
 

 

Aus der Klinik für Hämatologie und Medizinische Onkologie 

(Prof. Dr. med. G. Wulf) 

der Medizinischen Fakultät der Universität Göttingen 

 

 

 

Untersuchungen zum  

Serin- und Glycin-Metabolismus  

und der Phosphoserin-Aminotransferase 1  

in der Modellzelllinie P493-6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INAUGURAL-DISSERTATION 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizinischen Fakultät der 

Georg-August-Universität zu Göttingen 

 

vorgelegt von 

Wilken Harms 

aus  

Hoya/Weser 

 

Göttingen 2023 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:     Prof. Dr. med. W. Brück 

 

Betreuungsausschuss 

Betreuer:    Prof. Dr. rer. nat. D. Kube 

Ko-Betreuer:     Prof. Dr. med. R. Dressel 

 

Prüfungskommission 

Referent:    Prof. Dr. rer. nat. D. Kube 

Ko-Referent:    Prof. Dr. med. R. Dressel   

Drittreferent:    Prof. Dr. mult. T. Meyer 

 

Datum der mündlichen Prüfung: 11.01.2024

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hiermit erkläre ich, die Dissertation mit dem Titel „Untersuchungen zum Serin- und 

Glycin-Metabolismus und der Phosphoserin-Aminotransferase 1 in der Modellzell-

linie P493-6“ eigenständig angefertigt und keine anderen als die von mir angegebe-

nen Quellen und Hilfsmittel verwendet zu haben.  

 

 

Göttingen, den 16.12.23    ………………………………………… 

                 Wilken Harms 

  



Inhaltsverzeichnis   I 

 

 

Inhaltsverzeichnis     

Abbildungsverzeichnis ...................................................................................................................... II 

Tabellenverzeichnis .......................................................................................................................... IV 

Abkürzungsverzeichnis ...................................................................................................................... V 

1 Einleitung ......................................................................................................................................... 1 

1.1 Maligne Lymphome ......................................................................................................................... 1 

1.1.1 Diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom ................................................................... 1 

1.2 Signalwege in B-Lymphozyten .................................................................................................... 2 

1.2.1 JAK-STAT-Signalweg ....................................................................................................... 3 

1.2.2 NF-B-Signalweg .............................................................................................................. 3 

1.3 Protoonkogen MYC und die Modellzelllinie P493-6 .......................................................... 5 

1.4 Tumormetabolismus ....................................................................................................................... 6 

1.4.1 Serin- und Glycin-Stoffwechsel ................................................................................... 7 

1.4.2 Glutaminolyse .................................................................................................................... 9 

1.5 Ziele und Fragestellungen .......................................................................................................... 10 

2 Material und Methoden ........................................................................................................... 12 

2.1 Materialien, Substanzen und Geräte ...................................................................................... 12 

2.1.1 Zelllinien ........................................................................................................................... 12 

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien ........................................................... 12 

2.1.3 Puffer, Lösungen und Medien .................................................................................. 14 

2.1.4 Geräte und Apparaturen ............................................................................................ 16 

2.1.5 Stimulanzien, Inhibitoren und siRNA ................................................................... 17 

2.1.6 Antikörper ........................................................................................................................ 18 

2.1.7 Oligonukleotide .............................................................................................................. 18 

2.1.8 Gebrauchsfertige Kits .................................................................................................. 18 

2.1.9 Software ............................................................................................................................ 18 

2.2 Zellkultur .......................................................................................................................................... 19 

2.2.1 Kultivierung humaner B-Zellen ............................................................................... 19 

2.2.2 Bestimmung von Zellzahl und Viabilität .............................................................. 20 

2.2.3 Bestimmung der Zellproliferation unter Nährstoffentzug ........................... 20 

2.2.4 Kultivierung von Drosophila Zellen zur Spike-In Vorbereitung ................. 21 

2.2.5 Stimulation und Inhibition ........................................................................................ 21 

2.2.6 Transfektion von siRNA .............................................................................................. 21 

2.2.7 Zellernte mit „Drosophila-Spike-In“ für Genexpressionsanalysen ........... 22 

2.3 Molekularbiologie ......................................................................................................................... 22 



Inhaltsverzeichnis   II 

 

 

2.3.1 RNA-Isolation .................................................................................................................. 22 

2.3.2 Reverse Transkription ................................................................................................ 23 

2.3.3 qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR)............................................................... 23 

2.4 Proteinbiochemie .......................................................................................................................... 24 

2.4.1 Proteinlysate nach siRNA-Transfektion .............................................................. 24 

2.4.2 SDS-PAGE .......................................................................................................................... 25 

2.4.3 Western Blot .................................................................................................................... 25 

2.5 Statistische Analysen ................................................................................................................... 26 

3 Ergebnisse .................................................................................................................................... 27 

3.1 Analyse des Einflusses von Serin und Glycin auf die Proliferation der B-Zelllinie 

P493-6 und verschiedener DLBCL-Zelllinien .................................................................... 27 

3.1.1 Die Proliferation von IL10+CpG stimulierten P493-6 MYClow-Zellen wird 

durch den Entzug von Serin und Glycin reduziert, besonders unter 

Bedingungen einer erhöhten Glutaminverfügbarkeit .................................... 27 

3.1.2 Die Proliferation von Karpas 422- und U-2932-R1-Zellen wird durch den 

gemeinsamen Entzug von Serin, Glycin und Glucose reduziert ................. 30 

3.2 Reduzierte Expression von PSAT1 vermindert die IL10- und CpG-vermittelte 

Zellproliferation von P493-6 MYClow-Zellen vergleichbar zu GOT2, ist aber 

weder additiv noch synergistisch ........................................................................................... 32 

3.3 Reduzierte Expression von PSAT1 und GOT2 hat keinen Einfluss auf die 

Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese................................ 34 

3.4 Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese in IL10+CpG 

stimulierten MYClow-Zellen maßgeblich abhängig von NF-B .................................... 36 

4 Diskussion .................................................................................................................................... 38 

5 Zusammenfassung ..................................................................................................................... 44 

6 Literaturverzeichnis ................................................................................................................. 45 

 

  

 



Abbildungsverzeichnis  III 

 

 

Abbildungsverzeichnis 

Abbildung 1: Der IL10-Rezeptor-vermittelte JAK1-STAT3-Signalweg und der TLR9-

vermittelte NF-B-Signalweg. .......................................................................................................................... 4 

Abbildung 2: Die Biosynthese von Serin und Glycin und die Glutaminolyse. ............................... 8 

Abbildung 3: Der Entzug von Serin und Glycin hemmt die Proliferation von IL10- und CpG-

stimulierten P493-6 MYClow-Zellen bei erhöhter Glutaminverfügbarkeit. ................................. 29 

Abbildung 4: Die Proliferation von Karpas 422 und U-2932-R1 wird durch den 

gemeinsamen Entzug von Serin, Glycin und Glucose gehemmt. ..................................................... 31 

Abbildung 5: Die IL10- und CpG-vermittelte Proliferation von P493-6 MYClow-Zellen ist 

abhängig von PSAT1 und GOT2. ................................................................................................................... 33 

Abbildung 6: Der Knockdown von GOT2 und PSAT1 hat keinen Effekt auf die 

Genexpression der weiteren Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese. ................................ 35 

Abbildung 7: Die IL10- und CpG-induzierte Genexpression der Enzyme der Serin- und 

Glycin-Biosynthese ist abhängig vom NF-B-Signalweg. ................................................................... 37 

  



Tabellenverzeichnis  IV 

 

 

Tabellenverzeichnis  

Tabelle 1: Zelllinien ........................................................................................................................................... 12 

Tabelle 2: Chemikalien ..................................................................................................................................... 12 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien ............................................................................................................... 13 

Tabelle 4: Fertiglösungen und Puffer ......................................................................................................... 14 

Tabelle 5: Puffer-Ansätze ................................................................................................................................ 14 

Tabelle 6: Medien ............................................................................................................................................... 15 

Tabelle 7: Geräte und Apparaturen............................................................................................................. 16 

Tabelle 8: Stimulanzien .................................................................................................................................... 17 

Tabelle 9: Inhibitoren ....................................................................................................................................... 17 

Tabelle 10: small interfering RNA (siRNA) ............................................................................................... 17 

Tabelle 11: Antikörper ..................................................................................................................................... 18 

Tabelle 12: Oligonukleotide für qRT-PCR ................................................................................................ 18 

Tabelle 13: Kits .................................................................................................................................................... 18 

Tabelle 14: Nährstoffkombinationen ......................................................................................................... 20 

Tabelle 15: cDNA Mastermix ......................................................................................................................... 23 

Tabelle 16: cDNA Thermocycler Programm ........................................................................................... 23 

Tabelle 17: qRT PCR Mastermix ................................................................................................................... 24 

  



Abkürzungsverzeichnis  V 

 

 

Abkürzungsverzeichnis 

4-IPBA 4-Iodphenylborsäure 

ACHP 2-Amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-(4-piperi-

dinyl)-3-pyridincarbonitril 

Act42A actin 42A, Genname für Aktin-42A 

APS Ammoniumperoxodisulfat 

ATF3/4 activating transcription factor 3/4 

BSA Bovines Serumalbumin 

cDNA complementary DNA, komplementäre DNA 

Ct cycle threshold, Zyklus-Schwellenwert 

DEPC Diethyldicarbonat 

DLBCL diffuse large B-cell lymphoma, diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsäure 

DNase Desoxyribonuklease 

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat 

DTT Dithiothreitol 

ECL enhanced chemiluminescence 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

FBS fetal bovine serum, fetales Kälberserum 

GLS Glutaminase 

GLUD Glutamat-Dehydrogenase 

GOT2 Aspartat-Aminotransferase  

(auch Glutamat-Oxalacetat-Transaminase) 

GPT Alanin-Aminotransferase (auch Glutamat-Pyruvat-Transaminase) 

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

HRP horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase 

IgG Immunglobulin G 

IB inhibitor of nuclear factor kappa-B, NF-kappa-B Inhibitor 

IKK IB kinase, IB-Kinase 

IL10 Interleukin-10 

IL10R Interleukin-10-Rezeptor 

JAK Januskinase 

MAX myc-associated factor X, Myc-assoziierter Faktor X 

MYD88 myeloid differentiation primary response protein 88 

NF-B nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 



Abkürzungsverzeichnis  VI 

 

 

NHL Non-Hodgkin-Lymphom 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion 

PHGDH Phosphoglycerat-Dehydrogenase 

PSAT1 Phosphoserin-Aminotransferase 1 

PSPH Phosphoserin-Phosphatase 

PVDF Polyvinylidenfluorid 

qRT-PCR quantitative real time PCR, quantitative Echtzeit-PCR 

RIPA radio immunoprecipitation assay, Radio-Immunpräzipitationsassay 

RNA ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 

RNase Ribonuklease 

RT Raumtemperatur 

SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 

SHMT1/2 Serin-Hydroxymethyltransferase 1 (zytosolisch)/2 (mitochondrial) 

siRNA small interfering ribonucleic acid 

STAT signal transducers and activators of transcription 

TBS tris-buffered saline, Tris-gepufferte Salzlösung 

TBS-T Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween-20 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TLR Toll-like-Rezeptor 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TYK2 Tyrosinkinase 2 



Einleitung  1 

 

 

1 Einleitung 

1.1 Maligne Lymphome 

Maligne Lymphome stellen eine heterogene Gruppe von Tumorerkrankungen des lympha-

tischen Systems dar. Histopathologisch werden dabei Hodgkin-Lymphome und Non-

Hodgkin-Lymphome (NHL) unterschieden. Die NHL wiederum werden abhängig von der 

zugrundeliegenden lymphozytären Ursprungszelle (cell of origin) in B-Zell- sowie T/NK-

Zell-Lymphome unterteilt (Jaffe et al. 2017). Im Jahr 2020 lag die Inzidenz der NHL in West-

europa bei 10,2 pro 100.000 Personen mit einer Mortalität von 2,8 pro 100.000 Personen 

(Sung et al. 2021). Der Hauptteil von rund 90% entfällt dabei auf die B-Zell-NHL, die ihrer-

seits diverse Erkrankungen mit unterschiedlicher Malignität umfassen (Armitage et al. 

2017). In dieser Arbeit wurde ein Subtyp der aggressiven B-Zell-NHL, das diffus großzellige 

B-Zell-Lymphom (diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL), näher betrachtet.  

1.1.1 Diffuses großzelliges B-Zell-Lymphom 

Das DLBCL stellt mit 25 – 45% der Fälle den größten Anteil der NHL dar und ist weltweit 

das am häufigsten auftretende aggressive Lymphom im Erwachsenenalter (Berndt 2020). 

Neben einer morphologischen Unterteilung des DLBCL ist insbesondere die molekulare 

Subklassifikation anhand des Genexpressionsprofils der Ursprungszelle bedeutsam.  So 

werden Subtypen von neoplastische Zellen unterschieden, die reifen B-Zellen des Keimzen-

trums ähneln (germinal center B cell like, GCB) oder vergleichbar mit aktivierten B-Zellen 

sind (activated B cell like, ABC) (Alizadeh et al. 2000). Das GCB-DLBCL ist gegenüber dem 

ABC-DLBCL mit einer signifikant besseren Prognose verbunden (Scott et al. 2015). Als Erst-

linientherapie ist unabhängig vom molekularen Subtyp eine kombinierte Immunchemo-

therapie nach dem R-CHOP-Protokoll (Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincris-

tin und Prednison) langjährig etabliert (Pfreundschuh et al. 2011; Tilly et al. 2015). Die Hin-

zunahme des monoklonalen CD20-Antikörpers Rituximab hat die Therapie maßgeblich ver-

bessert, dennoch zeigen sich bis zu 40% der Patienten therapierefraktär oder erleben ein 

Rezidiv  (Coiffier et al. 2010; Maurer et al. 2014). 

Wie die meisten reifen B-Zell-Lymphome geht das DLBCL aus B-Zellen des Keimzentrums 

hervor. Hier erfolgt physiologischerseits die Selektion, Differenzierung und Proliferation 

von B-Lymphozyten im Rahmen der humoralen Immunantwort. Dieser Prozess exponiert 

B-Zellen gegenüber aberranten Transformationen der fein abgestimmten Genexpression, 

was schließlich zur Lymphomgenese führen kann (Basso und Dalla-Favera 2015). So lassen 

sich beim DLBCL häufig Mutationen bzw. Überexpressionen der regulatorischen Gene BCL2 

und BCL6 (B-cell lymphoma 2/6) sowie insbesondere auch des Transkriptionsfaktors MYC 
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nachweisen (Sehn und Salles 2021). Eine MYC-Überexpression kann dabei die aggressive 

und ungehemmte Zellproliferation induzieren (Ott et al. 2013) (siehe Abschnitt 1.3). Doch 

intrazelluläre genetische Alterationen sind nicht der alleinige Treiber der Lymphomgenese. 

So spielt auch der Einfluss der Mikroumgebung (microenvironment) eine wichtige Rolle bei 

der Pathogenese von B-Zell-Lymphomen (Scott und Gascoyne 2014). Die Zellen der Mikro-

umgebung, bestehend u. a. aus Stroma-, Immun- und Endothelzellen, formen ein komplexes 

Netzwerk, welches über eine vielschichtige Signalgebung zur Steuerung der B-Zell-Entwick-

lung im Keimzentrum beiträgt (De Silva und Klein 2015). Zu den in den B-Zellen aktivierten 

Signalkaskaden zählen dabei unter anderem der JAK-STAT- sowie der NF-B-Signalweg, die 

bei aberranter Aktivierung eine maligne Proliferation fördern (siehe Abschnitt 1.2). Beide 

Signalwege nehmen etwa durch eine konstitutive Aktivierung im ABC-DLBCL eine zentrale 

Rolle ein (Davis et al. 2001; Ding et al. 2008; Lam et al. 2008; Scuto et al. 2011). Über eine 

kooperative JAK-STAT- und NF-B-Signalgebung konnten auch umfassende Veränderungen 

des Metabolismus von B-Zellen festgestellt werden (Feist et al. 2018). Der Prozess einer 

metabolischen Reprogrammierung stellt eines der wesentlichen Merkmale von Tumor-

zellen dar (Hanahan und Weinberg 2011) (siehe Abschnitt 1.4). Tiefergehende Kenntnisse 

zu den JAK-STAT- und NF-B-vermittelten Veränderungen des Metabolismus von B-Zellen 

sind daher für ein besseres Verständnis der Genese von B-Zell-Lymphomen wichtig. Dies 

könnte auch zu neuen Ansatzpunkten in der Entwicklung spezifischer Tumortherapien des 

DLBCL und weiterer Lymphomentitäten beitragen. 

1.2 Signalwege in B-Lymphozyten 

Extrazelluläre Stimuli werden von B-Zellen in einem komplexen Netzwerk intrazellulärer 

Signalkaskaden übersetzt. Die Signalwege nehmen direkten Einfluss auf die Genexpression 

der Zelle und sind so an der Regulation grundlegender Prozesse wie Proliferation, Apoptose 

und der Anpassung des Metabolismus beteiligt (Kurosaki et al. 2010; Franchina et al. 2018). 

Während die Signalgebung unter physiologischen Bedingungen einer strengen Regulation 

unterliegt, ist ihre Deregulation eines der fundamentalen Merkmale von Tumorzellen (Ha-

nahan und Weinberg 2011). Anhand der B-Zelllinie P493-6, welche auch für diese Arbeit 

verwendet wurde, konnten mit Interleukin-10 (IL10) und CpG zwei Faktoren des Keimzent-

rums bzw. der Lymphom-Mikroumgebung identifiziert werden, die synergistisch zu einer 

Aktivierung der Zellproliferation sowie zu Veränderungen im Zellmetabolismus führen. Die 

Induktion der Zellproliferation durch IL10 und CpG ist dabei vergleichbar zum Effekt einer 

aberranten Überexpression des Transkriptionsfaktors MYC. Die Faktoren vermitteln ihre 

Wirkung maßgeblich über die gemeinsame Aktivierung des JAK-STAT- und NF-B-Signal-

wegs (Feist et al. 2017).  



Einleitung  3 

 

 

1.2.1 JAK-STAT-Signalweg 

Die Januskinasen (JAK) bilden gemeinsam mit den STAT-Proteinen (signal transducers and 

activators of transcription) einen der zentralen Knotenpunkte der intrazellulären Signalge-

bung. Die mit den Tyrosinkinasen der JAK-Familie (JAK1, JAK2, JAK3 und Tyrosinkinase 2 

(TYK2)) assoziierten Rezeptoren können über eine Vielzahl von Zytokinen aktiviert wer-

den. Dazu zählen diverse Interleukine, wie auch das im Folgenden betrachtete Interleu-

kin-10 (IL10) (Hu et al. 2021).  

IL10 wird von verschiedenen Leukozyten auto- oder parakrin sezerniert (Wolk et al. 2002; 

Sabat et al. 2010). Die Bindung an den IL10-Rezeptor (IL10R) führt über eine Dimerisierung 

der Rezeptoruntereinheiten zur Aktivierung der JAK1 und TYK2. Nachfolgend kommt es zu 

einer JAK-vermittelten Phosphorylierung von STAT-Proteinen, welche ihrerseits nach Di-

merisierung in den Nukleus gelangen (Pestka et al. 2004; O'Shea et al. 2015) (siehe Abbil-

dung 1). IL10 vermittelt vorrangig die Aktivierung von STAT3, daneben aber auch von 

STAT1 und STAT5 (Wehinger et al. 1996). Die STAT-Proteine induzieren als Transkrip-

tionsfaktoren die Expression diverser Zielgene und wirken so auf die Regulation zellulärer 

Vorgänge wie Proliferation und Differenzierung ein (Awasthi et al. 2021). Darüber hinaus 

sind sie maßgeblich an immunregulativen Prozessen beteiligt (Villarino et al. 2017). 

Aberrationen des JAK-STAT-Signalwegs können zur Pathogenese verschiedener Lymphom-

entitäten beitragen (Scott und Gandhi 2015). Für das DLBCL konnte beschrieben werden, 

dass sowohl IL10 als auch der IL10-Rezeptor mitunter signifikant überexprimiert werden 

und durch eine Autostimulation des JAK1-STAT3-Signalwegs wesentlich zum Überleben 

und der Proliferation der Lymphomzellen beitragen (Béguelin et al. 2015; Lu et al. 2018). 

Ein erhöhtes IL10-Level bzw. eine erhöhte STAT3-Expression geht dabei mit einer Ver-

schlechterung der Prognose einher (Lech-Maranda et al. 2006; Wu et al. 2011). Ursächlich 

kann hier u. a. das Zusammenspiel mit einem ebenfalls aberranten NF-B-Signalweg sein, 

der eine Hochregulierung von IL10 induziert (Lam et al. 2008; Ngo et al. 2011). 

1.2.2 NF-B-Signalweg 

NF-B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) reguliert als Trans-

kriptionsfaktor die Expression hunderter Zielgene und verfügt über die Fähigkeit diverse 

zelluläre Prozesse zu modifizieren (Zhang et al. 2017). Neben Zellproliferation und 

Apoptose ist der NF-B-Signalweg insbesondere an der Regulation des Immunsystems be-

teiligt (Hayden und Ghosh 2012). So spielt er auch eine zentrale Rolle in der Entwicklung 

und Aktivierung von B-Lymphozyten (Sasaki und Iwai 2015). 

NF-B umfasst eine Familie von insgesamt fünf unterschiedlichen Proteinen. Dazu gehören 

RelA (p65), RelB, c-Rel sowie NF-B1 (p50) und NF-B2 (p52). Diesen gemeinsam ist eine 
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N-terminale Rel-Homologie-Domäne, welche die Sequenz-spezifische DNA-Bindung vermit-

telt. Jeweils zwei der Untereinheiten bilden als Homo- oder Heterodimer den funktionalen 

NF-B-Komplex. Die Dimere unterliegen einer strengen Regulation und werden durch IB-

Proteine (u. a. IB, IB, IB) oder die Vorläuferproteine von NF-B1 und NF-B2 (p105 

bzw. p100) inhibiert. In dieser inaktiven Form verbleiben sie im Zytoplasma unstimulierter 

Zellen (Siebenlist et al. 1994; Hayden und Ghosh 2012). Die Aktivierung des Signalwegs 

wird über verschiedene Rezeptoren vermittelt, u. a. über B-Zell- und Zytokin-Rezeptoren 

sowie Toll-like-Rezeptoren (Vallabhapurapu und Karin 2009).  

 

Abbildung 1: Der IL10-Rezeptor-vermittelte JAK1-STAT3-Signalweg und der TLR9-vermit-
telte NF-B-Signalweg. Die Bindung von IL10 an den IL10-Rezeptor (IL10R) führt zu einer Dime-
risierung der Rezeptoruntereinheiten IL10R1 und IL10R2, welche mit der Januskinase 1 (JAK1) bzw. 
Tyrosinkinase 2 (TYK2) assoziiert sind. Hierdurch erfolgt eine Aktivierung und anschließende Trans-
phosphorylierung der JAK1 und TYK2. Über eine nachfolgende Phosphorylierung der zytoplasmati-
schen Rezeptordomäne wird eine Bindungsstelle für STAT3 geschaffen, welches ebenfalls durch 
Phosphorylierung aktiviert wird. Die aktivierten STAT3-Proteine bilden Dimere und gelangen so als 
Transkriptionsfaktor in den Nukleus. Der endosomale TLR9 wird über repetitive CpG-Motive bak-
terieller DNA aktiviert, die via Phagozytose in die Zelle aufgenommen wird. Das Adapterprotein 
MYD88 induziert die Signalkaskade durch Interaktion mit der Proteinkinase IRAK4. Die folgende 
Phosphorylierung der IRAK1 führt nach Aktivierung von TRAF6 zur Rekrutierung des TAK/TAB-
Komplexes. Die TAK1 phosphoryliert den IKK-Komplex, welcher aus den katalytischen Komponen-
ten IKK und IKK sowie der regulatorischen Untereinheit NEMO besteht. Der IKK-Komplex führt 
schließlich zur Degradation der IB-Inhibitorproteine. In der Folge wird NF-B (RelA/p50) frei, ge-
langt in den Nukleus und bindet als Transkriptionsfaktor an diverse Zielgene. Abgebildet sind zudem 
die in dieser Arbeit eingesetzten JAK- bzw. IKK-Inhibitoren (siehe Abschnitt 2.2.5 und 3.4). Ruxoli-
tinib hemmt selektiv JAK1 und JAK2, während ACHP insbesondere IKK sowie auch IKK inhibiert. 
IRAK1/4 = interleukin-1 receptor associated kinase 1/4, TRAF6 = tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor 6, TAK1 = transforming growth factor-ß-activated kinase 1, TAB2/3 = TAK1 binding pro-
tein 2/3, IKK = IB kinase, NEMO = NF-B essential modulator.  
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Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind als eine Subklasse der Pattern-Recognition-Rezeptoren 

zentral an der Pathogenerkennung und Aktivierung der Immunantwort beteiligt. Humane 

B-Zellen exprimieren eine Reihe von TLR, wobei im Folgenden die NF-B-Aktivierung durch 

den TLR9 näher betrachtet wird (Chiron et al. 2008) (siehe Abbildung 1). 

Der endosomal lokalisierte TLR9 wird verstärkt in B-Zellen des Keimzentrums exprimiert 

und durch unmethylierte doppelsträngige DNA mit repetitiven CpG-Motiven aktiviert 

(Hemmi et al. 2000; Latz et al. 2004; Månsson et al. 2006). Die CpG-Bindung induziert die 

klassische (kanonische) NF-B-Signalkaskade über das Adapterprotein MYD88 (myeloid 

differentiation primary response protein 88). Verschiedene Zwischenschritte kumulieren da-

bei in der Degradation des Inhibitorproteins IB, sodass der Transkriptionsfaktor NF-B 

(RelA/p50) frei wird, in den Nukleus gelangt und hier spezifisch an Zielgene binden kann 

(Ntoufa et al. 2016). 

Dysregulationen des NF-B-Signalwegs tragen vielfach zur Genese von B-Zell-Lymphomen 

bei. Zugrunde liegen können dabei verschiedenste Mutationen der Signalkaskade selbst 

oder auch TLR-vermittelte pro-inflammatorische Einflüsse der Mikroumgebung (Zhang et 

al. 2017; Isaza-Correa et al. 2014; Sato et al. 2009). Eine konstitutive NF-B-Aktivierung ist 

beispielsweise charakteristisch für das ABC-DLBCL (Davis et al. 2001). Unter anderem re-

sultieren Gain-of-Function-Mutationen des MYD88-Gens in einer unkontrollierten Signalge-

bung, die essenziell zum Überleben der Lymphomzellen beiträgt (Ngo et al. 2011).  NF-B 

nimmt also nicht nur in der normalen Zellphysiologie, sondern auch in malignen Zellen eine 

zentrale Funktion ein.  

1.3 Protoonkogen MYC und die Modellzelllinie P493-6 

Der Transkriptionsfaktor MYC ist über die Expression tausender Zielgene an der Regulation 

wesentlicher zellulärer Prozesse beteiligt – vom Zellzyklus über die Differenzierung bis zum 

Metabolismus. Das zugrundeliegende MYC-Gen stellt damit eines der potentesten humanen 

Protoonkogene dar (Eilers und Eisenman 2008; Lourenco et al. 2021). Die Aktivierung von 

MYC erfolgt durch eine Heterodimerisierung mit dem Partnerprotein MAX, vermittelt über 

ein basisches Helix-Loop-Helix-Leucin-Zipper-Motiv. Der MYC/MAX-Komplex initiiert die 

Transkription durch Bindung an regulatorische E-box-Sequenzen (Enhancer box) innerhalb 

der Zielgene (Meyer und Penn 2008; Blackwood und Eisenman 1991; Amati et al. 1993).  

Die physiologische MYC-Expression unterliegt dem Einfluss diverser wachstumsregulieren-

der Signalwege sowie komplexen Kontrollmechanismen auf transkriptioneller, translatio-

naler und posttranslationaler Ebene (Stine et al. 2015). Eine Dysregulation dieses Netz-

werks, etwa durch Translokationen, Genmutationen und -amplifikationen oder eine chro-

nische Aktivierung vorgeschalteter Signalwege, bewirkt eine onkogene Überexpression von 
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MYC (Boxer und Dang 2001; Meyer und Penn 2008). Diese wiederum triggert alle klassi-

schen Kennzeichen einer Tumorzelle, insbesondere eine ungehemmte Zellproliferation und 

das Zellwachstum. Damit einher geht eine globale Reprogrammierung des zellulären Meta-

bolismus sowie eine gesteigerte Proteinbiosynthese.  (Hanahan und Weinberg 2011; Gabay 

et al. 2014). Zu den metabolischen Anpassungen zählen neben einer erhöhten Nährstoffauf-

nahme auch die Expressionssteigerung nahezu aller an der aeroben Glykolyse beteiligten 

Gene sowie die Hochregulation der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese und eine 

Steigerung der Glutaminolyse (Kim et al. 2004; Wise et al. 2008; Gao et al. 2009; Sun et al. 

2015). 

Die MYC-Dysregulation stellt in vielen Tumorerkrankungen ein wesentliches molekulares 

Merkmal dar (Gabay et al. 2014). Unter den B-NHL ist eine primär MYC-induzierte Genese 

insbesondere für das Burkitt-Lymphom beschrieben, bedingt durch eine chromosomale 

Translokation von MYC unter die Kontrolle eines Immunglobulin-Locus (Klapproth und 

Wirth 2010; Boxer und Dang 2001). Daneben wurden auch für das DLBCL verschiedene 

MYC-Alterationen beschrieben (Ott et al. 2013). Eine Überexpression ist dabei mit einem 

ungünstigeren klinischen Verlauf assoziiert (Kluk et al. 2012; Schrader et al. 2012; Horn et 

al. 2013). Der Einfluss einer MYC-Dysregulation in B-Lymphozyten wurde vielfach mit der 

auch in dieser Arbeit eingesetzten humanen B-Zelllinie P493-6 untersucht (Schlosser et al. 

2005; Klapproth und Wirth 2010).  

Die Modellzelllinie P493-6 verfügt über ein MYC-exprimierendes Plasmid, welches über 

Tetrazyklin reguliert werden kann. In Gegenwart von Tetrazyklin wird die ektope MYC-Ex-

pression drastisch reduziert (MYClow) und die Zelle arretiert in der G0/G1-Phase des Zell-

zyklus. Unbehandelte P493-6-Zellen zeigen eine MYC-Überexpression (MYChigh) ähnlich wie 

aggressive Lymphomzellen. Die Zelllinie dient somit als ein Modell für ruhende B-Zellen 

(MYClow) sowie proliferierende MYC-transformierte B-Zellen (MYChigh) mit dem jeweils glei-

chen genetischen Profil (Schuhmacher et al. 1999; Pajic et al. 2000). 

1.4 Tumormetabolismus 

Tumorzellen sind durch eine unkontrollierte Proliferation und ungehindertes Wachstum 

gekennzeichnet. Dieser Fähigkeit liegt neben einer dysregulierten Signalgebung auch eine 

Reprogrammierung des Zellmetabolismus zugrunde (Hanahan und Weinberg 2011). Zu den 

zentralen Kennzeichen eines veränderten Metabolismus zählen u. a. eine gesteigerte Auf-

nahme von Glucose und Aminosäuren, die Adaption kataboler und anaboler Stoffwechsel-

wege sowie die wechselseitige Formung der Tumormikroumgebung, welche das Tumor-

wachstum unterstützt (Pavlova und Thompson 2016). Maligne Zellen begegnen so dem er-

höhten Energiebedarf und speisen die Biosynthese diverser Makromoleküle für Zell-
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wachstum, Proliferation und die Aufrechterhaltung des Redoxstatus (DeBerardinis und 

Chandel 2016). Lange bekannt ist das von Otto Warburg beschriebene Phänomen der aero-

ben Glykolyse, wonach Tumorzellen auch in Gegenwart einer ausreichenden Oxygenierung 

Glukose bevorzugt zu Laktat umsetzen (Warburg 1956). Angenommen wird, dass dadurch 

vermehrt Zwischenprodukte der Glykolyse zu Gunsten anaboler Reaktionen umgeleitet 

werden können, welche wiederum zur raschen Zellproliferation beitragen (Lunt und Van-

der Heiden 2011). Neben Glucose ist Glutamin ein wichtiger Metabolit, dessen Stoffwechsel 

im Tumormetabolismus erheblichen Veränderungen unterliegt (Yang et al. 2017). Dies gilt 

insbesondere auch für Lymphomzellen, für deren Proliferation sich Glutamin als essenziell 

erwiesen hat (Altman und Dang 2012; Franchina et al. 2018; Feist et al. 2018). Die Bedeu-

tung zweier weiterer Aminosäuren, Serin und Glycin, für das komplexe metabolische Zu-

sammenspiel ist in den vergangenen Jahren zunehmend in den Fokus gerückt und soll im 

Folgenden ausführlicher betrachtet werden (Mattaini et al. 2016; Geeraerts et al. 2021). 

1.4.1 Serin- und Glycin-Stoffwechsel 

Die nicht essenziellen Aminosäuren Serin und Glycin sind wichtige Bausteine zahlreicher 

metabolischer Prozesse (Kalhan und Hanson 2012). In Tumorzellen zeigt sich oftmals eine 

Steigerung der Serin- und Glycin-Biosynthese als Ausdruck der Adaptation des Zellmetabo-

lismus an die erhöhten Bedürfnisse für Proliferation und Wachstum (Mattaini et al. 2016).  

Serin kann sowohl von extrazellulär über verschiedene Transporter in die Zelle aufgenom-

men werden als auch de-novo aus Glucose synthetisiert werden. Die Synthese erfolgt dabei 

ausgehend von 3-Phosphoglycerat (3PG), einem Zwischenprodukt der Glykolyse bzw. Glu-

coneogenese. 3PG wird über die Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PHGDH) zu 3-Phos-

phohydroxypyruvat (3PHP) oxidiert. Die Phosphoserin-Aminotransferase 1 (PSAT1) kata-

lysiert die Transaminierung von 3PHP in einer Glutamat-abhängigen Reaktion zu 3-Phos-

phoserin (3PS). Im dritten und letzten Schritt wird 3PS über die Phosphoserin-Phosphatase 

(PSPH) zu Serin umgesetzt (Ichihara und Greenberg 1955; Snell 1984; Amelio et al. 2014) 

(siehe Abbildung 2). Als proteinogene Aminosäure ist Serin von wesentlicher Bedeutung für 

die Proteinsynthese und dient darüber hinaus als wichtiger Baustein für Sphingo- und Phos-

pholipide sowie als Vorstufe für die Aminosäuren Glycin und Cystein. Glycin und Cystein 

wiederum gehen in die Synthese von Glutathion ein, das als Antioxidans an der Aufrechter-

haltung des zellulären Redoxgleichgewichts mitwirkt (Locasale 2013).  

Die Umwandlung von Serin in Glycin erfolgt über die Serin-Hydroxymethyltransferase im 

Cytosol (SHMT1) oder in den Mitochondrien (SHMT2). Die dabei frei werdende Kohlen-

stoffeinheit geht gebunden an Tetrahydrofolat (THF) in den 1C-Stoffwechsel (one carbon 

metabolism) ein, welcher sowohl den Folat- als auch den Methioninzyklus umfasst. Serin  
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Abbildung 2: Die Biosynthese von Serin und Glycin und die Glutaminolyse. Serin und Glycin 
können über verschiedene Transporter aus der Zellumgebung aufgenommen oder de-novo aus Glu-
cose synthetisiert werden. Ausgehend von 3-Phosphoglycerat (3PG), einem Zwischenprodukt der 
Glykolyse, erfolgt die Umwandlung zu 3-Phosphohydroxypyruvat (3PHP) durch die PHGDH. Nach-
folgend katalysiert die PSAT1 die Glutamat- und Pyridoxal-5-Phosphat-abhängige Reaktion zu 3-
Phosphoserin (3PS) und -Ketoglutarat (KG). 3PS wird schließlich über die PSPH zu Serin umge-
setzt. Die Synthese von Glycin erfolgt ausgehend von Serin über die SHMT1/2 (cytosolisch/mito-
chondrial). Die in Tumorzellen verstärkt exprimierte Pyruvatkinase M2 (PKM2) wird über Serin al-
losterisch aktiviert. Ein Mangel an Serin mindert die Enzymaktivität und glykolytische Zwischenpro-
dukte werden zu Gunsten der Serin-Biosynthese umgeleitet. Glutamin wird im Rahmen der Glutami-
nolyse über zwei Reaktionsschritte zu KG umgesetzt. Zunächst erfolgt über die mitochondriale Glu-
taminase (GLS) eine Desaminierung zu Glutamat (Glu). Die folgende Umwandlung von Glutamat zu 
KG wird entweder über die Glutamat-Dehydrogenase (GLUD) katalysiert oder über eine der drei 
folgenden Aminotransferasen: Alanin-Aminotransferase (GPT), Aspartat-Aminotransferase (GOT2) 
oder die PSAT1. Ala = Alanin, Asp = Aspartat, meTHF = 5,10-Methylentetrahydrofolat, NAD+/NADH 
= Nicotinamidadenindinukleotid (oxidiert/reduziert), NH4+ = Ammonium, OAA = Oxalacetat, Pi = an-
organisches Phosphat (inorganic phosphate), PEP = Phosphoenolpyruvat, Pyr = Pyruvat, THF = Tet-
rahydrofolat. 

 

stellt auf diese Weise einen der zentralen Kohlenstofflieferanten für den 1C-Stoffwechsel 

dar (Davis et al. 2004; Locasale 2013).  Der nachgeschaltete Folatstoffwechsel ist essenziell 

für die De-novo-Synthese von Purinen und Thymidin und somit für die Nukleotidsynthese. 

Daneben dient er zur Regeneration der Cosubstrate NADH, NADPH und ATP (Tedeschi et al. 

2013) und trägt an der Schnittstelle zum Methioninzyklus zur Bildung von S-Adenosylme-

thionin (SAM) bei. SAM stellt nicht nur für Proteine und Lipide einen wichtigen Methylgrup-

pendonor dar, sondern auch für die DNA- und Histon-Methylierung und somit für die 
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epigenetische Genregulation (Tedeschi et al. 2013; Maddocks et al. 2016). Die klinische Sig-

nifikanz des 1C-Stoffwechsels sowie des nachgeschalteten Folatzyklus wird mit Blick auf die 

seit Jahrzehnten als Chemotherapeutika eingesetzten Folatantagonisten deutlich (Farber et 

al. 1948; Locasale 2013). 

Bei einem erhöhten Serinbedarf  der Zelle kann die De-Novo-Synthese mitunter durch eine 

Feedback-Regulation der in hochproliferativen Tumorzellen vermehrt exprimierten glyko-

lytischen Pyruvatkinase M2 (PKM2) gesteigert werden (Chaneton et al. 2012; Ye et al. 2012) 

(siehe Abbildung 2). Die Expression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese wieder-

rum unterliegt der Regulation durch verschiedene Transkriptionsfaktoren, darunter bei 

zellulärem Stress ATF4 (activating transcription factor 4) sowie insbesondere auch MYC (Ye 

et al. 2012; Sun et al. 2015) (siehe Abschnitt 1.3). Mittels der Modellzelllinie P493-6 war in 

B-Zellen eine Expressionssteigerung der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese durch 

MYC nachweisbar. In B-Zellen mit verminderter MYC-Expression konnte wiederum eine Ex-

pressionssteigerung durch eine Stimulation mit den Faktoren IL10 und CpG beobachtet 

werden (Feist 2016).  

In der Tumorforschung sind Aberrationen des Serin- und Glycin-Stoffwechsels bzw. dessen 

Regulierung von anhaltendem Interesse (Li und Ye 2020). So konnten bereits in verschie-

denen Tumorentitäten Überexpressionen von PHGDH und PSAT1 beschrieben werden, un-

ter anderem auch für das Burkitt-Lymphom (Possemato et al. 2011; Locasale et al. 2011; Jia 

et al. 2016; Białopiotrowicz et al. 2020). Insgesamt ist die Bedeutung des Serin- und Glycin-

Metabolismus speziell für B-Zellen bzw. B-Zell-Lymphome bisher jedoch kaum charakter-

isiert, sodass detaillierte Untersuchungen für ein besseres Verständnis notwendig sind.  

1.4.2 Glutaminolyse 

Die hohe Proliferationsaktivität von Tumorzellen geht mit einem erhöhten Glutaminbedarf 

einher. Viele Tumorzellen weisen daher eine regelrechte Abhängigkeit von Glutamin auf, so 

auch die B-Zelllinie P493-6 (Wise und Thompson 2010; Feist et al. 2018). Glutamin dient 

dabei als wichtiges Energiesubstrat (Reitzer et al. 1979; Fan et al. 2013) sowie als Stickstoff- 

und Kohlenstoffdonor für die Biosynthese diverser Makromoleküle wie Aminosäuren, Nuk-

leotiden, Fettsäuren und Antioxidantien (Hosios et al. 2016; Yang et al. 2017). Im Rahmen 

der Glutaminolyse wird das Glutamin zunächst über die mitochondriale Glutaminase (GLS) 

zu Glutamat umgesetzt. Die anschließende Umwandlung von Glutamat zu -Ketoglutarat 

wird über zwei unterschiedliche Wege katalysiert: entweder über die Aktivität der Gluta-

mat-Dehydrogenase (GLUD) oder über eine Gruppe verschiedener Aminotransferasen. 

Hierzu zählen neben der Alanin-Aminotransferase (GPT) auch die mitochondriale Aspartat-

Aminotransferase (GOT2) sowie die Phosphoserin-Aminotransferase 1 (PSAT1). Die durch 

diese Enzyme vermittelte Transaminierung ermöglicht die Synthese von nicht essenziellen 
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Aminosäuren, darunter primär Alanin, Aspartat und Phosphoserin (Moreadith und Lehnin-

ger 1984; Altman et al. 2016). Das dabei anfallende -Ketoglutarat kann als anaplerotisches 

Substrat auch in den Citratzyklus eingespeist werden (Le et al. 2012; Altman et al. 2016). 

Feist et al. konnten aufzeigen, dass die Glutaminolyse essenziell für die Proliferation der 

B-Zelllinie P493-6 sowie verschiedener Subtypen von B-Zell-Lymphomen ist. Hier nimmt 

insbesondere die GOT2 eine wesentliche Funktion ein. B-Zellen mit verminderter MYC-Ex-

pression (P493-6 MYClow-Zellen) zeigen nach Stimulation mit den Faktoren IL10 und CpG 

eine durch STAT3 und NF-B regulierte Reprogrammierung der Glutaminolyse mit einem 

Anstieg der GOT2-Expression. Eine aberrante Überexpression von GOT2 stellt zudem ein 

prognostisch relevantes Merkmal für das DLBCL dar. Die Aminotransferase GPT zeigt sich 

gegenüber der GOT2 als deutlich weniger relevant für die Proliferation von MYC-deprivier-

ten B-Zellen, während die Rolle der PSAT1 in diesem Kontext noch unbekannt ist (Feist et 

al. 2018). Die PSAT1 besetzt mit der Glutamat-abhängig katalysierten Bildung von Phospho-

serin einen Schnittpunkt der Glutaminolyse mit dem Serin-Stoffwechsel (siehe Abbildung 

2). Eine weiterführende Analyse der Bedeutung der PSAT1 für die B-Zell-Proliferation er-

scheint daher von besonderem Interesse. 

1.5 Ziele und Fragestellungen 

Metabolische Reprogrammierungen wie die Anpassung des Serin- und Glycin-Stoffwechsels 

stellen ein wesentliches Merkmal von Tumorzellen dar (Mattaini et al. 2016). Die spezifi-

schen Veränderungen des Serin- und Glycin-Metabolismus in B-Zellen respektive B-Zell-

Lymphomen sowie die zugrundeliegenden onkogenen Signalwege sind bisher kaum cha-

rakterisiert und sollten im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht werden. Die dafür ein-

gesetzte B-Zelllinie P493-6 dient mittels einer kontrollierbaren MYC-Expression als Modell 

für ruhende B-Zellen (MYClow) oder proliferierende MYC-transformierte B-Zellen (MYChigh) 

(Pajic et al. 2000) (siehe Abschnitt 1.3).  

Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit gehen aus den im Folgenden zusammengefass-

ten Vorarbeiten der Arbeitsgruppe hervor: Mit IL10 und CpG sind zwei Faktoren der Mikro-

umgebung von B-Zellen identifiziert worden, die STAT3- und NF-B-vermittelt zu einer 

synergistischen Aktivierung der Proliferation von MYC-deprivierten B-Zellen (P493-6 

MYClow-Zellen) führen. Die Zellproliferation ist dabei vergleichbar zu Zellen mit einer aber-

ranten MYC-Überexpression (P493-6 MYChigh-Zellen) (Feist et al. 2017). Einhergehend zeigt 

sich in IL10- und CpG-stimulierten MYClow-Zellen eine globale Steigerung der Expression 

von Metabolismus-assoziierten Genen. Dies umfasst neben der Glutaminolyse und Glyko-

lyse auch die Enzyme des Serin- und Glycin-Stoffwechsels (Feist 2016). Hinsichtlich der vor-

bekannten Glutaminabhängigkeit der Proliferation der P493-6-Zellen nimmt insbesondere 
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die Aspartat-Aminotransferase (GOT2) eine zentrale Rolle ein. Die durch einen Entzug von 

Glutamin zu beobachtende Reduktion der Zellproliferation kann jedoch durch einen Knock-

down der GOT2 nicht gänzlich abgebildet werden. Daher ist anzunehmen, dass weitere Glu-

tamat-verbrauchende Aminotransferasen für die B-Zell-Proliferation eine Rolle spielen 

könnten. Die PSAT1 zeigt als eine solche Aminotransferase, ähnlich wie die GOT2, eine deut-

liche Expressionssteigerung sowohl durch eine Stimulation mit IL10 und CpG als auch durch 

eine MYC-Überexpression (Feist 2016).  

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war daher, dass die PSAT1 und somit der Serin- und 

Glycin-Metabolismus wichtig für die Proliferation der B-Zelllinie P493-6 ist. Entsprechend 

war es das Ziel der Arbeit zu klären, welchen Einfluss Serin und Glycin auf die IL10- und 

CpG-induzierte sowie die MYC-vermittelte Proliferation von P493-6-Zellen haben und wel-

che Rolle die PSAT1 dabei erfüllt. Zudem sollte untersucht werden, ob die Genexpression 

der PSAT1 und weiterer Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese über den JAK-STAT- und 

NF-B-Signalweg reguliert wird. Spezifisch wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:  

1. Sind Serin und Glycin wichtig für die IL10- und CpG-induzierte Proliferation von 

P493-6 MYClow-Zellen bzw. die Proliferation von MYChigh-Zellen? Wie wirkt sich ein 

Mangel von Serin und Glycin auf P493-6-Zellen und auf ausgewählte DLBCL-

Zelllinien aus? 

2. Ist die Aminotransferase PSAT1 für die IL10- und CpG-induzierte Proliferation von 

P493-6 MYClow-Zellen wichtig? Verstärkt ein PSAT1-Knockdown die Wirkung eines 

GOT2-Knockdowns auf die Zellproliferation? 

3. Kommt es bei einer verminderten Expression der GOT2 oder PSAT1 zu einer kom-

pensatorischen Expressionssteigerung weiterer Enzyme der Serin- und Glycin-Bio-

synthese? 

4. Wird die IL10- und CpG-induzierte Genexpression der Enzyme der Serin- und 

Glycin-Biosynthese über den JAK-STAT- und NF-B-Signalweg reguliert? 

 

Um diese Fragen zu beantworten, wurden IL10- und CpG-stimulierte P493-6 MYClow-Zellen 

(aktivierte, proliferierende B-Zellen) und MYChigh-Zellen (proliferierende MYC-transfor-

mierte B-Zellen) unter Entzug von Serin und Glycin kultiviert. Darüber hinaus erfolgten Un-

tersuchungen zur Zellproliferation und Genexpression nach Knockdown von PSAT1 und 

GOT2. Der Einfluss des JAK-STAT- und NF-B-Signalwegs auf die Enzymexpression der Se-

rin- und Glycin-Biosynthese wurde durch eine entsprechende Inhibition dieser Signalwege 

weiterführend analysiert. 
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2 Material und Methoden 

Die für diese Arbeit verwendeten Materialien, Substanzen und Geräte sowie die eingesetzte 

Software werden im folgenden Materialteil (2.1) aufgelistet. Im Methodenteil (2.2-2.5) wer-

den sowohl die zell- und molekularbiologischen sowie proteinanalytischen Verfahren als 

auch die statistischen Methoden zur Datenanalyse beschrieben. 

2.1 Materialien, Substanzen und Geräte 

2.1.1 Zelllinien  

Für die vorliegende Arbeit wurden die in Tabelle 1 genannten Zelllinien eingesetzt. 

Tabelle 1: Zelllinien 

Zelllinie Ursprung Distributor Referenz 

P493-6 Homo sapiens 
B-lymphoblastoide Zelllinie 
mit Tetrazyklin-reguliertem 
MYC-Gen 

Bornkamm, 
München DE 

(Schuhmacher et 
al. 1999) 

Karpas 422 Homo sapiens 
Diffuses großzelliges B-Zell-
Lymphom 

DSMZ, Braun-
schweig DE 

(Dyer et al. 1990) 

U-2932-R1 Homo sapiens 
Diffuses großzelliges B-Zell-
Lymphom 

DSMZ, Braun-
schweig DE 
 

(Amini et al. 2002) 

Schneider (S)-2 Drosophila melanogaster  
späte Embryonalzelle 

DSMZ, Braun-
schweig DE 

(Schneider 1972) 

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind jeweils in Tabelle 2 und Ta-

belle 3 aufgelistet.  

Tabelle 2: Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

4-Iodphenylborsäure (4-IPBA)  Sigma-Aldrich, München DE 

Acrylamid/Bisacrylamid 40% BioRad, München DE 

Agarose  Sigma-Aldrich, München DE 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) BioRad, München DE 

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg DE 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, München DE 

DEPC-Wasser, DNase-/RNase-frei Roth, Karlsruhe DE 

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP) PrimeTech ALC, Minsk BY 
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Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München DE 

Doxycyclin Sigma-Aldrich, München DE 

Ethanol (100%) J.T. Baker, Deventer NL 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Honeywell Riedel-de Haën, Seelze DE 

Fetales Kälberserum (FBS) Merck, Darmstadt DE 

Full Range Rainbow Molecular Weight 
Marker 

GE Healthcare, München DE 
 

Glucose Sigma-Aldrich, München DE 

Glycin Lonza, Basel CH 

Hot FIREpol DNA-Polymerase Solis BioDyne, Tartu EE 

Isopropanol Sigma-Aldrich, München DE 

L-Glutamin Biochrom/Merck, Berlin DE 

L-Serin Lonza, Basel CH 

Luminol Sigma-Aldrich, München DE 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Solis BioDyne, Tartu EE 

Methanol J.T. Baker, Deventer NL 

Milchpulver Roth, Karlsruhe DE 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt DE 

Natriumdesoxycholat Merck, Darmstadt DE 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck, Darmstadt DE 

Natriumpyruvat Sigma-Aldrich, München DE 

NP-40 (Nonidet P-40) Sigma-Aldrich, München DE 

Penicillin/Streptomycin Lonza, Basel CH 

Ponceau S Sigma-Aldrich, München DE 

RPMI-1640 Lonza, Basel CH 

RPMI-1640 w/o Glucose, Glycin, Serin Teknova, Hollister, CA, USA 

Salzsäure (HCL) 37% Merck, Darmstadt DE 

SYBR Green I Gelfarbstoff Merck, Darmstadt DE 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, München DE 

Trehalose Dihydrat Roth, Karlsruhe DE 

Trisbase Sigma-Aldrich, München DE 

Triton X-100 Roth, Karlsruhe DE 

Trypanblau 0,4% in PBS Life Technologies, Eggenstein DE 

Tween-20 Merck, Darmstadt DE 

Wasser HPLC-Qualität Merck, Darmstadt DE 

Wasserstoffperoxid (H2O2) Sigma-Aldrich, München DE 

Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

384-Well Reaction Plate Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Combitips advanced 0,1 ml Eppendorf, Hamburg DE 

Cryobox Nunc, Wiesbaden DE 
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Cryotubes Nunc, Wiesbaden DE 

Deckgläser Menzel, Braunschweig DE 

Elektroporationsküvette BioRad, München DE 

Falcon Zentrifugenröhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Nümbrecht DE 

Filter Tips (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Sarstedt, Nümbrecht DE 

Glaspipetten Brand GmbH & Co KG, Wertheim DE 

Immobilon PVDF Membran Merck, Darmstadt DE 

Micro-Touch Nitrile Handschuhe  Ansell, München DE 

Optical Adhesive Cover (Folie) Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Pasteurpipetten Sarstedt, Nümbrecht DE 

Pipettenspitzen (mit/ohne Filter) Sarstedt, Nümbrecht DE 

Reaktionsgefäß (0.5, 1.0, 2.0 ml) Eppendorf, Hamburg DE 

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nümbrecht DE 

Whatman-Filterpapier (Diethylaminoethyl-
cellulose) 

GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, 
PA, USA 

Zellkultur Multiwell Platten Cellstar  
(6-, 12-, 24-Well) 

Greiner Bio-One, Kremsmünster AT 
 

Zellkulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht DE 

Zellkulturplatten 96-Well Sarstedt, Nümbrecht DE 

2.1.3 Puffer, Lösungen und Medien 

Gebrauchsfertige Puffer und Lösungen, die für diese Arbeit verwendet wurden, sind in Ta-

belle 4 genannt. Weitere Puffer-Ansätze sowie die eingesetzten Zellkulturmedien werden in 

Tabelle 5 und Tabelle 6 aufgeführt. 

Tabelle 4: Fertiglösungen und Puffer 

Lösung Hersteller 

HEPES Puffer Millipore, Schwalbach am Taunus DE 

PBS pH 7,4 (für Zellkultur) Lonza, Verviers BE 

Reblot Plus Mild Antibody Stripping Solu-
tion (10x) 

Millipore, Schwalbach am Taunus DE 
 

Roti-Load (4x Ladepuffer) Roth, Karlsruhe DE 

Tabelle 5: Puffer-Ansätze 

Puffer Ansatz 

RIPA Puffer  150 mM NaCl 
50 mM Tris/HCl pH 7,4 
0,1% SDS 
1% NP-40 
0,25% Natriumdesoxycholat 

Laufpuffer (1x): 25 mM Tris 
192 mM Glycin 
34,67 mM SDS 
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Transferpuffer (1x): 25 mM Tris 
192 mM Glycin 
15% Methanol 

Trenngel 10% 
 
 

250 mM Tris pH 8,8 
25% Acrylamid/Bis-Lösung (40%) 
50% H2O 
0,0004% APS 
0,00125% TEMED 

Sammelgel 5% 250 mM Tris pH 6,8 
12,5% Acrylamid/Bis-Lösung (40%) 
62,6% H2O 
0,0004% APS 
0,00125% TEMED 

TBS (1x) 
 
 

20 mM Tris 
137 mM Natriumchlorid 
eingestellt auf pH 7,6 

TBS-T 1x TBS 
0,1% Tween-20 

Chemilumineszenz-Lösung (ECL) I 
 

100 mM Tris/HCl pH 8.8 
2,5 mM Luminol 
4 mM 4-IPBA 

Chemilumineszenz-Lösung (ECL) II  
 

100 mM Tris/HCl pH 8.8 
5,3 mM H2O2 

PCR Puffer (10x) 750 mM Tris pH 8,8 
200 mM Ammoniumsulfat (NH4)2SO4 
0,1% Tween-20 
in DEPC-Wasser 

SYBR-Green-Mix 1x PCR Puffer 
3 mM MgCl2 
1:80.000 SyberGreen 
jeweils 0,2 mM dNTP  
20 U/ml Hot FIREpol DNA-Polymerase 
0,25% Triton X-100 
0,5 mM Trehalose in DEPC-Wasser 

Blockpuffer I 5% BSA in TBS-T 0,1% 

Blockpuffer II 5% Milchsäure in TBS-T 0,1% 

Tabelle 6: Medien 

Medium Ansatz/Hersteller 

Drosophila Medium Schneiders Drosophila Medium (Gibco) 
10% FBS (Gibco) 
200 U/ml Penicillin & 200 µg/ml Strepto-
mycin 

Einfriermedium (Humanzellen) 
 

90% FBS (Gibco) 
10% DMSO 
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Einfriermedium (Drosophila) 45% FBS (Gibco) 
45% konditioniertes Drosophila Medium  
10% DMSO 

Zellkulturmedium I RPMI-1640 (Lonza) 
10% FBS (Gibco) 
200 U/ml Penicillin & 200 µg/ml Strepto-
mycin 

Zellkulturmedium II 
(ohne Glucose, Glycin, Serin) 
 

RPMI-1640 ohne Glucose, Glycin, Serin 
(Teknova) 
10% FBS (Gibco) 
200 U/ml Penicillin & 200 µg/ml Strepto-
mycin 

Zellkulturmedium III  
(Transfektionsmedium) 

RPMI-1640 (Lonza)  
1 mM Pyruvat 
10 mM HEPES 

2.1.4 Geräte und Apparaturen  

Die eingesetzten Geräte sind in Tabelle 7 aufgeführt.  

Tabelle 7: Geräte und Apparaturen 

Gerät Hersteller 

7900HT Fast Real-Time PCR System 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Accu-Jet Pipettierhilfe Brand, Hamburg DE 

Biofuge Pico Mikroliterzentrifuge Heraeus, Hanau DE 

Biofuge Primo R Zentrifuge  Heraeus, Hanau DE 

Bioruptor Standard Sonication Device Diagenode Inc., Denville, NJ, USA 

CAT RM 5 Rollenmischer CAT M Zipperer GmbH, Staufen DE 

Centrifuge 5451D  Eppendorf, Hamburg DE 

Consort E734 Netzgerät Schütt Labortechnik, Göttingen DE 

Elektrophoresekammer und Tankblot-
System 

Bio-Rad GmbH, München DE 
 

Heraeus Multifuge 3 L-R 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

HeraFreeze -80°C Gefrierschrank  Heraeus, Hanau DE 

IKA KS 260 Orbitalschüttler IKA-Werke GmbH, Staufen DE 

IKAMAG RCT Magnetrührer IKA-Werke GmbH, Staufen DE 

Incudrive Inkubator Schütt Labortechnik, Göttingen DE 

Inkubator Cytoperm Heraeus, Hanau DE 

Inverses Mikroskop Telaval 31 Carl Zeiss AG, Jena DE 

LAS-4000 Luminescent Image Analyzer  Fujifilm, Düsseldorf DE 

Microcool Centrifuge 1-15k Sigma, München DE 

Microflow Laminar Downflow Werkbank Bioquell, GB 

Multifuge 3 L-R Heraeus, Hanau DE 
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Multipette plus Eppendorf, Hamburg DE 

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 

Neubauer Zählkammer Improved Lo-Laboroptik, Friedrichsdorf DE 

Nucleofector II Lonza, Basel CH 

Power Pac 300 Netzgerät Bio-Rad, München DE 

Thermocycler 60 Biomed, Theres DE 

Thermocycler Mastercycler Eppendorf, Hamburg DE 

Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen DE 

Thermomixer Compact Eppendorf, Hamburg DE 

Vortex Genie 2 Schütt Labortechnik, Göttingen DE 

Waage L2200 S Sartorius AG, Göttingen DE 

Wasserbad Köttermann Labortechnik, Hänigsen DE 

2.1.5 Stimulanzien, Inhibitoren und siRNA 

Die Zellen wurden gemäß den Versuchsbeschreibungen unter Zugabe von IL10 und CpG 

stimuliert (Tabelle 8) bzw. mit dem in Tabelle 9 genannten IKK- oder JAK-Inhibitor behan-

delt. Die verwendeten small interfering RNAs (siRNA) sind in Tabelle 10 aufgelistet. 

Tabelle 8: Stimulanzien 

Stimulanz Konzentration Hersteller 

rekombinantes humanes IL10 5 ng/ml  PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 

Klasse B CpG-Oligonukleotid 
(ODN2006) 

0,1 µM 
 

InvivoGen, San Diego, CA, USA  
 

Tabelle 9: Inhibitoren 

Inhibitor Konzentration Hersteller 

IKK2 Inhibitor VIII (ACHP) 7 µM Calbiochem/Merck, Darmstadt DE 

Ruxolitinib 1 µM Selleckchem, München DE 

Tabelle 10: small interfering RNA (siRNA) 

siRNA Konzentration Hersteller 

Scrambled siRNA  
(Ambion Silencer Select  
Negative Control No. 1) 

0,5 µg/µl 
 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 
 

PSAT1  
(Ambion Silencer Select)  

0,5 µg/µl 
 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 

GOT2  
(SMARTpool: ON-TARGETplus) 

0,5 µg/µl 
 

Dharmacon, Lafayette, CO, USA 
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2.1.6 Antikörper 

Die beim Western Blot eingesetzten Antikörper sind in Tabelle 11 aufgeführt. 

Tabelle 11: Antikörper 

Antikörper Konzentration Hersteller 

anti-Tubulin, mouse 1:5.000 in 5% BSA Millipore, Schwalbach DE 

anti-PSAT1, rabbit 1:1.000 in 5% BSA Proteintech, Chicago, IL, USA 

anti-GOT2, rabbit 1:5.000 in 5% Milch Proteintech, Chicago, IL, USA 

anti-rabbit IgG-HRP, goat  1:2.000 in 5% BSA Santa Cruz, Heidelberg DE 

anti-mouse IgG-HRP, goat 1:2.000 in 5% BSA Santa Cruz, Heidelberg DE 

2.1.7 Oligonukleotide 

In Tabelle 12 sind die für die qRT-PCR eingesetzten Primer aufgelistet. 

Tabelle 12: Oligonukleotide für qRT-PCR 

Gen Forward Primer (5-3) Reverse Primer (3-5) 

Act42A CTAAGCAGTAGTCGGGCTGG GTCTGCAATGGGTGTGTTCG 

GOT2 GATGCTGGCATGCAGCTACAA TCCACAGCGCCTGTGAAGTC 

PHGDH CAGGATTGGGAGAGAGGTAGCTACC GCAGCTGCTGAACACCAAAGG 

PSAT1 TCCAAGCCAGTGGATGTTTCC AGCAGAGCCAACATTCTTCTGG 

PSPH GCAGGTGCAGAGACTCATAGCAG GCTCCTGTAGGCGACTTACCAG 

SHMT1 GATACTGGCTACATCAACTATGACCAGC CTCATCTGCAATCTTCCGTAGCC 

SHMT2 CTAGAGCTTGTATCCATCACTGCCA AGTCATCCTCACGGAACTGTCG 

Konzentration: 0,1 nmol/µl Hersteller: IBA Lifesciences GmbH, Göttingen DE 

2.1.8 Gebrauchsfertige Kits 

Die für die Versuchsdurchführung eingesetzten gebrauchsfertigen Reagenz-Kits sind in Ta-

belle 13 genannt. 

Tabelle 13: Kits 

Kit Hersteller 

Cell Line Nucleofector Kit V Lonza, Basel CH 

NucleoSpin RNA II Isolation Kit Machery-Nagel, Düren DE 

Superscript II Reverse Transcriptase Kit Invitrogen, Karlsruhe DE 

2.1.9 Software 

Die vorliegende Arbeit wurde mit Microsoft Office Word 2016 geschrieben. Zur Literatur-

verwaltung wurde Citavi (Version 6.6.0.0) verwendet. Die initiale Datenverwaltung erfolgte 

mit Microsoft Office Excel 2016. Die statistische Datenanalyse sowie Erstellung von Grafi-

ken wurde mit GraphPad Prism 7.04 durchgeführt. Zur quantitativen Auswertung von 
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Western Blots wurde ImageJ (Version 1.53k) genutzt. Die zugehörigen Abbildungen wurden 

mittels Microsoft Office PowerPoint 2016 angefertigt. Zur Auswertung der real-time PCR 

wurde das Sequence Detection System (SDS 2.4) sowie der RQ Manager 1.2.1 von Applied 

Biosystems verwendet. Die Schaubilder wurden mit den online verfügbaren Grafikelemen-

ten von BioRender erstellt (www.biorender.com). 

2.2 Zellkultur 

2.2.1 Kultivierung humaner B-Zellen  

Die für diese Studie verwendeten humanen B-Zelllinien P493-6, Karpas 422 und U-2932-R1 

wurden in RPMI-1640 Medium bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Dem Medium wurden je-

weils 10% FBS sowie Penicillin/Streptomycin zugesetzt (Zellkulturmedium I, Tabelle 6). 

Die Zellkultur wurde dreimal wöchentlich gesplittet, um die Zelldichte zwischen 0,5∙106 bis 

1,5∙106 Zellen/ml zu halten. Hierfür wurden die Zellen gezählt, die gewünschte Zahl ent-

nommen und zentrifugiert (100 g, 5 min bei RT). Das Zellpellet wurde nach Absaugen des 

Überstandes in vorgewärmtem Medium resuspendiert und in eine frische Zellkulturflasche 

überführt.  

Einen Tag vor Durchführung der Experimente wurden die Zellreihen jeweils in frischem 

Medium auf eine Konzentration von 1∙106 Zellen/ml eingestellt. Um in den P493-6-Zellen 

eine verminderte MYC-Expression (MYClow) zu erreichen, wurden diese 24 Stunden vor Ver-

suchsdurchführung sowie zu Versuchsbeginn mit Doxycyclin (1 ng/ml) behandelt. Bei Kul-

tivierung ohne Zugabe von Doxycyclin erfolgte entsprechend eine MYC-Überexpression 

(MYChigh). 

Für eine Kryokonservierung wurden die Zellen zunächst zentrifugiert (250 g, 5 min bei RT) 

und in Gefriermedium in einer Konzentration von 5∙106 Zellen/ml resuspendiert. Anschlie-

ßend wurden Aliquots von je 1 ml pro Cryotube in einer Gefrierbox mit Isopropanol lang-

sam auf -80°C heruntergekühlt und ab dem Folgetag bei -150°C gelagert.  

Zur erneuten Kultivierung wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C rasch aufgetaut. Ein 

Auswaschen des Gefriermediums erfolgte durch Zugabe von 5 ml erwärmtem Medium und 

anschließender Zentrifugation der Zellen. Das Zellpellet wurde zur Aussaat in frischem Me-

dium resuspendiert (1∙106 Zellen/ml) und im Inkubator bei 37°C gelagert. Vor Versuchs-

durchführung wurden die Zellen mindestens drei Tage in Kultur gehalten. 
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2.2.2 Bestimmung von Zellzahl und Viabilität 

Die Bestimmung der Zellzahlen sowie der Viabilität erfolgte mittels eines Hämocytometers 

(Neubauer Zählkammer) unter Färbung mit Trypanblau. Dafür wurde eine Probe der Zell-

suspension von 10-20 µl entnommen und im Verhältnis 1:1 mit Trypanblau gemischt. 

Trypanblau durchdringt nur die Zellmembran toter bzw. geschädigter Zellen, färbt diese 

entsprechend blau an und erlaubt so eine mikroskopische Bestimmung der Anzahl abge-

storbener Zellen. Die Zellviabilität ergibt sich aus dem Verhältnis von lebenden zu toten 

Zellen. Zur Erhöhung der Genauigkeit wurden bei allen Versuchsreihen jeweils zwei Proben 

ausgezählt und der entsprechende Mittelwert bestimmt.  

2.2.3 Bestimmung der Zellproliferation unter Nährstoffentzug 

Für eine Analyse der Proliferation bei unterschiedlichem Nährstoffangebot wurden die Zell-

reihen P493-6, Karpas 422 und U-2932-R1 für 24 bis 48 Stunden in unterschiedlich konsti-

tuierten Medien kultiviert. Die Zellen wurden dafür zu Versuchsbeginn in das Zellkulturme-

dium II (Tabelle 6) überführt, welches weder Glucose noch Serin oder Glycin enthielt. Je-

weils 100 µl der Zellen wurden in einer Konzentration von 5∙105 Zellen/ml auf eine 96-Well-

Platte ausgesät. Dem Medium wurden anschließend Glucose, Serin und Glycin in unter-

schiedlichen Kombinationen hinzugefügt.  Die dabei eingesetzten Konzentrationen wurden 

entsprechend der gebräuchlichen Formulierung von RPMI-1640-Medium gewählt (Moore 

et al. 1967). Zusätzlich zu dem im Medium II bereits enthaltenen Glutamin (0,3 g/L) wurde 

einem Teil der Proben additiv Glutamin zugesetzt (insgesamt 0,6 g/L). Die unterschied-

lichen Nährstoffkombinationen sind Tabelle 14 zu entnehmen.  

Die Stimulation von P493-6 MYClow-Zellen mit IL10 und CpG erfolgte zu Versuchsbeginn so-

wie ggf. erneut nach 24 Stunden (siehe Abschnitt 2.2.5). Die Zellzahl wurde je nach Ver-

suchsansatz nach 24 oder 48 Stunden mittels eines Hämocytometers bestimmt. 

Tabelle 14: Nährstoffkombinationen 

Metabolit Konzentration Medium II (ohne Glc, Ser, Gly) mit: 

Serin 285 µM 0,03 g/L + - + - + - + - 

Glycin 133 µM 0,01 g/L + - + - + - + - 

Glucose 11 mM 2g/L + + - - + + - - 

Glutamin 2/4 mM 0,3/0,6 g/L + + + + ++ ++ ++ ++ 
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2.2.4 Kultivierung von Drosophila Zellen zur Spike-In Vorbereitung  

Vor Genexpressionsanalysen mittels qRT-PCR erfolgte ein Spike-In von Schneider-2 (S2) 

Zellen, einer Zelllinie der Drosophila melanogaster (siehe Abschnitt 2.2.7). Die Zellen wur-

den in Drosophila Medium (Tabelle 6) in einer Konzentration von 2∙106 Zellen/ml ausgesät 

und bei Raumtemperatur in Kultur gehalten. Ein- bis zweimal wöchentlich erfolgte ein Split-

ting, um die Kultur beständig unter einer Zellzahl von 20∙106 Zellen/ml zu halten.  

Zur Zellernte in Vorbereitung des Spike-In wurde die Zellzahl mittels eines Hämocytome-

ters unter Färbung mit Trypanblau bestimmt (siehe Abschnitt 2.2.2). Nach einer Zentrifu-

gation (300 g, 7 min bei RT) wurden die Zellen in einer Konzentration von 1∙106 Zellen/ml 

in Drosophila Gefriermedium resuspendiert und schließlich jeweils 1 ml in Cryotubes ali-

quotiert und bei -150°C gelagert.  

2.2.5 Stimulation und Inhibition 

Vor der Behandlung mit Stimulanzien bzw. Inhibitoren (siehe Tabelle 8 und Tabelle 9) wur-

den P493-6-Zellen auf eine Konzentration von 1∙106 Zellen/ml eingestellt und in frisches 

Medium überführt. Zur Stimulation wurden die Zellen mit rekombinantem humanem IL10 

oder dem Oligonukleotid CpG (ODN 2006) oder der Kombination beider Faktoren zugleich 

behandelt. IL10 wurde in einer Konzentration von 25 ng/ml eingesetzt und CpG mit 0,5 µM.   

Im Rahmen der Experimente erfolgte eine Stimulation für 24 bis 48 Stunden. Transfizierte 

Zellen wurden erstmals 24 Stunden nach der Transfektion behandelt.  

Für eine Inhibition der durch IL10 bzw. CpG aktivierten Signalkaskaden erfolgte der Einsatz 

von Ruxolitinib (JAK-Inhibitor, 1 µM) bzw. ACHP (IKK-2-Inhibitor, 7 µM). Die nachfolgende 

Stimulation mit IL10 und CpG wurde drei Stunden nach der Inhibitor-Behandlung vorge-

nommen. Die Zellernte für die anschließende Genexpressionsanalyse erfolgte nach 24 Stun-

den (siehe Abschnitt 2.2.7). 

2.2.6 Transfektion von siRNA 

Die Funktionsuntersuchung spezifischer Gene erfolgte über das Einbringen von small inter-

fering RNA (siRNA). Durch komplementäre Bindung der siRNA an einzelsträngige RNA-Ab-

schnitte wird dabei die Expression des Zielgens unterdrückt (Gen-Knockdown). Die Trans-

fektion der siRNA wurde per Elektroporation mit dem Amaxa Nucleofector System (Lonza) 

durchgeführt (analog zum Protokoll für Ramos-Zellen). Dabei wurde das Nucleofector Kit V 

gemäß den Gebrauchsanweisungen des Herstellers verwendet. 

Unbehandelte P493-6-Zellen im MYChigh-Zustand wurden 24 Stunden vor Versuchsdurch-

führung auf eine Zelldichte von 1∙106 Zellen/ml eingestellt. Am Versuchstag wurden jeweils 

4∙106 Zellen pro Transfektion eingesetzt. Die Zellen wurden zunächst zentrifugiert (10 min, 

650 rpm bei RT) und in jeweils 100 µl Nucleofectorlösung resuspendiert. Pro Probe wurden 
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jeweils 4 µg siRNA (Tabelle 10) hinzugegeben. Die Transfektion erfolgte anschließend mit 

dem Elektroporationssystem Nucleofector II (Lonza) unter der Programmeinstellung 

C-009. Die transfizierten Zellen wurden nachfolgend in jeweils 2 ml des vorbereiteten Zell-

kulturmediums III (Transfektionsmediums; Tabelle 6) überführt und bei 37°C inkubiert. 

Nach drei Stunden wurden erneut jeweils 2 ml Medium hinzugegeben. Zudem erfolgte nun 

die Behandlung mit Doxycyclin (4 µl) zum Erreichen des MYClow-Zustandes. Alle nachfol-

genden Versuche wurden 24 Stunden nach dem Gen-Knockdown durchgeführt.  

2.2.7 Zellernte mit „Drosophila-Spike-In“ für Genexpressionsanalysen  

Im Rahmen der Zellernte für die weiterführenden Genexpressionsanalysen erfolgte ein 

Spike-In von zuvor vorbereiteten Drosophila S2-Zellen (siehe Abschnitt 2.2.4). Der Spike-In 

erlaubt eine Berücksichtigung von MYC-assoziierten Variationen der Genexpression (Tarut-

tis et al. 2017). Die Bestimmung der Expression des Haushaltsgens Act42A der Drosophila-

Zellen dient dabei als endogene Kontrolle zur Normierung der analysierten RNA-Proben.  

P493-6-Zellen wurden 24 Stunden nach Transfektion in einer Konzentration von 0,5 bis 

1∙106 Zellen/ml auf einer 24-Well-Platte in Medium I ausgesät. Es folgte die Stimulation mit 

IL10 und CpG und anschließend eine 24-stündige Inkubation bei 37°C. Nach erneuter Zell-

zählung wurden jeweils 0,5 bis 1∙106 Zellen geerntet. Die kryokonservierten S2-Zellen wur-

den im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und rasch resuspendiert. Anschließend wurden pro 

1∙106  geernteter Zellen jeweils 1∙105 S2-Zellen direkt zu den humanen P493-6-Zellen gege-

ben.  Die Zellen wurden zentrifugiert (900 g, 5 min bei 4°C), mit 1 ml kaltem PBS gewaschen 

und als Trockenpellet bei -80°C bis zur RNA-Isolation gelagert.  

2.3 Molekularbiologie 

2.3.1 RNA-Isolation 

Die Extraktion von RNA erfolgte aus Zellen, welche 48 Stunden zuvor transfiziert worden 

waren. Dafür wurden jeweils 0,5-1∙106 Zellen geerntet (siehe Abschnitt 2.2.7). Die Aufbe-

reitung der Proben erfolgte mit dem Insolations-Kit NucleoSpin RNA II (Machery-Nagel) ge-

mäß dem Herstellerprotokoll. Die nach Zelllyse und Filtration an eine Silikatmembran ge-

bundene RNA wurde dabei durch den Zusatz von DNase von der ebenfalls isolierten DNA 

getrennt. Hierauf folgten mehrere Waschschritte zur Überführung der RNA in einen hoch-

reinen Zustand. Anschließend wurde die isolierte RNA in 50 µl RNase-freiem H2O gelöst. Die 

Konzentrationsbestimmung sowie eine Prüfung der Reinheit der RNA erfolgte abschließend 

mittels eines Spektralphotometers (NanoDrop 1000).  
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2.3.2 Reverse Transkription  

Die reverse Transkription der extrahierten RNA in komplementäre DNA (cDNA) wurde mit 

dem gebrauchsfertigen Kit SuperScript II (Invitrogen) entsprechend den Herstellerangaben 

durchgeführt. Zunächst wurde 1 µg RNA mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 10 µl verdünnt 

und zu 2 µl eines Random-Hexamer-Primers hinzugegeben. Es folgte die Denaturierung im 

Thermocycler bei 70°C für zehn Minuten. Anschließend wurden 8 µl Mastermix (Tabelle 15) 

einschließlich der reversen Transkriptase hinzugegeben und die Probe zur Bindung der Pri-

mer auf Eis abgekühlt. Die Transkription wurde schließlich im Thermocycler nach dem in 

Tabelle 16 angegebenen Programm durchgeführt. Bis zur weiteren Verwendung wurden 

die cDNA-Proben bei -20°C gelagert. 

Tabelle 15: cDNA Mastermix 

Substanz Menge  

5x First-strand buffer 4 µl 

DTT (0,1 M) 2 µl 

SuperScript II RT 1 µl 

dNTP Mix (je 10 mM) 1 µl 

Tabelle 16: cDNA Thermocycler Programm 

Zykluslänge Temperatur 

10 min 25°C 

60 min 42°C 

10 min 65°C 

Pause 4°C 

 

2.3.3 qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR) 

Die quantitative Bestimmung der Genexpression erfolgte mittels Real-Time PCR. Dieses 

Verfahren erlaubt es, die Polymerase-Kettenreaktion über Anreicherung eines Fluoreszenz-

signals während des Thermocyclings in Echtzeit zu verfolgen. Der hier eingesetzte Cyanin-

Farbstoff SYBR-Green interkaliert mit den amplifizierten doppelsträngigen DNA-Abschnit-

ten. Die Zunahme des detektierten Fluoreszenzsignals ist dabei proportional zur Menge des 

entstehenden PCR-Produkts und ermöglicht somit eine relative Quantifizierung der verviel-

fältigten DNA.  

Alle Proben wurden jeweils in Tripletts auf eine 384-Well-Platte aufgetragen. In ein Well 

wurden 10 µl des Reaktionsgemisches gegeben, bestehend aus 10 ng (2 µl) der zuvor syn-

thetisierten cDNA sowie dem Mastermix mit SYBR-Green und dem entsprechenden Primer-

paar (siehe Tabelle 17). Die für die PCR essenzielle hitzestabile Taq-Polymerase sowie die 

dNTP waren im SYBR-Green-Mix enthalten (siehe Tabelle 5). Als Negativkontrolle wurden 

Proben mit sterilem Wasser anstatt cDNA aufgetragen. Die qRT-PCR wurde schließlich mit 

dem 7900HT Fast Real-Time PCR System durchgeführt. Da die Quantifizierung über SYBR-

Green nur eine geringe Spezifität aufweist, wurde nach abgelaufener PCR eine Schmelzkur-

venanalyse zur Bestimmung der Spezifität der Amplifikate durchgeführt.  

Die Datenanalyse erfolgte über die Software SDS 2.4 und RQ Manager 1.2.1 (Applied Biosys-

tems). Die relative Quantifizierung der Genexpression wurde dabei mittels der 
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vergleichenden Ct-Methode ermittelt. Der Ct-Wert (cycle threshold) gibt die minimale Zyk-

lenzahl an, bei der die Fluoreszenzintensität einen zuvor festgelegten Schwellenwert über-

schreitet und die Amplifikation erstmals detektiert wird. Als endogene Kontrolle diente die 

Expression von Act42A, einem Aktin-Gen der Drosophila melanogaster. Dieser Vergleich war 

möglich, da bei der Zellernte für die RNA-Isolation ein Spike-In mit Drosophila S2-Zellen 

erfolgt war (siehe Abschnitt 2.2.7).  

Um technische Abweichungen zwischen den Proben auszugleichen, erfolgte zunächst die 

Normalisierung auf das (Spike-In) Haushaltsgen Act42A durch Subtraktion der Ct-Werte 

(Ct = CtZielgen – CtHaushaltsgen). Anschließend wurde der Expressionsunterschied zwi-

schen den behandelten Proben und der unbehandelten Kontrolle ermittelt (Ct = CtBe-

handlung – CtKontrolle). Die relative Quantifizierung (RQ) wurde schließlich anhand der 

Formel RQ = 2-Ct berechnet und als Mittelwert dargestellt. Sie gibt die Veränderung der 

Genexpression im Verhältnis zur jeweiligen Kontrolle wieder.  

Tabelle 17: qRT PCR Mastermix 

Substanz Menge pro Well 

SYBR Green Mix 5,6 l 
 

Primer forward (10M) 
 

0,3 l (3 pmol) 
 

Primer reverse (10M) 
 

0,3 l (3 pmol) 

DEPC H2O 1,8 l 

 

2.4 Proteinbiochemie 

2.4.1 Proteinlysate nach siRNA-Transfektion 

Zur Kontrolle der Wirksamkeit des Gen-Knockdowns nach Transfektion von siRNA erfolgte 

ein quantitativer Proteinnachweis mittels Western Blot (siehe Abschnitt 2.4.3). Zur Vorbe-

reitung der hier eingesetzten Proteinlysate wurden 24 Stunden nach Transfektion jeweils 

2∙105 Zellen geerntet. Die Zellen wurden zunächst zentrifugiert (900 g, 5 min, 4°C), einmalig 

mit 1 ml PBS gewaschen und als Trockenpellet bei -20°C gelagert. Zur Weiterverarbeitung 

wurde das Pellet in einem Gemisch aus dem Lysepuffer RIPA (15µl) und dem SDS-Ladepuf-

fer Roti-Load (5µl) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen für zehn Minuten auf 

95°C erhitzt. Zur besseren Proteinextraktion erfolgte abschließend eine Ultraschallbehand-

lung der Proben über sechs Zyklen von jeweils zehn Sekunden (Bioruptor Standard Sonica-

tion Device). Das Lysat wurde danach direkt für die SDS-PAGE aufgetragen oder zur späte-

ren Verwendung erneut bei -20°C gelagert. 
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2.4.2 SDS-PAGE 

Die Auftrennung der Proteine gemäß ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels Poly-

acylamid-Gelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli 1970). Die Herstellung des hier verwen-

deten Trenngels (10%) und Sammelgels (5%) wurde nach den in Tabelle 5 genannten An-

sätzen durchgeführt. Die Geltaschen wurden mit jeweils 15 µl Proteinlysat beladen. Zusätz-

lich wurde ein Full Range Rainbow Marker zur einfacheren Identifizierung der Proteine an-

hand der Molekülmasse (kDa) aufgetragen.  

Die Elektrophorese erfolgte in 1x Tris-Glycin-Laufpuffer (Laemmli-Puffer) für zunächst 30 

Minuten bei 20 mA. Sobald alle Proben das Trenngel erreichten, wurde die Elektrophorese 

konstant mit 40 mA für etwa eine Stunde fortgeführt. 

2.4.3 Western Blot 

Der Western Blot (Immunoblot) ermöglicht einen gezielten Nachweis und eine Quantifizier-

ung von Proteinen nach dem Transfer auf eine Membran. Die Detektion der Proteine erfolgt 

durch den Einsatz spezifischer Antikörper. 

Der Transfer der aufgetrennten Proteine vom Gel auf die Membran erfolgte nach dem Tank-

Blot-Verfahren (Towbin et al. 1979). Die hier verwendete hydrophobe PVDF-Membran 

wurde vor Gebrauch in 100% Methanol aktiviert (15 sek), in H2O gewaschen (2 min) und in 

Transferpuffer vorbehandelt (5 min, Tabelle 5). Die Membran und das Polyacrylamid-Gel 

wurden zwischen Whatman Filterpapier in die Blot-Kammer eingebracht. Darauffolgend 

wurde der Elektrotransfer für eine Stunde bei 100 V und 4°C durchgeführt.  

Der Proteinübertrag auf die Membran wurde im Anschluss durch eine reversible Protein-

färbung mittels Ponceau S überprüft. Nach Markierung der gewünschten Proteinbanden 

wurde die Membran in TBS-T wieder entfärbt. Es folgte eine Inkubation (1 h, RT) zur 

Blockierung unspezifischer freier Bindungsstellen in 5% BSA oder Milchpulver, abhängig 

vom eingesetzten Primärantikörper. Die Behandlung mit dem zum jeweiligen Zielprotein 

spezifischen Primärantikörper (Tabelle 11) erfolgte anschließend über Nacht bei 4°C. Am 

Folgetag wurde die Membran dreimalig mit TBS-T gewaschen (je 10 min) bevor ein Sekun-

därantikörper gegen die entsprechende Spezies des Primärantikörpers hinzugegeben 

wurde (1 h, RT).  Hieran schloss sich erneut ein dreimaliges Waschen der Membran in TBS-

T an (je 10 min).  

Die Visualisierung der an die Proteinbanden gebundenen Antikörper erfolgte mittels eines 

Chemilumineszenz-Verfahrens. Hierfür wurde die Membran für eine Minute mit einer Lu-

minol-Peroxid-Lösung behandelt, welche sich zu gleichen Teilen aus den in Tabelle 5 ge-

nannten ECL-Lösungen zusammensetzte (Haan und Behrmann 2007). Die Detektion des 

Chemilumineszenz-Signals, entstehend durch die Oxidation des Luminols über die an den 

Sekundärantikörper gekoppelte Peroxidase, erfolgte über einen LAS-4000 Image Reader.  
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Für einen Reblot zum Nachweis weiterer Proteine auf denselben Membranabschnitten 

wurde die Membran für 15 Minuten in einer Stripping-Lösung (Tabelle 4) inkubiert, um die 

bisherigen Antikörper abzulösen. Anschließend erfolgte eine erneute Blockierung mit BSA 

oder Milchpulver sowie die Zugabe der neuen Antikörper nach oben genanntem Verfahren.  

Die Auswertung des siRNA-vermittelten Knockdowns wurde mit dem Programm ImageJ 

vorgenommen. Die Bandendichte des untersuchten Proteins wurde dabei zunächst zu einer 

Ladekontrolle mit dem Housekeeping-Gen Tubulin normalisiert, welches konstitutiv in 

menschlichen Zellen exprimiert wird.  Die relative Quantifizierung des Zielproteins und 

somit des Gen-Knockdowns erfolgte schließlich durch Berechnung des Verhältnisses vom 

Zielprotein zu einer Kontrollprobe, welche mit unspezifischer siRNA (scrambled siRNA) 

transfiziert wurde. 

2.5 Statistische Analysen 

Die statistische Auswertung der Zellzählungen sowie der qRT-Daten wurde mit GraphPad 

Prism 7.04 durchgeführt. Für die Berechnung wurde jeweils eine Normalverteilung ange-

nommen. Die Abbildungen zeigen den Mittelwert ± Standardabweichung der durchgeführ-

ten Versuchsreihen. Zur Vergleichsanalyse der Mittelwerte mehrerer Gruppen erfolgte eine 

einfaktorielle ANOVA (one-way analysis of variance). Daran anschließend wurde zur Kor-

rektur des Signifikanzniveaus ein post-hoc Bonferroni-Test durchgeführt. Ein p-Wert < 0.05 

wurde als signifikant gewertet (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001). 
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3 Ergebnisse 

In dieser Arbeit sollte anhand der Modellzelllinie P493-6 der Einfluss des Serin- und Glycin-

Stoffwechsels sowohl auf die IL10- und CpG-vermittelte als auch die MYC-induzierte Prolife-

ration von B-Zellen untersucht werden (siehe Abschnitt 1.5). Dafür wurden einerseits Ana-

lysen unter Entzug der Aminosäuren Serin und Glycin im Zellkulturmedium durchgeführt. 

Andererseits wurde untersucht wie sich ein Knockdown der PSAT1, einer Glutamat-ver-

brauchenden Transaminase des Serin-Biosynthesewegs, im Vergleich zu GOT2 auf die Zell-

proliferation sowie auf die Expression weiterer Enzyme des Serin- und Glycin-Stoffwechsels 

auswirkt. Parallel wurde der Frage nachgegangen, inwieweit die Expression der Enzyme 

der Serin- und Glycin-Biosynthese abhängig vom JAK-STAT- und NF-B-Signalweg ist. 

3.1 Analyse des Einflusses von Serin und Glycin auf die Proliferation der 

B-Zelllinie P493-6 und verschiedener DLBCL-Zelllinien   

3.1.1 Die Proliferation von IL10+CpG stimulierten P493-6 MYClow-Zellen wird durch 

den Entzug von Serin und Glycin reduziert, besonders unter Bedingungen 

einer erhöhten Glutaminverfügbarkeit 

Es war vorbekannt, dass in der B-Zelllinie P493-6 sowohl durch die Stimulation mit IL10 

und CpG als auch durch eine MYC-Überexpression globale Veränderungen der Expression 

Metabolismus-assoziierter Gene erfolgen und einhergehend vielfältige Anpassungen des 

zellulären Stoffwechsels stattfinden (siehe Abschnitt 1.5). Diese Veränderung der Genex-

pression umfasst auch die Enzyme des Serin- und Glycin-Stoffwechsels. Zunächst sollte da-

her der Frage nachgegangen werden, ob Serin und Glycin wichtig für die Proliferation der 

P493-6-Zellen sind und wie sich ein exogener Mangel dieser Nährstoffe auswirkt.  

P493-6-Zellen wurden dafür in RPMI-1640 Medium ohne Zusatz von Serin und Glycin kul-

tiviert (siehe Abschnitt 2.2.3). Unter diesen Bedingungen sollte geklärt werden, ob sich die 

MYC- oder IL10+CpG-vermittelte Zellproliferation in Abwesenheit von Serin und Glycin ver-

ändert und wie ausgeprägt sich diese Veränderung ggf. darstellt. Vergleichend zum Entzug 

von Serin und Glycin wurden die Zellen auch in Medium ohne Glucose sowie mit unter-

schiedlichem Glutaminangebot kultiviert. Die Kultivierung der Zellen erfolgte dabei unter 

folgenden Bedingungen: MYClow (ruhende B-Zellen), MYClow IL10 stimuliert, MYClow CpG sti-

muliert, MYClow IL10+CpG stimuliert (aktivierte, proliferierende B-Zellen) und zum Ver-

gleich MYChigh (proliferierende, MYC-transformierte B-Zellen).  

Das hier verwendete Zellkulturmedium war frei von Serin, Glycin und Glucose. Diese Nähr-

stoffe wurden dann in unterschiedlichen Kombinationen supplementiert, sodass die Verän-

derung der Zellproliferation in Abhängigkeit von einem ausgewählten Angebot an Serin, 

Glycin und Glucose bestimmen werden konnte (siehe Abbildung 3). Der experimentelle 
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Ansatz wurde außerdem um eine Vergleichsgruppe mit zusätzlich hinzugefügtem Glutamin 

ergänzt, um einen übergeordneten, proliferationslimitierenden Mangel an Glutamin auszu-

schließen. Während das Medium in seiner Grundzusammensetzung eine Glutaminkonzen-

tration von 0,3 g/L enthielt (Gln+), wurde das Glutamin in der Vergleichsgruppe auf eine 

Konzentration von 0,6 g/L verdoppelt (Gln++). Dieses Komplettmedium wurde unter Er-

gänzung aller weiteren Nährstoffe als Bezugspunkt für eine optimale Proliferation von 

IL10+CpG stimulierten MYClow- sowie MYChigh-Zellen betrachtet (in Abbildung 3 bezeichnet 

als Ser+ Gly+ Glc+ Gln++). Die Zellproliferation und -viabilität wurde nach 48-stündiger Kul-

tur unter den verschiedenen Nährstoffkombinationen mittels Trypanblau-Zellzählung be-

stimmt. 

Durch die Stimulation mit IL10 und CpG war im Komplettmedium (Ser+ Gly+ Glc+ Gln++) 

die bereits vorbekannte Induktion der P493-6-Proliferation (siehe Abschnitt 1.5) zu be-

obachten. Die Proliferation der IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen sowie der MYChigh-Zel-

len zeigte dabei signifikante Unterschiede in Abhängigkeit von der jeweiligen Nährstoffver-

fügbarkeit (siehe Abbildung 3 A). Die Zellviabilität war unabhängig von diesen Prolifera-

tionsunterschieden konstant (siehe Abbildung 3 B). 

Die Analyse der Versuchsgruppe mit erhöhter Glutaminverfügbarkeit (0,6 g/L; Gln++) 

zeigte, dass der alleinige Entzug von Serin und Glycin in den IL10+CpG stimulierten MYClow-

Zellen zu einer leichten, aber signifikanten Reduktion der Proliferation führte. Demgegen-

über bewirkte ein Mangel an Glucose einen stärker signifikanten Proliferationsrückgang so-

wohl der IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen als auch der MYChigh-Zellen. Durch einen zu-

sätzlichen Entzug von Serin und Glycin wurde die Proliferation jeweils weiter abge-

schwächt. Innerhalb der Versuchsgruppe mit einfacher Glutaminverfügbarkeit (0,3 g/L; 

Gln+) war durch den Entzug von Serin und Glycin weder für die IL10+CpG stimulierten 

MYClow-Zellen noch für die MYChigh-Zellen eine signifikante Reduktion der Zellproliferation 

zu beobachten. Erst ein zusätzlicher Mangel von Glucose führte zu einer deutlich geringeren 

Proliferation, die im Fall der MYChigh-Zellen auch signifikant war. 

Mit Blick auf die Proben, die in Medium mit einer erhöhten Glutaminmenge kultiviert wur-

den, fällt für die IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen sowie für die MYChigh-Zellen insge-

samt eine stärkere Proliferation im Vergleich zu den Proben mit einfacher Glutaminverfüg-

barkeit auf.  Auch in Gegenwart von Glucose, Serin und Glycin war durch zusätzliches Glu-

tamin eine weitere Steigerung der Proliferation nachweisbar.  

Zusammenfassend zeigte sich durch den Entzug von Serin und Glycin unter den gewählten 

experimentellen Bedingungen in Gegenwart von Glucose und einem erhöhten Glutaminan-

gebot ein signifikant hemmender Effekt auf die Proliferation von MYClow-Zellen. Ein Mangel 

an Glucose wirkte sich demgegenüber jedoch deutlicher auf die Zellproliferation aus. Eine 

erhöhte Glutaminverfügbarkeit steigerte die Proliferation der P493-6-Zellen. 
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Abbildung 3: Der Entzug von Serin und Glycin hemmt die Proliferation von IL10- und CpG-
stimulierten P493-6 MYClow-Zellen bei erhöhter Glutaminverfügbarkeit. P493-6-Zellen wurden 
in Zellkulturmedium II ausgesät, welches kein Serin (Ser), Glycin (Gly) und keine Glucose (Glc) ent-
hielt. Diese Nährstoffe wurden dem Medium entsprechend den oben genannten Kombinationen zu-
gesetzt. Der Hälfte der Proben wurde zusätzliches Glutamin hinzugefügt (Gln++). Durch eine Behand-
lung mit Doxycyclin wurde die MYC-Expression reprimiert. Die MYClow-Zellen wurden zu Versuchs-
beginn sowie erneut nach 24h mit IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. Eingesetzte Nährstoffkon-
zentrationen: Ser (+): 0,03 g/L, Gly (+): 0,01 g/L, Glc (+): 2 g/L, Gln (+): 0,3 g/L, Gln (++): 0,6 g/L. 
(A) Relative Zellzahl 48h nach Stimulation mit Normierung auf die jeweils unstimulierte MYClow-Kon-
trollprobe. (B) Die Zellviabilität zeigt sich nach 48h konstant. Dargestellt ist der MWSD von n=6 mit 
den Ergebnissen der One-Way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur. Die Proben mit erhöhtem Gluta-
mingehalt (Gln++) und regulärem Glutamingehalt (Gln+) wurden separat verglichen. Innerhalb der 
jeweiligen Gruppe (Ctrl, IL10, CpG, IL10+CpG, MYChigh) erfolgte ein Vergleich der Proben untereinan-
der. Signifikanzniveau * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 
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3.1.2 Die Proliferation von Karpas 422- und U-2932-R1-Zellen wird durch den 

gemeinsamen Entzug von Serin, Glycin und Glucose reduziert 

In den vorhergehenden Analysen konnte gezeigt werden, dass der Entzug von Serin und 

Glycin nur unter Bedingungen einer erhöhten Glutaminverfügbarkeit zu einer signifikanten 

Reduktion der Proliferation in IL10+CpG stimulierten MYClow-P493-6-Zellen führte, wäh-

rend der gleichzeitige Entzug von Glucose auch in MYChigh-Zellen eine deutlichere Reduktion 

der Proliferation bewirkte. Im Folgenden sollte nun geprüft werden, wie sich der Entzug 

von Serin, Glycin und Glucose auf zwei weitere humane DLBCL-Zelllinien, Karpas 422 und 

U-2932-R1, auswirkt. Beide Zelllinien wurden äquivalent zu den Vorversuchen unter Ent-

zug von Serin, Glycin und Glucose in Kultur gehalten. Die Nährstoffe wurden dabei gemäß 

den in Abbildung 4 genannten Kombinationen supplementiert. Die Hälfte der Proben wurde 

auch hier in Komplettmedium mit erhöhtem Glutamingehalt (0,6 g/L, Gln++) kultiviert, die 

Vergleichsgruppe hingegen unter einfacher Glutaminverfügbarkeit (0,3 g/L, Gln+). Die Zell-

proliferation und -viabilität wurden jeweils nach 48 Stunden bestimmt.  

Innerhalb der Proben, die unter erhöhtem Glutamingehalt (Gln++) kultiviert wurden, war 

sowohl für Karpas 422- als auch U-2932-R1-Zellen eine signifikante Reduktion der Prolife-

ration durch den gemeinsamen Entzug von Serin, Glycin und Glucose zu beobachten. Der 

alleinige Entzug von Serin und Glycin oder von Glucose wirkte sich jedoch nicht signifikant 

auf die Proliferation aus. In den Proben mit einfacher Glutaminverfügbarkeit (Gln+) fiel der 

durch den Nährstoffentzug bedingte Rückgang der Proliferation jeweils geringfügiger aus. 

Hier war kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben zu erheben. Sowohl die Kar-

pas 422- als auch die U-2932-R1-Zellen zeigten in der Versuchsgruppe mit zusätzlichem 

Glutamin eine deutliche Steigerung der Zellproliferation gegenüber den Vergleichsproben 

mit einfacher Glutaminverfügbarkeit, ähnlich wie dies zuvor auch für die P493-6-Zellen be-

obachtet werden konnte. 

In Zusammenschau zeigte sich bei allen in dieser Arbeit untersuchten B-Zelllinien, P493-6, 

Karpas 422 und U-2932-R1, unter Bedingungen einer erhöhten Glutaminverfügbarkeit eine 

Reduktion der Proliferation durch den gemeinsamen Entzug von Serin, Glycin und Glucose. 

Durch den alleinigen Entzug von Serin und Glycin war nur in den IL10+CpG stimulierten 

P493-6-Zellen ein signifikanter Effekt zu beobachten, nicht jedoch in den hier untersuchten 

Lymphomzelllinien. Auffällig zeigte sich bei allen untersuchten B-Zelllinien eine Prolifera-

tionssteigerung in Gegenwart eines erhöhten Glutamingehalts. 
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Abbildung 4: Die Proliferation von Karpas 422 und U-2932-R1 wird durch den gemeinsamen 
Entzug von Serin, Glycin und Glucose gehemmt. Karpas 422- und U-2932-R1-Zellen wurden in 
Zellkulturmedium II ohne Serin (Ser), Glycin (Gly) und Glucose (Glc) kultiviert. Es erfolgte ein Zusatz 
dieser Nährstoffe entsprechend den oben genannten Kombinationen. Die Hälfte der Proben wurde 
unter einem erhöhten Glutamingehalt (Gln++) kultiviert. Eingesetzte Nährstoffkonzentrationen: 
Ser (+): 0,03 g/L, Gly (+): 0,01 g/L, Glc (+): 2 g/L, Gln (+): 0,3 g/L, Gln (++): 0,6 g/L. (A+C) Die Prolife-
ration wurde nach 48h bestimmt. Es erfolgte eine Normierung auf die Kontrollprobe des Komplett-
mediums mit Serin, Glycin, Glucose und erhöhtem Glutamingehalt. (B+D) Die Zellviabilität zeigte sich 
konstant. Abgebildet sind der MWSD von n=3 mit den Ergebnissen der One-Way ANOVA mit Bon-
ferroni-Korrektur. Signifikante Veränderungen wurden für die Proben mit erhöhtem Glutamingehalt 
(Gln++) und regulärem Glutamingehalt (Gln+) jeweils relativ zur jeweiligen Kontrollprobe ohne 
Nährstoffentzug berechnet. Signifikanzniveau * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001. 
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3.2 Reduzierte Expression von PSAT1 vermindert die IL10- und CpG-

vermittelte Zellproliferation von P493-6 MYClow-Zellen vergleichbar zu 

GOT2, ist aber weder additiv noch synergistisch 

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben im Rahmen einer RNA-Sequenzierung gezeigt, dass 

die Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese sowohl in P493-6 

MYChigh-Zellen als auch in IL10- und CpG-stimulierten MYClow-Zellen deutlich gesteigert ist. 

Darüber hinaus konnte in weiteren Analysen eine Abhängigkeit der Proliferation von der 

Aminotransferase GOT2 beschrieben werden und es war anzunehmen, dass auch weitere 

Glutamat-verbrauchende Aminotransferasen von Bedeutung für die Proliferation der 

P493-6-Zellen sein könnten (siehe Abschnitt 1.5). Hier sollte nun der Einfluss der PSAT1, 

einem zentralen Enzym der Serin-Biosynthese, auf die Zellproliferation im Vergleich zur 

GOT2 analysiert werden. Dazu wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown sowohl von 

PSAT1 als auch GOT2 durchgeführt. P493-6 MYChigh-Zellen wurden mit spezifischer PSAT1- 

oder GOT2-siRNA bzw. einer Kombination aus beiden siRNAs transfiziert, um einen ent-

sprechenden Knockdown zu erreichen. Die Transfektion der Kontrollproben erfolgte mit 

unspezifischer siRNA (scrambled siRNA). Drei Stunden nach Transfektion erfolgte eine Be-

handlung der Zellen mit Doxycyclin zur Suppression der MYC-Expression (MYClow). Um den 

spezifischen Knockdown zu quantifizieren, wurden Zellen 24 Stunden nach Transfektion 

für einen Immunoblot geerntet. Die Reduktion der Proteinmenge durch den PSAT1-Knock-

down war dabei ähnlich effizient wie der GOT2-Knockdown (siehe Abbildung 5 C+D). Die 

verbliebenen Zellen wurden mit IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert oder unbehandelt wei-

ter kultiviert. Die Zellproliferation und -viabilität wurden 48 Stunden nach der ersten Sti-

mulation mit IL10 und CpG bestimmt (d.h. 72 Stunden nach Transfektion; siehe Abbildung 

5 A+B). 

In der mit scrambled siRNA transfizierten Kontrollgruppe lag die Proliferation nach einfa-

cher Stimulation mit IL10 oder CpG sowie nach Doppelstimulation mit IL10+CpG im Bereich 

der vorhergehenden Analysen. Nach Einzelknockdown von PSAT1 und GOT2 war für die mit 

IL10 und CpG stimulierten Zellen ein nahezu äquivalenter Rückgang der Proliferation zu 

beobachten (siehe Abbildung 5 A). Der gemeinsame Knockdown von PSAT1 und GOT2 zeigte 

eine Reduktion der Zellproliferation vergleichbar zum jeweiligen Einzelknockdown. Ein 

additiver oder synergistischer Effekt war nicht zu erheben, trotz einer ähnlichen Knock-

down-Effizienz im Vergleich zum Einzelknockdown in der Western Blot-Kontrolle (siehe 

Abbildung 5 C+D). Die Proliferation der mit IL10 oder CpG einzeln stimulierten Zellen, 

zeigte sich nach PSAT1- oder GOT2-Knockdown im Vergleich zur Scrambled-Kontrolle nicht 

signifikant verändert. Die Zellviabilität blieb jeweils konstant, sodass hierdurch bedingte 

Proliferationsunterschiede ausgeschlossen werden konnten (siehe Abbildung 5 B).  
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die IL10- und CpG-vermittelte Prolifera-

tion zum Teil sowohl von PSAT1 als auch von GOT2 abhängig ist. Die Reduktion der Zell-

proliferation durch den Knockdown von PSAT1 bestätigt, dass der Serin- und Glycin-Stoff-

wechsel, wie bereits in Abschnitt 3.1.1 durch den Nährstoffentzug gezeigt, wichtig für die 

Proliferation der IL10- und CpG-stimulierten P493-6-Zellen ist. Der gemeinsame Knock-

down von PSAT1 und GOT2 hatte jedoch keine stärkere Auswirkung auf die Proliferation 

der P493-6-Zellen als der jeweilige Einzelknockdown.   

 

Abbildung 5: Die IL10- und CpG-vermittelte Proliferation von P493-6 MYClow-Zellen ist abhän-
gig von PSAT1 und GOT2. P493-6-Zellen wurden mit je 2 µg PSAT1- oder GOT2-siRNA allein oder 
in Kombination transfiziert. Einzeltransfektionen wurden unter Zusatz von 2 µg unspezifischer 
scrambled siRNA durchgeführt. Für die Kontrolle wurden 4 µg scrambled siRNA eingesetzt. Zur Sup-
pression der MYC-Expression erfolgte eine Behandlung mit Doxycyclin. Die Zellen wurden zu Ver-
suchsbeginn und nach 24h mit IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. (A) Die Zellproliferation wurde 
48h nach erstmaliger Stimulation bestimmt. Dargestellt ist die relative Zellzahl nach Normierung auf 
die jeweils unstimulierte Kontrollprobe. Die Proliferationssteigerung durch die Stimulation mit IL10 
und CpG zeigt sich durch den Gen-Knockdown von PSAT1 oder GOT2 reduziert, jedoch ohne additiven 
Effekt durch den Doppelknockdown. (B) Die Zellviabilität blieb trotz der Proliferationsunterschiede 
konstant. (C) Ein Western Blot zum Nachweis eines erfolgreichen Knockdowns erfolgte 24 Stunden 
nach Transfektion. Abgebildet ist ein repräsentativer Blot mit Tubulin als Ladekontrolle. (D) Die 
Quantifizierung des Einzel- und Doppelknockdowns wurde relativ zur Ladekontrolle mit Tubulin so-
wie der Scrambled-Kontrollprobe berechnet. Die Auswertung erfolgte mittels Image J. 100% entspre-
chen einem vollständigen Knockdown. Dargestellt ist der MWSD von n=3.  Die transfizierten Proben 
(Ctrl, IL10, CpG und Il10+CpG) wurden mit der jeweiligen Scrambled-Kontrolle in einer One-Way 
ANOVA mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Signifikanzniveau ****p < 0,0001. 
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3.3 Reduzierte Expression von PSAT1 und GOT2 hat keinen Einfluss auf die 

Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese 

Im Rahmen der vorhergehenden Untersuchungen war durch den Knockdown von PSAT1 

und GOT2 ein Rückgang der Proliferation der P493-6-Zellen zu beobachten. Gleichzeitig 

blieb jedoch trotz des Knockdowns zweier zentraler Enzyme der Serin-Biosynthese bzw. 

der Glutaminolyse ein wesentlicher Anteil der IL10- und CpG-induzierten Zellproliferation 

erhalten. Im Hinblick hierauf ergab sich die Frage, ob ggf. durch den Knockdown von PSAT1 

und GOT2 eine kompensatorische Expressionssteigerung der weiteren Enzyme der Serin- 

und Glycin-Biosynthese (PHGDH, PSPH, SHMT1, SHMT2) erfolgt. Es wurde entsprechend 

eine qRT-PCR zur Analyse der Genexpression von unstimulierten sowie IL10+CpG stimu-

lierten MYClow-Zellen durchgeführt, welche zuvor mit PSAT1- oder GOT2-siRNA oder einer 

Kombination aus beiden siRNAs transfiziert worden waren (siehe Abbildung 6).  

Durch die Kostimulation mit IL10 und CpG war eine deutliche Induktion der Expression 

aller untersuchten Gene zu beobachten, wie auch aus den bereits vorbekannten RNA-Seq-

Analysen zu erwarten war (siehe Abschnitt 1.5). Der Knockdown von PSAT1 und GOT2 

zeigte eine Reduktion der Transkriptmengen beider Transaminasen (siehe Abbildung 6 

A+B) ähnlich der zuvor erhobenen Reduktion der jeweiligen Proteinmengen (siehe Abbil-

dung 5). Für die Enzyme PHGDH, PSPH, SHMT1 und SHMT2 konnten keine Veränderungen 

der Genexpression gefunden werden (siehe Abbildung 6 C-F). Weder durch die Reduktion 

von PSAT1 noch von GOT2 kam es hier zu einer kompensatorischen Steigerung der Genex-

pression. Somit ist davon auszugehen, dass die durch den PSAT1-Knockdown beobachtete 

Reduktion der Zellproliferation (siehe Abschnitt 3.2) einen spezifischen Effekt durch eben-

diese Expressionsminderung der PSAT1 darstellt. Hier muss jedoch angemerkt werden, 

dass kein vollständiger PSAT1-Knockdown vorlag, sondern eine zwar reduzierte aber wei-

terhin deutliche Expression zu verzeichnen war. Der GOT2-Knockdown erbrachte demge-

genüber eine stärkere Reduktion der GOT2-Traskriptmenge.   
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Abbildung 6: Der Knockdown von GOT2 und PSAT1 hat keinen Effekt auf die Genexpression 
der weiteren Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese. Relative Genexpression von (A) GOT2, 
(B) PSAT1, (C) PHGDH, (D) PSPH, (E) SHMT1 und (F) SHMT2 in unstimulierten und IL10+CpG stimu-
lierten MYClow-Zellen nach Knockdown von PSAT1- und/oder GOT2. P493-6-Zellen wurden mit je 2 
µg PSAT1- oder GOT2-siRNA allein oder in Kombination transfiziert. Zur Einzeltransfektion wurden 
zusätzlich je 2 µg unspezifische scrambled siRNA hinzugefügt. Für die Positivkontrolle wurden 4 µg 
scrambled siRNA eingesetzt. Die Analyse der Genexpression mittels qRT-PCR wurde 48h nach Trans-
fektion und 24h nach Stimulation mit IL10 und CpG durchgeführt. Es erfolgte eine Normalisierung 
auf Act42A. Dargestellt ist der MWSD von jeweils drei unabhängigen Experimenten (n=3). Die un-
stimulierten Proben und die IL10+CpG stimulierten Proben wurden mit der jeweiligen Scrambled-
Kontrolle in einer One-Way ANOVA mit Bonferroni-Korrektur verglichen. Signifikanzniveau 
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. 
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3.4 Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese in 

IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen maßgeblich abhängig von NF-B 

Für die Zelllinie P493-6 war aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe bekannt, dass es durch die 

Stimulation mit IL10 und CpG zu einer kooperativen Aktivierung des JAK-STAT- und NF-B-

Signalwegs kommt, die maßgeblich an der Reprogrammierung der Glutaminolyse und der 

Regulation der Expression von GOT2 beteiligt ist (siehe Abschnitt 1.2 und 1.4.2). Dieser ex-

perimentelle Ansatz wurde hier auf den Serin- und Glycin-Stoffwechsel übertragen, für des-

sen Enzyme ebenfalls ein Anstieg der Genexpression durch die Stimulation mit IL10 und 

CpG zu erheben war (siehe Abschnitt 3.3). Entsprechend lautete die Fragestellung, ob die 

IL10- und CpG-vermittelte Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese 

(PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT1 und SHMT2) ebenfalls abhängig vom NF-B- und JAK-STAT-

Signalweg ist. Dafür wurden P493-6-Zellen mit dem IKK-Inhibitor ACHP sowie dem JAK-

Inhibitor Ruxolitinib behandelt. Ruxolitinib hemmt selektiv die Januskinasen JAK1 und 

JAK2, während ACHP als Inhibitor der IB-Kinasen IKK und IKK des NF-B-Signalwegs 

fungiert (siehe Abbildung 1). Im Anschluss an die Inhibitor-Behandlung erfolgte mittels 

qRT-PCR eine Genexpressionsanalyse von unstimulierten, IL10 oder CpG stimulierten so-

wie IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen und von MYChigh-Zellen (siehe Abbildung 7).  

In der DMSO-Kontrollgruppe war eine sehr deutliche Hochregulierung der Genexpression 

aller Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese in MYChigh-Zellen zu beobachten. Daneben 

zeigte sich in den MYClow-Zellen eine synergistische Steigerung der Genexpression durch die 

Doppelstimulation mit IL10 und CpG im Vergleich zu den jeweiligen Einzelstimulationen. 

Durch die Behandlung mit dem IKK-Inhibitor ACHP wurde diese Steigerung der Genexpres-

sion in stimulierten MYClow-Zellen fast vollständig blockiert. Nach JAK-Inhibition durch 

Ruxolitinib zeigte sich in den mit IL10 und CpG doppelt stimulierten MYClow-Zellen ein sig-

nifikanter Rückgang der Expression von PSAT1 und PSPH. Die Expressionsminderung war 

hier aber deutlich weniger ausgeprägt als durch die IKK-Inhibition. Für die weiteren En-

zyme war innerhalb der Ruxolitinib-Versuchsgruppe im Vergleich zur DMSO-Kontrolle 

zwar eine Verminderung des synergistischen Wirkeffektes durch die Doppelstimulation zu 

beobachten, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant. Somit zeigte sich hinsichtlich der 

JAK-Inhibition ein differenziertes Bild. Das Expressionslevel in den MYChigh-Zellen wurde 

weder durch ACHP noch durch Ruxolitinib wesentlich beeinträchtigt. Eine Auswirkung auf 

die MYC-vermittelte Genexpression war dementsprechend nicht zu erheben.  

Insgesamt zeigte sich unter den gewählten experimentellen Bedingungen, dass die durch 

IL10- und CpG-Stimulation vermittelte Steigerung der Genexpression der Enzyme der Se-

rin- und Glycin-Biosynthese maßgeblich vom NF-B-Signalweg abhängig ist. Eine Abhän-

gigkeit vom JAK-STAT-Signalweg war hingegen nur für die PSAT1 und PSPH nachzuweisen.   
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Abbildung 7: Die IL10- und CpG-induzierte Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-
Biosynthese ist abhängig vom NF-B-Signalweg. Relative Genexpression von (A) PHGDH, 
(B) PSAT1, (C) PSPH, (D) SHMT1 und (E) SHMT2 in stimulierten MYClow-Zellen und unstimulierten 
MYChigh-Zellen nach IKK- oder JAK-Inhibition. Die Zellen wurden mit dem JAK-Inhibitor Ruxolitinib 
(1 µM) und/oder dem IKK-Inhibitor ACHP (7 µM) behandelt und nach 3h mit IL10 und/oder CpG 
stimuliert. Die Analyse der Genexpression erfolgte 24h nach Inhibitor-Behandlung mittels qRT-PCR 
und wurde auf Act42A normalisiert. Als Kontrolle dienten unstimulierte, mit DMSO behandelte 
MYClow-Zellen. Dargestellt ist der MWSD von jeweils drei unabhängigen Experimenten (n=3). Die 
Inhibitor-behandelten MYClow-Proben und die MYChigh-Proben wurden separat voneinander mit der 
jeweiligen DMSO-Kontrollprobe (Ctrl, IL10, CpG, IL10+CpG) in einer One-Way ANOVA mit Bonfer-
roni-Korrektur verglichen. Signifikanzniveau **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
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4 Diskussion 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, einen ersten Einblick in den Einfluss des Serin- und 

Glycin-Stoffwechsels auf die IL10- und CpG-induzierte sowie die MYC-vermittelte Prolifera-

tion der B-Zelllinie P493-6 zu gewinnen. Da die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe neben der 

essenziell wichtigen Transaminase GOT2 auch einen Beitrag weiterer Glutamat-verbrau-

chender Aminotransferasen für die B-Zell-Proliferation vermuten ließen (Feist et al. 2018), 

wurde im Speziellen die Bedeutung der PSAT1 näher betrachtet. Zudem wurde der Frage 

nachgegangen, ob die IL10- und CpG-vermittelte Genexpression der Enzyme der Serin- und 

Glycin-Biosynthese abhängig vom JAK-STAT- und NF-B-Signalweg ist. 

Die für diese Arbeit durchgeführten Nährstoffversuche zeigten auf, dass exogenes Serin und 

Glycin signifikant zur Proliferation von IL10 und CpG stimulierten P493-6 MYClow-Zellen 

beitragen können (siehe Abbildung 3). Dies muss jedoch unter der gewählten Versuchsan-

ordnung in vitro differenziert betrachtet werden, da dieser Effekt nur unter Bedingungen 

einer erhöhten Glutaminverfügbarkeit zu beobachten war. In MYChigh-Zellen war durch den 

alleinigen Mangel an Serin und Glycin kein signifikanter Einfluss auf die Proliferation fest-

stellbar. Eine deutlichere Abhängigkeit von IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen als auch 

MYChigh-Zellen war hingegen für Glucose zu erheben, was in ähnlichem Umfang bereits in 

den Vorarbeiten beschrieben werden konnte (Feist et al. 2018). Ein zusätzlicher Entzug von 

Serin und Glycin konnte hier den Proliferationsrückgang nochmals verstärken. Gleiches war 

auch für die weiterführend untersuchten DLBCL-Zelllinien U-2932-R1 und Karpas 422 

nachzuweisen (siehe Abbildung 4). Während also exogenes Serin und Glycin kontextabhän-

gig einen substanziellen Beitrag zur Proliferation der P493-6-Zellen leisten können, unter-

streichen die Ergebnisse insbesondere die Bedeutung von Glucose für die Zellproliferation. 

Dies gilt darüber hinaus indirekt auch für Glutamin, da durch eine erhöhte Glutaminverfüg-

barkeit eine allgemeine Proliferationssteigerung zu erheben war.  

Mit Blick auf die vorbekannt hohe Relevanz von Glutamin für die Proliferation der P493-6-

Zellen war die Durchführung der Nährstoffversuche jeweils unter Kultivierung einer Ver-

gleichsgruppe mit erhöhtem Glutamingehalt erfolgt. Dabei war es das Ziel einen übergeord-

neten, möglicherweise proliferationslimitierenden Mangel an Glutamin sicher auszuschlie-

ßen. Überraschenderweise zeigte sich unter erhöhter Glutaminverfügbarkeit eine deutliche 

Proliferationssteigerung vergleichend zur Zellkultur mit der für RPMI-1640 Medien ge-

bräuchlichen Konzentration von Glutamin (siehe Abbildung 3). Dies galt sowohl für die 

P493-6-Zellen als auch die DLBCL-Zelllinien Karpas 422 und U-2932-R1. Das Glutaminan-

gebot scheint somit eine maßgebliche Limitierung für die Proliferation der hier untersuch-

ten B-Zelllinien darzustellen. Gleichzeitig kann diese Beobachtung aber auch als ein Hinweis 

darauf gedeutet werden, dass die Zelllinie P493-6 sowie die untersuchten DLBCL-Zelllinien 
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in klassischem RPMI-1640 Medium nicht optimal versorgt sind, um bestmöglich zu prolife-

rieren.  

 

Glucose und Glutamin sind die beiden wesentlichen Substrate für metabolische Prozesse in 

Tumorzellen und können als solche auch die de-novo-Synthese von Serin und Glycin speisen 

(Locasale 2013; Sun et al. 2015; Pavlova und Thompson 2016). Wie von Sun et al. gezeigt, 

führt der Entzug von Glutamin, Glucose oder Serin und Glycin in P493-6 MYChigh-Zellen zu 

einer deutlichen Aktivierung der Serin- und Glycin-Biosynthese durch eine MYC-vermittelte 

Expressionssteigerung der Enzyme dieses Stoffwechselwegs (Sun et al. 2015). Ein Mangel 

an Serin bewirkt des Weiteren die Induktion des Transkriptionsfaktors ATF4 (activating 

transcription factor 4), einem Hauptregulator der Serin-Biosynthese. Über ATF4 erfolgt im 

Zusammenspiel mit ATF3 eine Steigerung der de-novo-Synthese durch eine direkte Aktivie-

rung der Genexpression (Ye et al. 2012; DeNicola et al. 2015; Li et al. 2021). Neben der 

Hochregulierung der Serin-Biosynthese selbst, kann überdies die Bereitstellung der Synthe-

sevorstufe 3-Phosphoglycerat (3PG) sowohl über die Glykolyse als auch über die Glucone-

ogenese erfolgen und bedarfsweise gesteigert werden. Die Gluconeogenese wiederrum 

kann zudem über die Glutaminolyse unterhalten werden, indem das hier anfallenden α-Ke-

toglutarat in den Citratzyklus eingespeist und schließlich zu Pyruvat umgesetzt wird (Sun 

et al. 2015). Bei Ratten konnte unter Bedingungen einer Proteinrestriktion gezeigt werden, 

dass bis zu 70% des in der Serin-Biosynthese umgesetzten Kohlenstoffs über die Gluconeo-

genese zugeführt werden (Kalhan et al. 2011). Serin fungiert außerdem als ein allosteri-

scher Aktivator der Pyruvatkinase M2 (PKM2), einem Enzym der Glykolyse bzw. Gluconeo-

genese. Ein Serinmangel führt entsprechend zu einem Rückgang der Enzymaktivität, sodass 

das Zwischenprodukt 3-Phosphoglycerat vermehrt zu Gunsten der Serin-Biosynthese um-

geleitet wird (Chaneton et al. 2012; Ye et al. 2012) (siehe Abbildung 2). Der Serin- und Gly-

cin-Stoffwechsel unterliegt also einer komplexen Regulierung, die eine Anpassung unter 

metabolischem Stress erlaubt und somit zur Aufrechterhaltung des schnellen Wachstums 

von Tumorzellen beiträgt (Yang und Vousden 2016). Mit Blick auf die durchgeführten Nähr-

stoffversuche kann daher angenommen werden, dass über eine Steigerung der de-novo-

Synthese unter Verfügbarkeit von ausreichend Glucose und Glutamin das Fehlen von exo-

genem Serin und Glycin weitgehend ausgeglichen wird. Dies steht jedoch im Kontrast zu der 

Beobachtung, dass ein Mangel von Serin und Glycin unter Bedingungen erhöhter Glutamin-

verfügbarkeit zu einer Proliferationsreduktion der P493-6 MYClow-Zellen führt. Eine Hypo-

these zur Erklärung wäre, dass unter erhöhter Glutaminverfügbarkeit die Zellproliferation 

insgesamt deutlich gesteigert ist und der folglich erhöhte Nährstoffbedarf nun möglicher-

weise nicht mehr ausreichend durch die de-novo-Synthese von Serin und Glycin gedeckt 
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werden kann. Die Verfügbarkeit von exogenem Serin und Glycin wäre demnach insbeson-

dere bei einer hohen B-Zell-Proliferationsrate bedeutsam. 

Zur weiterführenden Analyse der metabolischen Anpassungen wäre die Durchführung 

einer Isotopenmarkierung mit einem 13C-Labeling von Glucose und einem 13C- sowie 

15N-Labeling von Glutamin denkbar. Hierüber wäre ein Einblick in den Glucose- und Gluta-

min-Katabolismus unter Bedingungen eines Mangels an exogenem Serin und Glycin mög-

lich. Gleichzeitig könnten so auch etwaige Unterschiede zwischen IL10+CpG stimulierten 

MYClow- sowie MYChigh-Zellen erfasst werden. Von Feist et al. wurden bereits Analysen mit 

einem 13C- sowie 15N-Labeling von Glutamin unter regulären Nährstoffbedingungen durch-

geführt. Dabei konnte zwar sowohl in IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen als auch in 

MYChigh-Zellen eine deutliche Anreicherung von 13C-markierten Intermediaten im Citratzyk-

lus sowie eine Inkorporation des aus Glutamin stammendem Kohlenstoffs in verschiedenen 

Aminosäuren festgestellt werden, nicht jedoch eine Aufnahme in Serin und Glycin. Auch die 

Anreicherung von 15N fiel für Serin und Glycin vergleichsweise gering aus (Feist et al. 2018). 

Dennoch bleibt hier die Frage offen, in welchem Maße unter einem Mangel an exogenem 

Serin und Glycin eine Anpassung des Glutamin-Katabolismus zu Gunsten der de-novo-Syn-

these dieser beiden Aminosäuren erfolgt.  

 

In P493-6-Zellen war sowohl durch eine Stimulation mit IL10 und CpG als auch durch eine 

MYC-Überexpression eine deutliche Expressionssteigerung der Aminotransferase PSAT1 

beobachtet worden (Feist 2016). Die PSAT1 setzt in einem zentralen Schritt der Serin-Bio-

synthese 3-Phosphohydroxypyruvat in einer Glutamat-abhängigen Reaktion zu 3-Phospho-

serin um. Im Rahmen des hier durchgeführte Gen-Knockdowns konnte nun erstmalig ge-

zeigt werden, dass die Proliferation der IL10+CpG stimulierten P493-6 MYClow-Zellen ab-

hängig von der PSAT1 ist (siehe Abbildung 5). Ein vergleichbar hemmender Effekt auf die 

Zellproliferation war auch durch den Knockdown der GOT2 zu erheben, wie bereits aus den 

Vorarbeiten bekannt war (Feist et al. 2018). Der Knockdown von PSAT1 unterbindet die 

Serin-Biosynthese, sodass glykolytische Zwischenprodukte nicht weiter umgesetzt werden 

können. Indirekt zeigte sich somit eine Abhängigkeit der Zellproliferation von der de-novo-

Serinsynthese. Die beobachtete Reduktion der Proliferation der P493-6-Zellen bestätigte 

zudem die Voruntersuchungen, wonach der gemeinsame Entzug von Glucose, Serin und Gly-

cin die Proliferationsleistung signifikant einschränkt.  

Durch den gemeinsamen Knockdown von PSAT1 und GOT2 war überraschenderweise keine 

stärkere Reduktion der Zellproliferation zu beobachten als durch den jeweiligen Einzel-

knockdown von PSAT1 oder GOT2. Ein additiver oder gar synergistischer Effekt war nicht 

zu beobachten, was jedoch bei einer gleichzeitigen Beeinträchtigung sowohl der Serin- und 

Glycin-Biosynthese als auch der Glutaminolyse zu vermuten gewesen wäre. Hier ist mit 
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Blick auf die Versuchsdurchführung auch eine mögliche technische Limitierung durch den 

nur unvollständigen Knockdown der PSAT1 in Betracht zu ziehen. Um die PSAT1 mit 

höherer Effizienz auszuschalten, wäre eine Versuchsdurchführung unter Anwendung der 

CRISPR/Cas9-Methode zur präzisen Genom-Editierung denkbar.  

Zur differenzierten Analyse der Abhängigkeit der Zellproliferation von der PSAT1 könnte 

weiterführend ein Rescue-Experiments mit einer Substitution von α-Ketoglutarat nach 

PSAT1-Knockdown erfolgen. Hier wäre der Frage nachzugehen, in welchem Maße das bei 

der anaplerotischen Reaktion anfallende α-Ketoglutarat und in welchem Maße das synthe-

tisierte Serin und Glycin selbst zur Proliferation beiträgt und ob sich etwaige Unterschiede 

zwischen IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen und MYChigh-Zellen erheben lassen. Eine 

Analyse verschiedener Brustkrebszelllinien konnte beispielsweise aufzeigen, dass die 

PSAT1-vermittele Reaktion im Rahmen der Serin-Biosynthese für bis zu 50% des Umsatzes 

von Glutamat zu α-Ketoglutarat verantwortlich ist und somit für einen signifikanten Anteil 

des anaplerotischen Zuflusses in den Citratzyklus sorgt (Possemato et al. 2011). 

Der Knockdown von PSAT1 und/oder GOT2 bewirkte keine wesentliche Veränderung in der 

Genexpression der weiteren Enzyme der Serin- und Glycin-Biosynthese (siehe Abbildung 

6). Entsprechend ist davon auszugehen, dass die beobachtete Reduktion der Zellprolifera-

tion durch den PSAT1-Knockdown spezifisch durch eben diese Expressionsminderung her-

vorgerufen wird. Eine Verfälschung dieses Effektes, etwa durch eine kompensatorische Ex-

pressionssteigerung der vorgeschalteten PHGDH war nicht zu beobachten. Die Reduktion 

der PSAT1 scheint somit geeignet, die Serin- und Glycin-Biosynthese insgesamt zu beein-

trächtigen.  

 

Die PSAT1 ist Gegenstand der aktuellen Forschung für diverse Tumorentitäten (Feng et al. 

2022). So konnte aufgezeigt werden, dass eine Überexpression der PSAT1 beispielsweise 

beim Mammakarzinom, dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) und dem kolo-

rektalen Karzinom mit Mechanismen der Tumorprogression und einer ungünstigen Prog-

nose vergesellschaftet ist (Chan et al. 2020; Metcalf et al. 2020; Wang et al. 2020; Luo et al. 

2022). Neben der B-Zelllinie P493-6 konnte auch in Zellen des Burkitt-Lymphoms eine 

MYC-vermittelte Hochregulation der PSAT1 beschrieben werden. Hier war nach PSAT1- und 

PHGDH-Depletion ein Rückgang der Zellproliferation in vitro, nicht jedoch in vivo, zu be-

obachten (Białopiotrowicz et al. 2020).  Insgesamt ist die Rolle der PSAT1 in B-Zell-Lym-

phomen jedoch bisher kaum bekannt. Somit sind weitere Untersuchungen nötig, um die Be-

deutung der PSAT1 in malignen B-Zellen näher zu charakterisieren und zu prüfen, ob die 

PSAT1-Expression möglicherweise als prognostischer Marker oder sogar therapeutisches 

Target von Interesse sein könnte.  Bisherige Bemühungen um die gezielte pharmakolo-

gische Adressierung eines erhöhten Serin- und Glycin-Metabolismus in Tumorzellen 
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mündeten in der Entwicklung verschiedener small molecule Inhibitoren für PHGDH, deren 

klinische Erprobung jedoch aussteht (Mullarky et al. 2016; Pacold et al. 2016; Rohde et al. 

2018). DLBCL-Zellen haben sich zudem vulnerabel gegenüber SHMT1/2-Inhibitoren ge-

zeigt (Ducker et al. 2017). Nach ähnlichem Ansatz wäre möglicherweise auch eine selektive 

Inhibition der PSAT1 bei entsprechend erhöhtem Expressionslevel denkbar (Buqué et al. 

2021). Für verschiedene Tumorentitäten wie dem Mamma- und Kolonkarzinom wird dar-

über hinaus ein kombinierter Therapieansatz mit dem gleichzeitigen Entzug von exogenem 

Serin und der Inhibition der endogenen de-novo-Serinsynthese diskutiert (Buqué et al. 

2021; Montrose et al. 2021; Tajan et al. 2021; Choi et al. 2022). Durch die Kombination eines 

PSAT1-Knockdowns und einer Serin-freien Diät konnte zudem eine verzögerte Progression 

von MYC-induzierten Lebertumoren in Mäusen erreicht werden (Méndez-Lucas et al. 2020). 

Ein Knockdown der PSAT1 kann jedoch nicht nur zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber 

einem Serinmangel beitragen, sondern auch gegenüber einem Mangel an Glutamin, wie an 

NSCLC-Zellen gezeigt werden konnte (Jin et al. 2019). Die genannten Beispiele geben einen 

Ausblick zur Rolle der PSAT1 in Tumorzellen, der bezogen auf B-Zell-Lymphome weitere 

grundlegende Untersuchungen erfordert. Die gezeigte Abhängigkeit der P493-6-Prolifera-

tion von der PSAT1 kann dabei einen Ausgangspunkt für weiterführende Analysen darstel-

len. Anknüpfen könnte sich in einem nächsten Schritt die Kombination eines PSAT1-Knock-

down mit dem Entzug von exogenem Serin und Glycin oder auch ein gemeinsamer Knock-

down von PHGDH und PSAT1. 

 

Eine weitere Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob die Genexpression der Enzyme 

der Serin- und Glycin-Biosynthese in IL10 und CpG stimulierten MYClow-Zellen über den 

NF-B- und JAK-STAT-Signalweg induziert wird. Die Genexpressionsanalysen nach Behand-

lung mit dem IKK-Inhibitor ACHP, und somit einer selektiven Hemmung der IB-Kinasen 

IKKß und IKKα, ergaben eine deutliche Abhängigkeit der Expression aller Enzyme der 

Serin- und Glycin-Biosynthese (PHGDH, PSAT1, PSPH, SHMT1 und SHMT2) vom NF-B-

Signalweg. Unter der Inhibition mit Ruxlolitinib war darüber hinaus für die Expression der 

PSAT1 und der PSPH eine Abhängigkeit vom JAK-STAT-Signalweg zu beobachten, nicht 

jedoch für die weiteren Enzyme des Serin- und Glycin-Stoffwechsels (siehe Abbildung 7). 

Diesbezüglich scheint jedoch eine weitere Prüfung sinnvoll, da hier mit Blick auf den Effekt 

der IL10-Stimulation auf die Genexpression der weiteren Enzyme ebenfalls eine Induktion 

durch den JAK-STAT-Signalweg als wahrscheinlich angesehen werden kann. Hier bietet sich 

ggf. der Einsatz eines alternativen JAK-Inhibitors an, da Ruxolitinib als selektiver Inhibitor 

der JAK1 und JAK2 fungiert, der IL10-Rezeptor jedoch neben der JAK1 auch die TYK2 

aktiviert und somit möglicherweise nur unzureichend gehemmt wird. Dementsprechend 

wäre außerdem auch ein Knockdown der JAK1 und TYK2 denkbar. Zur detaillierteren 
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Aufklärung der Signalgebung wäre möglicherweise auch eine Analyse unter Knockdown 

von RelA (p65) und STAT3 aufschlussreich. Beide Transkriptionsfaktoren haben sich als 

essenziell für die IL10- und CpG-vermittelte Proliferation sowie für die Expression der 

GOT2 in IL10+CpG stimulierten MYClow-Zellen erwiesen (Feist et al. 2018). 

Eine weitere Aufschlüsselung der Wirkweise des NF-B- und JAK-STAT-Signalwegs auf den 

Tumormetabolismus maligner B-Zellen im Allgemeinen und den Serin- und Glycin-

Stoffwechsel im Speziellen kann zum erweiterten Verständnis der B-Zell-Lymphomgenese 

beitragen. Dies ist insofern von besonderem Interesse, als dass sowohl DLBCL-Subtypen als 

auch weitere Lymphomentitäten häufig Aberrationen dieser Signalkaskaden aufweisen  

(Béguelin et al. 2015; Lu et al. 2018; Pasqualucci und Zhang 2016). Zunehmende Kenntnisse 

um die molekulare Heterogenität des DLBCL sind bereits heute ein Ausgangspunkt für 

unterschiedliche pharmakologische Ansätze zur Unterdrückung der NF-B- und IL10-

Signalgebung in DLBCL-Subtypen (Carr et al. 2020; Schmitt et al. 2021). Künftige Studien 

müssen zeigen, ob eine Inhibition des NF-B- und des JAK-STAT-Signalwegs eine mögliche 

Therapiestrategie für B-Zell-Lymphome darstellen kann. Grundlegende Herausforderungen 

stellen dabei die Heterogenität und Plastizität des Metabolismus maligner Zellen sowie das 

komplexe Wechselspiel der zellulären Signalgebung mit der Tumormikroumgebung dar 

(Martinez-Outschoorn et al. 2017).  

 

Zusammenfassend gibt die vorliegende Arbeit einen Einblick in den Serin- und Glycin-

Metabolismus der B-Zelllinie P493-6 und dessen Bedeutung für die IL10- und CpG-vermit-

telte Zellproliferation. Exogenes Serin und Glycin trug kontextabhängig unter Bedingungen 

eines erhöhten Glutaminangebots signifikant zur Proliferation von IL10 und CpG stimulier-

ten P493-6 MYClow-Zellen bei. Demgegenüber war der Beitrag von Glucose jedoch bedeut-

samer. Es konnte gezeigt werden, dass die Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-

Biosynthese maßgeblich über den NF-B-Signalweg sowie im Falle der PSAT1 und PSPH 

auch über den JAK-STAT-Signalweg vermittelt wird. Darüber hinaus war erstmalig 

nachzuweisen, dass die PSAT1 als ein zentrales Enzym der de-novo-Serinsynthese wichtig 

für die Proliferation der P493-6 MYClow-Zellen ist. Weiterführende Untersuchungen zum 

Serin- und Glycin-Stoffwechesel und speziell zur PSAT1 sowie der zugrundeliegenden JAK-

STAT- und NF-B-Signalgebung sind zum besseren Verständnis des B-Zell-Metabolismus 

notwendig. Dies könnte zur Entwicklung neuer Therapiestrategien bei B-Zell-Lymphomen 

beitragen.  
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5 Zusammenfassung 

Ein wesentliches Merkmal von Tumorzellen stellt die Reprogrammierung des Zellmetabo-

lismus dar. Auch die komplexe Genese aggressiver Non-Hodgkin-Lymphome wie dem diffus 

großzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) geht mit einem Umbau des zellulären Stoffwechsels 

einher. Dem besseren Verständnis metabolischer Veränderungen in B-Zellen und der zu-

grundeliegenden Signalgebung kommt daher eine besondere Bedeutung zu.  

In vorhergehenden Analysen zeigte sich die Proliferation aktivierter B-Zellen, die durch die 

beiden Faktoren der Mikroumgebung IL10 und CpG stimuliert wurden, abhängig von Glu-

tamin. Zentral ist dabei die Aspartat-Aminotransferase (GOT2), deren Expression durch 

eine kooperative JAK-STAT- und NF-B-Signalgebung induziert wird. Die Glutaminabhän-

gigkeit ist jedoch nicht ausschließlich auf die GOT2 zurückzuführen, sodass ein Beitrag 

weiterer Glutamat-verbrauchender Transaminasen angenommen wird. Hieraus leitet sich 

die Hypothese dieser Arbeit ab, wonach die Phosphoserin-Aminotransferase 1 (PSAT1) und 

der damit verbundene Serin- und Glycin-Metabolismus wichtig für die B-Zell-Proliferation 

ist. Das Ziel war es daher zu analysieren, welche Auswirkung ein Mangel von Serin und 

Glycin sowie ein Knockdown der PSAT1 allein oder in Kombination mit der GOT2 auf die 

B-Zell-Proliferation hat. Weiterführend sollte der Einfluss des JAK-STAT- und NF-B-Signal-

wegs auf die Expression der Enzyme der Serin- und Glycin-Synthese untersucht werden. Die 

Analyse erfolgte anhand der B-Zelllinie P493-6, die über ein kontrollierbares MYC-Plasmid 

verfügt und hier als ein Modell für ruhende oder mittels IL10 und CpG aktivierte B-Zellen 

sowie proliferierende MYC-transformierte B-Zellen diente.  

Es konnte gezeigt werden, dass Serin und Glycin signifikant zur Proliferation von IL10- und 

CpG-stimulierten P493-6 MYClow-Zellen beitragen. Dies war abhängig von der vorhandenen 

Glutaminkonzentration. Erstmalig war eine Abhängigkeit der IL10- und CpG-induzierten 

B-Zell-Proliferation von der PSAT1 und somit indirekt von der de-novo-Serinsynthese nach-

zuweisen. Die PSAT1 zeigte sich vergleichbar relevant für die Zellproliferation wie die 

GOT2. Der Knockdown beider Transaminasen führte jedoch weder zu einer weiteren 

Reduktion der Zellproliferation noch zu einer kompensatorischen Expressionssteigerung 

weiterer Enzyme der Serin- und Glycin-Synthese. Zudem konnte gezeigt werden, dass die 

Genexpression der Enzyme der Serin- und Glycin-Synthese maßgeblich über den NF-B-

Signalweg sowie im Falle der PSAT1 auch über den JAK-STAT-Signalweg vermittelt wird.   

Die anhand der Modellzelllinie P493-6 gewonnenen Ergebnisse geben einen Einblick in den 

Serin- und Glycin-Metabolismus aktivierter und MYC-transformierter B-Zellen. Weiterfüh-

rende Analysen sind notwendig, um das Wissen zum Serin- und Glycin-Stoffwechsel und der 

PSAT1 in B-Zell-Lymphomen zu vertiefen. Dies kann dazu beitragen prognostisch relevante 

Merkmale aufzuzeigen und zielgerichtete Therapiestrategien zu entwickeln.  
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