen [134] nachgewiesen. Auch im MCL 

konnte dies bestätigt werden [135], in einer Studie wurden von 33 Gewebe-

proben 14 (42%) positiv auf eine verstärkte PIM-Expression getestet [133]. Bei 

AML-Patientenproben zeigten 28% eine pathologische Erhöhung von PIM-1/-2/-

3, dies korrelierte mit einer schlechteren Überlebensprognose [91]. Zunehmend 

wird PIM-1 auch in soliden Tumoren gefunden. So wurde eine Überexpression 

von PIM-1 u.a. in pankreatischen epithelialen Neoplasien [136], im Magenkarzi-

nom [137], Harnblasenkarzinom [138] und myxoidem Liposarkom [139] gefun-
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den. In der Literatur mehrfach beschrieben ist auch das Vorkommen von PIM-1 

im Prostatakarzinom [140], [141].  

Eine vermehrte Expression von PIM-2 konnte bisher u.a. für das follikuläre Lym-

phom (FL), diffus großzellige B-Zelllymphom (DLBCL), B-CLL [142], AML [143] 

sowie für das Prostatakarzinom [144] aufgezeigt werden. Auch abnormale Pro-

teinlevel von PIM-3 konnten in einigen malignen Tumoren nachgewiesen wer-

den, vor allem in Organen, die in der Embryonalentwicklung aus dem Entoderm 

stammen. So kann PIM-3 zwar nicht in gesundem Leber- [145] oder Pankreas-

gewebe [121] nachgewiesen werden, dafür aber in Biopsien maligner Läsionen 

dieser Organe. Weiterhin kann PIM-3 nicht in gesundem Kolonepithel oder 

schlecht differenziertem Kolonkarzinom detektiert werden, jedoch in Kolonade-

nomen sowie in gut und mäßig differenziertem Kolonkarzinom [146]. Ebenso 

wurden Magenadenome und weniger häufig auch Magenkarzinome positiv auf 

PIM-3 getestet, darüber hinaus deren Metastasen, die interessanterweise sogar 

eine stärkere Expression von PIM-3 zeigten als die Primärtumore [147]. 

Ebenso trägt die in Tumorzellen verlängerte Halbwertszeit des PIM-1 Proteins 

zu den erhöhten Proteinspiegeln bei. In gesunden mononukleären Zellen des 

peripheren Blutes betrug diese nur etwa 5 Minute [148], in Tumorzellen konnte 

hingegen eine Halbwertszeit von über 100 Minuten gemessen werden [109].  

Die pro-onkogenetische Aktivität der PIM-Kinasen wurde in einem Modell mit 

transgenen Mäusen untersucht. In diesen führte eine Immunglobulin-Enhancer-

Sequenz (Eµ) vor dem PIM-Gen zu erhöhter PIM-1 Proteinkonzentration in B- 

und T-Zellen, jedoch entwickelten nur 5-10% der Mäuse T-Zell Lymphome. 

Diese Ergebnisse suggerieren, dass PIM-1 alleine nicht in der Lage ist eine 

massive Zellproliferation zu bewirken [149]. Wurden diese transgenen Mäuse 

allerdings postnatal mit dem murinen Leukämievirus infiziert, konnte eine starke 

Zunahme der Tumorinzidenz als auch eine kürzere Latenzzeit bis zum Auftre-

ten dieser beobachtet werden [149]. In allen Tumoren konnte eine Beteiligung 

von c-Myc oder N-Myc festgestellt werden, was ein Zusammenspiel von Myc 

und PIM-1 Genen bei der Lymphomentstehung nahelegt. Dieser Verdacht 

wurde bestätigt, nachdem zweifach transgene Mäuse mit Eµ-PIM-1 und Eµ-Myc 
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nicht lebensfähig waren und oftmals schon in utero an Lymphomen erlagen 

[150]. In einem weiteren Versuch konnten diese Beobachtungen für alle PIM-

Kinasen bestätigt werden. In Mäusen führte die jeweilige Koexpression aller 3 

PIM-Kinasen mit Myc zu einer erheblich beschleunigten und tödlichen Genese 

von myeloischen Leukämien. Diese Tiere erlagen ihren Erkrankungen nach 

durchschnittlich 25 (PIM-1) bis 42 (PIM-3) Tagen, während nach 130 Tagen nur 

50% der Mäuse starben, die lediglich Myc überexprimierten [91]. Man nimmt an, 

dass erhöhtes Myc eine apoptotische Reaktion in der Zelle auslöst, die zur 

Tumorentstehung überwand werden muss. PIM-Kinasen können diesen Mecha-

nismus durch Phosphorylierung von Bad gegenregulieren und somit die zel-

luläre proapoptotische Antwort verringern [124]. Im Prostatakarzinom geht die 

gleichzeitige Überexpression von PIM-1 und Myc, die in einer Studie bei 45% 

der Patienten vorlag, mit einem höheren Gleason-Score einher [141].  

Mit diesen Ergebnissen übereinstimmend konnte die alleinige Überexpression 

von PIM-1 in der benignen Prostata-Zelllinie RWPE1 eine erhöhte Prolifera-

tionsrate bewirken, jedoch keine maligne Transformation der Zellen [151]. 

Indem die PIM-Kinasen gezielt kanzerogene Fähigkeiten der Zellen stärken, 

stellen sie damit schwache Onkogene dar [152].  

Erwähnenswert ist außerdem die Tatsache, dass erhöhte Proteinlevel von 

PIM-1 zu genomischer Instabilität führen. Sie umgehen die Kontrollpunkte des 

Zellzyklus und ermöglichen so DNA-Replikation ohne Zellteilung, welches dann 

zu Polyploidie führt. Diese Zellen zeigten außerdem einen abnormalen Spindel-

apparat sowie inkorrekte Chromosomen Teilung. Zusammen führte dies zu 

einer fehlerhaften oder verzögerten Zytokinese, was zu der Annahme führt, 

dass PIM-1 durch genomische Instabilität eine wichtige Rolle in der frühen 

Tumorgenese spielt [153]. 

 

1.2.4 PIM-Kinasen Inhibitoren 

Inhibitoren der PIM-Kinasen eignen sich gut als Therapeutika gegen maligne 

Tumoren, da sie in vielen hämatologischen und soliden Tumoren abnormal 



22 

stark exprimiert werden und zudem an vielen krebstypischen Signalwegen wie 

Zellproliferation, Apoptose und Zellzyklusregulation beteiligt sind [154]. Mittler-

weile wurden über hundert PIM-Kinase Inhibitoren unterschiedlicher Klassen 

entwickelt [152]. Die meisten sind gegen alle drei PIM-Kinasen wirksam, jedoch 

mit größter Affinität zu PIM-1 [155], [156]. Aufgrund ihrer bereits erwähnten 

funktionellen Redundanz kann das gleichzeitige Targeting aller PIM-Kinasen 

einen Vorteil bei der Krebstherapie darstellen [154]. Der IC50 dieser Sub-

stanzen liegt in vitro zumeist im niedrigen nanomolaren Bereich [152]. Wie 

Mikkers et al. in einer Studie mit PIM-knock-out Mäusen zeigen konnte, wären 

bei Pan-PIM-Inhibitoren voraussichtlich keine schweren Nebeneffekte der The-

rapie zu befürchten. Tiere, bei denen alle drei Isoformen der PIM-Kinasen fehl-

ten, waren fruchtbar und zeigten eine normale Lebenserwartung. Es konnte 

jedoch eine Verringerung der Körpergröße sowie die Zunahme des MCV der 

Erythrozyten festgestellt werden. Außerdem zeigten hämatopoetische Stamm-

zellen eine beeinträchtigte Antwort auf Wachstumsfaktoren in vitro [94]. Dies 

alles spricht dafür, dass PIM-Kinasen zwar eine wichtige, aber auch entbehr-

liche Rolle im Organismus spielen und lassen damit eine gute Verträglichkeit 

von Pan-PIM-Inhibitoren erwarten [94].  

Therapie mit PIM-Kinase Inhibitoren kann überdies dazu beitragen, die von 

PIM-Kinasen geförderte Medikamenten Resistenz, die unter anderem über die 

Inaktivierung von Bad erfolgt, zu überwinden [154]. Auch die durch rasches 

Tumorwachstum entstehende Hypoxie spielt hierbei eine wichtige Rolle. 

Erleben solide Tumoren Hypoxie, werden Stoffwechselwege aktiviert, die zu 

einem verbesserten Zellüberleben führen, darunter die vermehrte Expression 

von PIM-1. Hypoxie führt gegenüber Normoxie einerseits zu vermehrter PIM-

Proteinbiosynthese, andererseits wird der Abbau von bestehendem PIM-1 

verhindert. Die PIM-Kinasen wirken dann entsprechend positiv auf das 

Zellüberleben. Wird die Wirkung von PIM-1 allerdings durch siRNAs blockiert, 

sensibilisiert dies die Tumorzellen wieder auf den Glukosemangel unter 

Hypoxie. Durch PIM-Kinase Inhibitoren kann dieser Überlebensweg also ge-

stoppt werden [102]. Weiterhin trägt die Inhibition der PIM-Kinasen zu einer Re-

duktion der zellulären Motilität und Invasion bei, wie Versuche mit der Prostata-
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karzinomzelllinie PC3 mit dem spezifischen pan-PIM-Inhibitor DHPCC-9 

demonstrierten [157]. Durch siRNA gegen PIM-3 konnte eine Abnahme der Pro-

liferation, Migration und Streuung von Endothelzellen erreicht werden [158]. 

Diese Daten stützen die Annahme, dass PIM-Kinasen zur Neovaskularisation 

[158] und Metastasierung  [152] von Tumoren beitragen.  

Wie erwähnt, wurden bereits viele PIM-Inhibitoren entwickelt und in der Grund-

lagenforschung eingesetzt. Beispielhaft werden im Folgenden nur wenige näher 

erläutert.  

Einer der ersten entwickelten PIM-Kinase Inhibitoren ist SGI-1776, ein Imidazo-

pyridazin mit Aktivität an allen 3 PIM-Kinasen, aber auch mit signifikanter Akti-

vität an anderen Tyrosinkinasen wie dem Zytokinrezeptor Flt3. In Zelllinien und 

primären Zellen verschiedener hämatologischer Tumoren zeigte sich eine sehr 

gute Wirkung, gemessen anhand der Abnahme der Phosphorylierung von PIM-

Zielproteinen und Induktion von Apoptose [159], [160], [161]. Nachteil dieser 

Substanz ist die fehlende Selektivität, die es erschwert den tatsächlichen 

Beitrag der PIM-Inhibition an den beobachteten Effekten zu messen. Aufgrund 

dieser vielversprechenden Ergebnisse wurde eine Phase 1 klinische Studie be-

gonnen, die Patienten mit therapierefraktärem Prostatakarzinom und rezidivier-

ten Leukämien einschloss. Aufgrund kardialer Toxizität und erheblicher Verlän-

gerung der QT-Zeit musste diese Studie jedoch vorzeitig abgebrochen werden 

[162]. Zurückführen lassen sich diese Nebeneffekte wohl auf die Inhibition von 

PIM-1, das im Zusammenspiel mit Akt eine kardioprotektive Wirkung vorweist 

[163]. 

Angesichts dieser Ergebnisse zielte die Entwicklung der nächsten Generation 

von PIM-Inhibitoren auf eine verbesserte Spezifität und eine verringerte Kardio-

toxizität ab. Der PIM-Inhibitor SMI4a induzierte einen G1-Arrest und zeigte im 

Mausmodell eine Reduktion des Tumorwachstums ohne auffallende Toxizität   

[164]. Der spezifische pan-PIM-Inhibitor LGB321 bewirkte in Zelllinien aus hä-

matologischen Erkrankungen eine Hemmung der Zellproliferation und Phos-

phorylierung von Bad. In Zelllinien aus soliden Tumoren war dagegen nur eine 

begrenzte Wirksamkeit zu beobachten [165]. 
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Der in dieser Arbeit verwendete pan-PIM-Inhibitor AZD1208 ist hoch selektiv für 

die PIM-Kinasen Familie und zeigte in in-vitro Versuchen einen Zellzyklusarrest, 

Apoptoseinduktion sowie eine dosis-abhängige Reduktion der Phosphorylierung 

von Zielsubstraten [166]. 

 

 

1.3 Der PI3K/Akt/mTor-Signalweg 

1.3.1 PI3K/Akt/mTor 

Zellen reagieren auf Veränderungen ihrer lokalen Umgebung mit Modifikationen 

in ihren zellulären Abläufen. Der PI3K/Akt/mTor-Signalweg ist ein zentraler 

Mechanismus, der das Zellwachstum, Proliferation und Zellüberleben an die zur 

Verfügung stehenden Wachstumsfaktoren, Nährstoffe und Energie anpasst 

[167].  

In Säugetieren gibt es acht Isoformen der PI3K, unterteilt in Klasse IA, IB, II und 

III, die sich in Substratselektivität und der Art der Regulation unterscheiden. 

Jedoch sind nur Kinasen der Klasse I in der Lage das wichtige Signalmolekül 

Phophatidylinositide-3,4,5-triphosphat (PIP3) zu bilden. PI3Ks der Klasse IA 

sind Heterodimere aus einer katalytischen Einheit p110 und einer regula-

torischen Einheit (p85α, p55α, p50α, p85β oder p55γ). p110 kann wiederum als 

p110α, p110β oder p110δ vorliegen [168]. Während p110α und p110β nahezu 

ubiquitär exprimiert werden, findet man p110δ hauptsächlich in Lymphozyten 

[169]. Von der Klasse IB gibt es nur ein Enzym, p110γ, welches zusammen mit 

seiner regulatorischen Untereinheit p101 die sogenannte PI3Kγ bildet [168].  

PI3K ist mit vielen Zytokinrezeptoren, Rezeptortyrosinkinasen und dem B-Zell-

Rezeptor [170], [171] verbunden und bildet bei Aktivierung durch Liganden-

bindung den second messenger PIP3. Dieser rekrutiert die Proteinkinase B 

(Akt) und die Phosphoinositide-abhängige Kinase (PDK) 1 an die Zellmembran. 

Eine negative Kontrolle der PIP3 Bildung erfolgt über die PTEN (Phosphatase 
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and Tensin homolog), welches Phosphatgruppen von PIP3 wieder abspalten 

kann. Zur Aktivierung von Akt ist die Phosphorylierung an Thr308 durch die 

PDK1 erforderlich [172], um die maximale Aktivität zu erreichen ist jedoch auch 

die Phosphorylierung an Ser473 nötig [173]. 

Die Serin/Threonin Kinase Akt nimmt als zentrales Enzym des Signalweges auf 

zahlreiche Substrate Einfluss und kann so Apoptose, Proliferation und Zell-

wachstum beeinflussen [174]. Im Folgenden werden nur die wichtigsten Mecha-

nismen näher erläutert. 

 

Abbildung 5: Die Kinase Akt und ihre Substrate  

 

 

Ein antiapoptotischer Effekt wird durch die Phosphorylierung von u.a. Bad   

[175] und Caspase-9 [176] verursacht. Ebenso bewirkt die Phosphorylierung 

von Mdm2 einen erhöhten Abbau des pro-apoptotischen p53 [177]. Akt kann 

auch indirekt Einfluss auf das Zellüberleben nehmen. Durch Phosphorylierung 

aktiviert Akt den IκBα-Kinase-Komplex (IKK), der dadurch verstärkt die auf 

NF-κB hemmend wirkenden IκBα-Proteine phosphoryliert und deren Abbau 

einleitet. So kann NF-κB verstärkt seine antiapoptotische und proliferations-

fördernde Wirkung ausüben [178]. 
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Der Zellzyklus wird ebenfalls über verschiedene Mechanismen positiv beein-

flusst. Die Glykogensynthase-Kinase (GSK) 3β reguliert die Cyclin D1 Spiegel, 

indem sie durch Phosphorylierung einen verstärkten Abbau verursacht [179]. 

Akt inhibiert die GSK-3β durch Phosphorylierung an Ser9 [180], sodass sich 

vermehrt Cyclin D1 anhäufen kann. Weiterhin werden CDK-Inhibitoren wie 

p27Kip1 [181] und p21 [182] negativ beeinflusst.  

 nach [183]  

Abbildung 6: Das Signalnetzwerk um mTor.  

Pfeile entsprechen einer Aktivierung, Pfeile mit Querstrich einer Hemmung des 

folgenden Substrates.  

 

 

Ein weiteres direktes Substrat von Akt ist mTor [184], ein zentrales Enzym des 

Zellwachstums, welches die Proteinbiosynthese nach Abhängigkeit von Nähr-

stoffen reguliert [174]. Neben weiteren Proteinen bildet die mTor Kinase zusam-

men mit Raptor [185] bzw. Rictor [186] die beiden funktionell unterschiedlichen 

Komplexe mTORC1 bzw. mTORC2. Dabei wird nur mTORC1 von Rapamycin 
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gehemmt [187]. Funktionell liegt die Rolle des mTORC2 in der Regulierung des 

Aktin-Zytoskelettes [186] sowie in der Regulierung der Akt-Kinase durch Phos-

phorylierung an Ser473 [188]. Die beiden wichtigsten Substrate des mTORC1 

stellen 4E-BP1 und p70 S6 Kinase dar, zwei Regulatoren der Translation, die 

direkte Substrate von mTor sind [189], [190]. Durch ihre Modifikation kommt es 

schließlich zu einer Verstärkung der mRNA-Translation [189]. Über die Akti-

vierung von PRAS40 übt Akt eine negative Kontrolle auf die Wirkung von mTor 

aus [191]. TSC1-TSC2 stellen einen weiteren physiologischen Inhibitor des 

mTor dar. Sie selber werden wiederum durch Akt-vermittelte Phosphorylierung 

gehemmt [192].  

 

1.3.2 Dysregulation des PI3K/Akt/mTor-Signalweg in Tumoren 

und MCL 

An dem PI3K/Akt/mTor-Signalweg sind unterschiedliche Proteine beteiligt, 

deren Gene sich in einer Vielzahl von Tumoren als verändert gezeigt haben 

[174].  

Häufig und in zahlreichen unterschiedlichen Tumoren wurden Mutationen und 

folglich Inaktivierung des PTEN festgestellt [193], darunter auch in Non-Hodgkin 

Lymphomen [194] und in etwa 15% der MCL [195]. Mäuse mit PTEN-

defizienten B-Zellen zeigten eine erhöhte Menge an phosphoryliertem Akt, 

welches unter Therapie mit einem PI3K-Inhibitor vollständig aufgehoben wurde  

[196]. Die spontane Bildung von verschiedensten Tumoren u.a. T-Zell-Lym-

phome wurde in Mäusen, die heterozygot im PTEN Gen waren, beobachtet 

[197], [198]. 

Amplifikationen des PIK3CA Gens, das für die katalytische Untereinheit α der  

PI3K codiert, wurden für die beiden MCL-Zelllinien Granta-519 und Rec-1 sowie  

für primäre Zellen des MCL beschrieben. Damit verbunden war eine erhöhte 

Aktivität des PI3K/Akt Signalweges [195]. Auch Mino, Jeko-1 und Z-138 zeigten 

einen aktivierten Akt/mTor-Signalweg [199]. Weitere Gene, die im Zusammen-
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hang mit dem PI3K/Akt-Signalweg stehen, waren ebenso im Vergleich zu 

naiven B-Zellen hochreguliert [44]. Häufiger ist eine Steigerung der Aktivität von 

PI3K/Akt/mTor in der blastoiden Variante des MCL zu beobachten [78]. Weiter-

hin konnte gezeigt werden, dass PI3K/Akt/mTor die Proliferation in MCL-

Zelllinien antreibt [42].  

 

1.3.3 Pharmakologische Inhibition des PI3K/Akt/mTor-

Signalweg 

Ein möglicher Angriffspunkt zur pharmakologischen Hemmung des 

PI3K/Akt/mTor Signalweg ist die PI3K. Es gibt sowohl pan-PI3K als auch 

Isoform-spezifische Inhibitoren, die alle an der ATP-Bindetasche angreifen. 

Wortmannin [200] und LY294002 [201] stellten mit die ersten bekannten PI3K-

Inhibitoren dar, waren aber wenig selektiv für die PI3K. Minimale Unterschiede 

der ATP-Bindetasche hat man sich zu Nutze gemacht um PI3K-Inhibitoren zu 

entwickeln, die spezifisch für bestimmte Isoformen der PI3K sind [202].  

Idelalisib (früher auch CAL-101) ist ein selektiver p110δ Inhibitor der PI3K mit 

guter Aktivität gegen B-Zell Erkrankungen, darunter B-ALL, CLL und MCL [203].      

In einer klinischen Studie mit therapierefraktären/rezidivierten CLL-Patienten 

zeigte sich eine Ansprechrate von 72% ohne die für eine pan-PI3K-Inhibition 

typischen metabolischen Nebenwirkungen [204], [205]. In Kombination mit Ri-

tuximab zeigte sich eine verlängerte Zeit des progressionsfreien Überleben 

sowie des Gesamtüberlebens gegenüber Monotherapie mit Rituximab in Pa-

tienten mit rezidivierter CLL [206]. Ebenso ist Idelalisib in Patienten mit indolen-

tem NHL wirksam [207]. Seit 2014 ist Idelalisib daher in der Zweitlinientherapie 

der CLL und des follikulären Lymphoms zugelassen [208].  

mTor erhielt seinen Namen „mammalian Target of Rapamycin“ aufgrund der 

Inhibition durch das Makrolidantibiotikum Rapamycin [209]. Temsirolimus und 

Everolimus sind Analoga von Rapamycin, auch Rapaloga genannt, mit 

besseren chemischen Eigenschaften. Sie bilden zusammen mit FKBP12 einen 
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Komplex, der an die FRB-Struktur von mTor bindet und dadurch Hemmung von 

mTORC1 bewirkt [183]. Zunächst wurde Rapamycin als Immunsuppressiva 

eingesetzt [210], doch nachfolgende Studien belegten darüber hinaus zytosta-

tische Eigenschaften, indem es das Zellwachstum u.a. von Pankreaskarzinom-

zelllinien [211] und B-Zell-Lymphom-Zelllinien [212] hemmte. Studien konnten 

einen positiven Effekt von Temsirolimus in MCL zeigen [80], [81], sodass es 

heute in Europa für das refraktäre und rezidivierte MCL zugelassen ist [213]. 

Darüber hinaus findet Temsirolimus auch Anwendung in der Therapie des 

Nierenzellkarzinoms [214]. 

In letzter Zeit wurde eine neue Generation von mTor-Inhibitoren, die sowohl 

mTORC1 als auch mTORC2 hemmen, entwickelt [215]. Da mTORC2 Akt 

positiv reguliert, kann dadurch die Feedback Aktivierung von PI3K verringert 

werden [183].   
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2. Das Ziel dieser Arbeit 

Das Mantelzelllymphom präsentiert sich in den meisten Fällen erst in 

fortgeschrittenem Krankheitsstadium und mit rasch progredienter Klinik.  Zudem 

erleidet die Mehrheit der Patienten Rezidive, die nur schwer therapierbar sind. 

Die Entwicklung neuer Therapeutika ist in diesem Bereich der Hämatoonkologie 

daher besonders relevant und dank intensiver Forschung konnten einige 

molekularbiologische Veränderungen im Mantelzelllymphom festgestellt wer-

den, die mögliche Angriffspunkte für neue Therapien darstellen. Nachdem PIM-

Kinasen in vielen hämatologischen Tumoren, darunter auch im Mantelzell-

lymphom, vermehrt exprimiert werden, stellen diese ein geeignetes molekulares 

Target dar.  

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Erprobung der Effektivität und Darstellung der 

Wirkungsweise der beiden neuartigen Substanzen IBL-202 und IBL-301 in vitro 

an etablierten Mantelzelllymphom-Zelllinien. Es handelt sich hierbei um kombi-

nierte Inhibitoren, IBL-202 hemmt PIM-Kinasen sowie PI3K, IBL-301 zusätzlich 

auch mTor. Ihre Auswirkungen wurden zunächst als Monotherapie anhand von 

Proliferation, Zellzyklus und Zelltod untersucht sowie zusätzlich auf molekular-

biologischer Ebene die Veränderungen in der Proteinexpression. Um die Zu-

sammensetzung dieser beiden Substanzen zu bestätigen wurden weiterhin 

einige Kombinationen mit spezifischen Inhibitoren von PIM-Kinasen, PI3K und 

mTor durchgeführt. In Verbindung mit IBL-202 bzw. IBL-301 sollten diese Sub-

stanzen theoretisch keinen zusätzlichen Effekt zeigen, da ihre Wirkung schon in 

IBL-202 bzw. IBL-301 vorhanden ist. Zudem wurde die Effektivität der kombi-

nierten Inhibitoren gegenüber den einzelnen Substanzen oder auch Kombina-

tionen der spezifischen Inhibitoren untereinander verglichen. Schließlich wurde 

die Wirkung der beiden Inhibitoren in primären Zellen bestätigt.  
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3. Material und Methodik 

3.1 Material 

3.1.1 Verwendete Zelllinien  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die etablierten MCL-Zelllinien Jeko-1, 

Granta-519, Mino, Maver-1, Z-138 sowie Rec-1 verwendet. Mit Ausnahme von 

Z-138, welche von LGC Standards GmbH (Wesel, Deutschland) bezogen 

wurde, stammen alle übrigen Zelllinien von der Deutschen Sammlung von 

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Deutschland).   

 

3.1.2 Verwendete Inhibitoren 

In dieser Arbeit wurden hauptsächlich die beiden neuartigen Inhibitoren IBL-202 

und IBL-301 verwendet. IBL-202 ist ein dualer Inhibitor und wirkt laut Hersteller-

angaben auf PIM-Kinasen und PI3K, der Triple Inhibitor IBL-301 hemmt 

zusätzlich auch mTor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nach [216] 

Abbildung 7: IC50 von IBL-202 und IBL-301 sowie die chemische Struktur von IBL-301 
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 inhibiert Hersteller 

IBL-202 PIM/PI3K [216] Inflection Biosciences, Dublin, Ireland 

IBL-301 PIM/PI3K/mTor [216] Inflection Biosciences, Dublin, Ireland 

Idelalisib (Cal 101) PI3Kδ [203] 870281-82-6, Selleckchem, Houston, 
Texas, USA 

Copanlisib (Bay 231) PI3K [217] Bayer Pharma AG, Berlin, Deutschland 

Temsirolimus mTor [218] WAY-130779, Pfizer Inc, Groton, CT, 
USA 

AZD1208 Pan-PIM [166] AstraZeneca, London, England 

 

 

3.1.3 Verwendete Antikörper 

Antikörper verwendete 
Verdünnung 

Herkunft Hersteller  

Akt 1/1.000 Rabbit Cell Signaling 

Bcl-2 1/5.000 Mouse Sigma-Aldrich 

4E-BP1 1/500 Rabbit Cell Signaling 

Caspase-3 (8G10) 1/2.000 Rabbit Cell Signaling 

Caspase-9 1/500 Rabbit Cell Signaling 

GAPDH 1/100.000-
1/400.000 

Mouse Santa Cruz    
Biotechnology 

GSK-3β (27C10) 1/1.000 Rabbit Cell Signaling 

PARP 1/500 Rabbit Cell Signaling 

phospho-Akt (Ser473) (193H12) 1/500 Rabbit Cell Signaling 

phopho-Akt (Thr308) (C31E5E) 1/500 Rabbit Cell Signaling 

phospho-4E-BP1 (Ser65) 1/1.000 Rabbit Cell Signaling 

phospho-4E-BP1 (Thr37/46) 1/1.000 Rabbit Cell Signaling 

phopho-elF4E (Ser209) 1/500 Rabbit Cell Signaling 

phopho-GSK-3β (Ser9) (5B3) 1/500 Rabbit Cell Signaling 

Anti-Rabbit IgG 1/5.000  Promega 

Anti-Mouse IgG 1/5.000  Promega 

 

Sämtliche Antikörper wurden in 5% Albumin verdünnt, davon ausgenommen die 

Antikörper Bcl-2 und GAPDH, hier erfolgte die Verdünnung in G-Net.  
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Hersteller: Cell Signaling Technology Inc., Danvers, Massachusetts, USA 

 Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA 

 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA 

 Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA 
  

 

3.1.4 Verwendete Chemikalien, Puffer, Lösungen 

 Hersteller 

1,5M Tris (ph 6,8) T20, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland 

1,5M Tris (ph 8,8) T21, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland 

Albumin Fraktion V 8076.4, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland  

APS A3678-25G, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

Aqua bidest laboreigene Anlage 

Biocoll Seperating Solution L6113, Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Bolt™, LDS Sample Buffer 4x B0007, novex by life technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Bolt™, Sample Reducing 
Agent 10x 

B0009, novex by life technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Cell Titer Glo® G7572, Promega Corporation, Madison, Wisconsin, 
USA 

Cell-Proliferation Reagent 
WST-1 

1 644 807, Roche, Mannheim, Deutschland  

complete Lysis-M, EDTA-free Ref. 04 719 964 001, Roche, Mannheim, Deutschland 

DMSO A3672,0100, PanReac AppliChem, Darmstadt, 
Deutschland 

Elekrophorese-Puffer 10x T18, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland 

Ery-Lyse-Puffer ph 7,2 Art. Nr. A0001-1, Apotheke Klinikum der Universität 
München, München, Deutschland 

Ethanol 70% 11023303, CLN GmbH, Niederhummel, Deutschland 

Gelatine 1.04070, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Gel-Transfer-Puffer T0047-5, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland 

H2O2 216763-100ML, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, 
USA 

IMDM P04-20450, PANBiotech, Aidenbach, Deutschland 

Isopropanol CN09.3, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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Luminol sodium salt A4685-5G, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

Methanol 1.06009.5000, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Milchpulver T145.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland  

Natriumazid K305.1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumcitrat S1804-1KG, Sigma-Adrich, St.Louis, Missouri, USA 

NET 10x ph 7,7 L000999, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland 

PBS Dulbecco L1825, Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

p-Couramin Acid C9008-5G, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

PE Annexin V Apoptosis 
Detection Kit I 

559763, BD Pharmingen, Franklin Lakes, New 
Jersey, USA  

Phosphatase Inhibitor Cocktail 
2 

P5726, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

Phosphatase Inhibitor Cocktail 
3 

P0044, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

Propidiumiodid-Lösung 70335, Fluka by Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, 
USA 

Protein Marker V 27-2210, peqlab, Erlangen, Deutschland 

Rnase A 12091-021, invitrogen™, life technologies GmbH, 
Darmstadt, Deutschland  

Rotiphorese® Gel 30 3029.1,  Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 

RPMI 1640 P04-16500, PANBiotech, Aidenbach, Deutschland 

Sodium dodecyl sulfate (SDS) L4509-500G, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

TBS-Puffer 10x ph 8,0 T03290, Apotheke Klinikum Innenstadt, München, 
Deutschland  

Tetramethylethylenediamine 
(TEMED) 

T07024-25ML, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, 
USA 

Triton™ X-100 X100-1L, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA 

Tween® 20 9127.2, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland  
 
 

Herstellung der verschiedenen Puffer und Lösungen: 

Puffer Herstellung 

5% Albumin 5mg Albumin Fraktion V + 100ml TBST-Puffer + 1 Spatelspitze 
Natriumazid 

5% Milch 5mg Milchpulver + 100ml TBST-Puffer 

G-Net 1,25g Gelatine + 50ml NET 10x + 450ml Aqua bidest 

PI-Puffer 500ml Aqua bidest + 40ml Propidiumiodid + 500μl Triton X + 500mg 
Natriumcitrat, mit H2O2 auf ph 8,0 eingestellt 

SA 100mg Luminol + 26,67ml 1,5M Tris ph 8,8 + 373,3ml Aqua bidest 

TBST-Puffer 900ml Aqua bidest + 100ml TBS-Puffer + 1ml Tween® 20 
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Herstellung der SDS-PAGE-Gele:  

 8% 12% 15% Sammelgel 

Aqua bidest 13,9ml 9,9ml 6,9ml 7,25ml 

Rotiphorese® Gel 30  8ml 12,0ml 15ml 1,7ml 

1,5M Tris (ph 8,8) 7,5ml 7,5ml 7,5ml  

1,5M Tris (ph 6,8)    0,8ml 

10% SDS 0,3ml 0,3ml 0,3ml 0,1ml 

10% APS 0,3ml 0,3ml 0,3ml 0,1ml 

TEMED 0,018ml 0,012ml 0,012ml 0,01ml 

 

 

3.1.5 Verwendete Geräte 

Beschreibung Hersteller 

Inkubator/CO2-Wärmeschrank Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland 

Durchflusszytometer 
FACSCalibur™ 

BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA  

Elektrophoresekammer Xcell 
SureLock™ Mini-Cell 

invitrogenvon life technologies GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Transferkammer Trans-Blot® SD 
Semi-Dry Transfer Cell 

Bio-Rad, Hercules, California, USA 

Entwicklungsmaschine TYPON 
Optimax 

Raymed Imaging AG, Düdingen, Schweiz 

Vi-Cell™ XR Beckman Coulter, Brea, Californien, USA 

Zentrifuge Rotanta 46 RC Hettich Lab Technology, Tuttlingen, Deutschland 

Zentrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

ELISA-Reader GloMax® 
GM3000 

Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA 

Sicherheitswerkbank S-1200 BDK Luft- und Reinraumtechnik, Sonnenbühl-
Genkingen, Deutschland 

Blockthermostat BT1302 DITABIS AG, Pforzheim, Deutschland 
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3.2 Methoden  

3.2.1 Zellkulturbedingungen 

Die Kultivierung sämtlicher Zelllinien erfolgte im Inkubator bei 37°C und 5% 

CO2-Gehalt. Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen (Sarstedt, Nürnbrecht, 

Deutschland) in RPMI 1640 Medium (PANBiotech) kultiviert, welches mit 10% 

FKS (PANBiotech) versetzt wurde. Die Passage der Zellen erfolgte zellzahl-

abhängig dreimal die Woche. Zur Einhaltung der sterilen Bedingungen wurden 

alle Zellkulturarbeiten unter einer Sicherheitswerkbank  durchgeführt.  

Alle vier Wochen wurden die Zellen in neue Zellkulturflaschen überführt, wie 

auch alle drei Monate komplett durch frisch aufgetaute Zellen aus dem iden-

tischen Stock ersetzt.  

 

3.2.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen 

Zum Einfrieren vitaler Zellen wurden pro Aliquot etwa 10*106 Zellen für 10 

Minuten bei 1000rpm abzentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen 

mit 92% FKS und 8% DMSO aufgenommen. Anschließend wurden diese sofort 

bei -80°C gelagert.  

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurden die Aliquots im Wasserbad bei 

37°C zügig aufgetaut und umgehend in 10ml vorgewärmtes Medium überführt. 

Diese Suspension wurde direkt abzentrifugiert um die Reste des zytotoxischen 

DMSO zu entfernen, der Überstand des Zentrifugates verworfen und die Zellen 

mit frischem Medium versetzt. Die weitere Kultivierung erfolgte im Inkubator bei 

37°C, die Zellpassage erfolgte zellzahlabhängig dreimal die Woche.  

 

3.2.3 Bestimmung der Zellzahl und Viabilität mittels Vi-Cell™ 

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des Vi-Cell™ XR, einem Zähl-
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gerät, welches die Trypanblauausschlussmethode automatisiert und standar-

disiert durchführt. Das Prinzip dieser Methode liegt im unterschiedlichen Ver-

halten toter und vitaler Zellen bei der Färbung mit Trypanblau. Vitale Zellen 

bleiben ungefärbt, da sie aufgrund einer intakten Zellmembran die Fähigkeit 

haben den Farbstoff aktiv wieder aus dem Zellinneren zu pumpen. Tote Zellen 

mit defekter Zellmembran hingegen werden angefärbt und können so von den 

vitalen Zellen unterschieden werde.  

Das Vi-Cell™ führt diese Methode automatisiert durch. Hierfür gibt man ein 

Aliquot von 0,5ml der zu untersuchenden Zellsuspension in das Vi-Cell™ Gerät, 

welches diese aufnimmt, mit Trypanblau vermischt und durch eine Mikroskop-

Durchflusskammer leitet. Eine Kamera nimmt dann 50 Bilder der Probe auf und 

wertet diese anhand von festgelegten Parametern wie Helligkeit und Kontrast 

aus. Das Bild wird hierzu in eine Abfolge von Pixeln umgewandelt, wobei jedem 

Pixel eine Graustufe von 0 (schwarz) bis 255 (weiß) zugeteilt wird. Zellen mit 

niedriger Graustufe erscheinen also dunkler und werden als nicht-viabel 

bestimmt. Es wurde für alle Proben die „Default“-Einstellung verwendet.  

Zur Ausführung des Versuches wurden jeweils 5ml Zellsuspension in einer 6-

Well Platte mit den jeweiligen Inhibitorkonzentrationen versehen und bei 37°C 

inkubiert. Nach 24h, 48h sowie nach 72h wurden dann 0,5ml der Zell-

suspension entnommen und mit Hilfe des Vi-Cell™ analysiert. Die Versuche 

wurden dreifach durchgeführt, zur Auswertung wurden die Zellzahlen in 

Relation zur Zellzahl der Kontrolle zum jeweiligen Zeitpunkt gesetzt.  

 

3.2.4 Zelltodanalyse mit Annexin V-PE und 7-AAD-Färbung 

Um den Anteil apoptotischer Zellen in einer Kultur zu erfassen, wurde die 

Färbung mit PE Annexin V und 7-AAD durchgeführt und anschließend mit dem 

Durchflusszytometer analysiert. Hierfür wurde das von BD Biosciences 

Pharmingen bezogene Kit „PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I“ nach 

Herstellerangaben verwendet.  
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Bei Apoptose verändern sich Zellen auf charakteristische Art. In den frühen 

Phasen findet eine Umlagerung der Membran-Phospholipide statt, hierbei wird 

Phosphatidylserin von der inneren zur äußeren Seite der Zellmembran trans-

loziert. Annexin V ist ein Protein, das Ca2+-abhängig an Phospholipiden bindet 

und mit seiner hohen Affinität für Phosphatidylserin früh-apoptotische Zellen 

detektiert. In den späteren Phasen der Apoptose kommt es zu Schäden in der 

Zellmembran, die dazu führen, dass das Peptid 7-Amino-Actinomycin (7-AAD) 

von spät-apoptotischen und toten Zellen aufgenommen werden kann. Die Kom-

bination dieser zwei Substanzen führt dazu, dass man früh-apoptotische Zellen 

(Annexin V positiv, 7-AAD negativ) und spät-apoptotische Zellen (Annexin V 

und 7-AAD positiv) von viablen Zellen (Annexin V und 7-AAD negativ) unter-

scheiden kann.  

Grenzen dieser Methode liegen darin, dass nicht differenziert werden kann, ob 

es sich tatsächlich um einen apoptotischen Stoffwechselweg handelt oder um 

einen anderen Signalweg, der im Zelltod resultiert. Folglich wurden in dieser 

Arbeit die früh-apoptotischen Zellen und spät-apoptotischen Zellen zusammen-

gefasst und als Zelltod bezeichnet.  

Zur Versuchsdurchführung wurden die Zelllinien initial auf Zelldichten von 

0,3*106/ml (Jeko-1, Rec-1) bzw. 0,4*106/ml (Granta-519, Mino) gebracht und in 

Zellkulturflaschen mit den entsprechenden Inhibitorkonzentrationen inkubiert. 

Nach 24h, 48h und 72h wurden jeweils etwa 0,6ml Zellsuspension in ein FACS-

Röhrchen pipettiert, bei 4°C und 1500rpm für 5 Minuten zentrifugiert und an-

schließend zweimalig mit PBS gewaschen. Darauf wurden 100μl Bindungs-

puffer, sowie jeweils 5μl des PE Annexin V und 7-AAD in die Röhrchen 

gegeben und für 15 Minuten bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. 

Schließlich wurden nochmals 400μl Bindungspuffer hinzugegeben und die Pro-

ben am Durchflusszytometer FACSCaliburTM innerhalb einer Stunde ausge-

wertet. Die Analyse der prozentualen Anteile der Zellen zu den jeweiligen 

Apoptose-Stadien erfolgte mit dem Programm FlowJo (Version 7.6.5., Tree Star 

Inc., Ashland, Oregon, USA). Zur Auswertung wurde die spezifische Apoptose 

nach Debatin et al. [219] mit den Mittelwerten der Triplicates berechnet. Diese 

Methode berücksichtigt die spontan auftretende Apoptose bei unbehandelten 
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Zellen. Hierbei wird der prozentuale Anteil der apoptotischen Zellen bei Anwe-

senheit von Therapeutikum ins Verhältnis gesetzt zu den apoptotischen Zellen 

in der unbehandelten Kontrollgruppe.  

spezifische Apoptose (%) = 100* (tote Zellen mit Inhibitor (%) - tote Zellen 

spontan in Medium (%)) / (100% - tote Zellen spontan in Medium (%)) 

 

3.2.5 Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse mit Propidiumiodid dient dem Nachweis von Verände-

rungen im Ablauf des Zellzyklus. In der G1-Phase bestehen die Chromosomen 

nur aus einem Chromatid, in der G2-Phase hingegen aus zwei Schwester-

Chromatiden. Damit weisen die Zellen der G2-Phase doppelt so viel DNA auf 

wie die Zellen der G1-Phase. Der DNA-Gehalt der S-Phase, der Synthese-

Phase, liegt zwischen dem der G1- und G2-Phase, da hier die DNA 

Verdoppelung stattfindet. Propidiumiodid lagert sich zwischen die DNA ein und 

kann sich deshalb in der G2-Phase doppelt so stark anreichern. Dies wird mit 

Hilfe eines Lasers im Durchflusszytometer gemessen, dabei wird die Floures-

zenzintensität des Kanals FL-2 auf der X-Achse, die Anzahl der detektierten 

Ereignisse auf der y-Achse eines Histogrammes aufgetragen. In dieser Dar-

stellung wird die G1-Phase als erster Peak, die G2-Phase als zweiter Peak 

sichtbar. 

Für die Analyse des Zellzyklus wurden aus einer Zellsuspension etwa 500.000 

Zellen in ein FACS-Röhrchen pipettiert, für 5 Minuten bei 2000rpm und 4°C 

zentrifugiert und mit PBS einmal gewaschen. Nun wurde in jedes Röhrchen 

etwa 1ml kalter 70% Ethanol hinzugegeben, um die Zellen zu fixieren und die 

Zellmembranen für den Farbstoff durchlässig zu machen. Nach 30-minütiger In-

kubation auf Eis wurden die Proben bei -20°C für einen Tag eingefroren. 

Danach wurden die Proben wieder zügig auf Raumtemperatur gebracht, der 

Alkohol abzentrifugiert und jedes FACS-Röhrchen zweimalig mit PBS ge-

waschen. Um die RNA der Zellen aus dem gemessenen DNA-Gehalt zu elimi-

nieren, wurde in jede Probe 50µl RNAse hinzugegeben, anschließend die 
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Zellen mit 200µl Propidiumiodid-Puffer gefärbt. Schließlich folgte innerhalb einer 

Stunde die Analyse am Durchflusszytometer, hierbei wurden insgesamt 20.000 

Ereignisse innerhalb eines Gates gemessen. Das Gate diente dazu, dass die 

20.000 Ereignisse von lebenden Zellen gemessen werden und eine hohe An-

zahl von apoptotischen Zellen die Ergebnisse nicht beeinflusst. Die prozentua-

len Anteile der Zellzyklusphasen wurden letztlich mit dem Softwareprogramm 

FlowJo (Version 7.6.5., Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA) errechnet. Die 

Zellzyklusanalyse wurde stets dreifach durchgeführt. 

 

3.2.6 Western Blot

Der Western-Blot ist eine bewährte Methode, um einzelne Proteine aus einem 

Proteingemisch zu identifizieren und zu detektieren. Per Elektrophorese werden 

die Proteine erst nach ihrer Größe aufgetrennt und anschließend auf eine 

Membran übertragen (Blotting). Mit Hilfe von spezifischen Antikörpern können 

dann die einzelnen Proteine aufgezeigt werden.  

Um Proteine aus einer Zellsuspension zu gewinnen, wurden aus den verschie-

denen Versuchsansätzen etwa 1*106 Zellen entnommen und diese für 10 

Minuten bei 2500rpm zentrifugiert. Zur Zelllyse wurde das complete Lysis-M, 

EDTA free (Roche, Mannheim, Deutschland) nach Herstellerangaben ver-

wendet, hierzu wurden pro 100µl Lysis-Reagenz je 10µl Phosphatase Inhibitor 

Cocktail 2 und 3 ergänzt. Die Zellzahl der Zellsuspension wurde mit dem Vi-

Cell™ XR kontrolliert um dann nach Abnahme des Überstandes das Lysis-M-

Reagenz zellzahlabhängig mit 100µl pro 1*106 Zellen möglichst exakt hinzu-

zugeben. Die Proben wurden 10 Minuten sanft geschüttelt und anschließend 

bei 14.000rpm für 15 Minuten zentrifugiert. Schließlich wird der Überstand in ein 

neues Eppendorf Tube übertragen und bei -20°C gelagert.  

Um die Proteine vor der Gelelektrophorese vollständig zu denaturieren, wurden 

sie nach Zugabe von LDS Sample Buffer und Sample Reducing Agent für 10 

Minuten auf 70°C erhitzt. Die Gelelektrophorese erfolgte bei Raumtemperatur, 

je nach Größe der zu detektierenden Proteine in 8%, 12% oder 15% - SDS-
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PAGE-Gelen (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) in Gel-

elektrophorese-Kammern zunächst 30min bei 61V, dann 1,5h bei 81V und 

schließlich bis zu 1h bei 121V. Der Proteintransfer auf eine PDVF (Polyvinyl-

idenflourid; GE Healthcare Life science, Großbritannien)-Membran erfolgte für 

mindestens 2h (15% SDS-PAGE-Gel) und maximal für 2,5h (8% SDS-PAGE-

Gel) in einer Semi-Dry Western-Blot Transferkammer bei 250mA. Die 

Membranen wurden dann für 1h mit 5% Milch geblockt, um die unspezifischen 

Bindestellen der Proteine zu sättigen. Nach dreimaligem Waschen für jeweils 

10 Minuten mit TBST Puffer wurden die Membranen über Nacht bei 4°C mit den 

jeweiligen Antikörperverdünnungen inkubiert.  

Am nächsten Tag wurden die Membranen abermals dreimal für je 10 Minuten 

mit TBST gewaschen und anschließend für 1h bei Raumtemperatur mit dem 

sekundären Antikörper in einer Verdünnung von 1:5000 in 5% Milch inkubiert. 

Danach wurden die Membranen erneut dreimal für je 10 Minuten mit TBST 

gewaschen. Die Antikörper wurden schließlich mit Hilfe der HRP-Luminol-

Reaktion (horseradish-peroxidase Reaktion) mittels CEA RP New medizini-

schen Röntgen-Filmen (Agfa HealthCare) sichtbar gemacht. Das für diese 

Reaktion nötige ECL wurde mit 3ml SA, 0,3ml SB und 0,9µl H2O2 pro Membran 

selbst hergestellt. 

Um die Proteinbeladung zu kontrollieren, wurde auf jeder Membran auch der 

Antikörper des konstitutionell exprimierten GAPDH inkubiert. Dieses Protein ist 

zum Überleben der Zelle notwendig und wird auch bei molekularbiologischen 

Veränderungen durch Therapeutika in gleichen Mengen exprimiert. Somit kann 

die gleichmäßige Proteinbeladung der Membranen überprüft werden.  

 

3.2.7 WST-1 Zell-Proliferationsassay 

Mit Hilfe des WST-1 Zell-Proliferationsassay wird die metabolische Aktivität 

einer Zellpopulation bestimmt. Dieser Assay beruht darauf, dass vitale und 

damit metabolisch aktive Zellen das Tetrazoliumsalz WST-1 (4-(3-(4-Iodo-

phenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-1,3-benzendisulfonat) zu Formazan 
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metabolisieren. Dies geschieht mit Hilfe von mitochondrialen Dehydrogenasen, 

wobei ein Farbumschlag entsteht, der kolorimetrisch mit einem Spektrophoto-

meter (ELISA-Reader GloMax® GM3000) quantifiziert werden kann. Dabei gilt, 

je mehr lebende Zellen in der Zellpopulation vorhanden sind, desto höher ist die 

Gesamtaktivität der mitochondrialen Enzyme, desto mehr Formazan wird gebil-

det und umso stärker ist der Farbumschlag. Da eine geringe Menge Formazan 

auch nach dem Massenwirkungsgesetz gebildet wird und die theoretische 

optische Dichte (Absorption450nm - Absorption600nm) von 0 nicht erreicht werden 

kann, muss dieser technische Fehler in Form eines Blank-Wertes von den 

gemessenen Absorptionswerten abgezogen werden. Dieser Blank-Wert enthält 

nur Medium und das zugesetzte WST-1 Reagenz.  

Das WST-1 Zell-Proliferationsassay Kit wurde von Roche Diagnostics bezogen 

und nach Herstellerangaben ausgeführt. Die Zellen wurden auf die für die 

jeweilige Zelllinie optimale Zelldichte (zwischen 0,25*106/ml für Jeko-1 und 

0,4*106/ml für Rec-1) gebracht und 50μl davon in eine 96-Well Platte mit 

flachem Boden ausgesät. Alle Werte wurden dreifach angesetzt und mit dem 

ELISA-Reader photoskeptrometrisch gemessen. Die äußersten Wells wurden 

hierbei ausgespart und mit reinem Medium versehen um technische Ungenau-

igkeiten durch höhere Verdunstung in den äußeren Bereichen zu vermeiden. 

Nach einer Inkubation von 48h wurde in jedes Well 10μl des WST-1 Reagenz 

gegeben und nach erneuter Inkubationsdauer von 2,5h die Absorption am 

ELISA-Reader gemessen. Das Formazan Produkt wurde hier bei 450nm ge-

messen, die Referenz-Wellenlänge lag bei 600nm. 

Bei der Auswertung wurde zunächst von allen Werten der Blank-Wert 

abgezogen und anschließend ein Mittelwert aus der dreifachen Durchführung 

gebildet. Dieser wurde dann auf den Kontrollwert bezogen.  

 

3.2.8 Cell-Titer-Glo® 

Der Cell-Titer Glo® ist ein Zell-Viabilitäts Assay, der die Anzahl von lebenden 

Zellen in einer Zellsuspension anhand des vorhandenen ATP quantifiziert. Das 
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Vorhandensein von ATP zeigt an, dass die Zellen metabolisch aktiv und damit 

viabel sind.  

Die in diesem Assay hinzugegebene rekombinante Luciferase führt zu Zelllysis, 

setzt damit das ATP frei und generiert ein Lumineszenzsignal, proportional der 

vorhandenen ATP-Menge und damit der lebenden Zellen in der untersuchten 

Zellsuspension. Weiterhin werden zelleigene Enzyme gehemmt, die während 

der Zelllyse freigesetzt werden.  

Die zu untersuchenden Zellsuspensionen werden in eine 96-Well Platte mit 

flachem Boden und weißem Polysteren pipettiert. Wie beim WST-1 Assay 

wurden auch hier die äußersten Wells nur mit Medium versehen, die restlichen 

Wells mit 50µl Zellsuspension und 50µl der jeweiligen verdünnten Inhibitoren. 

Alle Proben wurden dreifach angesetzt. Die Platten wurden dann für 48h bei 

37°C inkubiert, anschließend auf Raumtemperatur runtergekühlt und die Proben 

mit je 100µl Reagenz versehen. Daraufhin wurden die Platten in Dunkelheit erst 

2 Minuten sanft horizontal geschüttelt und anschließend 10 Minuten inkubiert. 

Schließlich wurde das Lumineszenzsignal mit einem Luminometer (ELISA-

Reader GloMax® GM3000) gemessen. Ein Blankwert, der nur aus Medium und 

Reagenz besteht, wurde auf jeder Platte bestimmt und von allen Werten 

abgezogen. Die Werte wurden dann in Bezug zur Kontrolle gesetzt. 

 

3.2.9 Kombinationsversuche und Kombinationsindices – 

Fraction of Product 

Mit dem WST-1 Zellproliferationsassay als auch mit dem Cell-Titer-Glo® 

wurden sowohl die Effekte der einzelnen Inhibitoren sowie auch in verschie-

denen Kombinationen gemessen. Um den Effekt der Kombinationen zu be-

greifen und mögliche synergistische oder auch antagonistische Wirkungsweisen 

zu erkennen, wurde die Formel des Fraction of Product nach Webb [220] in 

modifizierter Version herangezogen.  
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Hierbei wurde zunächst der ermittelte Wert der jeweiligen Probe ins Verhältnis 

gesetzt zu dem zu diesem Zeitpunkt mitbestimmten Wert der Kontrolle (Ratio to 

K) und ein Mittelwert gebildet von den stets dreifach durchgeführten Proben, 

dies ist nun ein prozentualer Wert. Die so von den Einzelsubstanzen ermittelten 

Werte wurden zunächst multipliziert und dann von 1 subtrahiert. Von diesem 

Ergebnis wurde dann der ebenso zuerst von 1 abgezogene Wert der  

Kombination subtrahiert.  

(1- Inhibitor A x Inhibitor B) – (1- Kombination A+B)  

Nach dieser Berechnung werden Zahlenwerte größer als oder gleich 0,1 als 

eine synergistische Wirkung und Werte kleiner als -0,1 als antagonistische 

Wirkung der beiden Inhibitoren bewertet. Werte, die zwischen diesen beiden 

Punkten liegen, wurden als rein additive Wirkung festgesetzt. 

 

3.2.10 Umgang mit primären Zellen  

Um den beobachteten Effekt der Inhibitoren in den Zelllinienversuchen auch auf 

primäre Zellen übertragen zu können, wurden ausgewählte Kombinationen der 

verschiedenen Inhibitoren mit Patientenproben bzw. gesunden Lymphozyten im 

CellTiter-Glo® durchgeführt. Für die Verwendung der Patientenproben liegt ein 

Ethikvotum vor. 

Aus Patientenproben in Form von Blut oder Pleuraerguss isolierten wir  

zunächst die Lymphozyten. Dies erfolgte mit Hilfe der Biocoll Separating 

Solution, die im 1:2 Verhältnis zur Probe hinzugegeben und anschließend bei 

Raumtemperatur für 20 Minuten ohne Bremse bei 900g zentrifugiert wurde. 

Dabei entstand der sogenannte Buffy Coat, der die Lymphozyten enthielt. 

Dieser wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Röhrchen gegeben, 

welches mit Medium aufgefüllt und für 10 Minuten bei 300g und 4°C 

zentrifugiert wurde. Der Überstand wurde abgekippt und das Pellet zur 

Erythrolyse mit 5ml Ery-Lyse-Puffer aufgelöst und für 5 Minuten auf Eis gestellt. 

Darauf füllten wir das Röhrchen wieder mit Medium auf und zentrifugierten es 
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für 5 Minuten bei 300g und 4°C. Zum Waschen wurde der Überstand abgekippt 

und mit frischem Medium wieder für 10 Minuten zentrifugiert. Nun konnte das 

Pellet in 20% IMDM-Medium (Isocove's Modified Dulbecco's Medium) 

(PANBiotech) aufgelöst werden und die Zellen für Versuche verwendet werden. 

Dieses IMDM-Medium mit höherem Vitamingehalt und Aminosäuren, sowie 

supplementiertem Albumin, Sojabohnen und Transferrin ist wesentlich stabiler 

bezüglich des pH-Wertes und somit für die empfindlicheren primären Zellen 

besser geeignet.  

Diese Schritte waren bei den analysierten Patientenproben bereits erfolgt und 

die Zellen in FKS und 8% DMSO bei -196°C in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Zum zügigen Auftauen wird das Tube mit den Zellen in ein Wasserbad von 

37°C gelegt, danach wird die Probe mit 10ml vorgewärmten RPMI 1640 

Medium versehen und für 10min bei Raumtemperatur und 300g zentrifugiert. 

Der Überstand wird abgekippt und das Pellet mit 10ml IMDM-Medium, welches 

mit 20% FKS versehen ist, aufgelöst. 

Im weiteren Verlauf wird der CellTiter-Glo® wie bereits beschrieben durch-

geführt, mit der Ausnahme, dass sämtliche Inhibitoren und Zellsuspensionen 

mit dem IMDM-Medium verdünnt werden.   
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4. Ergebnisse 

4.1 Dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung 

durch IBL-202 und IBL-301 

Um zunächst einen Eindruck der Wirkungsstärke der beiden Inhibitoren IBL-202 

und IBL-301 zu gewinnen, wurde in einem ersten Experiment der anti-

proliferative Effekt der beiden Inhibitoren IBL-202 und IBL-301 auf die MCL-

Zelllinien nach unterschiedlicher Expositionsdauer untersucht. Hierzu wurden 

die 6 MCL-Zelllinien Jeko-1, Granta-519, Mino, Maver-1, Z-138 sowie Rec-1 mit 

verschiedenen Dosen von IBL-202 (0,0625µM, 0,125µM, 0,25µM, 0,5µM und 

1µM) bzw. IBL-301 (0,0625µM, 0,125µM, 0,25µM, 0,5µM und 1µM) inkubiert 

und die Auswirkung anhand der lebenden Zellen nach 24h, 48h und 72h mittels 

des Vi-Cell™ XR ermittelt. Es konnte eine dosis- und zeitabhängige Prolifera-

tionshemmung nachgewiesen werden, die sich in ihrer Höhe allerdings zwi-

schen den Zelllinien stark unterschied. Die Prozentangaben beziehen sich auf 

die Ratio zum jeweiligen unbehandelten Tageswert.   

Nach 24-stündiger Inkubation mit IBL-202 kann nur eine geringfügige Prolifera-

tionshemmung nachgewiesen werden (Abb. 8). Granta-519 und Maver-1 zeigen 

die kleinste Beeinträchtigung durch den Inhibitor, in Relation zu ihrer jeweiligen 

Kontrolle sind trotz Behandlung mit IBL-202 noch 88% viable Zellen messbar. 

Auch in Jeko-1 und Rec-1 sind bei der höchsten Konzentration von 1µM noch 

mindestens 80% viable Zellen vorhanden. Lediglich Mino und Z-138 zeigen sich 

mit bis zu 50% viabler Zellen sensibler auf die Inhibition. Auch nach 48 und 72 

Stunden Inkubation ist diese Tendenz weiter zu beobachten. Zu dem 48 

Stunden Zeitpunkt stellen sich Mino und Rec-1 mit 17% bzw. 37% am 

empfindlichsten gegenüber der Behandlung mit IBL-202 dar, Granta-519 und 

Maver-1 bleiben mit jeweils 79% und 75% am unempfindlichsten. Jeko-1 und 

Rec-1 liegen mit ihren Werten dazwischen. Nach 72 Stunden ist Mino auf bis zu 

13% zurückgegangen und stellt sich damit als die Zelllinie heraus, die auf 

IBL-202 mit der stärksten Proliferationshemmung reagiert. Im Vergleich dazu 
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Abbildung 8: Dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung durch IBL-202  
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Abbildung 9:  Dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung durch IBL-301 
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sind noch bis zu 78% lebende Zellen in Granta-519 nachweisbar, diese Zelllinie 

reagiert am geringsten auf eine Behandlung mit IBL-202. Insgesamt ist die 

Proliferationshemmung in allen Zelllinien stark dosisabhängig. Mit der gering-

sten Dosis von 0,0625µM zeigt sich über alle Zelllinien hinweg die größte Be-

einträchtigung in Rec-1 nach 72 Stunden mit einem Rückgang viabler Zellen auf 

82%, mit 1µM erreicht man zum gleichen Zeitpunkt einen Verringerung auf 

35%. Dies ist auch in den unempfindlicheren Zelllinien wie Granta-519 zu beo-

bachten. 0,0625µM bewirkt eine Abnahme auf 92%, 1µM auf 78%.  

Nach 24 Stunden Inkubation mit IBL-301 ist im Vergleich zu IBL-202 ein bereits  

sehr viel größerer Effekt zu erkennen (Abb. 9). Bei 1µM IBL-301 sind in Z-138 

und Mino nur noch 20% bzw. 26% lebende Zellen messbar, auch in Granta-519 

ist ein Rückgang von bis zu 80% nachweisbar. Nach 48 Stunden kann man in 

Mino mit 0,25µM den gleichen Effekt bewirken wie mit 0,5µM und 1µM. In allen 

drei Konzentrationen sind lediglich noch 11% lebende Zellen vorhanden. Damit 

ist die maximale Wirkung in Mino bereits nach 48h und schon bei 0,25µM 

erreicht, denn auch nach 72 Stunden ist in Mino kein weiterer Rückgang zu 

beobachten. Granta-519 ist auch für IBL-301 die unempfindlichste Zelllinie, 

dessen Effekt dennoch größer ist als bei IBL-202, nach 72 Stunden Inkubation 

sind konzentrationsabhängig noch mindestens 52% viable Zellen vorhanden.  

Für IBL-301 stellen Z-138 und Mino die empfindlichsten Zelllinien dar. Aber 

auch in Rec-1 kann ein Rückgang auf 45% lebende Zellen nach 72 Stunden 

schon mit einer geringen Dosis von 62,5nM verursacht werden. Wie schon in 

IBL-202 ist auch für IBL-301 eine dosis- und zeitabhängige Proliferationshem-

mung nachweisbar. Auch wenn zwischen den Zelllinien starke Unterschiede in 

der Hemmung durch die beiden Inhibitoren vorliegen, gilt dennoch für alle, dass 

IBL-301 eine deutlich effektivere Wirkung vorweist. IBL-301 beeinflusst die 

Zellen stärker und innerhalb kürzerer Zeit in ihrer Proliferation.  

Diese stärkere Proliferationshemmung von IBL-301 ist besonders klar zu erken-

nen, wenn man die viablen Zellen des jeweiligen Tageswertes prozentual zu 

der Ausgangszelldichte bezieht, hier am Beispiel von Mino (Abb. 10). Während 

durch die Behandlung mit IBL-301 ab einer Konzentration von 0,125µM kein 

Wachstum mehr stattfindet, sondern die Zellen absterben, ist Proliferation im 
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Abbildung 10: Darstellung der Proliferationshemmung in Mino 

Die Schaubilder zeigen prozentual die viablen Zellen des jeweiligen Tageswertes in 

Relation zur Ausgangszelldichte. Bei Inkubation mit IBL-202 ist langsames Wachstum 

noch möglich. Dieses erliegt im Beisein von IBL-301, die Zellen sterben vielmehr.  

 

 

Beisein von IBL-202 noch bei hohen Konzentrationen möglich, obgleich sie 

langsamer wachsen als in der unbehandelten Kontrolle. Lediglich bei einer 

Konzentration von 1µM sterben die Zellen auch bei Inkubation mit IBL-202.  

Diese Beobachtung lässt sich auch für die anderen Zelllinien bestätigen (Abb. 

11). Sieht man sich die Ratio der viablen Zellen des jeweiligen Tageswertes zu 

der Ausgangszelldichte für die höchste Konzentration von jeweils 1µM der 

beiden Inhibitoren an, lassen sich erneut erhebliche Unterschiede zwischen den  



51 

Substanzen feststellen. IBL-202 ermöglicht in dieser Konzentration fast allen 

Zelllinien noch eine Proliferation, lediglich die Zellen von Mino, wie oben bereits 

dargestellt, gehen bei diesen Konzentrationen zugrunde. Dahingegen 

verhindert die Inkubation der Zellen mit IBL-301 eine Zellteilung, die Zellen 

zeigen bereits nach 24h eine Beeinträchtigung der Proliferation. In diesem Fall 

bildet Granta-519 die Ausnahme, die Zellen zeigen sich der Wirkung von 

IBL-301 weitgehend gegenüber resistent.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11: Darstellung der Proliferationshemmung in allen 6 Zelllinien für die 

Konzentration von 1µM IBL-202 bzw. IBL-301 

Die Schaubilder zeigen prozentual die viablen Zellen des jeweiligen Tageswertes in 

Relation zur Ausgangszelldichte. Bei Inkubation mit IBL-202 ist Wachstum in dieser 

Konzentration noch möglich, mit Ausnahme Mino. IBL-301 hingegen verhindert in allen 

Zelllinien außer Granta-519 eine Zellproliferation. 
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4.2 Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit IBL-202 und 

IBL-301 

Nach den ersten Ergebnissen, dass sowohl IBL-202 und IBL-301 eine Prolifera-

tionshemmung bewirken, wurde nun zur Bestimmung des antiproliferativen 

Mechanismus eine Zellzyklusanalyse angeschlossen. Um eine zeit- oder dosis-

abhängige Dysregulation zu erkennen, wurden die MCL-Zelllinien Jeko-1, 

Granta-519, Mino und Rec-1 mit jeweils 3 Konzentrationen von IBL-202 und 

IBL-301 behandelt sowie Proben nach 24, 48 und 72 Stunden entnommen und 

analysiert. Aufgrund der unterschiedlichen Sensibilität der Zelllinien gegenüber 

den Inhibitoren und damit ausreichend vitale Zellen zur Analyse zu dem jeweili-

gen Zeitpunkt vorhanden waren, wurden die Konzentrationen von IBL-202 bzw. 

IBL-301 für jede Zelllinie angepasst. Jeko-1 und Granta-519 wurden mit 

0,25µM, 0,5µM und 1µM IBL-202 sowie 0,125µM, 0,25µM und 0,5µM IBL-301 

behandelt, während Rec-1 und Mino mit 0,125µM, 0,25µM und 0,5µM IBL-202 

und 31,25nM, 62,5nM und 125nM IBL-301 inkubiert wurden.  

Es konnte in allen vier Zelllinien eine Zunahme der Zellen in der G1-Phase des 

Zellzyklus, d.h. ein G1-Arrest festgestellt werden, der sich je nach Konzentra-

tion und Auswahl des Inhibitors sowie nach Zeitpunkt der Analyse in seiner 

Größe erheblich unterschied. Der Anteil der Zellen in den anderen Zellzyklus-

phasen, S-Phase und G2-Phase, verringerte sich dementsprechend.  

Betrachtet man zunächst die Wirkung des Inhibitors IBL-202, stechen Jeko-1 

und Rec-1 als Zelllinien mit besonders hohem G1-Arrest hervor (Abb. 12 A und 

B). In Jeko-1 ist bereits nach 24h der größte Effekt nachweisbar, hier kommt es 

zu einer Zunahme von Zellen in der G1-Phase von bis zu 33,4%. Nach 48h 

bzw. 72h ist weiterhin ein G1-Arrest sichtbar, dennoch ist zu diesen Zeitpunkten 

das Ausmaß der Zellzyklusstörung wieder gemindert. Weiterhin kann man in 

Jeko-1 die eindeutige Dosisabhängigkeit des Effektes sehen, nach 24h Inkuba-

tion mit 0,25µM  befinden sich 15,4% mehr Zellen in der G1-Phase im Vergleich 

zu den 33,4%, die mit 1µM Inhibitor erreicht werden. Diese Abhängigkeit von 

der Konzentration des Inhibitors ist auch zu den späteren Zeitpunkten klar zu 
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Abbildung 12 A-D: Zellzyklus-Analyse der Zelllinien Jeko-1, Rec-1, Granta-519 und 

Mino  

Nach Inkubation mit der jeweilig angegebenen Konzentration des Inhibitors IBL-202 für 

die angegebene Dauer kommt es zu einer Zunahme von Zellen in der G1-Phase von 

unterschiedlicher Höhe 
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erkennen. Rec-1 zeigt erst nach 48h den größten Effekt, hier werden nach einer 

Inkubation mit 0,5µM 24,7% mehr Zellen in der G1-Phase detektiert. Nach 72h 

ist mit einer Zunahme der G1-Phase um 24,3% ein nahezu unveränderter 

G1-Arrest sichtbar. Die Wirkung des Inhibitors auf den Zellzyklus in Rec-1 ist 

ebenfalls stark dosisabhängig. Scheinbar keine signifikante Wirkung hat 

IBL-202 auf Granta-519 (Abb. 12 C). Hier ist zu keinem Zeitpunkt der Analyse 

und mit keiner der durchgeführten Konzentrationen der Inhibitoren eine 

Zunahme der G1-Phase über 10% zu erkennen, ebenfalls lässt sich keine klare 

dosis- oder zeitabhängige Wirkung erkennen. Der höchste Effekt ist mit einer 

Zunahme der G1-Phase um bis zu 8,7% nach 48h sichtbar. Dennoch ist ein 

spezifischer Effekt von IBL-202 auf den Zellzyklus in dieser Zelllinie nicht klar zu 

erkennen. In Mino ist zwar nur ein geringer Effekt zu sehen, dennoch zeigt sich 

hier wieder eine deutliche Dosisabhängigkeit (Abb. 12 D). Der höchste 

G1-Arrest ist bereits nach 24 Stunden Inkubation erreicht, unter der maximalen 

Konzentration von 0,5µM nimmt der Anteil der Zellen in der G1-Phase um 

12,6% zu. Zu späteren Zeitpunkten ist der Effekt weniger ausgeprägt.  

Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem Effekt des Inhibitors IBL-301 auf den 

Zellzyklus dieser vier Zelllinien (Abb. 13 A-D), erkennt man, dass die Effektivität 

im Sinne eines G1-Arrestes bei diesem Inhibitor deutlich größer ist als die von 

IBL-202. Auch nach Inkubation mit IBL-301 erscheinen Jeko-1 und Rec-1 als 

die Zelllinien, deren Zellzyklus am stärksten beeinflusst werden. In beiden 

Zelllinien zeigt sich zu allen drei analysierten Zeitpunkten die Abhängigkeit der 

Höhe der Wirkung von der verwendeten Konzentration des Inhibitors: je höher 

die Konzentration, desto deutlicher der G1-Arrest. In beiden Zelllinien ist der 

höchste Effekt nach 48h nachweisbar, in Jeko-1 nimmt der Anteil der Zellen in 

der G1-Phase um 32,6% zu, in Rec-1 um 38%. Nach 24h Inkubation ist in 

Granta-519 bereits der ausgeprägteste Effekt sichtbar, der dennoch deutlich 

niedriger ausgeprägt ist als in den zuvor beschriebenen Zelllinien. Nach Inkuba-

tion mit 0,5µM IBL-301 sind 14,5% mehr Zellen in der G1-Phase nachweisbar, 

zu den Folgezeitpunkten nimmt der Prozentsatz wieder ab und liegt unterhalb 

der 10% Marke. Für Mino lässt sich eine maximale Zunahme der G1-Phase 

nach 24 Stunden Inkubation mit 0,5µM feststellen. Obwohl Mino in den vorigen 
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Versuchen als sehr empfindlich gegenüber beiden Inhibitoren war, zeigt sich 

hier ein nur sehr geringer G1-Arrest. Dies könnte daran liegen, dass zum Zeit-

punkt der ersten Messung nach 24h bereits viele Zellen in Apoptose gegangen 

sind und anhand der wenigen Lebenden keine hohen Zellzyklusveränderungen 

messbar waren.  
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Abbildung 13 A-D: Zellzyklus-Analyse der Zelllinien Jeko-1, Rec-1, Granta-519 und 

Mino  

Nach Inkubation mit der jeweilig angegebenen Konzentration des Inhibitors IBL-301 für 

die angegebene Dauer kommt es zu einer Zunahme von Zellen in der G1-Phase von 

unterschiedlicher Höhe 
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4.3 Spezifische Apoptoseanalyse nach Behandlung mit 

IBL-202 und IBL-301 

Um zu überprüfen, ob IBL-202 und IBL-301 neben einer Proliferationshemmung  

auch Zelltod induzieren, wurden wie bei der Zellzyklusanalyse die Zelllinien 

Jeko-1, Granta-519, Mino und Rec-1 mit verschiedenen Konzentrationen der In-

hibitoren behandelt, von denen nach 24, 48 und 72 Stunden Proben entnom-

men und ausgewertet wurden. Da nach ersten Experimenten mit Jeko-1 und 

Granta-519 erkennbar war, dass der Zelltod im Zeitverlauf zunimmt, wurden 

Rec-1 und Mino nur noch nach 48 und 72 Stunden analysiert. Auch hier waren 

die gewählten Konzentrationen den Zelllinien und Inhibitoren angepasst, es 

wurden die gleichen Konzentrationen verwendet wie in der Zellzyklusanalyse. 

Wurde IBL-202 in Jeko-1 und Granta-519 in den Konzentrationen 0,25µM, 

0,5µM und 1µM verwendet, in Mino und Rec-1 mit 0,125µM, 0,25µM und 

0,5µM. Dagegen wurden Jeko-1 und Granta-519 mit 0,125µM, 0,25µM und 

0,5µM sowie Mino und Rec-1 mit 31,25nM, 62,5nM und 125nM IBL-301 behan-

delt. Wie bereits erwähnt, wurde zur Auswertung die spezifische Apoptose nach 

Debatin et al. [219] berechnet.  

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich eine deutliche dosis- und zeit-

abhängige Apoptose-Induktion sowohl für IBL-202 als auch für IBL-301 (Abb. 

14 A-D) beobachten lässt, wobei die Wirkung in allen Zelllinien bei letzterem 

Inhibitor wesentlich höher ist. Weiterhin zeigen sich deutliche Unterschiede in 

der Empfindlichkeit zwischen den Zelllinien.  

Mit dem Inhibitor IBL-202 lässt sich eine maximale spezifische Apoptose von 

19% in Mino nach 72-stündiger Inkubation mit einer Konzentration von 0,5µM 

erreichen. Die 10% Marke wird weiterhin lediglich in Jeko-1 nach 72-stündiger 

Inkubation mit 1µM übertroffen, der Wert liegt hier bei 13%. In allen anderen 

Zelllinien bzw. zu anderen Zeitpunkten oder in geringeren Konzentrationen ist 

nur eine sehr schwache Apoptose-Induktion erkennbar, die Werte liegen alle-

samt unter 10%, eine geringe dosis- und zeitabhängige Wirkung lässt sich 

jedoch in den einzelnen Zelllinien erkennen.  
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Die Empfindlichkeit gegenüber IBL-301 ist deutlich höher, je nach Zelllinie je-

doch sehr unterschiedlich. Berücksichtigt man die unterschiedlichen Konzentra-

tionen, ist wohl Mino die empfindlichste Zelllinie. In Mino erreicht man eine spe-

zifische Apoptose-Rate von nahezu 38% nach Inkubation mit 0,125µM IBL-301 

für 72 Stunden. In der nächstempfindlichsten Zelllinie Jeko-1 erreicht man mit 

dieser Konzentration keinen Effekt, nach Inkubation mit 0,25µM lässt sich 

dagegen eine spezifische Apoptoserate von 11,8% nachweisen, mit 0,5µM 

sogar von 56,7%. Die doppelte Dosis erzielt somit fast eine 5-fache Steigerung 

der Apoptose. In diesen beiden Zelllinien ist weiterhin die zeitabhängige 

Apoptose-Induktion ersichtlich. Nach 24h sieht man nur einen geringen Effekt, 

der zu jedem späterem Zeitpunkt ansteigt. Granta-519 scheint nahezu resistent 

gegenüber der Wirkung von IBL-301 zu sein, hier kann allein nach 48h ein 

gewisser Effekt beobachtet werden, mit 0,5µM wird eine spezifische Apoptose-

rate von 13,5% erreicht. Dennoch scheint keiner der beiden Inhibitoren in den 

hier angewandten Dosierungen einen wesentlichen Effekt auf diese Zelllinie zu 

haben. Ähnliches scheint für Rec-1 zu gelten, jedoch haben wir hier mit den 

gleichen geringen Konzentrationen wie für Mino gearbeitet, die höchste 

Konzentration von IBL-301 lag bei 0,125µM. Nach 72-stündiger Inkubation zeigt 

sich bereits eine geringe dosisabhängige Apoptose-Induktion mit bis zu 12,5%, 

eine Steigerung des Effektes durch höhere Konzentrationen des Inhibitors 

scheint wahrscheinlich.  
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Abbildung 14 A-D: Die spezifischen Apoptoseraten nach Zelllinie  

Untersucht wurden die spezifischen Apoptoseraten jeweils 24h, 48h und 72h nach 

Inkubation mit unterschiedlichen Inhibitorkonzentrationen.  
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4.4 Proteinanalyse nach Behandlung mit IBL-202 und 

IBL-301 

Um nähere Einblicke der Wirkung der beiden Inhibitoren IBL-202 und IBL-301 

auf die Proteinexpression zu erhalten, wurde eine Proteinanalyse der Zelllinien 

Jeko-1, Granta-519, Mino und Rec-1 im Zeitverlauf durchgeführt. Hierzu wurden 

Proben von unbehandelten Zellen sowie von Zellen, die entweder mit 0,5µM 

IBL-202 oder 0,25µM IBL-301 behandelt wurden, nach 1, 4, 8 und 24 Stunden 

entnommen und daraus Protein gewonnen. Die Abbildungen 15 und 16 zeigen 

die Ergebnisse der Western-Blot Analysen.  

Zunächst ist auf eine eingeschränkte Beurteilbarkeit der 24-Stunden Werte von 

Mino nach Behandlung hinzudeuten. Die sehr empfindliche Zelllinie Mino wurde 

durch die Inkubation mit den Inhibitoren so stark beeinflusst, dass selbst 

konstitutiv  exprimierte Proteine wie GAPDH in ihrer Expression beeinträchtigt 

wurden und somit Veränderungen in den untersuchten Proteinen nur bedingt 

auf tatsächlich selektiv geringere Proteinexpressionen zurückzuführen sind. 

Vielmehr scheint nach 24 Stunden Behandlung mit IBL-301 in dieser Konzen-

tration die Apoptoserate so hoch zu sein, dass überhaupt kein Protein mehr 

nachweisbar ist und mit IBL-202 zumindest die Proteinexpression im Ganzen 

stark eingeschränkt ist.  

Akt ist ein Schlüsselenzym des PI3K/Akt/mTor-Signalweg (Abb. 6) und dadurch 

sensibel für eine PI3K- bzw. mTor-Inhibition. Unphosphoryliertes Akt bleibt in 

seiner Expression nahezu konstant, unabhängig der Zeit oder Behandlung mit 

einem der beiden Inhibitoren. Phosphoryliertes Akt, sowohl an Ser473 und 

Thr308 zeigt jedoch eine starke Verringerung der Expression, besonders deut-

lich ist dies in Granta-519 zu sehen. Zunächst zeigt sich eine nahezu 

vollständige Abnahme der Phosphorylierung von Akt, welche sich im Laufe der 

Zeit bis 24 Stunden wieder langsam erholt. Dass phAkt Ser473 in Jeko-1 auch 

in den unbehandelten Kontrollen zurückgeht, ist wohl auf den Stress durch den 

Versuchsansatz zurückzuführen. In Mino und Rec-1 scheint phAkt Thr308 so-

gar eher hochreguliert zu werden. Eine Erklärung hierfür könnte darin liegen, 
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dass die Expression sehr gering ist, dadurch muss man den sekundären 

Antikörper mehrere Tage inkubieren lassen um das Protein nachzuweisen. Dies 

ermöglicht allerdings auch die unspezifische Bindung an andere Substrate. 

 

 

Abbildung 15: Western Blot Analysen mit den Zelllinien Jeko-1 und Granta-519 

Jeweils von der Kontrolle als auch von den mit 0,5µM IBL-202 bzw. 0,25µM IBL-301 

behandelten Zellen wurden jeweils nach 1h, 4h, 8h und 24h Proteine gewonnen  und 

die Expression von spezifischen Proteinen mittels Antikörper detektiert.  
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Abbildung 16: Western Blot Analysen mit den Zelllinien Mino und Rec-1 

Jeweils von der Kontrolle als auch von den mit 0,5µM IBL-202 bzw. 0,25µM IBL-301 

behandelten Zellen wurden jeweils nach 1h, 4h, 8h und 24h Proteine gewonnen  und 

die Expression von spezifischen Proteinen mittels Antikörper detektiert.  

 

GSK-3β ist ein wichtiges Substrat von Akt und wird von dieser an Ser9 phos-

phoryliert [180]. Wie bei Akt, zeigt das unphosphorylierte Protein keine Beein-

trächtigung der Expression, in Jeko-1 und Granta-519 wird die Phosphory-

lierung aber deutlich beeinflusst. Nach einer Stunde Inkubation mit IBL-202 
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bzw. IBL-301 zeigt sich ein deutlicher Rückgang des phGSK-3β, in Jeko-1 geht 

diese praktisch komplett zurück und bleibt auch dauerhaft auf einem niedrigen 

Niveau. Auch bei der Behandlung von Rec-1 mit IBL-301 kommt es zu einer 

leichten Abnahme des phGSK-3β. Da GSK-3β ein Substrat der Akt ist, passen 

diese Resultate gut zu den oben diskutierten Ergebnissen der Akt-Phosphory-

lierung. In Granta-519 lässt sich, wie bereits bei Akt beobachtet, nach anfäng-

licher Herunterregulation des phGSK-3β im weiteren Verlauf eine erneute 

Zunahme der phosphorylierten Form erkennen. Diese Erholung der physiolo-

gischen Zellfunktionen ist durchaus als Ursache für die geringe Proliferations-

hemmung und Apoptoseinduktion zu erwägen.  

Wie in der Einleitung bereits erwähnt ist 4E-BP1 ein wichtiges Substrat von den 

PIM-Kinasen als auch von mTor. Unphosphoryliert bindet und inaktiviert es den 

Translationsinitiationsfaktor elF4E, durch Phosphorylierung  geht diese Bindung 

verloren [221]. Wird elF4E selber phosphoryliert, erhöht sich dessen Aktivität 

[222]. Granta-519 und Jeko-1 zeigen beide keine Veränderungen der Protein-

level von 4E-BP1 oder der an Threonin 37/46 phosphorylierten Form. Zugabe 

von IBL-202 bzw. IBL-301 bewirkt jedoch bereits nach einer Stunde einen 

merklichen Rückgang des an Serin 65 phosphorylierten 4E-BP1, mit einem 

deutlich stärkeren Effekt durch IBL-301. Während die Phosphorylierung in 

Jeko-1 auch im weiteren Verlauf der Zeit nicht wesentlich zunimmt, scheint sie 

sich in Granta-519 den Proteinmengen der unbehandelten Kontrollen anzu-

nähern. Rec-1 zeigt schon in der basalen Expression von 4E-BP1 nur geringe 

Proteinlevel, sodass Veränderungen der Phosphorylierungsmuster nicht zu 

erkennen sind. Ebenso lassen sich auch in Mino keine klaren Tendenzen 

feststellen. Mit der Behandlung von IBL-301 kommt es zwar zu einer prominen-

ten Bande, dies betrifft jedoch sowohl die unphosphorylierte als auch die an 

Threonin 37/46 phosphorylierte Form. Die Inhibitoren führen zwar zu einer Zu-

nahme des unphosphorylierten 4E-BP1, eventuell findet aber über andere 

Signalwege dann kompensatorisch eine Zunahme der Phosphorylierung statt. 

Über die Expressionsmuster von ph-elF4E sind keine sicheren Aussagen 

möglich. In allen Zelllinien ist eine Abnahme nach 1 Stunde in der Kontrolle zu 

beobachten, dies lässt darauf schließen, dass dieses Protein bei Stress der Zel-
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len, in diesem Falle durch den Versuchsansatz, weniger exprimiert wird. Abge-

sehen von technisch bedingter Abweichung scheint es hier aber zu keinen Ver-

änderungen zu kommen.  

PARP (Poly (ADP-Ribose) Polymerase) wie auch Caspase 3 und 9 sind 

wichtige Apoptosemarker. Caspase 3 [223] und Caspase 9 [224] sind beide 

wichtige Mediatoren der Apoptose, PARP ist an der DNA-Reparatur beteiligt 

[225] und kann sowohl von der Caspase 3 [226] als auch von Caspase 9 [224]  

gespalten werden. Das Spaltprodukt wiederum ist ein früher Apoptosemarker 

[227]. Neben ihren Proenzymen werden auch die gespaltenen Proteine detek-

tiert, die bei Apoptose vorliegen und damit die eigentlichen Apoptosemarker 

darstellen. Die Apoptoserate ist umso höher, je mehr gespaltene Enzyme vor-

handen sind. In allen vier Zelllinien lässt sich eine starke zeitabhängige Zunah-

me der gespaltenen PARP durch die Behandlung mit IBL-202 und IBL-301 

erkennen. Deutlicher ausgeprägt ist dieser Effekt mit dem Inhibitor IBL-301, was 

gut mit den oben dargelegten Ergebnissen der spezifischen Apoptoseanalyse 

übereinstimmt. Ebenso ist gespaltene Caspase 9 nach Behandlung mit IBL-301 

verstärkt nachweisbar. Gespaltene Caspase 3 ist hingegen in keiner Zelllinie 

vorhanden. Mino zeigt die größte Zunahme des gespaltenen PARP, dies be-

stätigt die Annahme, dass fehlendes Protein nach 24 Stunden Behandlung auf 

eine hohe Apoptoserate zurückzuführen ist.  

Bcl-2 ist ein anti-apoptotisches Protein, dass die Bax-induzierte mitochondriale 

Freilassung von Cytochrom C verhindert [228]. Dieses Protein zeigt keinerlei 

Veränderungen seiner Expression, weder im Zeitverlauf noch durch Behand-

lung mit einem der beiden Inhibitoren.  
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4.5  WST-1 Kombinationsassays 

Wie bereits erwähnt, ist IBL-202 eine Kombination aus einem PIM- und PI3K-

Inhibitor, während IBL-301 noch eine zusätzliche mTor-Inhibition beinhaltet. Um 

diese Wirkmechanismen zu bestätigen, wurden beide Substanzen mit den 

jeweiligen spezifischen Inhibitoren dieser Zielsubstrate in Kombination getestet. 

Mit diesem Versuchsaufbau wollten wir darüber hinaus feststellen, ob neben 

einer additiven Wirkung bei einer Kombination von verschiedenen Inhibitoren 

auch gegebenenfalls eine synergistische Wirkung zustande kommt und bei wel-

chen Inhibitoren dies der Fall wäre. Weiterhin versuchten wir, mit den Single-

Inhibitoren eine in ihrer Effektivität möglichst gleichwertige duale bzw. dreifache 

Kombination herzustellen. Wir wählten hierfür Idelalisib und Copanlisib als 

Single-PI3K-Inhibitoren, sowie Temsirolimus als mTor-Inhibitor und AZD1208 

als Pan-PIM-Inhibitor aus. Idelalisib und Copanlisib unterscheiden sich darin, 

dass Idelalisib selektiv die δ-Untereinheit der PI3-Kinase hemmt, bei Copanlisib 

wird zusätzlich noch die α-Untereinheit der Kinase gehemmt. Zunächst wurden 

WST-1 Zellproliferationsassays mit IBL-202 und IBL-301 in Kombination mit 

jeweils einem weiteren der oben genannten Single-Inhibitoren durchgeführt, 

schließlich testeten wir verschiedene Kombinationen der Single-Inhibitoren  

aus. Die Ergebnisse wurden mithilfe des Fraction of Product nach Webb in 

Relation zu der Wirkung der einfachen Anwendung von IBL-202 bzw. IBL-301 

gesetzt, um eine mögliche additive, synergistische oder sogar antagonistische 

Wirkung der Inhibitoren in Kombination herauszufinden. Auch hier wurde der 

WST-1 Zellproliferationsassay in drei unabhängigen Experimenten und mit 

jeweils 3 Konzentrationen jedes Inhibitors durchgeführt. Diese Versuche wurde 

mit den Zelllinien Jeko-1, Granta-519, Mino und Rec-1 ausgeführt.  

Die detaillierten Ergebnisse für die jeweilige Zelllinie und der einzelnen Kombi-

nation der verschiedenen Inhibitoren in den unterschiedlichen Konzentrationen 

sind in den Tabellen 1-4 farblich kodiert dargestellt. Zu erwarten wäre keine 

nennenswerte Zusatzwirkung in der Kombination von IBL-202 oder IBL-301 mit 

Copanlisib, Idelalisib oder bei IBL-301 auch mit Temsirolimus, da der Wirkungs-

mechanismus der Einzelsubstanzen theoretisch bereits in der IBL-Substanz 
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enthalten ist. Sollte die Kombination mit AZD einen Zusatznutzen zeigen, so 

würde dies daraufhin deuten, dass in den IBL-Substanzen keine Pan-PIM-

Kinasen Hemmung vorliegt und durch die nun vorhandene Pan-PIM Hemmung 

eine Effektsteigerung erfolgt. Da IBL-202 keine mTor-Inhibition beinhaltet, ist 

bei dieser Kombination zumindest eine additive Wirkung anzunehmen. Die 

Kombination der Single-Substanzen lässt dies ebenfalls erwarten.                          

 Konzentration 
(in µM) 

Fp   Konzentration 
(in µM) 

 Fp 

IBL-202+Cop 0.25 + 0.075  -0.03  IBL-301+Cop 0.125 + 0.075 -0.16 

0.5 + 0.15 -0.11  0.25 + 0.15 -0.11 

1 + 0.3 -0.06  0.5 + 0.3 -0.03 

IBL-202+Ide 0.25 + 1.25 0.09  IBL-301+Ide 0.125 + 1.25 -0.12 

0.5 + 2.5 0.02  0.25 + 2.5 0.02 

1 + 5 0.04  0.5 + 5  -0.01 

IBL-202+Tem 0.25 + 0.0025  -0.01  IBL-301+Tem 0.125 + 0.0025 -0.02 

0.5 + 0.005  0.07  0.25 + 0.005  -0.09 

1 + 0.01 0.09  0.5 + 0.01 0.01 

IBL-202+AZD 0.25 + 1.25 0.09  IBL-301+AZD 0.125 + 1.25 0.23 

0.5 + 2.5 0.21  0.25 + 2.5  0.13 

1 + 5 0.11  0.5 + 5  -0.02 
   

AZD+Cop 1.25 + 0.075  0.06  Tem+Ide+AZD 0.0025 + 1.25 + 1.25 0.55 

2.5 + 0.15 0.10  0.005 + 2.5 + 2.5 0.47 

5 + 0.3 0.09  0.01 + 5 + 5 0.47 

AZD+Ide 1.25 + 1.25 -0.02  Tem+Cop+AZD 0.0025 + 0.075 + 1.25 0.48 

2.5 + 2.5 0.35  0.005 + 0.15 + 2.5 0.37 

5 + 5 0.45  0.01 + 0.3 + 5 0.18 

AZD+Tem 1.25 + 0.0025 -0.30     

2.5 + 0.005 0.01     

5 + 0.01 0.39     

 

Tabelle 1: Fraction of Product nach Webb für Jeko-1  
 

Tabellarische Darstellung der berechneten Fraction of Product (Fp) für Jeko-1 mit den 

jeweils aufgeführten Substanzen und ihren verschiedenen Kombinationen.          

Tabelle 1-4: Zahlenwerte ≥ 0,1 bedeuten eine synergistische Wirkung (in grün 

dargestellt), Werte < -0,1 eine antagonistische Wirkung der beiden Inhibitoren (in rot). 

Werte dazwischen wurden als rein additive Wirkung bewertet (in blau). (Ide= Idelalisib, 

Cop= Copanlisib, Tem= Temsirolimus) 
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 Konzentration 
(in µM) 

Fp   Konzentration 
(in µM) 

 Fp 

IBL-202+Cop 0.25 + 0.075  -0.01  IBL-301+Cop 0.125 + 0.075 -0.11 

0.5 + 0.15 -0.10  0.25 + 0.15 -0.18 

1 + 0.3 -0.01  0.5 + 0.3 -0.06 

IBL-202+Ide 0.25 + 1.25 -0.17  IBL-301+Ide 0.125 + 1.25 -0.11 

0.5 + 2.5 -0.11  0.25 + 2.5 -0.13 

1 + 5 -0.03  0.5 + 5  -0.07 

IBL-202+Tem 0.25 + 0.0025  -0.04  IBL-301+Tem 0.125 + 0.0025 -0.09 

0.5 + 0.005  -0.06  0.25 + 0.005  -0.12 

1 + 0.01 0.02  0.5 + 0.01 -0.02 

IBL-202+AZD 0.25 + 1.25 -0.05  IBL-301+AZD 0.125 + 1.25 0.03 

0.5 + 2.5 -0.30  0.25 + 2.5  0.10 

1 + 5 0.16  0.5 + 5  0.05 
   

AZD+Cop 1.25 + 0.075  0.05  Tem+Ide+AZD 0.0025 + 1.25 + 1.25 -0.22 

2.5 + 0.15 -0.03  0.005 + 2.5 + 2.5 -0.16 

5 + 0.3 -0.06  0.01 + 5 + 5 -0.09 

AZD+Ide 1.25 + 1.25 0.00  Tem+Cop+AZD 0.0025 + 0.075 + 1.25 0.13 

2.5 + 2.5 -0.06  0.005 + 0.15 + 2.5 0.30 

5 + 5 -0.17  0.01 + 0.3 + 5 0.14 

AZD+Tem 1.25 + 0.0025 0.37     

2.5 + 0.005 0.27     

5 + 0.01 -0.02     

 
Tabelle 2: Fraction of Product nach Webb für Granta-519   

 

In unseren Versuchen fallen die Ergebnisse zwischen den Zelllinien unter-

schiedlich aus, die verschiedenen Zusammensetzungen müssen einzeln 

betrachtet werden. Konzentriert man sich auf die synergistischen Wirkungen, so 

sind diese in den Kombinationen von IBL-202 bzw. IBL-301 und AZD zu 

beobachten, welches den Schluss erlaubt, dass AZD eine umfassendere PIM-

Hemmung zulässt als die IBL-Substanzen alleine. Dennoch findet sich dieser 

Effekt bei jeweils unterschiedlichen Konzentrationen in unterschiedlichem Aus-

maß sowie fehlt dieser komplett bei Mino nach Inkubation mit IBL-301+AZD. 

Synergismus findet sich auch in den verschiedenen Kombinationen der Single-

Inhibitoren. In Jeko-1 zeigt sich z.B. in den Dreifachkombinationen von Temsiro-

limus, AZD und Idelalisib bzw. Copanlisib in allen Konzentrationen ein syner-



69 

gistisches Wirkungsprofil. Dies ließ sich in den anderen Zelllinien jedoch nicht 

durchgehend bestätigen, in Granta-519 war dies nur in der Kombination mit 

Copanlisib der Fall. In Mino ist ein Synergismus nur in der jeweilig höchsten 

Konzentration sichtbar. Die duale Kombination von AZD und Copanlisib zeigt 

lediglich eine additive Wirkung, dies bestätigt sich in allen untersuchten Zell-

linien. Ein Wert in Rec-1 der knapp über der Grenze zum Synergismus liegt, ist 

wohl a.e. als unspezifische Wirkung einzuordnen. Auch in der Kombination von 

AZD und Idelalisib bzw. Temsirolimus zeigt sich in den Zelllinien Jeko-1 und 

Mino jeweils ein Synergismus in den höheren Konzentrationen. In Rec-1 ist 

diese Wirkung zur in der Kombination von AZD mit Idelalisib zu sehen, in 

Granta-519 nur bei AZD mit Temsirolimus. Erwartungsgemäß bringt eine 

Kombination von IBL-202 oder IBL-301 mit Idelalisib oder Copanlisib in allen 
 

 Konzentration 
(in µM) 

Fp   Konzentration 
(in µM) 

 Fp 

IBL-202+Cop 0.125 + 0.15  -0.07  IBL-301+Cop 0.03125 + 0.15 -0.19 

0.25 + 0.3 -0.10  0.0625 + 0.3 -0.17 

0.5 + 0.6 -0.10  0.125 + 0.6 -0.17 

IBL-202+Ide 0.125 + 1.25 -0.04  IBL-301+Ide 0.03125 + 1.25 -0.15 

0.25 + 2.5 -0.09  0.0625 + 2.5 -0.05 

0.5 + 5 -0.05  0.125 + 5  -0.01 

IBL-202+Tem 0.125 + 0.0025  -0.03  IBL-301+Tem 0.03125 + 0.0025 0.03 

0.25 + 0.005  0.04  0.0625 + 0.005  0.05 

0.5 + 0.01 0.02  0.125 + 0.01 0.09 

IBL-202+AZD 0.125 + 1.25 0.11  IBL-301+AZD 0.03125 + 1.25 -0.02 

0.25 + 2.5 0.09  0.0625 + 2.5  -0.04 

0.5 + 5 0.05  0.125 + 5  -0.04 
   

AZD+Cop 1.25 + 0.15  0.04  Tem+Ide+AZD 0.0025 + 1.25 + 1.25 -0.33 

2.5 + 0.3 -0.03  0.005 + 2.5 + 2.5 -0.09 

5 + 0.6 -0.01  0.01 + 5 + 5 0.21 

AZD+Ide 1.25 + 1.25 -0.03  Tem+Cop+AZD 0.0025 + 0.15 + 1.25 -0.12 

2.5 + 2.5 0.03  0.005 + 0.3 + 2.5 0.04 

5 + 5 0.10  0.01 + 0.6 + 5 0.11 

AZD+Tem 1.25 + 0.0025 -0.07     

2.5 + 0.005 0.07     

5 + 0.01 0.22     

 
Tabelle 3: Fraction of Product nach Webb für Mino  
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vier Zelllinien keine relevante zusätzliche Veränderung. Die Werte schwanken 

zwischen einem additiven oder sogar antagonistischen Effekt und zeigen dabei 

eine Korrelation zur Konzentration - geringere Konzentrationen bringen einen 

antagonistischen Effekt hervor, höhere einen additiven. Auch die Kombination 

von IBL-202 mit Temsirolimus zeigt nur eine additive Wirkung. Diese Ergeb-

nisse lassen sich in allen vier Zelllinien bestätigen. Kombiniert man IBL-301 mit 

Temsirolimus, so ist kein zusätzlicher Effekt zu erwarten welches sich in 

unserem Versuch bestätigt. 

 

 Konzentration 
(in µM) 

Fp   Konzentration 
(in µM) 

 Fp 

IBL-202+Cop 0.125 + 0.15  -0.06  IBL-301+Cop 0.03125 + 0.15 -0.15 

0.25 + 0.3 -0.11  0.0625 + 0.3 -0.10 

0.5 + 0.6 -0.07  0.125 + 0.6 -0.05 

IBL-202+Ide 0.125 + 1.25 -0.03  IBL-301+Ide 0.03125 + 1.25 -0.22 

0.25 + 2.5 -0.05  0.0625 + 2.5 -0.16 

0.5 + 5 -0.06  0.125 + 5  -0.01 

IBL-202+Tem 0.125 + 0.0025  0.11  IBL-301+Tem 0.03125 + 0.0025 0.06 

0.25 + 0.005  -0.02  0.0625 + 0.005  0.03 

0.5 + 0.01 -0.05  0.125 + 0.01 -0.05 

IBL-202+AZD 0.125 + 1.25 0.22  IBL-301+AZD 0.03125 + 1.25 0.10 

0.25 + 2.5 0.16  0.0625 + 2.5  0.07 

0.5 + 5 0.05  0.125 + 5  0.03 
   

AZD+Cop 1.25 + 0.15  0.12  Tem+Ide+AZD 0.0025 + 1.25 + 1.25 0.28 

2.5 + 0.3 0.05  0.005 + 2.5 + 2.5 0.03 

5 + 0.6 0.05  0.01 + 5 + 5 -0.08 

AZD+Ide 1.25 + 1.25 0.11  Tem+Cop+AZD 0.0025 + 0.15 + 1.25 0.03 

2.5 + 2.5 0.00  0.005 + 0.3 + 2.5 -0.04 

5 + 5 0.15  0.01 + 0.6 + 5 -0.08 

AZD+Tem 1.25 + 0.0025 0.07     

2.5 + 0.005 -0.08     

5 + 0.01 0.03     
 

 
Tabelle 4: Fraction of Product nach Webb für Rec-1 
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4.6  Zell-Viabilitäts Essay mit primären Zellen  

Um den Effekt der verschiedenen Inhibitoren auf primäre Zellen zu überprüfen, 

wurden die Zellen zweier Patienten mit nachgewiesener Mantelzelllymphom-

Erkrankung mit jeweils IBL-202 (62,5µM), IBL-301 (31,25µM), Idelalisib 

(1,25µM), AZD (2,5µM) und Temsirolimus (0,005µM) sowie mit Kombinationen 

dieser Inhibitoren inkubiert. Da die bisherigen Ergebnisse anhand MCL-

Zelllinien erzielt wurden, erfolgte zur besseren Vergleichbarkeit die parallele 

Durchführung des Experimentes mit Zellen der Zelllinien Mino und Jeko-1. 

Nach 48-stündiger Inkubation mit den jeweils angegebenen Inhibitoren erfolgte 

die Auswertung mit Hilfe des Zell-Viabilitäts Essays Cell-Titer-Glo®, der das 

vorhandene ATP in den Proben misst.  

Die Abbildungen 17 A-D zeigen die Ergebnisse dieses Versuches. Wenn auch 

die Ausprägungen der Wirkungen zwischen den beiden Patientenproben sehr 

unterschiedlich sind, stimmen sie in ihrer Tendenz überein. So werden die pri-

mären Zellen durch Inkubation mit IBL-301 jeweils stärker in ihrem Wachstum 

gehemmt als durch Idelalisib, Temsirolimus oder AZD alleine, IBL-202 zeigt 

dagegen sogar eine schwächere Wirkung als Idelalisib alleine. Eine Kombina-

tion von einer IBL-Substanz mit einer der anderen Single-Inhibitoren bringt nur 

in Ausnahmefällen eine relevante Effektverstärkung. Am deutlichsten ist diese 

wohl in der Kombination von IBL-202 mit Idelalisib ausgeprägt, hier kann bei 

gleichzeitiger Gabe von IBL-202 und Idelalisib eine um etwa 30% stärkere 

Wachstumshemmung festgestellt werden. Weiterhin verglichen wir die Wirkung 

von IBL-202, welches eine PIM- sowie eine PI3K-Inhibition beinhaltet, mit der 

Kombination von AZD und Idelalisib, einem Single-PIM- und PI3K-Inhibitor, 

welches somit jeweils eine Zusammensetzung gleichartiger Wirkstoffe darstellt. 

Dasselbe Prinzip verwendeten wir für IBL-301 unter Zunahme von Temsiroli-

mus. Hier zeigt sich bei beiden Patientenproben, dass IBL-202 einen gering-

fügig schwächeren Effekt hat als AZD+Idelalisib, während IBL-301 stärker als 

Temsirolimus+AZD+Idelalisib wirkt.  

Vergleicht man die Wirkung der Inhibitoren auf die Patientenzellen mit denen 

auf die Zelllinien Jeko-1 und Mino, so zeigt sich in Mino ebenfalls die Tendenz, 
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A Zell-Viabilitäts Essay Cell-Titer-Glo® primärer Zellen einer 78-jährigen Patientin K.M. 

mit Mantelzelllymphom.  

B Zell-Viabilitäts Essay Cell-Titer-Glo® primärer Zellen eines 61-jährigen Patienten    

M.P. mit Mantelzelllymphom 

Abbildung 17 A-D: Zell-Viabilitäts Essay Cell-Titer-Glo® primärer Zellen sowie der 

Zelllinien Jeko-1 und Mino 

Die Ergebnisse sind in Relation zur unbehandelten Kontrolle in Prozent dargestellt, 

durch Inkubation mit den dargestellten Inhibitoren verringert sich die Menge von ATP in 

dargestellter Weise  
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dass die IBL-Substanzen einen stärkeren Einfluss auf das Zellwachstum haben 

als die übrigen Single-Inhibitoren. Dies steht im Einklang mit den von uns be-

reits erhobenen Ergebnissen der Zellzahl im Rahmen der dosis- und zeitab-

hängigen Proliferationshemmung, in welcher Mino als sehr empfindliche Zell-

linie gegenüber den IBL-Substanzen auffiel. Temsirolimus bildet hier jedoch die 

Ausnahme, gegenüber IBL-202 zeigt Temsirolimus eine leicht stärkere Prolife-

rationshemmung. Nach Exposition von Jeko-1 gegenüber den verschiedenen 

Inhibitoren zeigt Idelalisib im Vergleich zu IBL-202 und IBL-301 eine schwä-

chere Wirkung, AZD ist dagegen ein potenterer Inhibitor. Temsirolimus als 

Einzelsubstanz hingegen ist effektiver im Vergleich zu IBL-202, jedoch weniger 

als IBL-301.  

Eine wesentliche Effektverstärkung durch Kombination eines IBL-Inhibitors mit 

einem weiteren Single-Inhibitor erhielten wir v.a. in der Kombination mit AZD 

und Temsirolimus. Fügten wir hingegen Idelalisib zu der Inkubation von Mino 

oder Jeko-1 hinzu, konnte keine relevante Wirkverstärkung verzeichnet werden. 

Verglichen wir die Wirkung von IBL-202 mit der eigenen Kombination eines 

Pan-PIM-Inhibitors und PI3K-Inhibitors mittels AZD+Idelalisib so konnte hier wie 

auch bei den primären Zellen jeweils die Kombination der Single-Substanzen 

den höheren Effekt verbuchen. Dies zeigt sich jedoch im Unterschied zu den 

primären Zellen auch nach Hinzunahme von Temsirolimus im Vergleich zu 

IBL-301. Die Ursache für dieses teilweise unterschiedliche Ansprechen zwi-

schen den primären Zelle und den untersuchten Zelllinien ist nicht eindeutig zu 

differenzieren. Letztlich erfolgten diese Versuche mit den zuvor in den multiplen 

Vor-Versuchen etablierten, wirkungsvollen Konzentrationen der Inhibitoren. Es 

ist durchaus denkbar, dass die primären Zellen auf die verschiedenen Substan-

zen mit anderen Empfindlichkeiten reagieren. Hier wäre die Untersuchung einer 

dosis- und zeitabhängigen Proliferationshemmung mit den verschiedenen Inhi-

bitoren hilfreich. Die generelle Aussage einer stärkeren Proliferationshemmung 

und Apoptoseinduktion durch IBL-301 als IBL-202, welche wir in den in-vitro-

Versuchen zuvor nachgewiesen hatten, zeigt sich so auch in den primären 

Zellen.  
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C  Zell-Viabilitäts Essay Cell-Titer-Glo® der Zelllinie Jeko-1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D  Zell-Viabilitäts Essay Cell-Titer-Glo® der Zelllinie Mino  

Fortsetzung der Abbildung 15  
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5. Diskussion 

In den letzten Jahren sind in dem Fachgebiet der Onkologie Dutzende neue 

Medikamente auf den Markt gekommen, hierbei handelt es sich jedoch selten 

mehr um klassische zytostatische Chemotherapien. Sondern vielmehr ziel-

gerichtete Substanzen und Antikörper, die sich spezifisch gegen krankhaft 

veränderte Strukturen der Tumorzellen richten, während gesundes Gewebe 

weitgehend geschont bleibt, werden entwickelt und erfolgreich bei verschieden-

sten Tumorentitäten angewendet. So konnten mit Einführung von Trastuzumab, 

einem monoklonalem Antikörper gegen den Wachstumsfaktor-Rezeptor 

Her2/neu, erhebliche Verbesserungen der Überlebensrate bei Patienten mit 

Her2/neu positivem Mammakarzinom erreicht werden [229]. In der Regel sind 

Therapien mit zielgerichteten Substanzen besser verträglich für den Patienten 

und eignen sich daher auch für eine Dauertherapie.  

Im Laufe der Jahre konnten auch die Erkenntnisse um die Pathogenese und die 

molekularen Eigenschaften des Mantelzelllymphoms stetig erweitert werden  

[40], was die Möglichkeiten neuer spezifischer Therapien eröffnet. Wie in der 

Einleitung bereits erwähnt, konnte in Mantelzelllymphomen z.B. eine Dysre-

gulation des PI3K/Akt/mTor-Signalweges [42] entdeckt werden, darüber hinaus 

zeigen sich erhöhte Proteinlevel der PIM-Kinasen [135]. Somit eignen sich Inhi-

bitoren dieser Moleküle gut für eine zielgerichtete Therapie des Mantelzell-

lymphoms. In dieser Arbeit untersuchten wir zwei neuartige Inhibitoren auf ihre 

in vitro Wirksamkeit in ausgesuchten Mantelzelllymphomzelllinien. Diese Inhibi-

toren bestehen aus einer Kombination von einem PIM-Inhibitor mit einem PI3K-

Inhibitor bzw. zusätzlich noch einem mTor-Hemmer. Dass dies ein vielver-

sprechender Ansatz zur Tumortherapie bietet, zeigen bereits zahlreiche Veröf-

fentlichungen die ähnliche Substanzen an Mantelzelllymphomzelllinien und an-

deren Tumorentitäten untersuchten. 

In dieser Arbeit konnte eine dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung 

sowie ein relevanter G1-Arrest durch die Inkubation verschiedener Mantelzell-

lymphomzelllinien mit IBL-202 bzw. IBL-301 gezeigt werden, welches sich in 
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bereits publizierter Literatur widerspiegelt. Blanco-Aparicio et al. haben 2011 

zunächst eine antiproliferative Wirkung des selektiven PIM-1-Inhibitor 

ETP-45299 in-vitro an 14 verschiedenen Tumorzelllinien u.a. an den Mantelzell-

lymphomzelllinien UPN1 und UPN2 gezeigt, in Kombination mit dem PI3K-

Inhibitor GDC-0941 erhöhte sich der antiproliferative Effekt um den Faktor 19 

[155]. Auch Beharry et al. haben eine Zellproliferationshemmung durch PIM-

Inhibition an Leukämiezelllinien zeigen können, bei Kombination von einem 

PIM-Inhibitor mit Rapamycin fiel dieser Effekt stärker aus [230]. Wurde die 

Expression von PIM-2 durch RNA-Interferenz künstlich herabreguliert zeigte 

sich dies in einer Arbeit von Liu et al. in einer verminderten Zellproliferation 

sowie einem G1-Arrest in verschiedenen Zelllinien von hämatoonkologischen 

Tumoren sowie NSCLC über die Hochregulation des CDK-Inhibitors p21 [231]. 

Saurabh et al. führten erste Versuche mit dem Pan-PIM-Inhibitor AZD 1208 an 

Mäusen mit einem prä-Leukämie Stadium durch. Dieser konnte zwar keine 

Heilung erreichen, die Lebenserwartung der behandelten Mäuse war jedoch für 

die Dauer der Therapie signifikant höher sowie die Milzgröße im Schnitt kleiner 

[91].  

Als Multikinaseinhibitoren können IBL-202 und IBL-301 neben den PIM-Kinasen 

auch den PI3K/Akt/mTor-Signalweg beeinflussen. In dieser Arbeit konnte die 

Abnahme der phosphorylierten Form der Signalmoleküle wie Akt und GSK-3β 

nachgewiesen werden, weiterhin ließ sich eine relevante Apoptoseinduktion  

darlegen. Bereits 2006 veröffentlichten Peponi et al. Untersuchungen zur 

Inhibition des PI3K/Akt/mTor-Signalweges an den Mantelzelllymphomzelllinien 

Jeko-1, Z-138 und Mino. Nachdem gezeigt werden konnte, dass dieser Signal-

weg im Mantelzelllymphom aktiviert ist, führte der unspezifische PI3K-Inhibitor 

LY294002 zu einer dosis-abhängigen Reduktion von phosphoryliertem Akt, 

mTor und 4EBP1. Darüber hinaus konnte die mTor Expression mittels mTOR-

spezifischer siRNA reduziert werden, was ebenfalls zu einer reduzierten 

Phosphorylierung der mit mTor verbundenen Signalproteinen sowie zu einem 

Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion führte [232]. Rudelius et al. bestätigten 

in einer ebenfalls 2006 veröffentlichen Arbeit, dass die Behandlung von 

Granta-519 und Z-138 mit LY294002 oder einem Akt-Inhibitor zu einer relevan-
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ten Proliferationshemmung mittels G1-Arrest und einer Zunahme der Apoptose 

führt [78].  

An CLL-Zelllinien wurde die Kombination einer PI3K/mTor-Inhibition näher 

untersucht. Blunt et al. haben in einem 2015 veröffentlichten Paper Kombina-

tionsversuche in CLL Zelllinien zwischen Einzelsubstanzen durchgeführt, um 

diese mit dem dualen PI3K/mTor-Inhibitor PF-04691502 zu vergleichen. Da 

eine alleinige mTor-Inhibition durch ein positives Feedback über den mTor  

Komplex 2 einen Wirkungsverlust bedeutet, wird dieser über die duale Hem-

mung mittels PF-04691502 unterbrochen. Dies bedeutete eine Abnahme der 

Zellviabilität sowie eine Zunahme der Caspase abhängigen Apoptose. Blunt et 

al. konnten anhand von Kombinationen verschiedener isospezifischer PI3K-

Inhibitoren mit dem mTORC1-Inhibitor Everolimus zeigen, dass die signifikant 

höhere Wirkung von PF-04691502 gegenüber den Einzelsubstanzen oder der 

Kombination aller am ehesten auf die gleichzeitige Hemmung von mTORC1, 

mTORC2 und PI3Kδ zurückzuführen ist [233].  

Chen et al. konnten diese Ergebnisse auch an Zelllinien des DLBCL und MCL 

bestätigen, Granta-519 wurde hierbei von den Autoren als beispielhafte MCL-

Zelllinie verwendet. Auch die Zelllinien aggressiver B-Zell Non-Hodgkin Lym-

phome reagierten mit einer starken Proliferationshemmung auf die duale 

PI3K/mTor-Inhibition. Eine alleinige Inkubation mit Idelalisib führte ebenfalls zu 

einer Proliferationshemmung, die mittlere inhibitorische Konzentration lag 

jedoch deutlich höher und lässt daher auf eine geringere Potenz der Einzel-

substanz schließen. Die Abnahme der Phosphorylierung von Akt konnte unter 

dualer Inhibition darüber hinaus ebenso nachgewiesen werden wie eine dosis-

abhängige Apoptoseinduktion und ein Zellzyklusarrest. Unter Hinzunahme von 

Rituximab ließ sich die Apoptoseinduktion in diesen Zelllinien noch einmal 

steigern [234].  

Zang et al. untersuchten die gleichzeitige PI3K/mTor-Hemmung an DLBCL 

Zelllinien der GBC und der im Allgemeinen aggressiveren ABC Subtypen. Bei 

beiden konnte durch die alleinige Hemmung von mTORC1 mittels RAD001 die 

Proliferation durch einen Zellzyklusarrest blockiert werden, es erwiesen sich 
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dabei die GBC-Zelllinien als empfindlicher. Es zeigte sich jedoch keine Ab-

nahme der Phosphorylierung von 4EBP1 und es wurde keine Apoptose indu-

ziert. Die duale mTORC1 und mTORC2-Inhibition in Kombination mit einer 

PI3K-Hemmung durch NVP-BEZ235 hemmt hingegen die Proliferation, die 

Phosphorylierung von 4EBP1 und veranlasst den Zelltod. Auch hier zeigten sich 

die Zelllinien der aggressiveren Form als weniger sensibel. Es konnte demon-

striert werden, dass NVP-BEZ235 in GCB-Zelllinien zu einer Suppression der 

Translation und Runterregulierung von Mcl-1, einem anti-apoptotischem Protein 

der Bcl-2 Familie, führt. In den ABC-Zelllinien scheint dieser Mechanismus über 

NF-κB sowie über PIM-Kinasen kompensiert zu werden [235].  

Die Wirkung von NVP-BEZ235 wurde durch Müller et al. auch an den 

Mantelzelllymphomzelllinien Jeko-1, Mino und Granta-519 untersucht. Rapa-

mycin erbrachte einen zytostatischen Effekt, wohingegen NVP-BEZ235 eine 

aktive Apoptoseinduktion bewirkte. Unter Behandlung mit NVP-BEZ235 wurden 

zudem nachfolgende Proteine des PI3K/Akt/mTor-Signalweges beeinflusst, es 

konnte eine Abnahme der Phosphorylierung von Akt und 4EBP1 beobachtet 

werden. Dies zeigte sich durch Rapamycin nur vereinzelt. Auch im Mantelzell-

lymphom spielt Mcl-1 eine wichtige Rolle im Zellüberleben, die Proteinlevel 

blieben unter Inkubation mit Rapamycin unverändert, wurden durch NVP-

BEZ235 jedoch signifikant herunterreguliert [236].  

In den dargestellten Arbeiten bestätigen sich viele Aspekte unserer Ergebnisse. 

So bewies sich IBL-301 mit der zusätzlichen mTor-Inhibition als wirksamer 

verglichen zu IBL-202 sowohl in Bezug auf die Proliferationshemmung als auch 

die Apoptoseinduktion. Weiterhin zeigten unsere Kombinationen der Einzelsub-

stanzen nicht den gleichen Effekt wie die duale bzw. dreifache Inhibition mittels 

IBL-202 und IBL-301. Da wir mit Temsirolimus als Rapamycin Analogon eben-

falls nur eine mTORC1 Hemmung erreichten, könnte die Durchbrechung des 

positiven Feedbacks über den mTOR Komplex 2 der Vorteil der Kombinations-

substanzen darstellen. Ebenso könnte dies ein wichtiger Faktor sein, um die 

Ansprechraten auf Temsirolimus im klinischen Alltag zu verbessern.  

Auch die Kombination einer PIM- und mTor-Inhibition wurde in der Literatur 
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bereits näher untersucht. Harada et al. prüfte an AML-Zelllinien den Effekt einer 

alleinigen PIM- oder mTor-Hemmung und der Kombination beider zusammen. 

In jedem Fall zeigte sich eine Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion, 

welche jedoch bei Verbindung beider Substanzen deutlich stärker ausfiel und in 

der weiteren Analyse mit synergistischem Effekt ausgezeichnet wurde. Auch die 

Zielproteine der Kinasen zeigten eine stärkere Abnahme der Phosphorylierung 

bei Anwendung der Kombination beider Inhibitoren [237].  

Einen Synergismus konnten Meja et al. auch zwischen PIM- und Akt-Inhibitoren 

aufzeigen. Nach Inkubation mit dem pan-PIM-Inhibitor AZD 1897 zeigte sich bei 

Betrachtung der Proliferationshemmung lediglich eine limitierte Aktivität gegen 

AML-Zelllinien. In Kombination mit einem Akt-Inhibitor stellte sich jedoch ein 

deutlicher Synergismus dar [238]. Auch die oben bereits erwähnte Arbeit von 

Blanco-Aparicio aus dem Jahr 2011 konnte einen relevanten Synergismus bei 

der simultanen Anwendung von ETP-45299 als selektiven PIM-1 Inhibitor mit 

einem PI3K-Kinasehemmer nachweisen. Da in vielen Tumoren der PI3K/Akt- 

Signalweg aktiviert ist und sich viele Downstream Targets mit den PIM-Kinasen 

überschneiden, kann durch die duale Inhibition ein höherer Wirkungsgrad 

erreicht werden [155].  

Der auch in dieser Arbeit verwendete pan-PIM-Inhibitor AZD1208 ist hoch 

selektiv für die PIM-Kinasen Familie und zeigte bereits in in-vitro Versuchen 

eine sehr gute Effektivität gegenüber AML-Zelllinien [166]. Daher wurde im 

März 2012 eine klinische Phase 1 Studie begonnen. Bei der Therapie von AML 

Patienten sollte die Pharmakokinetik, Sicherheit und Effektivität festgestellt 

werden. Es erhielten 67 Patienten eine Therapie mit AZD1208, 32 Patienten 

hiervon litten an AML, ungefähr zwei Drittel unter einer refraktären AML. Neben-

wirkungen traten bei nahezu allen Patienten auf, vor allem gastrointestinaler Art 

wie Übelkeit und Erbrechen. AZD1208 induzierte eine gesteigerte CYP3A4 

Aktivität, sodass bei längerer Applikation die Verstoffwechselung erhöht war. 

Alle Studienteilnehmer brachen jedoch die Therapie aufgrund fehlendem thera-

peutischen Ansprechen, schweren Nebenwirkungen oder auf eigenem Wunsch 

hin ab. In keinem Fall zeigte sich ein klinisches Ansprechen auf die Therapie. 

Eine Monotherapie mit AZD1208 scheint daher nicht den erwünschten Erfolg zu 
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bringen, die Kombination mit anderen Substanzen scheint erforderlich zu sein 

[239].  

In der Literatur sind auch bereits Daten veröffentlich, die auf eine Wirksamkeit 

der PIM-Kinaseinhibitoren in Kombination mit bereits etablierten Therapien 

hindeuten. Koblish et al. charakterisierten den pan-PIM-Kinaseinhibitor 

INCB053914 in seiner Wirkung gegenüber Zelllinien hämatoonkologischer Er-

krankungen ebenso wie primären Zellen in Form von Blasten aus dem 

Knochenmark von Patienten mit AML. Auch hier zeigte sich in der Monothera-

pie eine Zellproliferationshemmung sowie eine Abnahme der Phosphorylierung 

nachgeschalteter Zielproteine. Besonders interessant ist jedoch eine additive 

oder synergistische Inhibition des Tumorwachstums, wird dieser pan-PIM-Inhi-

bitor mit einem selektiven PI3Kδ Inhibitor, JAK1 bzw. JAK1/2 Inhibitor oder 

Cytarabin kombiniert [240]. Mazzacurati et al. konnten ebenfalls eine signifi-

kante Wirkverstärkung bezüglich einer Proliferationshemmung und Apoptose-

induktion bei der kombinierten Anwendung von Ruxolitinib und  INCB053914 in 

sowohl in vitro als auch in vivo Modellen myeloproliferativer Erkrankungen 

beobachten. Diese Effektivitätssteigerung wird durch das Angreifen paralleler 

und kompensatorischer Signalwege für das Zellüberleben und -wachstum 

erzielt [241].  

Paíno et al. konnten in einer neuen Studie darüber hinaus zeigen, dass eine 

PIM-Inhibition auch mit anderen, bereits etablierten Therapeutika wie Lenali-

domid, Pomalidomid oder Dexamethason in Zelllinien des Multiplen Myelom 

einen relevanten Synergismus vorweist. Auch die dreifache Kombination mit 

Bortezomid, Lenalidomid oder Pomalidomid plus Dexamethason und PIM-Inhi-

bition weist einen starken Synergismus auf. In dieser Studie wurde weiterhin 

auch die dosisabhängige Potenz des Single-PIM-Inhibitors aufgezeigt, der eine 

Apoptose-Induktion sowie einen Zellzyklusarrest bewirkt [242].  

Kuo et al. zeigten in einer Arbeit von 2016 auf, dass Punktmutationen in PIM-1 

in den aggressiveren ABC-DLBCL zu einer verringerten Sensitivität gegenüber 

der Therapie mit dem Bruton-Tyrosinkinaseinhibitor Ibrutinib führt. Die Kombi-

nationstherapie von Ibrutinib mit einem pan-PIM-Inhibitor zeigte eine synergis-
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tische Wirkung und führte in vitro zu einer Hemmung des Zellwachstums der 

DLBCL-Zelllinien, in vivo zudem zu einem verringertem Tumorwachstum. Der 

zusätzliche Effekt wird durch die Unterbindung der Hochregulation von PIM-1  

erreicht [243].  

Auch in soliden Tumoren konnte eine Wirksamkeit von PIM-Inhibitoren bereits 

alleine oder in Kombination mit anderen Substanzen gezeigt werden. Mologni et 

al. untersuchten den Effekt des PIM-1 Inhibitors NMS-P645 auf Prostata-

karzinomzelllinien. In der alleinigen Behandlung mit diesem konnte eine zuvor 

beobachtete Taxan-Resistenz rückgängig gemacht werden, jedoch ohne star-

ken antitumörosen Effekt. In Kombination mit einem PI3K-Inhibitor stellte sich 

dagegen eine relevante antiproliferative Wirkung auf die Prostatakarzinom- 

zellen dar [244]. Mumenthaler et al. zeigten für den pan-PIM-Inhibitor SGI-1776 

auch in der alleinigen Anwendung eine relevante Reduktion von Zellviabilität 

sowie einen G1-Arrest und Apoptose-Induktion in Prostatakarzinomzellen in 

vitro [245]. Eine PIM-Inhibition konnte ebenfalls in Zelllinien des Nierenzellkarzi-

noms eine Apoptose-Induktion bewirken, in Kombination mit dem Rezeptor-

Tyrosinkinasehemmer Sunitinib in vivo eine Reduktion der Tumorlast und der 

Viabilität der Tumorzellen [246]. Eine indirekte Hemmung von PIM-1 führten Hu 

et al. an Prostatakarzinomzelllinien durch, indem sie einen Antikörper gegen 

PIM-1 synthetisierten und somit eine Hemmung der Kinase erreichten. In 

diesem Ansatz konnte eine Abnahme der Phosphorylierung u.a. von Akt sowie 

eine Apoptose-Induktion beobachtet werden. Als Apoptose Marker wurde wie in 

unserem Ansatz u.a. Caspase 9 verwendet [247].  

Luszczak et al. verwendeten mit AUM302 bzw. zuvor IBL-302 genannt, eben-

falls einen Multikinaseinhibitor zur PIM/PI3K/mTor-Inhibition und untersuchten 

die Effekte dessen auf Prostatakarzinomzelllinien. Diese Ergebnisse wurden mit 

der alleinigen PIM-Kinasen und PI3K/mTor-Hemmung verglichen. Es konnte 

eine dosisabhängige Proliferationshemmung dokumentiert werden, welche in 

den mit dem Multikinaseinhibitor behandelten Zellen stärker ausfiel. In der Kom-

bination der PIM- und PI3K/mTor Hemmung zeigte sich zudem eine effektivere 

Beeinflussung der Zielproteine des PI3K/Akt/mTor-Signalweges [248]. Dies 

steht im Einklang mit unseren Ergebnissen, die gleichzeitige Kombination der 
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PIM-Kinasen-, PI3K- und mTor-Inhibition erwies sich als deutlich wirksamer in 

der Proliferations- und Phosphorylierungshemmung in den untersuchten Man-

telzelllymphomzelllinien.  

In der Literatur sind auch bereits erste Daten zu den hier verwendeten neuarti-

gen Kinaseinhibitoren IBL-202 und IBL-301 veröffentlicht. Crassini et al. unter-

suchten die Wirkung von IBL-202 auf CLL-Zelllinien und Patientenproben. 

Zuvor bestätigten sie in dieser Arbeit einen Synergismus zwischen einem pan-

PIM-Hemmer und Idelalisib als PI3Kδ-Inhibitor. Weiterführend wurde IBL-202 

unter Bedingungen geprüft, welche das Tumormikromilieu in Lymphknoten und 

Hypoxie der CLL-Zellen in vivo wiederspiegelt. CLL-Zellen von Patienten 

wurden unter normalen und hypoxischen Bedingungen kultiviert, es zeigte sich 

eine höhere und dosisabhängige Wirksamkeit von IBL-202 bei Hypoxie, auch 

im Vergleich zu Idelalisib. Darüber hinaus wurde nachgewiesen, dass IBL-202 

in CLL-Zellen die Zellzyklusprogression verhindert, sowie die nahezu voll-

ständige Abnahme der Phosphorylierung von Akt bewirkt [249]. Eine weiter-

führende Arbeit von Shen et al. wurde 2020 veröffentlicht und führt einen 

synergistischen Effekt von IBL-202 und Venetoclax in CLL-Zellen ebenfalls 

unter in vitro Bedingungen welche das Tumormikromilieu widerspiegeln aus. Im 

Vergleich zur jeweiligen Monotherapie ist bei kombinierter Anwendung von 

IBL-202 und Venetoclax jeweils eine geringere Dosis notwendig um Apoptose 

in den Zellen zu induzieren. Weiterhin konnte anhand verminderter Phosphory-

lierung der Zielproteine eine Herunterregulation der PI3K/Akt- und PIM-Signal-

wege nachgewiesen werden. Auch ließ sich ein Zellzyklusarrest dokumentieren. 

Der Synergismus zwischen IBL-202 und Venetoclax folgt aus der Inhibition von 

Schlüsselsignalwegen, welche die Pathogenität beeinflussen und das Über-

leben der Zellen im Tumormikromilieu sicherstellen. Somit stellt dies eine 

mögliche hocheffektive Behandlungsoption für CLL-Patienten dar [250].  

Weiterhin wurden von Gifford et al. die Auswirkungen von IBL-202 mono sowie 

in Kombination mit dem Bcl-2 Inhibitor Venetoclax auf DLBCL Zelllinien analy-

siert. IBL-202 erzielte in allen verwendeten Zelllinien einen zytotoxischen Effekt, 

die Wirkung von Venetoclax hingegen variierte stark zwischen den Zelllinien. 

Folgende Untersuchungen zeigten, dass die Sensitivität der Zellen auf IBL-202 
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und Venetoclax mit mRNA- und Proteinexpression der PI3K- und Bcl-2-Signal-

wege korrelieren, welche die Zielstrukturen der Inhibitoren darstellen. Bei der 

kombinierten Anwendung von IBL-202 und Venetoclax zeigte sich eine signifi-

kante Reduktion der viablen Zellen in 3 der 4 untersuchten Zelllinien im Ver-

gleich zur jeweiligen Monotherapie, es konnte ein relevanter Synergismus nach-

gewiesen werden [251]. 

Mohlin et al. untersuchten die Wirkung sowohl von IBL-202 und IBL-301 als 

auch des PIM/PI3K/mTor-Multikinaseinhibitors IBL-302 an Zelllinien des Neuro-

blastoms. IBL-302 zeichnet sich hierbei mit verbesserter Bioverfügbarkeit 

gegenüber IBL-301 aus. Zuvor wurden die Zellen des Neuroblastom aus 707 

Zelllinien von 47 verschiedenen Tumorentitäten als die Sensibelsten gegenüber 

IBL-302 identifiziert. IBL-202 und IBL-301 regulierten die Phosphorylierung der 

Zielproteine insbesondere von Akt und PRAS40 herunter, weiterhin konnte eine 

mittels Caspase 3 vermittelte Apoptoseinduktion nachgewiesen werden. Wie in 

unserer Arbeit bewies sich IBL-301 als potenterer Inhibitor verglichen zu 

IBL-202. Im Vergleich zu Single-Inhibitoren gegen PI3K, mTORC1/2 oder PIM-

Kinasen zeigte sich zudem eine deutliche Überlegenheit der kombinierten Hem-

mung durch IBL-302. Darüber hinaus ließ sich ein Synergismus zwischen dem 

etablierten Chemotherapeutikum Cisplatin und IBL-202 bzw. IBL-301 bezogen 

auf die Zellviabilität sowohl in vitro als auch an PDX-Modellen in vivo nach-

weisen [216]. IBL-302 bewies auch in Mammakarzinomzelllinien einen relevan-

ten antitumorösen Effekt und konnte in Her2/neu positiven Tumoren in Kombi-

nation mit Trastuzumab den antiproliferativen Effekt deutlich verbessern [252].  

Eine aktuelle Studie, welche den Effekt von IBL-301 auf NSCLC beobachtete, 

wurde 2021 von Moore et al veröffentlicht. Der PI3K/Akt/mTor-Signalweg ist in 

50-70% der NSCLC aktiviert, zudem konnte gezeigt werden, dass in den 

verwendeten Zelllinien PIM-Kinasen exprimiert werden. Es wurde der Effekt des 

Multikinaseinhibitors IBL-301 auf die Zellviabilität mit der Wirkung eines pan-

PIM-Inhibitor und eines pan-PI3K-Inhibitor verglichen, die gewählten Dosie-

rungen von IBL-301 lagen jeweils im nanomolaren Bereich und stehen somit im 

Einklang mit den in dieser Arbeit gewählten Dosierungen. Beide Zelllinien 

waren sensibler auf die Behandlung mit IBL-301 und dem pan-PI3K-Inhibitor als 
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auf die pan-PIM-Hemmung, detektiert durch die Viabilitätsmessung mittels Cell-

Titer Glo® wie er ebenfalls in unserer Arbeit angewandt wurde. Weiterhin wurde 

der Effekt auf die intrazelllulären Signalwege untersucht, IBL-301 hatte Einfluss 

auf die Phosphorylierung unter anderem bei Akt an den Phosphorylierungs-

stufen Thr308 und Ser473, Bad, GSK-3b, 4EBP1 (Thr37/46) und eIF4B. Auch 

hier übertrifft die Höhe der Phosphorylierungsabnahme unter IBL-301 die der 

anderen Inhibitoren in den meisten Proteinen. Drüber hinaus konnte gezeigt 

werden, dass durch die Inkubation der Zelllinien mit IBL-301 die Expression der 

PIM-1 Isoformen unterschiedlich beeinflusst wird. Während die größere Isoform 

PIM-1L zu den gemessenen Zeitpunkten 2h, 6h und 24h nach Inkubation 

jeweils herunter reguliert wird, erfährt die kleinere Isoform PIM-1S vor allem zu 

den Zeitpunkten 2h und 6h eine relevante Hochregulation. H1975GR, eine 

PI3K-mTor-resistente Zelllinie, zeigte eine vermehrte Expression von PIM-1L 

verglichen zu der Ursprungszelllinie H1975P aus welcher diese gewonnen 

wurden. Nach Inkubation von H1975GR und H1975P mit IBL-301, zeigte sich 

eine stärkere Zellproliferationshemmung in  H1975GR. Dies kann insbesondere 

bei Patienten welche eine Resistenz gegenüber PI3K/mTor-Inhibitoren ent-

wickeln, zukünftig eine neue Therapieoption darstellen [253].  

Abschließend lässt sich hervorheben, dass die kombinierte Inhibition von PIM-

Kinasen und des PI3K/Akt/mTor-Signalweges nicht nur für hämatoonkologische 

Tumore sondern auch für solide Tumore insbesondere in Kombination mit 

bereits etablierten Substanzen eine effektive Therapieoption darstellt. Dass dies 

ein vielversprechender zukünftiger Therapieansatz ist, zeigen nicht nur die 

vielen Veröffentlichungen zu diesem Thema, auch die aussichtsvollen Ergeb-

nisse sollten Anlass für weiterführende Forschung hierzu sein.  
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6. Ausblick 

PIM-Kinasen stellen in der Onkologie neue, relevante Zielstrukturen dar, deren 

genaue Bedeutung noch nicht abschließend geklärt ist. Sie werden in vielen 

Tumorentitäten überexprimiert und sind dabei mit schnellerem Tumorwachstum 

assoziiert, was sie als ideale Zielstruktur für spezifische Therapien auszeichnet. 

In welcher Form die Behandlung mit PIM-Kinasen am effektivsten ist, konnte 

letztlich noch nicht klar definiert werden, jedoch zeigte sich in einigen bereits 

veröffentlichten Arbeiten eine klare Überlegenheit kombiniert man die Therapie 

der PIM-Kinasen mit anderen Wirkstoffen oder auch bereits etablierten 

Therapien wie Bortezomib [242] oder Ibrutinib [243]. Hierdurch konnten auch 

Resistenzen gegenüber bewährte Medikamente wieder aufgehoben werden 

[244]. Ob es Tumorzellen jedoch möglich ist, über andere Signalwege selbst 

eine Resistenz gegenüber PIM-Kinasen zu erlangen oder welche relevanten 

Nebenwirkungen beim Menschen - insbesondere in der Kombination mit ande-

ren Wirkstoffen - auftreten muss noch in weiteren Studien untersucht werden. 

Für die Frage, welche Patienten tatsächlich von einer Therapie mit PIM-Kinasen 

profitieren, wäre die Bestimmung bzw. Identifizierung eines eigenen Biomarkers 

erstrebenswert.  

Aktuell laufen bereits einige Phase I und Phase II Studien mit PIM-Inhibitoren, 

als Einzelsubstanz oder auch in Kombination mit anderen Substanzen. Der 

selektive pan-PIM-Inhibitor LGH447 wird im Rahmen einer multizentrischen, 

Phase I Studie mit Patienten mit akuter myeloischer Leukämie oder einem 

myelodysplastischem Syndrom mit Hochrisikoprofil auf sein Sicherheitsprofil 

getestet. In dieser nicht-randomisierten Studie wird die Monotherapie mit 

LGH447 verglichen mit der Kombination von LGH447 mit Midostaurin bezüglich 

der Inzidenz dosislimitierender Ereignisse. Ergebnisse aus dieser Studie liegen 

bislang nicht vor [254]. LGH447 ist ebenfalls Teil einer Phase Ib/II Studie mit 

dem primären Endpunkt der Dosisfindung der maximal verträglichen Dosis und 

schließlich in der Kombination mit dem PI3Kα-Inhibitor BYL719 bei Patienten 

mit rezidiviertem oder refraktärem Multiplen Myelom [255].  



86 

Die aktuell laufenden Studien werden sicherlich zeitnah erste Ergebnisse prä-

sentieren, in Abhängigkeit von den Ergebnissen werden zweifelsohne weitere 

Ausarbeitungen erfolgen. Unsere Arbeit stellt den aussichtsvollen Ansatz der 

dualen bzw. dreifachen Kombination mit PI3K- bzw. mTor-Inhibitoren dar und 

zeigt eine bedeutsame Wirksamkeit in Mantelzelllymphomzelllinien. Die PIM-

Kinasen und ihre Inhibitoren stellen damit die Grundlage für eine vielver-

sprechende Klasse von neuen, spezifischen Wirkstoffen dar, die einen Schritt 

weiter in der Hoffnung auf eine Heilung der malignen Erkrankungen darstellt.  
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7. Zusammenfassung 

Das Mantelzelllymphom stellt eine eigenständige Entität der B-Zell Non-

Hodgkin Lymphome dar und charakterisiert sich auf molekulargenetischer 

Ebene insbesondere durch die Translokation von t(11;14), wodurch es zu einer 

Überexpression von Cyclin D1 kommt [4]. Es konnten jedoch auch erhöhte Pro-

teinlevel von PIM-Kinasen nachgewiesen werden [135], einer Familie von 

Serin/Threonin-Kinasen, welche an wichtigen Zellfunktionen u.a. an der Zellpro-

liferation [126], Apoptose [120] und Zellzyklus [114] beteiligt sind. PIM-Kinase 

Inhibitoren zeigten sich in Studien bereits wirksam in der Hemmung der Zellpro-

liferation in hämatologischen Erkrankungen [160], [159], in vitro konnte dem 

pan-PIM-Inhibitor AZD 1208 ein Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion und eine 

dosis-abhängige Phosphorylierungshemmung nachgewiesen werden [166].  

In dieser Arbeit wurden die neuartigen Kombinationsinhibitoren IBL-202 und 

IBL-301 an etablierten Mantelzelllymphomzelllinien hinsichtlich ihrer Wirkung 

auf die Zellproliferation, den Zellzyklus, der Apoptoseinduktion sowie der Pro-

teinexpression bzw. Proteinphosphorylierung untersucht. IBL-202 ist eine Kom-

bination einer PIM-Kinasen- und PI3K-Hemmung, IBL-301 inhibiert zusätzlich 

mTor.  

Wir konnten eine deutliche dosis- und zeitabhängige Proliferationshemmung 

durch IBL-202 und IBL-301 zeigen, wobei ein erheblich größerer Effekt durch 

die Behandlung mit IBL-301 erreicht werden konnte. Weiterhin ließ sich nach 

Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren ein G1-Arrest feststellen, was eine 

Dysregulation des Zellzyklus bestätigte. Beide Inhibitoren induzierten zudem in 

den untersuchten Zelllinien dosis- und zeitabhängig Apoptose, mit stärkerer 

Wirkung durch IBL-301. Auf molekularbiologischer Ebene zeigte sich der Effekt 

der Multikinaseinhibitoren in einer Abnahme der Phosphorylierung einiger 

Signalproteine, beispielhaft nimmt in der Zelllinie Granta-519 die Phosphorylie-

rung von Akt, GSK-3β und 4E-BP1 (Ser65) ab. Ein Wirkungssynergismus bei 

Kombination von verschiedenen Einzelsubstanzen wie in den Kombinationsinhi-

bitoren vorhanden war dosisabhängig und zeigte zwischen den verschiedenen 
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Zelllinien große Unterschiede. Die potentere Wirkung von IBL-301 gegenüber 

IBL-202 bestätigte sich nach Inkubation mit primären Zellen von Patientenpro-

ben, hier ließ sich im Zell-Viabilitätsessay eine deutlichere Wachstumshem-

mung feststellen, auch im Vergleich zu den Einzelsubstanzen.  

Wir konnten mit dieser Arbeit zeigen, dass PIM-Kinasen Inhibitoren in Kombina-

tion mit PI3K- und mTor-Hemmung in vitro eine effektive Hemmung der Zellpro-

liferation darstellen, welche mit einem Zellzyklusarrest, Apoptoseinduktion und 

Beeinflussung der Proteinexpression und Proteinphosphorylierung einhergeht. 

Dies ließ sich ebenfalls auf primäre Zellen aus Patientenproben übertragen.  

Die PIM-Kinasen konnten somit als relevante Zielstruktur identifiziert werden, 

deren Inhibition eine neue Klasse von Wirkstoffen darstellt. Es laufen bereits 

vielversprechende erste klinische Studien mit pan-PIM-Inhibitoren und Patien-

ten mit hämatologischen Erkrankungen [239]. 
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10. Abkürzungsverzeichnis 

4E-BP1 engl. eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 

Abb. Abbildung 

ABC-DLBCL engl. Activated B-cell diffus large B-cell lymphoma, Subtyp des 
diffus großzelligen B-Zell-Lymphom 

Abl Abelson Kinase 

ADP Adenosindiphosphat 

ALL  Akute lymphatische Leukämie 

AML Akute myeloische Leukämie 

ATP Adenosintriphosphat 

ASK1 engl. Apoptosis signaling kinase 1 

ASZT autologe Stammzelltransplantation 

AZ Allgemeinzustand 

Bad engl. Bcl-2 promoted death promoter 

bzw. beziehungsweise 

Cal Idelalisib 

CAR engl. Chimeric antigen receptor 

CD engl. Cluster of differentiation 

Cdc25A engl. M-phase inducer phosphatase 1  

CDK engl. cytokine-dependent kinase 

CLL Chronische lymphatische Leukämie 

Cop Copanlisib 

CR engl. complete response, Vollremission 

DLBCL engl. diffus large B-cell lymphoma, diffus großzelliges B-Zell 
Lymphom 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

ECOG engl. Index der Eastern Co-operative of Oncology Group 

elf4E engl. eukaryotic translation initiation factor 4E 

FACS engl. fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie 

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

FKS Fetales Kälber Serum 

FL Follikuläres Lymphom 

Flt Fms-like tyrosine kinase 
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g Gramm 

GBC-DLBCL engl. Germinal center B-cell diffus large B-cell lymphoma, 
Subtyp des diffus großzelligen B-Zell-Lymphom 

G-CSF  engl. Granulocyte colony-stimulating factor 

ggf. gegebenenfalls 

GM-CSF engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 

GSK Glykogensynthase-Kinase 

h Stunde/n 

HDT Hochdosistherapie 

HiDAC engl. High-dose cytarabine, Hochdosis-Cytarabintherapie  

HIF engl. Hypoxia-inducible factor 

Hsp engl. Heat shock protein, Hitzeschockprotein 

IC50 Mittlere inhibitorische Konzentration 

Ide Idelalisib 

Ig Immunglobulin 

IGHV engl. Immunglobulin Heavy Chain Gene, Genlokus der 
schweren Immunglobulinkette 

IL Interleukin 

IMDM engl. Isocove's Modified Dulbecco's Medium 

JAK Janus-Kinase 

KLF engl. Krüppel-like factor 

LDH Laktatdehydrogenase 

mA Milliampere 

MAX engl. myc-associated factor X 

MCL Mantelzelllymphom 

MCV mittleres korpuskuläres Volumen  

Mdm2 engl. Mouse double minute 2 homolog  

min Minute/n 

MIPI engl. Mantle Cell Lymphoma International Prognostic Index  

ml Milliliter 

mRNA engl. messenger Ribonucleic acid, Boten-Ribonukleinsäure 

mTor engl. mechanistic (früher mammalian) Target of Rapamycin 

mTORC  engl. mammalian target of rapamycin complex  

NFAT engl. nuclear factor of activated T-cells 

NFATc1 engl. nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1 
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NF-κB engl. Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells  

NHL Non-Hodgkin Lymphom 

nM Nanomol 

nm Nanometer 

µl Mikroliter 

µM Mikromol  

NSCLC engl. non-small cell lung cancer, Nicht-Kleinzelliges Lungen-
karzinom 

NuMa engl. Nuclear mitotic apparatus protein  

PARP Poly(ADP-ribose) Polymerase 1 

PBS engl. Phosphate Buffered Saline 

PDK engl. Phosphoinositide-dependent kinase  

PDX engl. Patient derived xenograft 

PIM engl. proviral insertion in murine lymphoma 

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5) -trisphosphat 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen 

PP2A Proteinphosphatase 2A 

PR engl. partial response, partielles Ansprechen 

PRAS40 engl. proline-rich Akt Subtrate of 40kDa 

PTEN engl. Phosphatase and Tensin homolog 

Rb Retinoblastom 

R-CHOP Immunochemotherapie mit den Substanzen Rituximab, 
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison  

RNA Ribonukleinsäure 

rpm engl. revolutions per minute, Umdrehungen pro Minute 

Tem Temsirolimus 

Thr Threonin 

Ser Serin 

siRNA engl. small interfering Ribonucleic acid 

SOCS engl. Suppressor of Cytokine Signaling 

STAT engl. Signal Transducers and Activators of Transcription 

UTR engl. untranslated region, untranslatierter Bereich  

V Volt 

vs versus 
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