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1 Einleitung  

1.1 Das Nephroblastom  

1.1.1 Epidemiologie und Prognose 

Nephroblastome, auch Wilms-Tumore genannt, stellen den häufigsten Nierentumor im 

Kindesalter dar. Das deutsche Kinderkrebsregister gibt in seinem Jahresbericht aus dem 

Jahr 2019 an, dass es sich bei 4,5 % aller Krebserkrankungen unter 18 Jahren um 

Nierentumore handelt (siehe Abbildung 1). Somit ist eines von 7200 Kindern bis 17 Jahre 

in Deutschland an einem Nierentumor erkrankt. In 97 % der kindlichen Nierentumore 

(berücksichtigt wurden die Jahre 2009 bis 2018 in der Bundesrepublik Deutschland) 

handelt es sich um Nephroblastome. Der Altersmedian bei Diagnosestellung eines 

Nephroblastoms beträgt 3 Jahre und 0 Monate, wobei Mädchen etwa 10 % häufiger 

betroffen sind als Jungen (siehe Abbildung 2) [21]. Über 75 % der Wilms-Tumore werden 

im Alter zwischen einem und fünf Jahren diagnostiziert. In den meisten Fällen treten 

solitäre Tumore in einer Niere auf. In 5-13 % der Fälle leiden Kinder an bilateralen 

Tumoren und in 10 % werden multifokale Tumore innerhalb einer Niere diagnostiziert 

[9]. 

 

Abbildung 1: Häufigkeit der gemeldeten Krebserkrankungen nach Diagnose-Hauptgruppe bei unter 18-
jährigen Patienten in Deutschland (2009-2018), Abbildung entnommen mit freundlicher Genehmigung von 
Erdmann F, Kaatsch P, Grabow D, Spix C (2020): German Childhood Cancer Registry - Annual Report 2019 
(1980-2018).  

(Deutsches Kinderkrebsregister 2020) 
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Abbildung 2: Alters- und geschlechtsspezifische Inzidenzraten des Nephroblastoms pro 1 Millionen Kinder 
unter 18 Jahren (2009-2018), Abbildung entnommen mit freundlicher Genehmigung von Erdmann F, 
Kaatsch P, Grabow D, Spix C (2020): German Childhood Cancer Registry - Annual Report 2019 (1980-

2018).  

Der häufigste Vorstellungsgrund ist eine asymptomatische Schwellung des Oberbauchs, 

die durch die Eltern oder den Kinderarzt entdeckt wird. Trotz einer möglichen 

Volumenverdopplung innerhalb von zwei Wochen, ist die Symptomatik eher mild und 

unspezifisch. Das liegt vor allem daran, dass das Wachstum in der Regel verdrängend 

und nicht infiltrativ erfolgt. Da ca. 10 % der Nephroblastome in Deutschland bei 

Regeluntersuchungen diagnostiziert werden, ist das Tumorvolumen im Vergleich zu 

anderen Ländern geringer und eine Metastasierung liegt nur bei 11 % gegenüber 15 % 

in anderen Ländern vor [71]. 

Die 5-, 10- und 15-Jahresüberlebensraten liegen bei 92 %, 93 % und 93 % und 

verdeutlichen die insgesamt gute Prognose dieser Tumorerkrankung [21]. Allerdings 

verschlechtert sich die Überlebensrate mit einem fortgeschrittenen Stadium und einer 

bereits vorhandenen Metastasierung erheblich. So zeigte eine Studie von Warmann et 

al., dass Kinder mit einem pulmonal metastasierten Nephroblastom ein 5-Jahres-

Gesamtüberleben von 83,3 % sowie ein ereignisfreies 5-Jahresüberleben von 72,3 % 

aufweisen. Darüber hinaus liegen signifikante Unterschiede, je nach histologischem 

Subtyp des Primärtumors und der damit einhergehenden Zuordnung in die 

verschiedenen Risikogruppen, vor. Kinder mit einem pulmonal metastasierten 

Nephroblastom der Hochrisikogruppe zeigen eine signifikant schlechtere 5-Jahres-

Überlebensrate von 44,4 % sowie ein schlechteres ereignisfreies 5-Jahres-Überleben 

von 39,0 %. Im Vergleich dazu haben Kinder mit einem pulmonal metastasierten 

Nephroblastom mit intermediärem Risiko eine 5-Jahres-Überlebensrate von 89,2 % und 

Kinder mit einem pulmonal metastasierten Nephroblastom mit niedrigem Risiko sogar 

(Deutsches Kinderkrebsregister 2020) 
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von 100 %. Das ereignisfreie 5-Jahres-Überleben liegt bei dem intermediären Risiko bei 

75,9 % und demgegenüber bei dem niedrigen Risiko bei 93,3 %. Zusätzlich gelten das 

Vorliegen pulmonaler Metastasen, das (fehlende) Ansprechen auf die Chemotherapie, 

die Persistenz der Metastasen nach lokaler Behandlung sowie die Vitalität der 

Metastasen als prognostische Marker [88].  

Auch das Alter der Erkrankten ist ein prognostisch relevanter Faktor. Bei Kindern unter 

2 Jahren liegt eine bessere Prognose vor als bei älteren Kindern [67]. 

Somit gelten die lokale und systemische Ausbreitung, der histologische Subtyp, das 

Ansprechen auf die präoperative Therapie sowie das Alter als prognostisch 

ausschlaggebend [17, 83, 87].  

1.1.2 Klassifikation und Tumorbiologie  

Die Klassifikation der Wilms-Tumore, bezeichnet nach dem deutschen Chirurgen Max 

Wilms, der das Nephroblastom 1899 ausführlich in seiner Monographie beschrieb, 

erfolgt zum einen anhand der lokalen und systemischen Ausbreitung und zum anderen 

anhand der histologischen Subtypen [70, 79] . 

Die Einteilung der Nephroblastome anhand der Ausbreitung erfolgt in lokale (Stadium I-

III), metastasierte (Stadium IV) und bilaterale (Stadium V) Tumore. Diese 

Stadieneinteilung entspricht der aktuell gültigen Fassung der „International Society of 

Pediatric Oncology (SIOP) Working Classification of Renal Tumors of Childhood”. Bei 

dem ersten Stadium handelt es sich um einen auf die Niere beschränkten Tumor, dessen 

Wachstum die Tumorpseudokapsel nicht überschreitet. Damit haben Kinder mit einem 

Nephroblastom Stadium I ein signifikant besseres Überleben, als Kinder mit einem 

Tumorstadium II oder III. Im Stadium II kommt es zu einem kapselüberschreitenden 

Wachstum. Vitales Tumorgewebe befindet sich auch außerhalb des Nierenparenchyms. 

Postoperativ spricht man nach einer kompletten Resektion mit tumorfreien 

Absetzungsrändern von einem Stadium II. Das Stadium III ist durch Tumorgewebe am 

Resektionsrand (vital oder regressiv), Tumoraussaat (durch eine Tumorruptur oder 

durch jede offene Biopsie) und/oder lokoregionale Lymphknotenmetastasen (vital oder 

regressiv) definiert. Bei dem dritten Stadium handelt es sich demnach um ein 

fortgeschrittenes Stadium, eine postoperative Bestrahlung ist indiziert [87].  

Die lokalen Stadien beschreiben somit den Grad der Tumorausbreitung bezogen auf 

Resektionsränder, Pseudokapsel, umliegendes Fettgewebe und lokoregionale 

Lymphknoten. Postoperativ findet für jeden Wilms-Tumor, unabhängig von seiner 

systemischen Ausbreitung, die Bestimmung eines lokalen Stadiums statt, da dies für die 

Wahl der postoperativen Therapie von Bedeutung ist [79, 84].  



 

4 

Die Stadien IV und V beschreiben die systemische Ausbreitung des Tumors. Das 

Stadium IV ist durch das Vorliegen systemischer Metastasen, inklusive 

extraabdomineller Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen, definiert. Die 

Mehrzahl der Metastasen findet sich pulmonal. Stadium V beschreibt bilaterale 

Nierentumore [87]. Patienten mit einem Nephroblastom Stadium IV zeigten in einer 

Studie von Bahoush et al. sowohl ein reduzierteres 5-Jahres-Gesamtüberleben von 

50 % (Stadium I 90,9 %, Stadium II 92%, Stadium III 71,4%)  als auch ein niedrigeres 

ereignisfreies 5-Jahres-Überleben von ebenfalls 50 % (Stadium I 90%, Stadium II 

83,8 %, Stadium III 71,4 %) [8].  Auch in einer Studie von Jain et al. lag bei Patienten mit 

einem Wilms-Tumor Stadium IV eine schlechtere Prognose und ein niedrigeres 

Gesamtüberleben vor [37]. Liegen Metastasen an mehreren Lokalisationen vor, 

verschlechtert sich die Prognose weiter. So konnten Berger et al. in ihrer Studie 

nachweisen, dass bei Kindern mit ausschließlich pulmonalen oder hepatischen 

Metastasen eine signifikant höhere 5-Jahres-Gesamtüberlebensrate von 95,8 % erreicht 

werden konnte, während das 5-Jahres-Gesamtüberleben bei Kindern mit gleichzeitiger 

pulmonaler und hepatischer Metastasierung nur 57,1 % betrug [10]. Weitere 

prognostische Marker stellten das Ansprechen der Metastasen auf die präoperative 

Chemotherapie, eine histologische Einteilung in die Hochrisikogruppe und das lokale 

Stadium dar [87]. 

Die Einteilung der Wilms-Tumore anhand des histologischen Subtyps erfolgt in eine 

niedrige, intermediäre sowie hohe Risikogruppe. Die Zuordnung erfolgt entweder nach 

der präoperativen Therapie oder nach der primären Operation anhand der 

histologischen Komponenten: Nekrose, Blastem, Epithel und Stroma. Ausschlaggebend 

ist die dominierende Komponente, die mehr als zwei Drittel ausmacht. Stellt keine 

Komponente mehr als zwei Drittel dar, spricht man von einem Mischtyp. Zusätzlich sind 

Zeichen der Anaplasie maßgeblich [17, 85, 87]. 

Zu den Nephroblastomen der niedrigen Risikogruppe zählt das zystisch partiell 

differenzierte Nephroblastom. Nach präoperativer Chemotherapie ist das komplett 

nekrotische Nephroblastom ebenfalls der Gruppe der niedrigen Malignität zugehörig. 

Findet sich nach einer primären Operation ein stromareiches, epithelreiches oder 

blastemreiches Nephroblastom, sowie ein Mischtyp oder ein Nephroblastom mit fokaler 

Anaplasie zählen diese, ebenso wie ein regressives Nephroblastom nach präoperativer 

Chemotherapie, zur intermediären Risikogruppe und repräsentieren das Standardrisiko. 

Ein blastemreiches Nephroblastom nach präoperativer Chemotherapie gehört hingegen 

zur Hochrisikogruppe. Nephroblastome mit diffuser Anaplasie werden unabhängig von 
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einer präoperativen Chemotherapie automatisch in die Hochrisikogruppe eingeteilt 

(siehe Tabelle 1) [84, 85].  

Eine hohe Malignität definiert sich folglich anhand eines dominierenden Anteils an 

Blastem nach präoperativer Chemotherapie oder anhand einer diffusen Anaplasie [31]. 

Die Prognose der Nephroblastome der Hochrisikogruppe ist mit einem ereignisfreien 5-

Jahres-Überleben von 73 % im Vergleich zur niedrigen und intermediären Risikogruppe 

von über 90 % deutlich niedriger [16]. 

Von einer Anaplasie spricht man, wenn folgende drei Kriterien erfüllt sind: Atypische 

mitotische Figuren, deutliche Kernvergrößerung auf mindestens das Dreifache und 

hyperchromatische Tumorzellkerne. Die fokale Anaplasie ist durch das Vorhandensein 

eines klar definierten Fokus innerhalb des renalen Primärtumors ohne Nachweis einer 

Anaplasie in extrarenalen Tumorherden definiert [86]. Von einer diffusen Anaplasie 

spricht man hingegen, wenn die Anaplasie multifokal oder nicht klar lokalisiert ist, im 

restlichen Tumorgewebe ausgeprägte nukleäre Unruhen zu finden sind oder Anaplasien 

in intra- oder extrarenalen Gefäßen, im Nierensinus, in Metastasen oder extrakapsulär 

vorliegen [17, 85, 87].  

Nephroblastome mit einer diffusen Anaplasie finden sich überwiegend bei Kindern über 

2 Jahren. Eine diffuse Anaplasie gilt als Indikator für eine Chemotherapieresistenz und 

ist mit einem erhöhtem Rezidivrisiko, verglichen mit Tumoren ohne diffuse Anaplasie, 

assoziiert [40].  

Auch innerhalb der Hochrisikogruppe liegen Unterschiede bezüglich der Prognose vor. 

So zeigten blastemreiche Nephroblastome einen besseren Outcome als 

Nephroblastome mit diffuser Anaplasie [88]. 

Tabelle 1: Histologische Einteilung der Nephroblastome, angelehnt an Niemeyer, Charlotte; Eggert, 
Angelika (Hg.) (2017): Pädiatrische Hämatologie und Onkologie, 2. Aufl. 2018 

Risikogruppe Nach primärer Operation Nach präoperativer 
Chemotherapie 

Niedrige Malignität 

(Niedrige 
Risikogruppe) 

- Zystisch partiell 
differenziertes 
Nephroblastom (NB) 

- Zystisch partiell 
differenziertes NB 

- Komplett nekrotisches 
NB 

Intermediäre 
Malignität 

(Intermediäre 
Risikogruppe) 

- Blastemreiches NB 
- Epithelreiches NB 
- Stromreiches NB 
- Mischtyp  
- NB mit fokaler 

Anaplasie 

- Epithelreiches NB 
- Stromreiches NB 
- Mischtyp  
- NB mit fokaler 

Anaplasie  
- Regressives NB 
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Hohe Malignität 

(Hochrisikogruppe) 

- NB mit diffuser 
Anaplasie  

- Blastemreiches NB 
- NB mit diffuser 

Anaplasie 

 

1.1.3 Behandlungsstrategien   

Die Standardtherapie des Nephroblastoms setzt sich aus den Elementen operative 

Entfernung, systemische Chemotherapie und Radiotherapie zusammen. In Europa 

richtet sich die Therapie der Wilms-Tumore nach den Empfehlungen der „SIOP Renal 

Tumour Study Group“. Nach einer gesicherten bildgebenden Diagnostik erhalten Kinder, 

die älter als 6 Monate und jünger als 16 Jahre sind, eine vier- bis sechswöchige 

präoperative Chemotherapie. Hierdurch wird das Auftreten einer möglichen Tumorruptur 

verringert und der Anteil an Patienten mit einem postoperativen Tumorstadium I erhöht. 

Die auf die Tumornephrektomie folgende Therapie orientiert sich in ihrer Art und Dauer 

am histologischen Subtyp des Tumors sowie dem erzielten lokalen postoperativen 

Tumorstadium [29]. 

Die Chemotherapie erfolgt grundsätzlich als Kombinations-Chemotherapie.   

Actinomycin D und Vincristin sowie Doxorubicin gelten als effektivste Zytostatika [53]. 

Bei einem Tumor hoher Malignität oder einem metastasiertem Stadium ohne Remission 

nach präoperativer Chemotherapie, werden die Zytostatika durch Cyclophosphamid, 

Ifosfamid, Etoposid und Carboplatin ergänzt [1, 16]. Die Dauer der postoperativen 

Chemotherapie liegt zwischen vier Wochen bei einem postoperativen Tumorstadium I 

und intermediärer Malignität und 34 Wochen bei einem Stadium II und III und hoher 

Malignität [61, 82]. Kinder, bei denen ein Nephroblastom mit niedriger Malignität im 

Stadium I nachgewiesen wurde, erhalten keine postoperative Chemotherapie [29]. Sollte 

durch die präoperative Therapie und Operation keine komplette Remission erzielt 

werden können, erfolgt die weitere postoperative Therapie analog zu der bei hoher 

Malignität [85]. Das hier beschriebene Therapieschema bei unilateralen Wilms-Tumoren 

im Stadium I bis III kann Abbildung 3 entnommen werden.  

Bei beidseitigen Wilms-Tumoren wird die präoperative Chemotherapie mit Actinomycin 

D und Vincristin bis maximal 12 Wochen verlängert. Ziel hierbei ist es möglichst beidseits 

nierenerhaltend zu operieren [25]. Die Tumornephrektomie stellt bei einem unilateralen 

Nephroblastom den operativen Standard dar [77]. Die Biopsie regionaler Lymphknoten 

ist obligat, um das lokale Stadium bestimmen zu können. Vor der Tumornephrektomie 

muss bildgebend ein bilateraler Befall ausgeschlossen werden. In einigen Fällen ist in 

Abhängigkeit der Tumorausdehnung auch bei unilateralen Tumoren eine 

nierenerhaltende Operation möglich [14]. 
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Eine Studie von Fernandez et al. zeigte, dass eine kleine Patientengruppe mit einem 

Nephroblastom der niedrigen Risikogruppe durch eine alleinige Operation ohne prä- 

oder postoperative Chemotherapie geheilt werden konnte. Die Patienten mussten 

allerdings folgende Kriterien erfüllen: Alter unter 2 Jahren, Tumormasse < 550 g, 

histologische Subtypen niedriger oder intermediärer Malignität und Tumorstadium I [22]. 

Eine postoperative lokale Strahlentherapie des Tumorbetts ist bei der intermediären 

Risikogruppe im Stadium III sowie bei der Hochrisikogruppe ab Stadium II indiziert. Der 

Einsatz und die Dosis der Bestrahlung sind von der Histologie, dem lokalen Stadium 

sowie der Vollständigkeit der Resektion abhängig. Die lokale Dosis liegt zwischen 15 Gy 

und 25 Gy. Bei einem makroskopisch sichtbarem Resttumor wird zudem eine 

Boostdosis appliziert. Liegt eine Tumorruptur vor, wird die Bestrahlung des gesamten 

Abdomens, auch abdominelles Bad genannt, notwendig. Eine Bestrahlung der 

Lungenmetastasen ist indiziert, wenn chemotherapeutisch und operativ keine Remission 

erreicht werden kann oder histologisch eine Hochrisikogruppe vorliegt. Die 

Zytostatikadosis ist während der Bestrahlung zu reduzieren [29, 30]. 

 

Abbildung 3: Therapieschema unilateraler Wilms-Tumoren im Stadium I – III nach SIOP-RTSG, angelehnt 
an Graf et al. (2022): Nierentumoren beim Kind. 

 

Präoperative 
Chemotherapie

• Actinomycin D + Vincrisitin für 4 Wochen

• Patienten mit Metastasen bei Diagnosestellung: Actinomycin D, Vincristin + Doxorubicin 
für 6 Wochen

Operative 
Therapie

• Standard: Tumornephrektomie

• ggf. auch nierenerhaltende Operation möglich

Postoperative 
Therapie

• Niedrige Malignität, Stadium I: keine postoperative Chemotherapie

• Niedrige Malignität, Stadium II + III:  Actinomycin D + Vincrisitin für 27 Wochen

• Intermediäre Malignität, Tumorvolumen vor OP < 500 ml, Stadium I:  Actinomycin D + 
Vincrisitin  für 4 Wochen 

• Intermediäre Malignität, Tumorvolumen vor OP < 500 ml, Stadium II: Actinomycin D + 
Vincrisitin  für 27 Wochen 

• Intermediäre Malignität, Tumorvolumen vor OP < 500 ml, Stadium III: Actinomycin D + 
Vincrisitin  für 27 Wochen + Bestrahlung 

• Intermediäre Malignität, Tumorvolumen vor OP > 500 ml: in jedem Stadium zusätzlich 
Doxorubicin

• Hohe Malignität, Stadium I: Actinomycin D, Vincristin + Doxorubicin für 27 Wochen

• Hohe Malignität, Stadium II + III: Cyclophosphamid/Doxorubicin + Carboplatin/Etoposid 
für 34 Wochen + Bestrahlung
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Eine mögliche Nebenwirkung nach einer Therapie mit Anthrazyklinen, wie Doxorubicin, 

ist eine Kardiomyopathie, sodass regelmäßige echokardiografische Kontrollen indiziert 

sind. Zudem kann es nach einer Therapie mit Actinomycin D zu einer 

Lebervenenverschlusserkrankung kommen [13, 75].  

 

1.2 Stoffwechselwege 

1.2.1 Der Glycin-Serin-Stoffwechsel  

Glycin und Serin liefern gemeinsam die Vorstufen für die Synthese von Proteinen, 

Nukleinsäuren und Lipiden, die das Krebszellwachstum unterstützen. Zudem unterstützt 

der Glycin-Serin-Stoffwechselweg die Tumor-Homöostase, durch die Beeinflussung der 

zellulären antioxidativen Kapazität. Eine Hyperaktivierung des Glycin-Serin-

Stoffwechselwegs fördert somit die Onkogenese. Das Glycine Cleavage System (GCS) 

kurbelt den C1-Stoffwechsel (one-carbon metabolism) an, liefert Energie und leistet 

damit einen wesentlichen Beitrag zum zellulären Stoffwechsel [5].  

Das GCS ist mitochondrial lokalisiert und besteht aus vier Proteinen, davon drei 

enzymatische und eine gemeinsame Komponente: Das P-Protein GLDC (Glycin-

Decarboxylase), das T-Protein AMT (Aminomethyl-Transferase), das L-Protein DLD 

(Dihydrolipoyl-Dehydrogenase) und das H-Protein GCSH (Glycine Cleavage System 

Protein H). Es stellt den wichtigsten Weg für den Glycin-Abbau dar und beinhaltet die 

oxidative Spaltung von Glycin zu CO2 (Kohlenstoffdioxid), NH4
+ (Ammonium-Ion), einer 

Methylgruppe und NADH (Nicotinamidadenindinukleotid). Die Methylgruppe wird für den 

C1-Stoffwechsel verwendet und das entstandene NADH dient der Energiegewinnung. 

Das P-Protein GLDC katalysiert die Pyridoxalphosphat-abhängige Decarboxylierung von 

Glycin in CO2 mithilfe des H-Proteins GCSH. Der Rest des Glycin-Moleküls wird auf eine 

Thiolgruppe des H-Proteins übertragen. Das T-Protein AMT katalysiert die Umwandlung 

des decarboxylierten Glycins mithilfe von Tetrahydrofuran zu 5,10-

Methylentetrahydrofolat und Ammoniak. 5,10-Methylentetrahydrofolat dient als C1-

Metabolit für die Tumorgenese. Der verbliebene Rest wird erneut an das H-Protein 

gebunden und durch das L-Protein DLD reoxidiert. Hierbei wird NAD+ zu NADH + H+ 

umgewandelt, welches der Energiegewinnung dient [28, 41]. Das H-Protein interagiert 

über seinen Liponsäurearm mit den drei anderen Proteinen ohne eine eigene 

Enzymaktivität zu besitzen. GCSH dient somit allen drei enzymatischen Komponenten 

als Redox-Carrier und spielt eine zentrale und geschwindigkeitsbestimmende Rolle 

(siehe Abbildung 4) [91]. 
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Abbildung 4: Stark vereinfachte schematische Darstellung des Glycine Cleavage Systems (GCS), 

modifiziert nach Zhang et al. 2019 aus Journal of Biological Engineering. 

Untersuchungen von Adamus et al. konnten zeigen, dass GCSH als zentrale Redox-

Komponente einen möglichen neuen prognostischen Marker für die schnelle 

Proliferation von Mammakarzinom-, Rhabdomyosarkom-Zellen und anderen 

Tumorentitäten darstellt. Schnell proliferierende Tumorzellen weisen eine stark erhöhte 

Aktivität zur mitochondrialen Serin- und Glycin-Verstoffwechselung vor. Außerdem 

konnte in vitro eine auf Antisense-Mechanismen basierte Regulation der GCSH-

Expression identifiziert werden, welche z.B. die Viabilität der Zellen bestimmt [2, 4]. 

In vivo konnte immunhistochemisch bei humanen Mammakarzinom-Gewebeschnitten 

eine signifikante GCSH-Überexpression im Vergleich zu gesunden Zellen nachgewiesen 

werden. Auf Transkript-Ebene fand sich ebenfalls eine GCSH-Überexpression der 

proteinkodierenden Transkript-Variante 1 (Tv1; 522 bp) sowie eine weitere, kürzere 

GCSH-Transkript-Variante * (Tv*; 391 bp). Aufgrund einer Verschiebung des 

Leserahmens und eines frühzeitigen Stoppcodons ist Tv* nicht proteinkodierend. In 

gesunden Mammaepithelzellen zeigte sich eine erhöhte Tv*-Expression, in den 

Mammakarzinomzelllinien eine verminderte Tv*-Expression. Zudem fand sich eine 5 bis 

10-fach höhere Tv1/Tv*-Ratio in den Tumorzellen, die eine regulative Rolle von Tv* auf 

die GCSH-Expression nahe legten. Eine Antisense-Bindung der beiden GCSH-

Transkript-Varianten konnte nachgewiesen werden. So reduzierte die gezielte Tv*-

Überexpression die Expression von Tv1 und führte damit in vitro zu metabolischen und 

physiologischen Veränderungen. Diese Veränderungen äußern sich in Form von einer 

verminderten Stoffwechselaktivität und Proliferation, einer erhöhten extrazellulären 

Ansäuerung und Laktat-Dehydrogenase-Aktivität, einer Caspase-7-Aktivierung 

(Hinweise auf Apoptose) und einer Zerstörung der Zytoplasmamembran durch Nekrose. 
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Eine gezielte Tv1-Überexpression hingegen bewirkte eine zusätzliche Steigerung der 

Zellvitalität der Tumorzellen, bedingt durch die Beschleunigung der mitochondrialen 

Glycin-Decarboxylierungsaktivität (siehe Abbildung 5) [4]. 

 

Abbildung 5: Regulation der GCSH-Expression durch die Expression der GCSH Transkriptionsvarianten Tv1 
und Tv* und die damit einhergehenden metabolischen und physiologischen Veränderungen, Abbildung 
entnommen mit freundlicher Genehmigung von Adamus, Anna (2020): Translationale Ansätze zur 
Identifizierung neuer metabolischer Tumormarker für das Monitoring, die Stratifizierung und die Behandlung 
von pädiatrischen Rhabdomyosarkomen. 

Weitere, bisher noch unveröffentlichte Versuche von Adamus et al. wagten die 

Übertragung des Modells in das pädiatrische Rhabdomyosarkom-Modell. Sowohl die 

Rhabdomyosarkom-Zelllinien als auch die nicht-tumorigenen skelettalen Myoblasten 

exprimierten die GCSH Transkriptvariante Tv*. Auf der Transkriptebene unterschied sich 

die Tv1/Tv*-Ratio zwischen den Rhabdomyosarkom-Zelllinien und den undifferenzierten 

metabolisch aktiven Myoblasten allerdings kaum. Nur die differenzierten Myoblasten 

wiesen eine stark reduzierte GCSH-Tv1- und eine erhöhte GCSH-Tv*-Expression auf. 

Konfokalmikroskopisch konnte eine GCSH-Überexpression in den Rhabdomyosarkom-

Zellen im Vergleich zu gesunden undifferenzierten Myoblasten nachgewiesen werden. 

Eine GCSH-Tv*-Sequenzanalyse deutete darauf hin, dass die in den 

Rhabdomyosarkom-Zellen vorkommende Tv* eine gestörte Funktion aufweist und somit 

die Tv1/Tv*-Ratio von der der Mammakarzinomzellen abweicht. Es fiel eine erhöhe 

Proteinexpression von GLDC, AMT, GCSH und SHMT2 bei den Rhabdomyosarkom-

Zelllinien auf, sodass eine Präferenz zur mitochondrialen Serin- und Glycin-

Verstoffwechslung vermutet werden konnte. Eine Plasmid-vermittelte Tv*-

Überexpression führte zu einer reduzierten Expression von Tv1, einer Reduktion 

weiterer Komponenten des Serin-Glycin-Stoffwechsels und einem veränderten 

Expressionsmuster von GCSH. Die Viabilität und metabolische Aktivität der 

Rhabdomyosarkom-Zellen wurden dadurch gesenkt sowie die Proliferationsfähigkeit 

und Koloniebildung herabgesetzt. Eine Tv1-Überexpression bewirkte hingegen eine 

Steigerung der Viabilität, Proliferationsfähigkeit und Koloniebildung. Somit zeigte sich 
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auch in dieser in vitro Studie, dass die GCSH-Expression einen Einfluss auf die 

metabolische Aktivität und das Schicksal von Zellen hat [2].  

1.2.2 Der Sphingolipid-Stoffwechsel 

Sphingolipide sind zum einen strukturelle Bestandteile eukaryotischer Zellmembranen. 

In der Plasmamembran dienen sie dem Schutz der Zelloberfläche, indem sie das 

mechanisch stabile und chemisch widerstandsfähige äußere Blatt der 

Lipiddoppelmembran bilden [80]. Zum anderen spielen aber einige Metabolite des 

Sphingolipidstoffwechsels, wie z.B. Ceramid, Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat, 

eine zusätzliche Rolle als Signalmoleküle. Sie sind an der Regulation vieler biologischer 

Prozesse beteiligt und zählen deshalb als bioaktive Sphingolipide [43]. 

Da es sich bei dem Sphingolipid-Stoffwechsel um einen komplizierten Stoffwechselweg 

mit multiplen unterschiedlichen Komponenten handelt, wird im Folgenden nur auf den 

für diese Dissertation relevanten Teil des Stoffwechselweges eingegangen (siehe 

Abbildung 6).  

Als eines der zentralen Moleküle im Sphingolipidstoffwechsel gilt Ceramid, da aus 

diesem alle weiteren Sphingolipide synthetisiert werden. Ceramid setzt sich aus 

Sphingosin und einer Fettsäure zusammen [26]. 

Dihydrosphingosin (DHS), auch bekannt als Sphinganin, wird durch die 

Ceramidsynthase mit einer langkettigen Fettsäure zum Dihydroceramid verknüpft. 

Anschließend wird Dihydroceramid durch die Dihydroceramid-4-Desaturase zu Ceramid 

oxidiert [26, 56]. Ceramid wird durch die Ceramidase in Sphingosin umgewandelt. Durch 

die Ceramidsynthase entsteht aus Sphingosin wiederum Ceramid. Die Reaktion ist somit 

reversibel. Die Entstehung von Sphingosin-1-Phosphat (S1P) aus Sphingosin wird durch 

die Sphingosinkinasen SPHK1 und SPHK2 katalysiert. Über eine reversible 

Dephosphorylierung durch die Sphingosin-1-Phosphat-Phosphatase 1 (SGPP1) kann 

S1P wieder zu Sphingosin umgewandelt werden. Die Sphingosin-1-Phosphat-Lyase 1 

(SGPL1) hingegen katalysiert Pyridoxalphosphat-abhängig die irreversible 

Phosphorylierung von S1P zu den Nicht-Sphingosinen Phosphoethanolamin und 

Hexadecenal. Hierbei handelt es sich um einen relevanten irreversiblen Reaktionsschritt 

[11, 78].  
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Abbildung 6: Stark vereinfachte schematische Darstellung eines Ausschnitts des Sphingolipid-Stoffwechsels 
und der Funktion von Sphingosin und Sphingosin-1-Phosphat, angelehnt an Spiegel und Milstien 2003 aus 
Sphingosine-1-phosphate: An enigmatic signalling lipid und Kuo und Hla 2024 aus Regulation of cellular and 
systemic sphingolipid homeostasis. 

 
S1P agiert sowohl extrazellulär, in dem es an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

koppelt, als auch intrazellulär als Second-Messenger. Als Second Messenger reguliert 

S1P verschiedene zelluläre Prozesse [11, 80]. Es fördert das Zellwachstum und -

überleben, unterdrückt die Apoptose, reguliert die Zellmotilität und -invasion, steigert die 

Gefäßpermeabilität und Angiogenese und ist an der Immunregulation beteiligt. Eine 

erhöhte S1P-Produktion ist unter anderem bei Krebs, Allergien, Atherosklerose und 

Autoimmunerkrankungen zu finden [42, 78]. Übertragen auf eine Tumorerkrankung 

fördert die Überstimulation mit S1P die Tumorprogression, sowie das Invasions- und 

Migrationspotential von Tumorzellen [2].  

Eine Erhöhung des Ceramid zu S1P-Verhältnisses führt dazu, dass Krebszellen und 

andere schnell proliferierende Zellen anfälliger für Apoptose werden. In ähnlicher Weise 

führt eine Reduktion des S1P in Krebszellen zu einer verringerten Zellproliferation, einer 

Reduktion der tumorassoziierten Angiogenese und macht diese damit ebenfalls 

anfälliger für Apoptose [73]. Das Verhältnis zwischen Ceramid und S1P scheint demnach 

das Schicksal einer Zelle zu bestimmen [80]. 

Eine Hemmung der Umwandlung von Ceramid in Sphingosin-1-Phosphat könnte genutzt 

werden, um den Zelltod auszulösen. Die Umwandlung von Ceramid über Sphingosin in 

Sphingosin-1-Phosphat versetzt die Zellen folglich von einem apoptotischen in einen 

proliferativen Zustand. Aber auch die irreversible Phosphorylierung von S1P zu den 
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Nicht-Sphingolipiden Phosphoethanolamin und Hexadecenal durch die Sphingosin-1-

Phosphat-Lyase 1 (SGPL1) kann den proliferativen Zustand beenden [69]. SGPL1 spielt 

somit eine zentrale Rolle in der strengen Regulierung der intrazellulären S1P-

Konzentration [11]. 

Eine Studie von Engel et al. untersuchte die SGPL1-Konzentration in Mammakarzinom-

Zelllinien im Vergleich zu nicht-tumorigenen Mammaepithel-Zellen. Sowohl in vitro als 

auch in vivo fiel eine stark erniedrigte SGPL1-Proteinexpression in den 

Mammakarzinom-Zellen auf. Zusätzlich wurde die zelluläre Lokalisation der SGPL1 

untersucht. Sowohl in den nicht-tumorigenen als auch in den Mammakarzinom-Zelllinien 

zeigte sich eine zytosolische Lokalisation in unmittelbarer Nähe zum Nukleus (vereinbar 

mit einer Expression im endoplasmatischen Retikulum). Gegenteilig zu dieser 

Erkenntnis trat in den nicht-tumorigenen Mammaepithel-Zellen ein weiterer 

Expressionsort in der Zellperipherie an der Zytoplasmamembran auf. Bei den 

Mammakarzinom-Zelllinien fand sich diese Lokalisation nicht. Die fehlende Lokalisierung 

von SGPL1 an der Zellmembran sowie die erniedrigte zytosolische SGPL1-Expression 

ermöglichten eine unkontrollierte extrazelluläre S1P-Stimulation, welche die Migration 

der Krebszellen förderte könnte. Eine Transfektion der SGPL1-cDNA der gesunden 

Mammaepithel-Zellen in die Mammakarzinom-Zellen führte dazu, dass die SGPL1-

Überexpression das Migrationsverhalten der Krebszellen wieder auf das Kontrollniveau 

heruntersetzte und die allgemeine Motilität der Krebszellen verringerte [20].  

Um festzustellen, ob sich eine niedrige SGPL1-Expression und eine fehlende 

Expression an der Zytoplasmamembran perspektivisch als prognostischer Marker und 

Target für verschiedene Tumorentitäten eignen können, führten Adamus et al. weitere 

Untersuchung an pädiatrischen Rhabdomyosarkom-Zellen durch. Im Gegensatz zu den 

Mammakarzinom-Zellen fiel bei den Rhabdomyosarkom-Zelllinien ein signifikant 

erhöhter SGPL1-Proteingehalt im Vergleich zu den gesunden humanen Myoblasten auf. 

Zusätzlich konnte bei den Rhabdomyosarkom-Zellen lediglich eine diffus im Zytoplasma 

verteilte SGPL1-Fehllokalisation nachgewiesen werden, während die SPGL1-

Lokalisation in den gesunden Myoblasten der der gesunden Mammaepithel-Zellen 

entspricht. Trotz der stark erhöhten SGPL1-Expression verloren die Rhabdomyosarkom-

Zellen nicht ihre Fähigkeit zur S1P-abhängigen Migration. Es wurde eine Punktmutation 

an Position 321 in der proteinkodierenden SGPL1-Sequenz der Rhabdomyosarkom-

Zellen entdeckt, welche vermutlich die SGPL1-Funktion und -Lokalisation stört. In einer 

SGPL1-Restaurationsstudie wurde die funktionsfähige SGPL1 wieder in die 

Rhabdomyosarkom-Zellen eingebaut. Die korrekte membranständige Lokalisation am 

endoplasmatischen Retikulum konnte wiederhergestellt und die S1P-gerichtete 
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Migration in den Rhabdomyosarkom-Zellen signifikant reduziert werden.  

Untersuchungen von Adamus et al. konnten erste Beweise dafür liefern, dass ein 

wirksamer S1P-Abbau durch eine funktionale SGPL1-Aktivität für die Prävention der 

RMS-Metastasierung unerlässlich ist. Abschließend wurde die Empfehlung geäußert, 

den Expressionsstatus, die Lokalisation und eine mögliche Mutation der SGPL1 in 

verschiedenen Tumorentitäten zu überprüfen und SGPL1 als möglichen 

Metastasierungsmarker zu etablieren [3]. 

1.2.3 NCAM (Neurales Zelladhäsionsmolekül) 

NCAM (neural cell adhesion molecule) ist ein Zelloberflächen-Glykoprotein, das an Zell-

Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen während der Entwicklung und Differenzierung 

verschiedener Zellen beteiligt ist. Seine Wirkung übt es über homophile Interaktionen 

aus. Ein NCAM-Molekül einer Zelle interagiert demnach mit dem NCAM-Molekül einer 

benachbarten Zelle [57]. Es ist unter anderem an der neuronalen Entwicklung und 

Zellmigration, der Neurogenese sowie dem Neuritenwachstum beteiligt. Zudem wirkt 

NCAM an der Expansion von T- und B-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen mit. 

CD56, auch bekannt als NCAM1, spielt eine Rolle bei myeloproliferativen Erkrankungen. 

Eine erhöhte CD56-Expression ist bei Patienten mit akuter myeloischer Leukämie mit 

einer geringeren Überlebensrate verbunden [58]. 

Während NCAM im Laufe der embryonalen Entwicklung der Nieren exprimiert wird, ist 

es postnatal nicht mehr nachweisbar. Die Expression erfolgt embryonal insbesondere in 

nicht-induziertem nephrogenen Mesenchym und nimmt mit fortschreitender 

Nierenentwicklung allmählich ab. Der Verlust von NCAM verläuft in Zellen, die sich zu 

Epithelzellen entwickeln, schneller als in Zellen, die als mesenchymale Zellen erhalten 

bleiben. Ein vollständiges Verschwinden von NCAM findet sich bei dem sich 

differenzierenden Epithel, sobald dieses stärker polarisiert ist. In mesenchymalen Zellen 

verbleibt NCAM während der gesamten embryonalen Entwicklung, verschwindet 

postnatal aber in der Regel (siehe Abbildung 7) [38, 54].  
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Abbildung 7: Stark vereinfachte schematische Darstellung der intrarenalen NCAM-Expression im Laufe der 
embryonalen Entwicklung und postpartal, Grafik angepasst aus Servier Medical Art 
(https://smart.servier.com/), licensed under CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

Pode-Shakked et al. schlugen vor, NCAM als Marker für Tumorstammzellen des Wilms-

Tumors heranzuziehen. Grundlage hierfür war der Nachweis einer NCAM-Expression in 

einigen Wilms-Tumoren [66]. 

Eine Studie von Markovsky et al. untersuchte, ob sich NCAM als spezifischer Biomarker 

für Tumorstammzellen in Wilms-Tumoren eignet und ob sich hierdurch die 

Tumorstammzell-Population erfolgreich bekämpfen lassen würde. Sie entwickelten ein 

NCAM-targetiertes, nanoskaliges Paclitaxel-Konjugat (NCAM-targeted nanosized 

conjugate of paclitaxel), das kovalent an ein Polyglutaminsäure-Polymer gebunden ist. 

Mithilfe dieses Konjugats konnte die Tumorstammzell-Population dezimiert und das 

Tumorwachstum wirksam gehemmt werden. Die Arbeitsgruppe stellte daher die 

Hypothese auf, dass sich das auf NCAM ausgerichtete Nanopartikel-Konjugat als 

wirksames Therapeutikum bei Wilms-Tumoren eignen könnte [55].  

Jafarian et al. konnten in einer Studie zeigen, dass Wilms-Tumore in 28,3 % der Fälle 

NCAM bzw. CD56 exprimierten. Auffällig war hierbei, dass NCAM häufiger von Tumoren 

in höheren Stadien als in niedrigeren Stadien exprimiert wurde. Zudem war die mediane 

Überlebenszeit von Patienten mit CD56/NCAM-positiven Wilms-Tumoren kürzer als bei 

Patienten mit CD56/NCAM-negativen Wilms-Tumoren. In der Studie wurde 

infolgedessen die Hypothese aufgestellt, dass die NCAM-Expression sich als 

prognostischer Marker eignen könnte [35]. 

Auch Wegert et al. stellten eine starke Expression von NCAM bei der hoch malignen 

Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 fest [89]. 
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1.3 Dreidimensionale Zellkultursysteme 

1.3.1 Unterschiede zwischen 2D- und 3D-Zellkulturen 

Nicht nur die zelluläre, sondern auch die nicht-zelluläre Zusammensetzung bestimmt die 

Funktion eines Gewebes oder Organs [23]. Je besser ein Zellkultursystem die 

Bedingungen in vitro darstellt, desto realistischer lassen sich Reaktionen und Verhalten 

im Köper durch dieses abbilden. Gewebephysiologische Eigenschaften, wie 

Morphologie, Genexpression, Signaltransduktion, Polarisation, Apoptose, Migration und 

Proliferation, sowie die Sensibilität für pharmakologische Substanzen und ionisierende 

Strahlung werden vom dreidimensionalen (3D) Zellkultursystem im Vergleich zum 

zweidimensionalen (2D) Zellkultursystem beibehalten [19, 39, 45]. Zudem bestehen 

morphologische Unterschiede: So zeigt sich in 3D-Zellkulturen ein 

Konzentrationsgradient löslicher Stoffe, die Adhäsion findet in allen drei Ebenen statt 

und es liegt eine variable Steifigkeit vor. Außerdem findet sich keine Polarität, es 

bestehen diskrete Matrixfibrillen und die Ausbreitung und Migration sind sterisch 

behindert. Im Gegensatz dazu, findet sich in 2D-Zellkulturen kein Konzentrationsgradient 

löslicher Stoffe, die Adhäsion ist auf eine Ebene begrenzt, es liegt eine hohe Steifigkeit 

sowie eine basoapikale Polarität vor, es besteht eine kontinuierliche Matrixschicht und 

die Ausbreitung und Migration sind in einer Ebene ungehindert möglich [15, 64]. 2D-

Zellen werden auf festen, ebenen Oberflächen als Monolayer gezüchtet und haben 

durch den fehlenden Konzentrationsgradienten löslicher Stoffe eine unphysiologisch 

einheitliche Umgebung. Sie werden also mit homogenen Mengen an Sauerstoff und 

Nährstoffen versorgt. Zudem besteht nur in der Peripherie Kontakt zu anderen Zellen 

[7]. In Summe liegen somit große Unterschiede zwischen 2D- und 3D-Zellkulturen, 

insbesondere mit Blick auf die Übertragbarkeit von In-vitro-Forschungsergebnisse auf 

den lebenden Organismus, vor. Eine bedeutende Rolle besitzen 3D-Zellkulturen im 

Wirkstoffscreening.  

Allerdings ist es nicht möglich pauschalisiert zu sagen, dass jedes 3D-Zellkultursystem 

physiologischer ist. Da die meisten 3D-Zellkultursysteme nicht validiert und mit In-vivo-

Material abgeglichen wurden, kann nicht automatisch davon ausgegangen werden, dass 

die In-vivo-Bedingungen widergespiegelt werden [18]. 

1.3.2 Sphäroide  

Sphäroide sind multizelluläre Aggregate und stellen ein trägerfreies 3D-Zellsystem dar. 

[50]. Die kleinen Zellkugeln, die meist schwimmend wachsen, charakterisieren sich 

durch die Ausbildung eigener Komponenten, einer extrazellulärer Matrix (EZM) sowie 

Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakte [15]. Zudem liegen in den Zellkugeln in Abhängigkeit 
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von ihrer Größe ähnliche Konzentrationsgradienten wie bei soliden Tumoren, in Bezug 

auf den Gehalt von Nährstoffen, Sauerstoff oder Metaboliten, vor. Durch den 

Diffusionsgradienten in einem Sphäroid besitzen die Zellen von innen nach außen 

unterschiedliche Eigenschaften. So befindet sich im Zellinneren ein nekrotischer Zellkern 

umgeben von ruhenden vitalen Zellen. Am äußeren Rand finden sich proliferierende 

Zellen. Folglich ist der Sauerstoff- und Nährstoffgehalt am Außenrand am höchsten und 

nimmt zur Zellmitte ab. Der Kohlenstoffdioxid- und Abfallstoffgehalt ist im nekrotischen 

Zellkern am höchsten und nimmt nach außen ab [24, 50]. Die Ausbildung von 

Sphäroiden läuft schrittweise ab. Als erstes findet die Generierung von lockeren 

Zellaggregaten über Integrin-EZM-Bindungen statt. Es folgt eine Verzögerungsphase mit 

einer hochregulierten Cadherin-Expression sowie einer Cadherin-Akkumulation. Zuletzt 

findet die Kompaktierung durch Cadherin-Cadherin-Wechselwirkungen statt [51]. Durch 

die starke Zelladhäsion zwischen den Zellen entstehen Sphäroide. Allerdings fehlen 

Sphäroiden wichtige Signaltransduktionseinflüsse, sodass die Signaltransduktion eher 

der 2D- als der 3D-Wachstumssituation entspricht [7]. 

 

1.4 Ziel und Fragestellung  

Die Prognose von Kindern, die an einem Wilms-Tumor leiden, ist dank standardisierter 

multimodaler Therapiestrategien bestehend aus Polychemotherapie, Operation 

und/oder Bestrahlung mit einem Langzeitüberleben über 90 % gut [17]. Verglichen 

hierzu ist die Prognose bei Kindern, die an einem Nephroblastom der Hochrisikogruppe 

leiden, trotz intensivierter Therapien schlecht [65]. Handelt es sich histologisch um einen 

Wilms-Tumor der Hochrisikogruppe sowie ein Stadium III, liegt das ereignisfreie 2-

Jahres-Überleben bei 68%, sowie das 5-Jahres-Gesamtüberleben bei 70%. Handelt es 

sich histologisch um einen Wilms-Tumor der Hochrisikogruppe sowie ein Stadium IV, 

verschlechtert sich das ereignisfreie 2-Jahres-Überleben auf 31% und das 5-Jahres-

Gesamtüberleben auf 35% [62]. Eine mögliche Ursache hierfür könnte das Fehlen von 

validen prognostischen und metabolischen Tumormarkern und das unzureichende 

Verständnis der Zellbiologie sein. Im Rahmen dieser Dissertation wird in vitro auf 

zellulärer Ebene in 2D- und 3D-Zellkultursystemen der Expressionsstatus ausgewählter 

Schlüsselkomponenten des Glycin-Serin- und Sphingolipid-Stoffwechsels in zwei 

verschiedenen Wilms-Tumor-Zelllinien der Hochrisikogruppe im Vergleich zu gesunden 

Nierenzellen eruiert. Ziel ist es herauszufinden, ob die Daten vorausgegangener Studien 

am pädiatrischen Rhabdomyosarkom- sowie Mammakarzinom-Modell [2 - 4, 20] auf das 

Nephroblastom der Hochrisikogruppe übertragbar sind und die Abschätzung des 

Metastasierungspotentials durch die Erfassung von metabolischen Markern des Glycin-
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Serin- und Sphingolipid-Stoffwechsels möglich ist. Zudem soll getestet werden, ob sich 

hierdurch die Risikostratifizierung in vitro verbessern lässt. 

Folgende Fragestellungen sollen im Rahmen dieser Dissertation exploriert werden:  

1.) Unterscheidet sich der SGPL1- und GCSH-Expressionsstatus der beiden 

hochmalignen Wilms-Tumorzelllinien 17.94 und WS1181 im Vergleich zu den nicht-

tumorigenen humanen embryonalen Nierenzellen HEK-293? 

2.) Lässt sich das Metastasierungs- und Proliferationsverhalten anhand der 

Schlüsselkomponenten des Sphingolipid- und Glycin-Serin-Stoffwechsels in vitro 

prognostizieren? 

3.) Sind Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels potenzielle Marker für die 

Metastasierung von Nephroblastom-Zellen der Hochrisikogruppe? 
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2 Material und Methoden  

2.1 Material  

2.1.1 Zelllinien  

Die Auswahl der Zelllinien (siehe Tabelle 2) umfasste eine Kontrollzelllinie (HEK-293), 

zwei Nephroblastom-Zelllinien der Hochrisikogruppe (WS1181 und 17.94) sowie eine 

Fibrozytenzelllinie (NHDF). 

Tabelle 2: Verwendete Zelllinien (eigene Darstellung) 

Zelllinie  

(DMSZ-Nr.) 

Zelltyp Herkunft Histologie Stadium 

HEK-293 

(ACC 305) 

Nicht-tumorigene 
Kontroll-Zelllinie 

Human  Embryonale 
Nierenzellen 

-  

WS1181 / 
WT04 

Wilms-Tumor 

 

Human  

 

Epithelreich mit 
diffuser Anaplasie  

Hochrisikogruppe 

I  

17.94 

(ACC 741) 

Wilms-Tumor 

 

Human  

 

Anaplastisch 

Hochrisikogruppe 

IV 

Pulmonale 
Metastasen 

NHDF Nicht-tumorigene 
Kontroll-Zelllinie 

Human Dermale 
Fibroblasten 

- 

 
HEK-293 (Human embryonic kidney-293) 

Bei der Zelllinie HEK-293 handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen. 

Gewonnen wurden diese in den 1970er Jahren aus dem Nierengewebe eines elektiv 

abgetriebenen menschlichen Embryos. Durch die Transfektion mit einem verkürzten 

Adenovirus 5 wurden die Zellen immortalisiert. Die Zellen können sowohl adhärent in 

Monolayern als auch in Suspension als Sphäroide wachsen. Die Verdopplungszeit liegt 

zwischen 24 und 45 Stunden (h) [33, 47]. Die Zellen wurden als Kontrollzellen 

verwendet. 

WS1181 / WT04 

Diese Wilms-Tumor-Zelllinie wurde freundlicherweise durch Prof. Dr. Manfred Gessler 

aus Würzburg zur Verfügung gestellt. Es handelt sich um eine Primärzellkultur. Die 

Nephroblastom-Zellen wurden bei einer 4 Jahre und 2 Monate alten Patientin gewonnen. 

Bei der Stadieneinteilung laut Ausbreitung lag ein Stadium I vor, bei dem histologischen 
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Subtyp handelte es sich um ein epithelreiches Nephroblastom mit diffuser Anaplasie. 

Trotz präoperativer Chemotherapie kam es zu einem initialen Tumorprogress. Die 

Verdopplungszeit beträgt in etwa eine Woche. Zudem liegt eine TP53-Mutation vor [89]. 

Aufgrund der diffusen Anaplasie handelt es sich um einen Wilms-Tumor der 

Hochrisikogruppe. 

17.94 

Die Wilms-Tumor-Zellen wurden bei einer 3 Jahre und 11 Monate alten Patientin 

gewonnen. Es lag ein Stadium IV vor. 13 Monate nach der Operation erlitt die Patientin 

ein Rezidiv mit Lungenmetastasen und verstarb 9 Monate später. Die Zelllinie stammt 

von einem anaplastischen Nephroblastom ab und trägt eine TP53-Mutation. Die 

Verdopplungszeit liegt bei ungefähr einer Woche, eine NCAM-Expression konnte 

nachgewiesen werden [12, 46]. Aufgrund des histologischen Subtyps handelt es sich 

ebenfalls um einen Wilms-Tumor der Hochrisikogruppe. 

NHDF (Normal Human Dermal Fibroblasts) 

Bei der Zelllinie NHDF handelt es sich um normale humane Fibroblasten der Dermis. 

Isoliert wurden diese aus der Dermis juveniler Vorhaut oder adulter Haut anderer 

Lokalisationen, wie dem Gesicht, der Brust, des Abdomens und der Oberschenkel. Die 

Zelllinie eignet sich insbesondere für die Durchführung von Wound Healing Studien, z.B. 

im Rahmen eines Scratch Assay [59]. Die Zellen wurden als Kontrollzellen verwendet. 
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Abbildung 8: Mikroskopische Aufnahmen der 2D- und 3D-Zellkulturen sowie der HE-Färbung der Sphäroide 
der Kontrollzelllinie HEK-293 sowie der Tumorzelllinien WS1181 und 17.94. 
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2.1.2 Zellkultivierung  

Tabelle 3: Verwendete Nährmedien und Zusätze, Chemikalien und Reagenzien 

Nährmedien und Zusätze, Chemikalien 
und Reagenzien 

Hersteller 

Antibiotic-Antimycotic (100x) 
- Penicillin 
- Streptomycin 
- Amphotericin B 

Gibco® Life Technologies Corporation, 
Paisley, UK 

CT- FBS Premium activated charcoal 
absorbed (Aktivkohlfiltration) 

PAN™-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland 

DMEM (1X)  
Dulbecco’s modified Eagle Medium 
ohne Phenolrot 
[+] 4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamine, 
25 mM HEPES 
[-] Sodium Pyruvate 

Gibco® Life Technologies Corporation, 
Paisley, UK 

DMEM (1X) + GlutaMAX™-I  
Dulbecco’s modified Eagle Medium mit 
Phenolrot 
[+] 4,5 g/L D-Glucose 
[+] Pyruvate 

Gibco® Life Technologies Corporation, 
Paisley, UK 

FBS Premium heat-inactivated 
(hitzeinaktiviert) 

PAN™-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland 

FBS Premium sterile filtered (steril 
filtriert) 

PAN™-Biotech GmbH, Aidenbach, 
Deutschland  

MEM (1X) + GlutaMAX™-I 
Minimum Essential Medium  
[+] Earle’s Salts 
[+] 25 mM HEPES 

Gibco® Life Technologies Corporation, 
Paisley, UK 

ROCK-Inhibitor StemMACS Y27632 
10 mM in DMSO 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 

Roti®-CELL PBS, CELLPURE® ready-
to-use, steril 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

TrypLE Express 
Gibco® Life Technologies Corporation, 
Paisley, UK 

Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in PBS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 
 

Tabelle 4: Verwendete Nährmedien 

Nährmedien Zusammensetzung 

Medium A –  
Erhaltungsmedium für WS1181 

DMEM (1X) + GlutaMAX™-I mit Phenolrot 
+ 10 % FBS steril filtriert 
+ 1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung 

Medium B –  
Erhaltungsmedium für 17.94 

DMEM (1X) + GlutaMAX™-I mit Phenolrot 
+ 20 % FBS hitzeinaktiviert 
+ 1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung 

Medium C –  
Erhaltungsmedium für  
HEK-293 

MEM (1X) + GlutaMAX™-I 
+ 10 % FBS steril filtriert 
+ 1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung 

Medium D –  
Behandlungsmedium/  
CT-Medium 

DMEM (1X) ohne Phenolrot 
+ 10 % FBS Aktivkohle filtriert (CT-FBS) 
+ 1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung 
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2.1.3 Chemikalien, Puffer, Reagenzien und Kits 

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien und Reagenzien Hersteller 

10 x TGS Buffer  
Tris/Glycine/SDS buffer for SDS-PAGE 
applications 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

10 x TG Buffer 
Tris/Glycine buffer  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

10 x Tris Buffered Saline  
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

50 x TAE Buffer 
Tris/Acetic Acid/EDTA buffer 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

Aceton 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Actinomycin D Zentrale Zytostatika-Zubereitung UKGM 
Gießen/Marburg, Deutschland 

Bio-Plex® Cell Lysis Buffer 
Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

Blotto, non-fat dry milk 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Bovines Serumalbumin Fraktion V, pH 
5,2 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Bradford-Lösung, Protein Assay Dye 
Reagent Concentrate  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

Clarity™ Western ECL Substrate 
- Luminol/enhancer solution 
- Peroxide solution  

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

D-erythro-Sphingosine-1-phosphate 
(S1P), sc-201383 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Dimethylsulfoxid, DMSO Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 

DL-erythro-Dihydrosphingosine (DHS), 
sc-211174  

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

DreamTaq Green PCR Master Mix (2X) Thermo Fisher Scientific Inc., Vilnius, 
Litauen  

D(+)-Saccharose  99,5 % 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Eosin-G-Lösung 1 % methanolisch 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Essigsäure (Eisessig) 100 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol absolut 
Otto Fischar GmbH & Co. KG, 
Saarbrücken, Deutschland 

Fluorescence Mounting Medium Dako AG, Wiesentheid, Deutschland 

Hämatoxylin-Lösung nach Mayer Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland 

Histo Gel™ 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Hoechst-33342 Kernfärbung  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

LE Agarose, CSL-AG 100 Cleaver Scientific, Rugby, UK 

Methanol  
Honeywell Riedel-de-Haën™, Seelze, 
Deutschland 

Paraformaldehyd 4 % in PBS 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Probenpuffer nach Laemmli 2x 
Konzentrat 

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA 
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Roti®-GelStain Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Schnelleindeckmittel Entellan® Neu Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tissue-Tek® O.C.T. TM Compound Sakura Finetek Co., Ltd., Tokyo, Japan 

Triton X-100 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Tween-20 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Vincristin Zentrale Zytostatika-Zubereitung UKGM 
Gießen/Marburg, Deutschland 

Wasser, nuclease-free Thermo Fisher Scientific Inc., Vilnius, 
Litauen 

Xylol (Isomere) 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

 

Tabelle 6: Verwendete Kits  

Kits Hersteller 

Aurum™ Total RNA Mini Kit  
Beinhaltet: 

- RNA binding columns 
- Capless wash tubes, 2 mL 
- Capped microcentrifuge tubes, 2 

mL 
- DNase I 
- Lysis solution  
- Low stringency wash solution (5x 

concentrate) 
- High stringency wash solution  
- Elution solution  
- DNase dilution solution 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

RevertAid™ First Strand cDNA 
Synthesis Kit 
Beinhaltet: 

- RevertAid Reverse 
Transkriptase 

- RiboLock RNase Inhibitor 
- 5x Reaction Buffer 
- Oligo(dT)18-Primer 
- dNTP Mix 
- Water, nuclease-free 

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, 
USA 

 

2.1.4 Primer, Antikörper und Marker 

Tabelle 7: Verwendete Primer 

Primer 
Sequenz  GC-

Gehalt 
Hersteller 

Primer AMT-fw-
178 

5’ CAGTACCGGGA 
CAGTCACAC 3’ 

60 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer AMT-rv-626 5’ ACAGCACTGGT 
CATGAAGGG 3’ 

59,9 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 
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Primer Beta-Actin-
371-fw 

5’ GGGCATGGGTC 
AGAAGGATT 3’ 

57,9 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer Beta-Actin-
968-rv 

5’ GAGGCGTACAG 
GGATAGCAC 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer DLD-fw-
1081 

5’ ATGCTGGCTCA 
CAAAGCAGA 3’ 

60 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer DLD-rv-
1382 

5’ CCAGCACCTGG 
TCCAAGAAT 3’ 

59,9 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GAPDH 
Forward 

5’ CAAGGTCATCC 
ATGACAACTTTG 3’ 

43 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GAPDH 
Reverse 

5’ GTCCACCACCC 
TGTTGCTGTAG 3’ 

59 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GCSH-1-
Start 

5’ AAGCGATCGCCAT 
GGCGCTGCGAGTG3’ 

47 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GCSH-522-
End 

5’ TCACTCCTCAA 
TAGATTTTATG3’ 

32 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GCSH-257-
fw 

5’ GTCTCCCTGAA 
GTTGGGACA3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GCSH-461-
rv 

5’ TCTGAAGGGTT 
ACTCAGTGTCA3’ 

45 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GLDC-fw-
789 

5’ GTTCCAGTACC 
CAGACACGG 3’ 

60 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer GLDC-rv-
1515 

5’ GCACTCCTCTC 
CCATGCTTT 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SGPL1-
Start-fw 

5’ ATGCCTAGCAC 
AGACCTTCT 3’ 

50 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SGPL1-
240-rv 

5’ CTTCCTGGTGA 
GCTTAAAACA 3’ 

43 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SGPL1-
1276-fw 

5’ ACTGCTCGCTT 
CCTCAAGTC 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SGPL1-
1667-rv 

5’ GTGACAGTGTC 
GGTGCTGTA 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SHMT1-fw 5’ ACTGCTCGCTT 
CCTCAAGTC 3‘ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SHMT1-rv 5’ GTGACAGTGTC 
GGTGCTGTA 3’ 

55% Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SHMT2-fw 5’ TGGCGTCATGC 
ATCTGTTCT 3’ 

50 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SHMT2-rv 5’ AGTAGTTTGGG 
TGCACCTGG 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SPHK1-
846-fw 

5’ TGGCGTCATG 
CATCTGTTCT3’ 

50 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SPHK1-
1075-rv 

5’ AGTAGTTTGGG 
TGCACCTGG 3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SPHK2-
1251-fw 

5’ TCGTTCTGTGT 
CTGACCTGC3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

Primer SPHK2-
1623-rv 

5’ CATGAGCACAA 
AGTCCCCCT3’ 

55 % Invitrogen by Thermo Fisher 
Scientific, Carlsbad, USA 

 

Bei den Primern handelt es sich um individuell hergestellte, nicht frei verkäufliche Primer 

Die Sequenzen der Primer wurden durch Adamus et al. an Invitrogen by Thermo Fischer 

Scientific geschickt und durch diese synthetisiert.  
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Tabelle 8: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 

Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG 
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, USA 

Alexa Fluor Plus 488 goat anti-mouse IgG  
Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, USA 

Anti-mouse IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

Anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody Cell Signaling Technology, Danvers, USA 

β-Actin (C4) HRP, sc-47778 HRP, mouse 
monoclonal IgG 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

Glycin Clevage System Protein H 
(GCSH), rabbit, polyclonal IgG 

Proteintech Europe Ltd., Manchester, UK 

NCAM/CD56 monoclonal antibody 
(123C3)  

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific, 
Carlsbad, USA 

PCNA (PC10) HRP, sc-56 HRP, mouse 
monoclonal IgG 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

SP-lyase (H-300), sc-67468, rabbit, 
polycolonal antibody 

Santa Cruz Biotechnology Inc., Dallas, 
USA 

 

Tabelle 9: Verwendete Marker 

Marker Hersteller 

Marker Quick-Load® Purple 100 bp DNA 
Ladder 50 µg/ml 

New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
am Main, Deutschland  

MitoTracker® Red CMXRos 1 mM 
 

Life Technologies Corporation, Carlsbad, 
USA 

Precision Plus Protein Dual Color 
Standards 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland 

 

2.1.5 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 10: Verwendete Geräte 

Geräte Hersteller 

Absaugsystem/Vacuum Aspiration 
System  uniVACUUSYS1 

Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim, 
Deutschland 

Aufsatz Thermo-Shaker 24 x 1,5 ml, SC-
24N 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Autoklav 5050 ELV  Systec GmbH Labor-Systemtechnik, 
Linden, Deutschland 

Automatische Pipettierhilfe Easypet Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

CO2-Inkubator Mod. 3404, MIDI 40 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Cryomikrotom HM 500 O Microm International GmbH, Dreieich, 
Deutschland 

Eismaschine ZIEGRA Eismaschinen GmbH, 
Isernhagen, Deutschland 

Feinwaage ADB 100-4 Kern & Sohn GmbH, Baldingen, 
Deutschland 

Hellfeldmikroskop mit 
Phasenkontrastierung CKX53 

Olympus K.K., Tokyo, Japan  

Konfokalmikroskop DMi8 Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland 
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Kühlschränke und Gefrierschränke Liebherr Elektronik GmbH, Lindau, 
Deutschland 

Labornetzteil PowerPac Basic 
041BR147500 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Magnetrührer Monotherm Variomag® HP Labortechnik GmbH, 
Oberschleißheim, Deutschland 

Mastercycler gradient 5331 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Mastercycler personal 5332 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Mikrowelle MW 7873 Severin Elektrogeräte GmbH, Sundern, 
Deutschland 

Mini-PROTEAN® Tetra System  Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Mini-Tischzentrifuge C1301 Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Molecular Imager Gel Doc XR+ System 
with Image Lab Software 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Orbital Shaker PSU-10i Grant Instruments, Shepreth, UK 

Pipetten Reference® 0,5 µl - 5000 µl Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Reinstwasseranlage Stakpure GmbH, Niederahr, Deutschland 

Reziprok Plattformschüttler PROMAX 
1020 

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 
Schwabach, Deutschland 

Sicherheitswerkbank SAFE 2020 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Spectrophotometer Genesys 10-S Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Spectrophotometer NanoDrop® ND-1000 Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, 
Deutschland 

Thermoshaker TS-100 bioSan Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
USA 

Tissue-Tek® TECTM Aufblockstation Sakura Finetek Co., Ltd., Tokyo, Japan 

Vortexer Lab Dancer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufe, 
Deutschland 

Waage AdventurerTM Pro AV412 Ohaus Europe GmbH, Nänikon, Schweiz 

Wasserbad W6 
GK Sondermaschinenbau GmbH - 
Labortechnik Medingen, Arndsdorf, 
Deutschland 

Weitfeldmikroskop DM5500 B Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland 

Zentrifuge 5415 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5804 R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
 

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 

8er-Deckelkette, flach  
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Alkoholische Reinigungslösung Terralin 
Liquid 

Schülke & Mayr GmbH, Norderstedt, 
Deutschland 

Ampuwa® Spüllösung 1000 ml Plastipur® 
Fresenius Kabi France, Sèvres Cedex, 
Frankreich 

Biosphere® Filter Tips 0,1-2,5 µl Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Blot Paper (TE70) 
GE Healthcare Bio-Sciences Corp., New 
Jersey, USA  

CELLSTAR® Röhrchen 15 ml/ 50 ml 
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, 
Österreich 
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C/N Flasche 25, CellBIND® Surface, Bel. 
Kap. 

Corning Inc., Oneota, USA 

Cryotubes Cryo.STM 2 ml 
Greiner Bio-One GmbH, Kremsmünster, 
Österreich 

Deckgläser 20 x 20 mm 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Deckgläser 24 x 40 mm/ 24 x 50 mm 
Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, 
Braunschweig, Deutschland 

Falcon® Petrischalen 100 x 15 mm Corning Inc., Corning, USA 

Gel Mini-PROTEAN TGX Stain-Free 
Gels, 4-15 %, 10-well-comb, 30 µL 

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

ibidi® µ-Slide 18 Well-Flat ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 

ibidi® µ-Slide 8 Well ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 

ibidi® µ-Slide 4 Well ibidiTreat  ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 

ibidi® Schälchen µ-Dish 35 mm ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland 

Kimwipes® Delicate Task Wipers Kimberly-Clark Professional, Dallas, USA 

Liquid Blocker; Liquid-repellent Slide 
Marker Pen for Staining Procedures 

Daido Sangyo Co., Ltd., Kawasaki, Japan 

Mikrotom-Klingen S35 
Feather Safety Razor Co., Ltd., Ozaka, 
Japan 

Multiply®-µStrip 0,2ml Kette 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Objektträger Superfrost ® plus Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, 
Braunschweig, Deutschland 

PDVF-Plus, Transfer Membran GVS North America Inc., Sanford, USA 

Pipettenspitzen epT.I.P.S.® 0,1 - 10µL /            
2 - 200µL/ 50 - 1000µL/ 100 - 5000µL 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  

Roti®-CELL 10x DPBS, CELLPURE® 
steril 

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, 
Deutschland 

Rührspatel 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Safe-Lock Tubes 1,5ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland  

sempercare® latexfreie Nitril-
Handschuhe 

Semperit AG, Wien, Österreich 

TC-Flasche T25/ T75, Cell+, Bel. Kap. 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

TC-Flasche T75, Stand., Bel. Kap. 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

TC-Platte 6 Well/ 12 Well/ 24 Well,  
Cell+, F 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

TC-Platte 24 Well, Suspension, F 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Vernichtungsbeutel 
Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

Verschlussfolie Parafilm® Bemis Company, Neenah, USA 

Wasserfester Stift edding 140 S Edding AG, Hamburg, Deutschland 

Zählkammer C-Chip Disposable 
Hemocytometer 

NanoEnTek Inc., Waltham, USA 

 

2.1.6 Software 

Tabelle 12: Verwendete Softwares   

Softwares Firma 
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CellSens Entry 
http://www.olympus-
lifescience.com/de/software/cellsens/ 

Olympus K.K., Tokyo, Japan 

Image Lab Software Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA 

Leica Application Suite Advanced 
Fluorescence (LAS AF) 
https://www.leica-
microsystems.com/de/produkte/mikroskop-
software/p/leica-application-suite/ 

Leica Camera AG, Wetzlar, Deutschland 

QI Macros 2025 KnowWare International Inc., Denver, 
USA 

Microsoft 365 Excel Microsoft Corporation, Albuquerque, USA 

Microsoft 365 PowerPoint  Microsoft Corporation, Albuquerque, USA 

Microsoft 365 Word Microsoft Corporation, Albuquerque, USA 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultivierung 

2.2.1.1 2D-Zellkultivierung  

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Inkubator unter konstanten Bedingungen 

(Temperatur von 37 °C und CO2-Gehalt von 5 %). Die Arbeiten zur Zellkultivierung 

fanden in einem Labor des Biosicherheitslevels S1 an einer Sicherheitswerkbank unter 

durchgehender Wahrung der Sterilität statt. Alle 48 bis 72 h wurde ein Mediumwechsel 

durchgeführt, um die Vitalität der Zellen gewährleisten zu können. Der Mediumwechsel 

erfolgte durch das Absaugen des alten Mediums mithilfe der Vakuumpumpe 

uniVACUUSYS1 und anschließender dreimaliger Waschung des Zellrasens durch 

Zugabe von phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS). Das PBS wurde wieder 

abgesaugt und 5 Milliliter (ml) frisches Medium hinzugefügt. Bei den beiden 

Tumorzelllinien erfolgten teilweise halbe Medienwechsel, ca. 2,5 ml des alten Mediums 

wurden beibehalten und ca. 2,5 ml neues Medium hinzugegeben.  

Das Wachstum und die Konfluenz der Zellen wurden regelmäßig lichtmikroskopisch 

kontrolliert. Ab einer Konfluenz zwischen 70 % und 90 % erfolgte ein Passagieren der 

Zellen. Für das Passagieren der Zellen wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen 

dreimalig mit PBS gewaschen. Um ein Ablösen der adhärenten Zellen zu bewirken, 

wurde bei den beiden Tumorzelllinien der Zellrasen mit 700 Mikroliter (µl) Trypsin/0,02 % 

EDTA-Lösung bedeckt und für 5 Minuten (min) im Brutschrank inkubiert. Bei der 

Kontrollzelllinie erfolgte das Ablösen mithilfe von 700 µl Gibco TrypLE™ Express und 

einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur. Anschließend wurde die 

Enzymreaktion durch die Zufuhr von 4300 µL frischem Medium gestoppt. Die 

Zellsuspension wurde in ein Probenröhrchen überführt und bei 300 x g für 4 min 

zentrifugiert, um die Rückstände des Enzyms zu eliminieren. Der Überstand wurde 

mithilfe der Vakuumpumpe abgesaugt und das Zellpellet mit frischem Medium re-
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suspendiert. Anschließend wurden die Zellen mithilfe einer Neubauer Zählkammer 

gezählt, eine definierte Zellzahl in eine neue Zellkulturflasche ausgesät und das Volumen 

auf 5 ml aufgefüllt. 

2.2.1.2 Sphäroid-Zellkultivierung  

Die Kultivierung der Sphäroide erfolgte auf einem Orbitalschüttler PSU-10i im Inkubator. 

Die Zellen wurden nach dem Passagieren mit Medium resuspendiert und in Petrischalen 

ausgesät. Bei dem Medium handelte es sich um 50 ml des Mediums DMEM mit 10 % 

FCS steril filtriert und 1 % Antibiotikum-Antimykotikum-Lösung (AB/AM), zu dem 50 µl 

ROCK-Inhibitor StemMACS Y27632 hinzugefügt wurden. Die Zugabe des ROCK-

Inhibitors verhinderte das Auftreten von Anoikis [89]. Die Petrischalen wurden auf den 

Orbitalschüttler gestellt, welcher durchgehend mit einer Geschwindigkeit von 

50 Umdrehungen pro Minute (rpm) lief. Das konstante Schütteln war notwendig, um ein 

Aneinanderheften der Zellen zu verhindern [89]. Nach 48 bis 72 h war auch hier ein 

Mediumwechsel notwendig. Zusätzlich war teilweise eine mechanische Zerkleinerung 

der gebildeten Sphäroide mithilfe einer Pipettenspitze notwendig.  

Für einige Versuche war es erforderlich, Sphäroide mit einer definierten Zellzahl zu 

züchten. Hierfür wurden die Zellen mit einer definierten Zellzahl von 20000 Zellen pro 

Well in Zellkulturplatten für Suspensionszellen ausgesät. Diese Well-Platten wurden, wie 

die Petrischalen, auf dem laufenden Orbitalschüttler (Geschwindigkeit: 50 rpm) im 

Inkubator konstant geschüttelt. Nach 48 bis 72 h bildeten sich Sphäroide. Um möglichst 

gleichmäßig geformte Sphäroide zu gewinnen, war es notwendig die Platten in 

regelmäßigen Abständen zu drehen.   

2.2.2 Anfertigung von Sphäroidschnitten  

Für das Anfertigen von Sphäroidschnitten wurden die mit definierter Zellzahl 

gezüchteten Sphäroide zunächst mit PBS gewaschen. Anschließend war eine Fixierung 

notwendig, die in vier Schritten erfolgte. Als erstes wurden die Sphäroide eine Stunde 

bei Raumtemperatur mit vierprozentigem Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Anschließend 

wurde jeweils eine Stunde bei Raumtemperatur zunächst mit 10 % Saccharose und 

dann mit 20 % Saccharose inkubiert. Zuletzt wurden die Sphäroide über Nacht bei 4 °C 

im Kühlschrank mit 30 % Saccharose inkubiert. Nach der Fixierung wurden die 

Sphäroide mithilfe des Cryomikrotoms HM 500 O geschnitten. Hierfür wurde zunächst 

das Thermo Scientific® Thermogel in der Mikrowelle erhitzt und anschließend jeweils 

ein Tropfen auf jeden Sphäroid gegeben. Der sich nun im Histogel befindliche Sphäroid 

wurde dann in Tissue-Tek® auf einem Stempel eingebettet. Der Stempel wurde 

eingefroren und die Schnitte wurden mit einer Dicke von 7 µm gefertigt. Die 

geschnittenen Sphäroide wurden auf Objektträger überführt. Um eine Haftung zu 
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erreichen, wurde der Objektträger angehaucht und die in Tissue Tek eingebetteten 

Sphäroide auf diesen gedrückt. Die Objektträger wurden eine Stunde bei 

Raumtemperatur getrocknet, anschließend 10 min in eiskaltem Aceton im Tiefkühler 

inkubiert und dann weitere 2 h bei Raumtemperatur getrocknet. Zur Aufbewahrung 

wurden sie in Alufolie gewickelt, eingefroren und bei - 20 °C gelagert.  

2.2.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung der Sphäroidschnitte 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) der Sphäroidschnitte erfolgte in 

Anlehnung an die Gebrauchsanweisung „Hämalaunlösung sauer nach Mayer“ T865 

nach den Herstellerangaben der Firma Roth. Eingefärbt wurden die Sphäroidschnitte der 

Zelllinien HEK-293, WS1181 und 17.94. Zunächst wurden die Objektträger 10 bis 20 min 

bei Raumtemperatur aufgetaut. Dann wurden diese in destilliertes Wasser getaucht. 

Anschließend erfolgte eine siebenminütige Färbung mit Hämalaunlösung nach Mayer. 

Die Objektträger wurden kurz mit destilliertem Wasser gespült und für 15 min unter 

fließendem Leitungswasser gebläut. Es erfolgte eine erneute Spülung mit destilliertem 

Wasser für 2 min. Anschließend wurden die Objektträger für 3 min mit Eosin-G-Lösung, 

versetzt mit einem Tropfen Eisessig pro 100 ml Lösung, inkubiert. Die Objektträger 

wurden kurz mit destilliertem Wasser gespült. Nun erfolgte eine Entwässerung über eine 

aufsteigende Alkoholreihe. Zu Beginn wurde kurz mit 70 % Ethanol inkubiert, dann mit 

96 % Ethanol und abschließend mit 100 % Ethanol. Nun wurden die Objektträger kurz 

in das Intermedium Xylol getaucht und mit Entellan® neu eingedeckt. Zum Trocken 

wurden die HE-gefärbten Schnitte im Kühlschrank aufbewahrt.  

Die Bilder wurden mit dem Hellfeldmikroskop CKX53 von Olympus aufgenommen. 

2.2.4 Immunhistochemie (IHC) 

Immunhistochemische Färbungen wurden sowohl für die zweidimensionalen als auch 

für die dreidimensionalen Zellen angefertigt.  

2.2.4.1 Immunhistochemie der Sphäroidschnitte 

Für die Färbung der dreidimensionalen Zellen wurden die Objektträger mit den 

Sphäroidschnitten zunächst 10 bis 20 min bei Raumtemperatur aufgetaut. Die 

Objektträger wurden dreimal kurz mit PBS gewaschen und die Sphäroide dann mithilfe 

eines Liquid Blockers umrandet, um eine hydrophobe Barriere zu schaffen. Es folgte 

eine einstündige Inkubation mit einer Blockierlösung, bestehend aus PBS, 5 % Bovines 

Serumalbumin (BSA) und 0,5 % Triton X-100. Über Nacht wurden die Sphäroidschnitte 

bei 4 °C jeweils mit den primären Antikörpern gegen SGPL1, GCSH und NCAM 

inkubiert. Der SGPL1-Antikörper und der NCAM-Antikörper wurden jeweils in einem 

Verhältnis von 1:50 in PBS verdünnt, der GCSH-Antikörper im Verhältnis 1:100 in PBS. 
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Am nächsten Morgen wurden die Objektträger erneut dreimalig mit PBS gewaschen und 

anschließend 1 h bei Raumtemperatur mit den sekundären Antikörpern inkubiert. Ab 

diesem Schritt wurde lichtgeschützt gearbeitet. Die zuvor mit dem SGPL1-Antikörper 

inkubierten Objektträger wurden mit einem 1:100 in PBS verdünnten sekundären 

Antikörper Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG inkubiert. Die mit dem GCSH-

Antikörper inkubierten Objektträger wurden mit dem 1:200 in PBS verdünnten 

sekundären Antikörper Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG inkubiert und die mit dem 

NCAM-Antikörper inkubierten Objektträger wurden wiederum mit dem 1:100 in PBS 

verdünnten sekundären Antikörper Alexa Fluor Plus 488 goat anti-mouse IgG inkubiert. 

Es folgte eine erneute dreimalige Waschung mit PBS. Zur Färbung der Zellkerne wurden 

die Objektträger 10 min mit 0,1 µg/ml Hoechst inkubiert, anschließend wiederholt mit 

PBS gewaschen und dann mit dem Fluoreszenzmedium eingedeckt. Die Aufnahmen der 

immunhistochemisch gefärbten Sphäroide wurden mithilfe des Weitfeldmikroskops 

DM5500 B von Leica getätigt. 

2.2.4.2 Immunhistochemie der 2D-Zellen  

Für die Immunhistochemie der 2D-Zellen wurden 1,7 x 105 Zellen pro ml Suspension in 

ein μ-Slide „18-Well-Flat“ ausgesät. Pro Zelllinie (HEK-293, WS1181 und 17.94) wurden 

jeweils 6 Wells kultiviert. Zusätzlich wurde für die mitochondriale Färbung in einem μ-

Slide „4 Well ibidiTreat“ jeweils ein Well mit 11x 104 Zellen pro ml Suspension für jede 

Zelllinie (HEK-293, WS1181 und 17.94) kultiviert. Nach 24 h bildete sich ein dichter 

Zellrasen und die Zellen konnten gefärbt werden.  

Für die mitochondriale Färbung wurde der MitoTracker® Red CMXRos mit 

phosphatgepufferter Kochsalzlösung  von Dulbecco (DPBS) auf eine Konzentration von 

250 Nanomolar (nM) verdünnt. Der verdünnte MitoTracker wurde in die Wells gegeben 

und das Kammerobjektträger-System im Inkubator (37 °C, 5 % CO2) gelagert. Nach 

zwanzigminütiger Inkubationszeit erfolgte eine fluoreszenzmikroskopische Überprüfung 

über den Erfolg der mitochondrialen Färbung. Die Wells wurden vorsichtig mit PBS 

gewaschen. Auch die Wells des μ-Slide 18-Well-Flat wurden vorsichtig gewaschen. Ab 

diesem Schritt erfolgte die Färbung für alle Wells identisch. 

Für die Immunofluoreszenzfärbung war es zunächst notwendig die Zellen zu fixieren. 

Hierfür erfolgte eine zehnminütige Inkubation mit 4 % PFA. Nach einem Waschschritt 

mit PBS, folgte eine fünfminütige Fixierung mit 0,1 % Triton X-100. Nun wurden die 

Zellen dreimal hintereinander vorsichtig mit PBS gewaschen. Es folgte eine einstündige 

Inkubation mit der Blockierlösung, bestehend aus PBS und 5 % BSA. Die Wells der μ-

Slide 18-Well-Flat wurden anschließend eine Stunde bei Raumtemperatur mit den 

primären Antikörpern gegen SGPL1, GCSH und NCAM inkubiert. Gewählt wurden die 



 

33 

gleichen Konzentrationen wie bei der Immunhistochemie der Sphäroidschnitte (siehe 

Tabelle 13). Das bereits mitochondrial vorgefärbte μ-Slide 4 Well ibidiTreat wurde 1 h 

bei Raumtemperatur ausschließlich mit dem GCSH-Antiköper, 1:100 in PBS verdünnt, 

inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Wells dreimal mit PBS gewaschen und 

eine Stunde mit den sekundären Antikörpern inkubiert. Um eine Aktivierung der 

sekundären Antikörper durch Lichteinstrahlung zu vermeiden, wurde von nun an im 

Dunkeln weitergearbeitet. Auch diese Konzentrationen wurden entsprechend zur 

Immunhistochemie der Sphäroidschnitte gewählt. Die Wells wurden erneut dreimalig mit 

PBS gewaschen und anschließend zur Anfärbung der Zellkerne 5 min mit 0,1 μg/ml 

Hoechst inkubiert. Der dreimalige Waschschritt mit PBS wurde wiederholt. Das μ-Slide 

„18-Well-Flat“ wurde mit dem ibidi Mounting Medium eingedeckt, während die Wells des 

μ-Slide 4 Well ibidiTreat mit PBS befüllt und so belassen wurden. Anschließend erfolgten 

die Aufnahmen mithilfe des Konfokalmikroskops DMi8 von Leica. 

Tabelle 13: Verwendete Antikörper bei Immunhistochemie 

Primärer Antikörper Sekundärer Antikörper  

SGPL1-AK 1:50 in PBS verdünnt  Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG 
1:100 in PBS verdünnt 

GCSH-AK 1:100 in PBS verdünnt  Alexa Fluor™ 488 goat anti-rabbit IgG 
1:200 in PBS verdünnt 

NCAM-AK 1:50 in PBS verdünnt  Alexa Fluor Plus 488 goat anti-mouse IgG 
1:100 in PBS verdünnt 

 

2.2.5 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) 

2.2.5.1 Ribonukleinsäure-Gewinnung (RNA-Gewinnung) 

Zu Beginn war es notwendig RNA-Isolate zu generieren. Hierfür wurde analog zum 

Passagieren der Zellen bis zum Abpipettieren des Überstandes vorgegangen. Zum 

Zellpellet wurden 350 µl Lysemittel Biorad Aurum Total RNA Lysis Solution gegeben und 

vermengt. Anschließend wurden 350 µl 70-prozentiges Ethanol hinzugegeben und 

vermengt, bis sich eine homogene Lösung gebildet hat. Die RNA-Lysate wurden in 

Mikroreaktionsgefäße überführt und bei - 20 °C eingefroren. Die Aufreinigung und 

Gewinnung von totaler RNA erfolgte nach Herstellerangaben und individuellen 

Anpassungen mithilfe des Kits „Aurum™ Total RNA Mini Kit“ und dem dazugehörigen 

Protokoll.  

Zunächst wurde eine Kolumne in ein deckelloses Mikroreaktionsgefäß eingesetzt und 

das RNA-Lysat in die Kolumne überführt. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 

30 s bei 18 °C und 11.000 rpm. Der Überstand wurde verworfen. Nun wurde in jede 

Kolumne jeweils 700 µl low stringency wash solution gegeben und erneut für 30 s bei 

18 °C und 11.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde ebenfalls verworfen. Es 
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wurden pro Mikroreaktionsgefäß jeweils 5 µl DNase mit jeweils 75 µl DNase dilution 

solution gemischt und 80 µl der DNase/DNase dilution solution-Lösung in jede Kolumne 

gegeben. Es folgte eine 15-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit wurden 700 µl high stringency wash solution in jede Kolumne 

hinzugegeben. Im Anschluss wurde erneut eine Zentrifugation für 30 s bei 18 °C und 

11.000 rpm durchgeführt. Der Überstand wurde verworfen. Dann wurde in jede Kolumne 

jeweils 700 µl low stringency wash solution gegeben und nun für 1 min bei 18 °C und 

11.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurden abermals verworfen. Es folgte eine 

weitere Zentrifugation für 2 min bei 18 °C und 11.000 rpm. Die Kolumne wurde in ein 

Mikroreaktionsgefäß mit einem Deckel überführt. 60 µl elution solution wurden in jede 

Kolumne gegeben und 1 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der 

Inkubationszeit erfolgte eine letzte Zentrifugation für 2 min bei 18 °C und 11.000 rpm. 

Die Kolumne wurde verworfen und das Mikroreaktionsgefäß mit der darin enthaltenen 

RNA eingefroren und bei -20°C gelagert.   

2.2.5.2 cDNA-Gewinnung 

Die cDNA-Gewinnung erfolgte nach Herstellerangaben und individuellen Anpassungen 

mithilfe des Kits „RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit“ und dem dazugehörigen 

Protokoll.  

Einleitend wurden alle Komponenten gevortext und an zentrifugiert. Zu 11 µl der totalen 

RNA wurden 1 µl Oligo(dT)18 Primer, 4 µl Reaktionspuffer, 1 µl RiboLock RNase-

Inhibitor, 2 µl 10 mM dNTP-Mix und 1 µl RevertAid M-MvLv Reverse Transkiptase 

hinzugegeben. Bei den Enzymen RNase-Inhibitor und Reverse Transkriptase musste 

beachtet werden, dass diese bei Zugabe kalt waren. Das Totalvolumen von 20 µl wurde 

gevortext und an zentrifugiert. Anschließend folgte eine 60-minütige Inkubation bei 42 °C 

im Thermo-Shaker TS-100 bioSan. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine 5-

minütige Erhitzung auf 70 °C im Thermo-Shaker, um die Reaktion zu stoppen. Die 

Bestimmung des jeweiligen cDNA-Gehaltes der gewonnen Proben erfolgte mithilfe von 

Spectrophotometer NanoDrop® ND-1000. Die cDNA wurde mit destilliertem Wasser auf 

eine Zielkonzentration von 500 ng/µl verdünnt.  

2.2.5.3 Quantitative PCR  

Für die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) wurde ein Ansatz mit einem 

Gesamtvolumen von 20 µl in je ein Tube der Multiply®-µStrip 0,2 ml Kette hinein 

pipettiert. Wichtig war, dass die Substanzen in der genannten Reihenfolge 

hinzugegeben wurden. Zunächst wurde 7 µl RNase freies Wasser vorgelegt und je 1 µl 

von Primer A und B des jeweiligen Proteins, 1:8 mit RNase freiem Wasser verdünnt, 

hinzugefügt. Anschließend wurden 10 µl des Dream-TaqTM-Green-PCR-Master-Mix 
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hinzugefügt und zuletzt jeweils 1 µl der zu vervielfältigen cDNA hinzugegeben. Die 

Proben wurden an zentrifugiert und in den Mastercycler geladen. Folgendes Programm 

wurde für die Proteine GAPDH, β-Aktin, DLD, GCSH Tv all, GCSH Tv 1, SGPL1 Tv all, 

SGLP1 Tv1, SPHK1, SPHK2, SHMT1 und SHMT2 genutzt: 

1. Denaturierung bei 95°C für 10 min 

2. Denaturierung bei 95°C für 1 min 

3. Annealing bei 58°C für 1 min    28 – 30 Zyklen  

4. Elongation bei 72°C für 1 min     

5. Elongation bei 72°C für 4 min  

Ausnahmen bildeten die Proteine AMT und GLDC. Für diese beiden Proteine wurde ein 

Annealing bei 60 °C für 1,5 min gewählt. 

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben bei 4 °C gelagert.  

2.2.5.4 Gelelektrophorese 

Für die Auftrennung der DNA mittels Gelelektrophorese wurde einprozentiges 

Agarosegel verwendet. Für die Herstellung des Agarosegels wurden 1 g Agarose mit 

100 ml 1x Tris/Acetic Acid/EDTA-Puffer (TAE-Puffer) vermischt und anschließend in der 

Mikrowelle aufgekocht. Sobald das Gemisch auf ca. 60-70°C abgekühlt war, wurden 5 μl 

Roti®-GelStain zur Sichtbarmachung der DNA-Banden hinzugefügt. Das Gel wurde 

gegossen und die Taschen mit jeweils 20 μl der zuvor gewonnenen DNA-Proben 

beladen. Zusätzlich wurde der Marker Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder 50 µg/ml 

in eine Tasche aufgetragen. Eine Kammer wurde ausreichend mit 1x TAE-Puffer befüllt, 

das Gel hineingelegt und eine Spannung von 80 V angelegt. Die Laufzeit betrug 

zwischen 20 und 30 min. 

Eine Ausnahme bildeten GCSH Tv all, AMT und GLDC. Für GCSH Tv all wurde 

zweiprozentiges Agarosegel sowie eine Laufzeit von ca. 45 min verwendet, für AMT und 

GLDC ein Gel mit 0,8 % Agarose und einer Laufzeit von ca. 20 min.  

Die Detektion der Banden erfolgte mithilfe des Molecular Imager Gel Doc XR+ System 

with Image Lab Software (Einstellung: Gel imaging, Nucleic Acid Gels, SYBR Safe). 

2.2.6 Western Blot (WB) 

2.2.6.1 Erstellen von Protein-Isolaten 

Eingangs war es notwendig Protein-Isolate zu generieren. Hierfür wurde analog zum 

Passagieren der Zellen bis zum Abpipettieren des Überstandes vorgegangen. Zum 

Zellpellet wurden 100 µl Protein-Lysepuffer gegeben und vermengt. Das Gemisch wurde 
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in ein Mikroreaktionsgefäß überführt. Die Proben wurden anschließend 30 min auf Eis 

gestellt und in regelmäßigen Abständen auf- und abpipettiert. Die Lagerung erfolgte bei 

- 20 °C. Das hergestellte Protein-Isolat wurde anschließend bei 4 °C für 15 min bei 

5000 rpm zentrifugiert, der Überstand in ein neues Mikroreaktionsgefäß überführt und 

das Pellet verworfen. 

2.2.6.2 Proteingehaltbestimmung  

Die Quantifizierung des Proteingehaltes erfolgte mithilfe der Methode nach Bradford. Zur 

Bestimmung des Proteingehaltes wurden 999 µl Bradfordlösung im Verhältnis 1:5 mit 

destilliertem Wasser verdünnt, in Küvetten vorgelegt und 1 µl des jeweiligen 

Proteinisolates wurde hinzugegeben. Zusätzlich wurden 999 μl der 1:5 verdünnten 

Bradford-Lösung mit 1 μl des Lysispuffers vermischt. Diese Küvette diente der 

Kalibrierung. Die Küvetten wurden mehrfach geschwenkt und für mindestens 5 min, 

maximal aber 1 h inkubiert. Für jede Probe ausgenommen der Kalibrierprobe, erfolgte 

ein dreifacher Ansatz. Mithilfe des Spektralphotometers Genesys 10-S wurde die 

Proteinkonzentration photometrisch bei einer Wellenlänge von λ=595 nm ermittelt. Die 

Auswertung der ermittelten Absorptionswerte erfolgte durch die Nutzung von Excel. Die 

quantitativen Proteinkonzentrationen der Proteinisolate wurden anhand einer 

Kalibriergeraden berechnet. Als nächstes wurde das Proteinlysat, mit einem 

Proteingehalt von 10 μg oder 20 μg, mit 5x Lämmli-Puffer auf eine Zielvolumen von 20 μl 

verdünnt. Anschließend wurden die Proben für 10 min bei 95 °C denaturiert.  

2.2.6.3 SDS-Page 

Die Elektrophoresekammer wurde mit Elektrophoresepuffer, bestehend aus 1x 

Tris/Glycin/SDS-Puffer (10x TGS-Puffer verdünnt mit destilliertem Wasser), befüllt. Das 

Gel Mini-PROTEAN® TGX Stainfree Gel wurde mit 5 μl des Molekulargewichtsmarkers 

Marker Quick-Load® Purple 100 bp DNA Ladder 50 µg/ml und 20 μl der jeweiligen 

Proteinisolate beladen. Anfänglich wurde eine Spannung von 80 V angelegt, während 

eine Erhöhung der Voltzahl im Verlauf möglich war. Die Laufzeit der Elektrophorese 

betrug in etwa 1 h. Die Elektrophorese wurde beendet, sobald sich die Lauffront dem 

unteren Ende des Gels genähert hatte. Das Gel wurde mithilfe des Molecular Imager Gel 

Doc XR+ System with Image Lab Software (Einstellung: Blot, Chemi Hi Resulution) 

dargestellt.  

2.2.6.4 Protein-Blot  

Zunächst wurden Filterpapier und Membran passend zurechtgeschnitten. Die Membran 

wurde anschließend für 30 s in Methanol gewaschen, in destilliertem Wasser gespült 

und in dem Transferpuffer, bestehend aus 700 ml destilliertem Wasser, 100 ml 10x 

Tris/Glycin-Puffer (TG) und 200 ml Methanol, gelagert. Die Filterpapiere wurden 
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ebenfalls in dem Transferpuffer getränkt. Für die Vorbereitung des Tankblotverfahrens 

mussten alle Komponenten in der korrekten Reihenfolge, die Abbildung 9 zu entnehmen 

ist, angeordnet werden. 

 

Abbildung 9: Schema zur Anordnung aller Komponenten für das Tankblotverfahren. 

Der Aufbau wurde mit einem Hand-Roller überrollt, um mögliche Luftblasen zu 

eliminieren. Der Tank wurde mit dem Transferpuffer befüllt und die Komponenten in den 

Tank gestellt. Ein Strom von 300 mA wurde angelegt und der Proteinblot wurde bei ca. 

4 °C  etwa 1 h lang laufen gelassen. Die Kühlung wurde durch einen Kühlakku 

gewährleistet. Nach Abschluss des Proteintransfers wurde die Membran herausgelöst 

und für eine Stunde bei Raumtemperatur in Milchlösung, bestehend aus 5 % 

Magermilchpulver gelöst in Waschpuffer, auf dem Reziprok Plattformschüttler PROMAX 

1020 inkubiert. Die Zusammensetzung des Waschpuffers bestand aus 100 ml 10 x Tris 

Buffered Saline (TBS), 900 ml destilliertem Wasser und 1 ml Tween 20. Als nächstes 

wurde die Milchlösung verworfen und die Membranen mit den primären Antikörpern 

(siehe Tabelle 14) für 30 min bei Raumtemperatur auf dem Plattformschüttler inkubiert. 

Die Inkubation mit den primären Antikörpern wurde über Nacht in der Kühlkammer unter 

kontinuierlichem Schütteln fortgesetzt. Am nächsten Tag wurde die Membran dreimal 

hintereinander für jeweils 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen. Danach erfolgte eine 

einstündige Inkubation mit den sekundären Antikörpern bei Raumtemperatur auf dem 

Plattformschüttler. Anschließend wurde die Membran erneut dreimal hintereinander für 

jeweils 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen.  

Tabelle 14: Verwendete Antikörper bei Western Blot  

Primärer Antikörper Sekundärer Antikörper  

SGPL1-AK, 1:1000 in Milchlösung 
verdünnt  

Anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody, 
1:2000 in Milchlösung verdünnt  

GCSH-AK, 1:1000 in Milchlösung 
verdünnt  

Anti-rabbit IgG, HRP-linked antibody, 
1:2000 in Milchlösung verdünnt 
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NCAM/CD56-AK, 1: 1000 in Milchlösung 
verdünnt 

Anti-mouse IgG, HRP-linked antibody, 
1:2000 in Milchlösung verdünnt  

 

Die Detektion der Proteine erfolgte mit dem Molecular Imager Gel Doc XR+ System with 

Image Lab Software (Einstellung: Blot, Chemi Hi Resulution). Die Luminol/Enhancer-

Lösung des Clarity™ Western ECL Substrate wurde im Verhältnis 1:1 mit der 

Peroxidase-Lösung gemischt und auf Höhe des zu detektierenden Proteins auf der 

Membran verteilt. Je nach Protein waren unterschiedliche Detektionszeiten notwendig, 

um die Proteinbanden darzustellen.  

Für die Proteine PCNA und β-Aktin wurde nur ein Antikörper benötigt. Die jeweiligen 

Antikörper wurden 1:5000 in Milchlösung verdünnt. Die Membranen wurden für 

mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend dreimal hintereinander 

für jeweils 10 min mit dem Waschpuffer gewaschen. Die Detektion wurde wie gewohnt 

durchgeführt.  

2.2.7 Scratch Assay  

Bei diesem Versuch wurden die Kontroll-Zelllinien HEK-293 und NHDF sowie 

exemplarisch die Tumorzelllinie WS1181 verwendet.  

Eine definierte Zellzahl von 200.000 Zellen pro Well wurden kreisend in 6-Well-Platten 

ausgesät. Es folgten tägliche lichtmikroskopische Kontrollen. Nachdem sich ein dichter 

Zellrasen gebildet hatte, erfolgte das Erstellen der Scratches. Das Medium wurde 

abgesaugt und die mit dem Deckel verschlossenen Platten wurden umgedreht. Auf die 

Hinterseite der Platte wurden jeweils zwei vertikale Linien pro Well gezeichnet. Diese 

Markierungen dienten der Orientierung, um bei den späteren Aufnahmen immer die 

gleichen Aufnahmebereiche finden zu können. Die Platte wurde wieder gedreht und die 

Wells wurden mit PBS befüllt. Mithilfe einer Pipettenspitze wurden die Zellen in Form 

von drei horizontalen Linien vorsichtig abgekratzt. An diesen Stellen befanden sich nun 

keine Zellen mehr, sodass die Zellmigration hier beobachtet werden konnte. Nun folgte 

die Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen. Pro Well waren 2 ml des 

Behandlungsmediums gemischt mit der jeweiligen Behandlungssubstanz im Verhältnis 

1:1000 (also 2 µl) notwendig. Behandelt wurden die Wells sowohl mit den 

Kontrollsubstanzen Dimethylsulfoxid (DMSO) und Methanol (MeOH) als auch mit 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P), 1 µM verdünnt in MeOH, und Dihydrosphingosin (DHS), 

1 µM verdünnt in DMSO. Zusätzlich wurden die Wells mit Actinomycin D allein, 

Actinomycin D mit Zusatz von S1P, Vincristin allein und Vincristin mit Zusatz von S1P 

behandelt.  
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Zum Zeitpunkt 0 h erfolgten die ersten Aufnahmen, welche als Ausgangswerte dienten. 

Pro Well wurden 6 Aufnahmebereiche definiert (siehe Abbildung 10). Es folgten 

Verlaufsaufnahmen nach 24 h, 48 h, 72 h und 96 h. Zwischen den Aufnahmen wurden 

die 6-Well-Platten im Inkubator gelagert. Um einen ausreichend hohen Wirkstoffspiegel 

zu gewährleisten, erfolgte ein täglicher Medienwechsel.  

Die Bilder wurden mit dem Hellfeldmikroskop CKX53 von Olympus aufgenommen. 

 

Abbildung 10: Aufbau der 6-Well-Platte mit horizontalen Scratches.  

 

2.3 Statistik 

Die statistische Auswertung sowie grafische Darstellung erfolgten mithilfe von Microsoft 

365 Excel. Die Experimente wurden, falls nicht anders angegeben, dreimal repliziert und 

die Datensätze als Mittelwert ± Standardabweichung ausgewertet. Die statistische 

Signifikanz wurde mittels t-Test für unabhängige Stichproben (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** 

p < 0,001) ermittelt. Zusätzlich wurde zur Validierung der Ergebnisse ein Mann-Whitney-

U-Test für unabhängige Stichproben durchgeführt. Die Daten sind dem Anhang zu 

entnehmen. Für die Durchführung des Mann-Whitney-U-Test wurde das Excel-Add-In 

QI Macros 2025 verwendet. Die Bestimmung des Flächeninhaltes bei Scratch Assay 

erfolgte mithilfe von CellSens Entry.  
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3 Ergebnisse 

3.1 GCSH-Expressionsstatus  

Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie dient der ersten Einschätzung des 

Proteinexpressionsstatus sowie der Lokalisation von GCSH.  

Die Abbildungen 11 und 12 zeigen, dass sowohl in der Kontrollzelllinie HEK-293 als auch 

in den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 ein Nachweis des GCSH-

Proteins via Immunofluoreszenz (grüne Fluoreszenz; AlexaFluor488) erbracht werden 

konnte. Die Fluoreszenzintensitäten der Zelllinien scheinen sich in etwa zu gleichen. 

Mittels einer Anfärbung der Mitochondrien (rote Fluoreszenz; MitoTracker® Red 

CMXRos) kann die mitochondriale Lokalisation des Glycine Cleavage Systems und 

somit des GCSH-Proteins in allen drei untersuchten Zelllinien bestätigt werden (siehe 

Abbildung 11). Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie der Sphäroide zeigt ebenfalls eine 

ähnliche Fluoreszenzintensität aller Zelllinien (siehe Abbildung 12) und bestätigt somit 

die Ergebnisse der zweidimensionalen Färbung.  
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Abbildung 11: GCSH-Expressionsanalyse mittels konfokalmikroskopischer Aufnahmen der Immuno-
fluoreszenzfärbungen der 2D-Zellen – (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 
n=3, (C) Wilms-Tumor-Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper GCSH 1:100 verdünnt, sekundärer 
Antikörper 1:200 verdünnt; Färbung: rot = Mitochondrien (MitoTracker® Red CMXRos), grün = GCSH-
Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). 
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Abbildung 12: GCSH-Expressionsanalyse mittels Weitfeldmikroskopie der Immunofluoreszenzfärbung der 
Sphäroide - (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 n=3, (C) Wilms-Tumor-
Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper GCSH 1:100 verdünnt, sekundärer Antikörper 1:200 verdünnt; 
Färbung: grün = GCSH-Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). Vergrößerung von links nach 
rechts. 
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Auch auf Transkriptebene zeigen sich bei der RT-PCR keine relevanten 

Expressionsunterschiede. Der GCSH-Expressionsstatus unterscheidet sich zwischen 

der Kontrollzelllinie HEK-293 und den Tumorzelllinien WS1181 und 17.94 nicht relevant 

(siehe Abbildung 13A). Der Vergleich zwischen den zweidimensionalen Zellen und den 

Sphäroiden führt ebenfalls zu keinen weiteren Erkenntnissen.  

Die einzigen signifikanten Unterschiede in der Isoenzym-Transkriptexpression lassen 

sich bei SHMT1 und SHMT2 finden (siehe Tabelle 15). Bei SHMT1 zeigt sich im 

Vergleich zu HEK-293 sowohl bei WS1181 als auch bei 17.94 eine signifikant geringere 

SHMT1-Expression. Bei SHMT2 findet sich bei beiden Tumorzelllinien ebenfalls ein 

geringerer SHMT2-Expressionsstatus, allerdings konnte mittels T-Test nur bei 17.94 

eine Signifikanz festgestellt werden.  

Abbildung 13A zeigt repräsentative Aufnahmen der RT-PCR, während Tabelle 15 eine 

Auflistung der errechneten Mittelwerte (n = 3) beinhaltet.  

Im Immuno-Blot wird zudem die GCSH-Proteinexpression beleuchtet (siehe Abbildung 

13B). In der Zelllinie WS1181 zeigt sich eine ähnliche GCSH-Proteinexpression wie in 

der Kontrollzelllinie HEK-293. Die GCSH-Proteinexpression in der Tumorzelllinie 17.94 

hingegen erscheint signifikant verringert (p = 0,03). Auf dreidimensionaler Ebene besteht 

insbesondere bei 17.94 - aber auch bei WS1181 - eine große Standardabweichung 

zwischen den biologischen Replikaten (n = 3), sodass keine aussagekräftigen Resultate 

erzielt werden konnten.  

Insgesamt bestätigt die Transkriptebene die Ergebnisse aus der Immunofluoreszenz-

Mikroskopie und lässt vermuten, dass keine signifikanten Unterschiede im Serin-Glycin-

Metabolismus zwischen der Kontrolle und den Tumorzelllinien bestehen. 
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Abbildung 13: In-vitro Analyse der GCSH-Expression mittels RT-PCR und Western Blot. Auswertung der 
Isoenzym-Transkriptexpression der Komponenten des Glycin-Serin-Metabolismus und der GCSH-
Proteinexpression in der Kontrolllinie HEK-293 sowie den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 
17.94 – Die Berechnung der Expressionsfaktoren erfolgte durch die Densitometrie und wurde auf die HEK-
293-Kontrolle normalisiert, die auf 1 gesetzt wurde. (A) RT-PCR von GLDC, AMT, GCSH Tv all, GCSH Tv 
1, DLD, SHMT1 und SHMT2 sowie Kontrollen ß-Aktin und GAPDH (Repräsentative Bilder von drei 
unabhängigen Experimenten, n = 3). (B) Immuno-Blot von GCSH sowie von β-Aktin (Ladekontrolle) und 
PCNA (Proliferationskontrolle) (Repräsentatives Beispiel von drei unabhängigen Experimenten, n = 3). Links 
unten Stainfree-Image sowie rechts unten Darstellung des errechneten Mittelwerts des GCSH-
Expressionsfaktors inklusive der Standardabweichung (n = 3, * p < 0,05). 
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Tabelle 15: Tabellarische Auflistung der errechneten Mittelwerte der in der RT-PCR ermittelten Isoenzym-
Transkriptexpression der Komponenten des Glycin-Serin-Metabolismus in der Kontrolllinie HEK-293 sowie 
den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 – Die Berechnung der Expressionsfaktoren 
erfolgte durch die Densitometrie und wurde auf die HEK-293-Kontrolle normalisiert, die auf 1 gesetzt wurde. 
RT-PCR von GCSH Tv all, GCSH Tv 1, GLDC, AMT, DLD, SHMT1 und SHMT2 (n = 3, * P < 0,05, ** P < 
0,01, *** P < 0,001).  

 

 

3.2 SGPL1-Expressionsstatus  

Auch hier dient die Immunofluoreszenz-Mikroskopie der ersten Einschätzung des 

Proteinexpressionsstatus sowie der Lokalisation von SGPL1.  

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen, dass in allen drei Zelllinien, also sowohl der 

Kontrollzelllinie HEK-293 als auch den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 

17.94, SGPL1 nachgewiesen werden konnte. Deutlich wird aber auch, dass SGPL1 in 

HEK-293 eine andere, zusätzliche Lokalisation als in den beiden Tumorzelllinien zu 

besitzen scheint. Während SGPL1 in den Nephroblastom-Zelllinien in unmittelbarer 

Nähe des Nukleus lokalisiert ist, scheint SGPL1 in der Kontrollzelllinie HEK-293 eher in 

der Zellperipherie positioniert zu sein. Diese Lokalisationen zeigen sich sowohl in der 

zwei- als auch in der dreidimensionalen Färbung. Die Fluoreszenzintensität der beiden 

Tumorzelllinien erscheint ähnlich (siehe Abbildungen 14 und 15). Im Vergleich dazu ist 

die Fluoreszenzintensität bei HEK-293 in Nähe des Nukleus deutlich geringer, die 

Intensität in der Peripherie aber höher.  
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Abbildung 14: SGPL1-Expressionsanalyse mittels konfokalmikroskopischer Aufnahmen der Immuno-
fluoreszenzfärbungen von 2D-Zellen – (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 
n=3, (C) Wilms-Tumor-Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper SGPL1 1:50 verdünnt, sekundärer Antikörper 
1:100 verdünnt; Färbung: grün = SGPL1-Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). 
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Abbildung 15: SGPL1-Expressionsanalyse mittels Weitfeldmikroskopie der Immunofluoreszenzfärbung der 
Sphäroiden - (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 n=3, (C) Wilms-Tumor-
Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper SGPL1 1:50 verdünnt, sekundärer Antikörper 1:100 verdünnt; 
Färbung: grün = SGPL1-Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). 

 



 

48 

Auf Transkriptebene finden sich bei der RT-PCR keine relevanten 

Expressionsunterschiede. In der Nephroblastom-Zelllinie 17.94 zeigt sich, bezogen auf 

den Mittelwert (n=3), eine geringere Expression von SGPL1 Tv1 und SGPL1 Tv all, 

allerdings konnte mittels T-Test keine Signifikanz festgestellt werden. Zusätzlich konnte 

diese Erniedrigung nur in den zweidimensionalen Zellen, nicht aber in den Sphäroiden, 

gesehen werden. Die SPHK1- und SPHK2-Expression fallen, bezogen auf die 

zweidimensionalen Zellen, in den Tumorzelllinien WS1181 und 17.94 im Vergleich zu 

HEK-293 ebenfalls niedriger aus, allerdings konnte auch hier keine Signifikanz 

nachgewiesen werden. Somit unterscheidet sich der SGPL1-Expressionsstatus 

zwischen der Kontrollzelllinie HEK-293 und den Tumorzelllinien WS1181 und 17.94 in 

der RT-PCR nicht signifikant (siehe Abbildung 16A und Tabelle 16). Auch der Vergleich 

zwischen den zweidimensionalen Zellen und den Sphäroiden bringt keine weiteren 

Erkenntnisse.  

Die Beleuchtung des SGPL1-Expressionsstatus im Immuno-Blot zeigt, dass die 

Proteinexpression auf zweidimensionaler Ebene sowohl in WS1181 (p = 0,006) als auch 

in 17.94 (p = 0,02) signifikant verringert ist (siehe Abbildung 16B). Auf dreidimensionaler 

Ebene liegt bei beiden Tumorzelllinien eine große Standardabweichung zwischen den 

biologischen Replikaten (n = 3) vor, sodass keine aussagekräftigen Resultate erzielt 

werden konnten.  

Insgesamt lassen die Ergebnisse annehmen, dass SGPL1 in den beiden 

Nephroblastom-Zelllinien anders lokalisiert zu sein scheint, als in der Kontrollzelllinie 

HEK-293. Zudem konnte auf Proteinebene im Immuno-Blot eine signifikant geringere 

Proteinexpression in den beiden Tumorzelllinien im Vergleich zur Kontrollzelllinie 

nachgewiesen werden.  
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Abbildung 16: In-vitro Analyse der SGPL1-Expression mittels RT-PCR und Western Blot. Auswertung der 
SGPL1- und SPHK1/2-Isoenzym-Transkriptexpression und SGPL1-Proteinexpression in der Kontrolllinie 
HEK-293 sowie den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 – Die Berechnung der 
Expressionsfaktoren erfolgte durch die Densitometrie und wurde auf die HEK-293-Kontrolle normalisiert, die 
auf 1 gesetzt wurde. (A) RT-PCR von SGPL1 Tv 1, SGPL1 Tv all, SPHK1 und sowie Kontrollen ß-Aktin und 
GAPDH. (Repräsentative Bilder von drei unabhängigen Experimenten, n = 3). (B) Immuno-Blot von SGPL1 
sowie von β-Aktin (Ladekontrolle) und PCNA (Proliferationskontrolle) (Repräsentatives Beispiel von drei 
unabhängigen Experimenten, n = 3). Links unten Stainfree-Image sowie rechts unten Darstellung des 
errechneten Mittelwerts des SGPL1-Expressionsfaktors inklusive der Standardabweichung (n = 3, * p < 
0,05, ** p < 0,01). 
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Tabelle 16: Tabellarische Auflistung der errechneten Mittelwerte der in der RT-PCR ermittelten Isoenzym-
Transkriptexpression der Komponenten des Sphingolipid-Stoffwechsels in der Kontrolllinie HEK-293 sowie 
den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 – Die Berechnung der Expressionsfaktoren 
erfolgte durch die Densitometrie und wurde auf die HEK-293-Kontrolle normalisiert, die auf 1 gesetzt wurde. 
RT-PCR von SGPL1 Tv all, SGPL1 Tv1, SPHK1 und SPHK2 (n = 3, * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001).  

 

3.2.1 Scratch Assay 

Um nachweisen zu können, ob der Zusatz von Sphingosin-1-Phosphat einen Einfluss 

auf die Wachstumsgeschwindigkeit und das Wound Healing hat, wurde exemplarisch 

mit der Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 ein Scratch Assay durchgeführt. Als Kontroll-

Zelllinien dienten die Zelllinien HEK-293 sowie NHDF. 

Da bei den Behandlungen 1 µM Dihydrosphingosin in Dimethylsulfoxid verdünnt wurde, 

dient DMSO als Kontrollsubstanz für DHS. Im Gegensatz dazu wurde 1 µM S1P in 

Methanol verdünnt, sodass MeOH als Kontrollsubstanz für S1P genutzt wird.  

Die Wachstumsgeschwindigkeiten der mit den Kontrollsubstanzen DMSO und MeOH 

behandelten Zelllinien (Tumorzelllinien und nicht tumorigene Kontrollzelllinien) wurden 

jeweils auf den Referenzwert 1 gesetzt. 

Abbildung 17 zeigt, dass das Wound Healing in der Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 

sowohl unter DHS- als auch unter S1P-Behandlung signifikant schneller im Vergleich zur 

jeweiligen Kontrollsubstanz stattfindet. Das wird dadurch deutlich, dass sich die Gap 

Area unter DHS- und S1P-Behandlung zügiger verkleinert. Im Verhältnis zu der 

Wachstumsgeschwindigkeit in den Kontrollsubstanzen liegt die relative 

Wachstumsgeschwindigkeit sowohl unter DHS-Behandlung als auch unter S1P-

Behandlung bei 1,14. Somit scheinen sowohl DHS als auch S1P einen positiven Einfluss 

auf die Wachstumsgeschwindigkeit von WS1181 zu haben.  
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Abbildung 17: Scratch-Assay mit WS1181 – (A) Repräsentative Hellfeldmikroskopie, die das Wound Healing 
in zeitlichen Intervallen, nach der Behandlung mit DMSO (Kontrolle) und Dihydrosphingosin (DHS) zeigt 
(B + C) Grafische Darstellung des Schlusses der Gap Area im zeitlichen Verlauf im Vergleich zwischen 
DMSO und DHS mittels (B) Balkendiagramm (n = 6; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001)  und (C) 
Liniendiagramm (D) Repräsentative Hellfeldmikroskopie, die das Wound Healing in zeitlichen Intervallen, 
nach der Behandlung mit MeOH (Kontrolle) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) zeigt (E + F) Grafische 
Darstellung des Schlusses der Gap Area im zeitlichen Verlauf im Vergleich zwischen MeOH und S1P mittels 
(E) Balkendiagramm (n = 6; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001)  und (F) Liniendiagramm.  
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In Abbildung 18 wird das Wound Healing in den humanen embryonalen Nierenzellen 

HEK-293, die als Kontroll-Zelllinie dienen, beleuchtet. Im Gegensatz zu der 

Nephroblastom-Zelllinie WS1181 zeigt sich hier sowohl unter S1P- als auch unter DHS-

Behandlung ein signifikant langsameres Wound Healing. Die Gap Area verkleinert sich 

in DMSO, welches als Kontrollsubstanz dient, schneller als in dem mit DHS versetzten 

Medium. Ein gleiches Ergebnis konnte bei S1P beobachtet werden. Auch hier kommt es 

unter S1P zu einer langsameren Reduktion der Gap Area im Vergleich zu MeOH. Die 

relative Wachstumsgeschwindigkeit unter DHS-Behandlung liegt bei 0,7483 und unter 

S1P-Behandlung bei 0,7565. Gegenteilig zu den Ergebnissen der Nephroblastom-Zellen 

scheinen sowohl DHS als auch S1P einen negativen Einfluss auf die 

Wachstumsgeschwindigkeit von HEK-293 zu haben. 

 

 

Abbildung 18: Scratch-Assay mit HEK-293 – Grafische Darstellung des Schlusses der Gap Area im 
zeitlichen Verlauf im Vergleich zwischen (A + B) DMSO (Kontrolle) und Dihydrosphingosin (DHS) mittels (A) 
Balkendiagramm (n = 6; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001)  und (B) Liniendiagramm und (C + D) MeOH 
(Kontrolle) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) mittels (C) Balkendiagramm (n = 6; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 
p < 0,001) und (D) Liniendiagramm. 
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Als weitere Kontroll-Zelllinie wurden humane Fibroblasten der Dermis NHDF 

hinzugezogen, da sich diese besonders gut für die Durchführung von Scratch Assays 

eignen. Das Wound Healing findet auch hier unter DHS-Behandlung signifikant 

langsamer statt (siehe Abbildung 19). Die Gap Area verkleinert sich in dem mit DHS 

versetzten Medium signifikant langsamer. Die relative Wachstumsgeschwindigkeit liegt 

unter DHS-Behandlung bei 0,9005. Unter dem Zusatz von S1P zeigt sich zunächst ein 

langsameres Wachstum, ähnlich zu den Ergebnissen unter DHS-Zugabe. Im zeitlichen 

Verlauf kommt es dann allerdings zu einer immer größeren Angleichung der Gap Area, 

bis nach 72 h, ähnlich wie bei der Kontrolle mit MeOH, ein nahezu vollständiger 

Verschluss der Gap Area vorliegt. Die Fläche der verbleibenden Gap Area fällt nach 72 h 

unter S1P-Behandlung sogar kleiner aus. Die relative Wachstumsgeschwindigkeit unter 

S1P beträgt 1,1153. Zusammenfassend scheint DHS einen negativen Einfluss auf die 

Wachstumsgeschwindigkeit von NHDF zu haben, während der Zusatz von S1P 

zunächst zu einem langsameren Wachstum, im Verlauf aber zu einem signifikant 

schnelleren Wachstum führt.  

 

Abbildung 19: Scratch-Assay mit NHDF – Grafische Darstellung des Schlusses der Gap Area im zeitlichen 
Verlauf im Vergleich zwischen (A + B) DMSO (Kontrolle) und Dihydrosphingosin (DHS) mittels (A) 
Balkendiagramm (n = 6; * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001)  und (B) Liniendiagramm und (C + D) MeOH 
(Kontrolle) und Sphingosin-1-Phosphat (S1P) mittels (C) Balkendiagramm (n = 6; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** 
p < 0,001) und (D) Liniendiagramm.  

 



 

54 

Um den Einfluss von Zytostatika generell sowie den Einfluss von S1P unter Zytostatika-

Therapie bei Wilms-Tumoren zu untersuchen, wurde das Behandlungsmedium der 

WS1181-Zellen mit Vincristin sowie Actinomycin D und zusätzlich sowohl mit den 

jeweiligen Zytostatika als auch S1P versetzt. Unter der Actinomycin D-Behandlung lösen 

sich die Nephroblastom-Zellen nach 48 h vollständig von den Platten ab. Demzufolge 

liegt ein apoptotischer Zustand vor. Wird das Medium zusätzlich zu Actinomycin D noch 

mit S1P versetzt, lösen sich die Tumorzellen erst nach 72 h vollständig von den Platten 

ab. Die Apoptose tritt somit signifikant später ein (siehe Abbildung 20). Bei der 

Behandlung mit Vincristin kommt es durch die zusätzliche Gabe von S1P zunächst zu 

einem sehr ähnlichem Verlauf des Wound Healings wie bei der ausschließlichen 

Behandlung mit Vincristin, nach 96 h zeigt sich durch den Einfluss von S1P jedoch ein 

schnelleres Wachstum.  

Insgesamt sieht man durch die Zytostatika-Behandlung im Vergleich zu den 

Kontrollsubstanzen DMSO und MeOH (siehe Abbildung 17) ein langsameres bis 

teilweise nicht vorhandenes Wound Healing, da die Apoptose vorher einsetzte. Der 

Zusatz von S1P sorgte unter Actinomycin D-Behandlung für ein längeres Überleben der 

Tumorzellen und unter Vincristin-Behandlung für ein besseres Wound Healing. 

 

Abbildung 20: Scratch-Assay mit WS1181 unter Zytostatika-Behandlung – Grafische Darstellung des 
Schlusses der Gap Area im zeitlichen Verlauf unter Behandlung der Tumorzelllinie mit Vincristin und 
Actinomycin D im Vergleich zur zusätzlichen Gabe von Sphingosin-1-Phosphat, also Vincristin + S1P und 

Actinomycin D + S1P (n = 6; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001). 

 

3.3 NCAM-Expressionsstatus 

Bei dem kleinen Exkurs rund um NCAM ging es in erster Linie darum, nachweisen zu 

können, dass NCAM in beiden Wilms-Tumor-Zelllinien exprimiert wird. Dieser Nachweis 

erfolgte mittels Immunofluoreszenzmikroskopie sowie mittels Immuno-Blot. 
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Die Abbildungen 21 und 22 zeigen, dass sowohl in der Kontrollzelllinie HEK-293 als auch 

in den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94, ein Nachweis des NCAM-

Proteins via Immunofluoreszenz (grüne Fluoreszenz; AlexaFlour488) erbracht werden 

konnte. Zudem kann NCAM durch seine Lokalisation deutlich als Zell-Zell-

Kontaktmolekül identifiziert werden (siehe Abbildung 21). Die Immunofluoreszenz-

Mikroskopie der Sphäroide zeigt ebenfalls eine ähnliche Fluoreszenzintensität aller 

Zelllinien und bestätigt die Lokalisation als Zell-Zell-Kontaktmolekül.  

 

Abbildung 21: NCAM-Expressionsanalyse mittels konfokalmikroskopischer Aufnahmen der Immuno-
fluoreszenzfärbungen von 2D-Zellen – (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 
n=3, (C) Wilms-Tumor-Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper NCAM 1:100 verdünnt, sekundärer 
Antikörper 1:200 verdünnt; Färbung: grün = NCAM-Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). 
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Abbildung 22: NCAM-Expressionsanalyse mittels Weitfeldmikroskopie der Immunofluoreszenzfärbung der 
Sphäroiden - (A) Kontrollzelllinie HEK-293 n=3, (B) Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 n=3, (C) Wilms-Tumor-
Zelllinie 17.94 n=3; Primärer Antikörper NCAM 1:100 verdünnt, sekundärer Antikörper 1:200 verdünnt; 
Färbung: grün = NCAM-Protein (Alexa488) und blau = Zellkern (Hoechst). 
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Auf Proteinebene zeigt sich in beiden Tumorzelllinien ebenfalls eine NCAM-

Proteinexpression. Während der Nachweis von NCAM in den zweidimensionalen HEK-

293-Zellen nicht gelungen ist, zeigt sich bei den Tumorzelllinien WS1181 und 17.94 

sowohl in den zweidimensionalen Zellen als auch in den Sphäroiden eine deutliche 

NCAM-Proteinexpression (siehe Abbildung 23). In den HEK-293-Sphäroiden ist die 

NCAM-Proteinexpression ebenfalls deutlich zu erkennen.  

Insgesamt konnte sowohl via Immunofluoreszenz als auch im Immuno-Blot ein 

Nachweis von NCAM in den Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 erfolgen. 

 

Abbildung 23: In-vitro Analyse der NCAM-Expression mittels Immuno-Blot. Auswertung der 
Proteinexpression von NCAM in der Kontrolllinie HEK-293 sowie den beiden Nephroblastom-Zelllinien 
WS1181 und 17.94 bei normaler sowie Überstimulation (Repräsentatives Beispiel von drei unabhängigen 
Experimenten, n=3). 
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4 Diskussion  

4.1 Unterschiede im GCSH-Expressionsstatus 

In einer Untersuchung von Adamus et al. zeigte sich eine GCSH-Überexpression der 

proteincodierenden Transkriptvariante Tv1 in Mammakarzinom-Zellen. Zudem ließ sich 

eine erhöhte Expression der kürzeren Transkriptvariante Tv* mit 391 Basenpaaren in 

gesunden Brustzellen und eine verminderte Expression in den Mammakarzinom-Zellen 

nachweisen. Das Tv1/Tv*-Transkriptverhältnis präsentierte sich in den 

Mammakarzinom-Zellen um das 5-10-fache erhöht. Eine Tv1-Überexpression führte in 

den Versuchen zu einem Anstieg der zellulären Vitalität der Tumorzellen sowie zu einer 

Beschleunigung der mitochondrialen Glycin-Decarboxylierungsaktivität. Im Gegensatz 

dazu bewirkte eine Tv*-Überexpression eine verminderte metabolische Lebensfähigkeit. 

Mammakarzinom-Zellen zeigten nach einer Tv*-Transfektion eine Steigerung der 

extrazellulären LDH-Aktivität um bis zu 400% und waren 24 bis 30 Stunden nach der 

Tv*-Transfektion durch Nekrose nicht mehr überlebensfähig. Es gelang der erste Beweis 

für eine GCSH-Antisense-Regulation, die die Lebensfähigkeit von Krebszellen bestimmt 

[4]. 

Folglich würde man ein analoges Ergebnis in Nephroblastom-Zellen erwarten. Überträgt 

man die Ergebnisse von Adamus et al., würde man davon ausgehen, dass sich im 

Nephroblastom ebenfalls eine GCSH-Überexpression der Transkriptvariante Tv1 und 

eine verminderte GCSH-Expression der Transkriptvariante Tv* zeigt. 

Bedauerlicherweise ließ sich weder ein Unterschied in der Tv1-Expression noch in der 

Tv*-Expression zwischen den Nephroblastom-Zellen und den gesunden embryonalen 

Nierenzellen HEK-293 feststellen. Auch insgesamt zeigte sich in der Zelllinie WS1181 

eine ähnliche GCSH-Proteinexpression wie in der Kontrollzelllinie HEK-293. Die GCSH-

Proteinexpression in der Tumorzelllinie 17.94 hingegen erscheint etwas vermindert im 

Vergleich zu HEK-293. Diese Ergebnisse könnten dafür sprechen, dass die De-novo-

Serin-Biosynthese für den Tumor eine untergeordnete und nicht primär relevante Rolle 

spielt. 

Neben den Transkriptvarianten von GCSH wurden die Enzyme SHMT1 und SMHT2 

betrachtet und untersucht. Das Enzym Serin-Hydroxymethyltransferase (SHMT) 

katalysiert die Umwandlung von Serin in Glycin. Im menschlichen Körper sind zwei 

Isoformen vertreten. Während SHMT1 zytoplasmatisch lokalisiert ist, ist SHMT2 

mitochondrial gelegen [6]. Die durch SHMT katalysierte Reaktion liefert Methylgruppen 

für den C1-Stoffwechsel, welche für die De-novo-Synthese von Nukleotiden und für die 

DNA-Methylierung von Bedeutung sind [5]. 
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Eine Publikation von Jain et al. beleuchtete den Einfluss von Glycin auf das 

Proliferationsverhalten von Krebszellen. Zunächst wurde festgestellt, dass die beiden 

Metabolite Phosphocholin und Glycin signifikant mit der Proliferationsrate der 60 

getesteten Krebs-Zelllinien korrelieren. Allerdings konnte ausschließlich die Expression 

des mitochondrial lokalisierten Glycin-Stoffwechselweg eine starke Korrelation mit dem 

Proliferationsverhalten der Tumorzellen vorweisen, während der zytosolisch lokalisierte 

Glycin-Stoffwechselweg keine relevante Rolle zu spielen schien. Die Ergebnisse 

unterstreichen die potenzielle Schlüsselrolle der Mitochondrien in der Unterstützung der 

schnellen Zellproliferation maligner Zellen. Um den Einfluss von SHMT2 genauer 

beurteilen zu können, wurde dieses zum einen in schnell proliferierenden LOX-IMVI-

Zellen (menschliche Melanom-Zelllinie) und zum anderen in langsam proliferierenden 

A498-Zellen (menschliche Nierenzellkarzinom-Zelllinie) durch Gen Silencing 

abgeschaltet. Während das Gen Silencing von SHMT2 und eine zusätzliche 

Abwesenheit von extrazellulärem Glycin in den LOX-IMVI-Zellen die Proliferation zum 

Stillstand brachte, sorgte das gleiche Vorgehen in den A498-Zellen für keine 

Beeinträchtigung der Proliferation. Folglich wird das Proliferationsverhalten schnell 

proliferierender Zellen durch einen Antagonismus des Glycin-Stoffwechsels gehemmt. 

Das Hinzugeben von extrazellulärem Glycin bewirkte anschließend, dass das 

Proliferationsverhalten sich wieder normalisierte. Langsam proliferierende Krebszellen 

reagierten hingegen, auch bei Durchführung der Untersuchung zu einem späteren 

Zeitpunkt um einen vergleichbare Anzahl von Zellteilungen zu ermöglichen, weniger 

empfindlich auf einen Antagonismus des Glycin-Stoffwechsels. Daraus lässt sich 

schließen, dass der Glycinbedarf in schnell proliferierenden Tumorzellen die endogene 

Synthesekapazität übersteigt, während in langsam proliferierenden Zelllinien die eigene 

Glycinbiosynthese ausreichend ist oder den Bedarf überschreitet. Ein gesteigerter 

Glycin-Verbrauch wurde insbesondere bei Ovarial-, Kolon- und Melanomzellen, nicht 

aber bei nicht-adhärenten Leukämiezellen beobachtet. Insgesamt wurde festgestellt, 

dass Enzyme der Glycinbiosynthese in schnell proliferierenden Tumorzelllinien stärker 

exprimiert werden [36]. 

In den Untersuchungen dieser Dissertation zeigte sich in der Isoenzym-

Transkriptexpression sowohl bei WS1181 als auch bei 17.94 eine signifikant geringere 

SHMT1-Expression. Der SHMT2-Expressionsstatus fiel ebenfalls bei beiden 

Tumorzelllinien geringer aus. Eine signifikante Reduktion ließ sich allerdings nur bei 

17.94 feststellen. Die beiden Nephroblastom-Zelllinien zeigen, ähnlich der von Jain et al. 

analysierten Nierenzellkarzinom-Zelllinie, eine niedrige Proliferationsrate. Überträgt man 

die Ergebnisse folglich auf WS1181 und 17.94, sollte auch hier ein Antagonismus des 

Glycinstoffwechsels keinen relevanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten haben. 
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Auch die Expression der Enzyme der Glycinbiosynthese sollte nicht stärker ausgeprägt 

sein. Die in dieser Dissertation beobachtete verringerte Expression von SHMT1 und 

SHMT2 in WS1181 und 17.94 steht im Einklang mit den Ergebnissen von Jain et al., 

wonach langsam proliferierende Tumorzelllinien, im Gegensatz zu schnell 

proliferierenden Tumorzelllinien, eine geringere Expression von Enzymen der 

Glycinbiosynthese aufweisen.  

Zusammenfassend scheint der Glycin-Serin-Stoffwechsel keine primäre Relevanz für 

die Energiegewinnung des Nephroblastoms zu haben. Die Vermutung liegt nahe, dass 

andere Stoffwechsel, wie beispielsweise die Glykolyse und/oder der Lipidstoffwechsel, 

eher als Hauptenergielieferanten dienen. Aus diesem Grund wurde der 

Sphingolipidstoffwechsel ebenfalls betrachtet.  

 

4.2 Unterschiede im SGPL1-Expressionsstatus  

Der intrazelluläre Sphingosin-1-Phosphat-Spiegel wird durch ein Gleichgewicht 

zwischen seiner Synthese und seinem Abbau streng reguliert [80]. 

Oskouian et al. konnten in Kolonkarzinomgewebe im Vergleich zu gesundem 

intestinalen Gewebe eine signifikant erniedrigte SGPL1-Expression feststellen. Zudem 

lag in Kolonkarzinomgewebe zusätzlich eine Herunterregulation der S1P-Phosphatasen 

SGPP1 und SGPP2 vor. Im Gegensatz dazu war die SPHK1-Expression im Vergleich 

zu gesundem Kolongewebe nicht reduziert. Diese Ergebnisse sprechen insgesamt für 

eine Hemmung des S1P-Abbaus, welche mit einer intrazellulären S1P-Anreicherung 

einhergeht. Diese S1P-Akkumulation könnte die Zellproliferation des Kolonkarzinoms 

fördern und therapeutische Maßnahmen, wie eine Blockierung des vaskulären 

endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) mittels VEGF-Inhibitoren, beeinträchtigen [63]. 

Auch Engel et al. fanden eine im Vergleich zu nicht-tumorigenen Mammaepithel-Zellen 

stark erniedrigte SGPL1-Proteinexpression in Mammakarzinom-Zellen [20].  

Passend zu diesen beiden Studien zeigte sich in dieser Dissertation im Immuno-Blot 

ebenfalls eine signifikant verringerte SGPL1-Expression in den Nephroblastom-Zelllinien 

im Vergleich zu der Kontroll-Zelllinie HEK-293. Der Nachweis einer signifikant 

verringerten SGPL1-Expression gelang ausschließlich auf Proteinebene mittels 

Immuno-Blot, wohingegen die RT-PCR keine entsprechenden Veränderungen zeigte. 

Eine mögliche Ursache hierfür liegt in der Existenz zahlreicher Isoformen und 

Transkriptvarianten, von denen nicht alle translatiert werden.  
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Auch in der 3D-Zellkultivierung, also in den Sphäroiden, konnte das Ergebnis nicht 

reproduziert werden. Eine mögliche Erklärung hierfür findet sich in der Dissertation von 

Löhr. Diese verglich adhärent gezüchtete Nierenzellkarzinom-Zellen mit 

Nierenzellkarzinom-Sphäroiden und stellte fest, dass sich einige Unterschiede zwischen 

den adhärenten Zellen und den Sphäroiden zeigten, obwohl es sich um die gleiche 

Zelllinie handelte. So kam es in den Sphäroiden im Vergleich zu den adhärenten Zellen 

zu einer Heraufregulierung von Signalen, die ihre Krebsstammzelleigenschaften 

hervorrufen, wie z.B. unter anderem ERK, AKT, CREB und EGFR. Währenddessen 

herrschten in den adhärent wachsenden Zellen Zelladhäsions- und angiogene sowie 

S1P- und NF-κB-Signalwege vor. Sobald die Sphäroide in Monolayerkulturen für 

adhärentes Wachstum gezüchtet wurden, blieben die hochregulierten, 

Krebsstammzelleigenschaften hervorrufenden Signalwege erhalten, zusätzlich wurden 

aber auch die Zelladhäsions-, angiogene, S1P- und NF-κB-Signalwege reaktiviert. 

Insgesamt zeigten die Sphäroide eine Anpassung an typische Bedingungen in einer 

Tumormikroumgebung, insbesondere im Hinblick auf das Überleben und die 

Proliferation unter sauerstoffarmen Stoffwechselbedingungen und geringer 

Nährstoffzufuhr. In Bezug auf den Sphingolipid-Stoffwechsel waren in den adhärenten 

Zellen im Gegensatz zu den Sphäroiden unter anderem Gene hochreguliert, die an der 

S1P-stimulierten Signalübertragung beteiligt sind [52]. 

Setzt man voraus, dass in den adhärent gezüchteten Nephroblastom-Zellen und in den 

aus den jeweils gleichen Zelllinien gezüchteten Sphäroiden eine ähnliche 

Hochregulierung der Signalwege vorliegt, wie in den adhärent gezüchteten 

Nierenzellkarzinom-Zellen und in den Nierenzellkarzinom-Sphäroiden, würde der S1P-

Signalweg insbesondere in den adhärenten Zellen, nicht aber in den Sphäroiden 

vorherrschen und die nicht mögliche Reproduzierbarkeit der signifikant verringerten 

SGPL1-Expression in den adhärenten Wilms-Tumor-Zellen im Immuno-Blot in den 

Wilms-Tumor-Sphäroiden erklären. Um diese Aussage so bestätigen zu können, wären 

allerdings weitere Untersuchungen notwendig, die im Rahmen dieser Dissertation nicht 

durchgeführt wurden.  

In der Immunofluoreszenz-Mikroskopie im Zuge dieser Dissertation, die der ersten 

Einschätzung des Proteinexpressionsstatus sowie der Lokalisation diente, fiel eine 

unterschiedliche SGPL1-Lokalisation in den Nephroblastom-Zellen WS1181 und 17.94 

im Vergleich zu den nicht-tumorigenen Nierenzellen HEK-293 auf. Die 

Fluoreszenzintensität von SGPL1 war in den Tumorzelllinien WS1181 und 17.94 in etwa 

gleich.  
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Eine unterschiedliche, bzw. zusätzliche Lokalisation zeigte sich bereits in einer Studie 

von Engel et al. Sowohl in den nicht-tumorigenen Mammaepithel-Zellen als auch in den 

Mammakarzinom-Zellen fand sich eine zytosolische Lokalisation in Nähe des Nukleus. 

Zusätzlich lag in den Mammaepithel-Zellen eine weitere Lokalisation in der 

Zellperipherie an der Zytoplasmamembran vor, die sich bei den Mammakarzinom-Zellen 

nicht fand [69]. In einer Studie von Adamus et al. zeigten die gesunden Myoblasten, die 

als Kontrollzellen dienten, ebenfalls eine SGPL1-Lokalisation in der Nähe des Nukleus 

sowie in der Zellperipherie an der Zytoplasmamembran. In den kindlichen 

Rhabdomyosarkom-Zellen wurde wiederum lediglich eine diffus im Zytoplasma verteilte 

SGPL1-Fehllokalisation nachgewiesen [3].  

Die SGPL1-Lokalisation in den Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 scheint 

ebenfalls zytosolisch in Nähe des Nukleus zu sein. Somit würde dieses Ergebnis mit der 

Lokalisation in den Mammakarzinom-Zelllinien übereinstimmen. Eine diffus im Zytosol 

verteilte Fehllokalisation, wie bei den kindlichen Rhabdomyosarkom-Zellen, findet sich 

bei den untersuchten Wilms-Tumor-Zellen nicht. Da sich bei den Rhabdomyosarkom-

Zellen aber auch eine signifikant erhöhte SGPL1-Expression zeigte, spricht der 

geringere SGPL1-Proteingehalt in den Nephroblastom-Zellen bereits gegen eine 

identische Lokalisation.  

In der Kontroll-Zelllinie HEK-293 zeigte sich im Vergleich zu WS1181 und 17.94 eine 

weniger ausgeprägte, bis kaum vorhandene Lokalisation in Nähe des Nukleus, dafür 

allerdings eine zusätzliche Lokalisation, die mit einer Lokalisation in der Zellperipherie 

an der Zytoplasmamembran vereinbar wäre. Die Fluoreszenzintensität dieser 

zusätzlichen Lokalisation erscheint deutlich ausgeprägter im Vergleich zu der 

Fluoreszenzintensität in den beiden Tumorzelllinien. Um eine sichere Aussage über die 

Lokalisation im endoplasmatischen Retikulum treffen zu können, wäre eine Färbung 

dieses, z.B. durch einen zellgängigen, hochselektiven Farbstoff zur Markierung des 

endoplasmatischen Retikulums, in der Immunofluoreszenz notwendig gewesen. 

Zusätzliche Färbungen, um die Lokalisation, unter anderem auch die vermeintliche Lage 

in der Zellperipherie an der Zytoplasmamembran, genau bestimmen zu können, sollten 

Bestandteile weiterer Untersuchungen werden.  

Insgesamt zeigten sich in den beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 eine 

signifikant erniedrigte SGPL1-Expression im Immuno-Blot. Diese Erkenntnis steht im 

Einklang mit den Ergebnissen beim Kolon- und Mammakarzinom. Zusätzlich fand sich 

die, in der Immunofluoreszenz bereits beim Mammakarzinom vorbeschriebene, 

Lokalisation in Nähe des Zellkerns ebenfalls bei den beiden Wilms-Tumor-Zelllinien. 

Eine Lokalisation in Nähe der Zellmembran konnte nur bei der Kontroll-Zelllinie HEK-
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293, nicht aber bei den beiden tumorigenen Zelllinien, nachgewiesen werden. Um 

festzustellen, ob der Sphingolipid-Stoffwechsel eine relevante Rolle in den untersuchten 

Nephroblastom-Zellen spielt und ggf. einen Einfluss auf das Metastasierungs- und 

Proliferationsverhalten hat, sind Stimulationsversuche mit S1P notwendig.  

 

4.3 Metastasierungs- und Proliferationsverhalten anhand des Sphingolipid- 

Stoffwechsels  

Aufgrund der bereits in den Vorversuchen gewonnenen Erkenntnis, dass weder in 

WS1181 noch in 17.94 ein signifikanter Unterschied im GCSH-Expressionsstatus im 

Vergleich zu den gesunden embryonalen Nierenzellen HEK-293 festzustellen ist und der 

Vermutung, dass der Glycin-Serin-Stoffwechsel keine primäre Relevanz für die 

Energiegewinnung des Nephroblastoms spielt, wurde bei den Untersuchungen zum 

Metastasierungs- und Proliferationsverhalten lediglich der Sphingolipid-Stoffwechsel 

betrachtet. 

Um das Proliferationsverhalten unter dem Zusatz von Sphingosin-1-Phosphat bewerten 

zu können, wurde ein Scratch Assay zur Beurteilung des Wound Healings durchgeführt. 

Exemplarisch wurde die Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 verwendet, da sich hier im 

Vergleich zu 17.94 die vorteilhafteren Kultivierungsbedingungen zeigten. Das Wound 

Healing fand bei WS1181 sowohl unter S1P als auch unter DHS signifikant schneller 

statt. Eine extrazelluläre S1P- und DHS-Anreicherung bewirkten somit eine Steigerung 

der Proliferation und zeigten einen positiven Einfluss auf die 

Wachstumsgeschwindigkeit.  

Ein gesteigertes Proliferationsverhalten durch den Zusatz von S1P spiegelt das 

erwartete Ergebnis wider. Bereits 1991 beschrieben Zhang et al. sowohl eine Stimulation 

der DNA-Synthese als auch eine Zunahme der Zellteilung durch S1P [90]. S1P fördert 

das Zellwachstum- und überleben, unterdrückt Apoptose, reguliert die Zellmotilität und -

invasion und steigert die Gefäßpermeabilität und Angiogenese [78]. Das Zuführen von 

S1P ins Medium bewirkt eine S1P-Überstimulation und damit ein gesteigertes 

Zellwachstum sowie eine gesteigerte Zellmotilität und führt zu einem schnelleren Wound 

Healing. Die im Immuno-Blot festgestellte geringere SGPL1-Expression in den 

Nephroblastom-Zellen könnte zusätzlich dafür sorgen, dass der S1P-Abbau verringert 

ist und es somit zu einer noch ausgeprägteren S1P-Akkumulation kommt. 

Der S1P-Spiegel wird durch das Gleichgewicht zwischen Synthese durch 

Sphingosinkinasen, reversibler Umwandlung durch S1P-Phosphastasen und Abbau 

durch SGPL1 streng reguliert [80]. Der Abbau von S1P über S1P-Phosphatase durch 
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reversible Phosphorylierung sowie über S1P-Lyase durch irreversible Phosphorylierung 

halten die intrazelluläre S1P-Konzentration unter physiologischen Bedingungen auf 

einem niedrigen Niveau [44]. Schwiebs et al. stellten die These auf, dass nur SGPL1 

durch den irreversiblen Abbau von Sphingosin-1-Phosphat zu Phosphoethanolamin und 

Hexadecenal eine Regulierung der stabilen extra- und intrazellulären S1P-Konzentration 

gewährleisten könnte. Zudem führten sie in einer Studie an Mäusen eine SGPL1-

Depletion sowohl auf Immunzellebene als auch auf Gewebszellebene durch. Hierbei 

konnten zwei Mechanismen der Karzinogenese beschrieben werden. Zum einen fand 

sich ein schnelles Tumorwachstum durch die Modulation der Tumormikroumgebung, 

zum anderen zeigten sich chronische, komplexe Entzündungen mit anschließender, 

verzögerter Karzinogenese [74]. 

Der Zusatz von DHS führte in der Wilms-Tumor-Zelllinie WS1181 ebenfalls zu einem 

gesteigerten Proliferationsverhalten. DHS wird durch die Ceramidsynthase zu 

Dihydroceramid und anschließend durch die Dihydroceramid-4-Desaturase zu Ceramid 

umgewandelt [26, 56]. Die Untersuchung von Ceramidsynthase und Dihydroceramid-4-

Desaturase war kein Bestandteil dieser Dissertation, sodass über die Expression dieser 

in WS1181 keine Aussage getroffen werden kann. Bezogen auf vorangegangene 

Studien würde man allerdings erwarten, dass die Erhöhung des Ceramid zu S1P-

Verhältnisses, eine höhere Anfälligkeit der Krebszellen und anderer schnell 

proliferierender Zellen für Apoptose bedingt [73]. Durch die Zufuhr von DHS würde man 

davon ausgehen, dass die Ceramid-Konzentration zunimmt und das 

Proliferationsverhalten dadurch gehemmt wird. Folglich sollte es durch DHS zu einem 

langsameren Wound Healing kommen. Dieses Ergebnis trat bei HEK-293 und NHDF 

auch ein. Gegenteilig zu den Ergebnissen von WS1181 fand das Wound Healing bei den 

Kontroll-Zelllinien HEK-293 und NHDF unter DHS signifikant langsamer statt. Somit wirkt 

sich eine extrazelluläre DHS-Anreicherung negativ auf das Proliferationsverhalten von 

HEK-293 und NHDF aus.  

Betrachtet man den Sphingolipid-Stoffwechsel allerdings weiter, zeigt sich, dass 

Ceramid durch die Ceramidsynthase reversibel zu Sphingosin weiter umgewandelt wird. 

Sphingosin wiederrum wird durch SPHK1 und SPHK2 zu S1P phosphoryliert [78]. Nimmt 

man an, dass die Sphingosinkinasen funktionsfähig sind und eventuell sogar eine 

Überexpression von SPHK1 und/oder SPHK2 vorliegt, könnte dies das zunächst 

widersprüchlich wirkende Ergebnis des gesteigerten Proliferationsverhaltens durch DHS 

erklären. In der im Rahmen dieser Dissertation durchgeführten RT-PCR zeigte sich, 

bezogen auf die zweidimensionalen Zellen, eine im Vergleich zu HEK-293 erniedrigte 

SPHK1- und SPHK2-Expression, allerdings konnte hier keine Signifikanz nachgewiesen 

werden. Eine Wiederholung, bzw. Ausweitung der Untersuchungen bezogen auf die 



 

65 

SPHK1- und SPHK2-Expression in Nephroblastom-Zellen wäre sinnvoll. Eine 

Überexpression von SPHK1 zeigte sich bereits in diversen Tumorentitäten und scheint 

mit einem höheren Tumorstadium und einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein 

[81]. Eine gesteigerte Umwandlung von Ceramid über Sphingosin zu Sphingosin-1-

Phosphat gemeinsam mit dem gehemmten Abbau von S1P durch eine SGPL1-

Unterexpression könnten eine Steigerung des Proliferationsverhaltens unter DHS-

Zufuhr erklären.  

Ein weiterer interessanter Ansatz wäre die Untersuchung des Einflusses verschiedener 

Substanzen auf die Sphingosinkinasen, die S1P-Konzentration und damit auch auf das 

Proliferationsverhalten. Wachstumsfaktoren, Zytokine und angiogene Faktoren, wie 

epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), insulinähnlicher Wachstumsfaktor (IGF) und 

VEGF, stimulieren die Sphingosinkinasen. Diese wiederrum katalysieren die 

Phosphorylierung von Sphingosin in Sphingosin-1-Phosphat [81].  

Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei WS1181 fand das Wound Healing bei HEK-293 

unter S1P signifikant langsamer statt, während es bei NHDF ähnlich wie bei WS1181 

ebenfalls schneller ablief.  

Bei NHDF fand sich ein zunächst langsameres Wound Healing unter S1P-Zugabe, im 

Verlauf aber ein signifikant schnelleres Wachstum. Hamidi et al. führten ebenfalls ein 

Scratch Assay unter Zugabe von S1P mit normalen humanen Fibroblasten durch. Hier 

zeigte sich unter S1P ein schnelleres Wound Healing als unter der Kontrollsubstanz [32]. 

Dieses Ergebnis ist also im Einklang mit den in dieser Dissertation gewonnenen 

Erkenntnissen. Insgesamt zeigen sich bei NHDF die im Vorfeld erwarteten Ergebnisse. 

DHS übt einen negativen, S1P einen positiven Einfluss auf das Proliferationsverhalten 

aus.  

Schwieriger verhält es sich bei HEK-293, da man hier ebenfalls ein gesteigertes 

Proliferationsverhalten unter S1P erwarten würde. Stattdessen findet das Wound 

Healing langsamer statt. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die SPGL1-

Expression im Vergleich zu WS1181 im Immuno-Blot höher ist. Die irreversible 

Phosphorylierung von S1P zu Phosphoethanolamin und Hexadecenal kann dadurch 

ablaufen und die Regulierung einer stabilen extra- und intrazellulären S1P-Konzentration 

gewährleistet werden. Dieser Ansatz erklärt aber lediglich, dass das Wachstum unter 

S1P nicht schneller abläuft, nicht aber warum es zu einem langsameren Wachstum 

kommt.  

SGPP1 dephosphoryliert S1P zu Sphingosin, welches eine proapoptotische Wirkung 

hat. Ceramidsynthase bedingt eine Umwandlung von Sphingosin in Ceramid, welches 
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ebenfalls proapoptotisch wirkt [68]. Folglich könnte ein reduziertes 

Proliferationsverhalten durch eine gesteigerte Expression oder eine erhöhte Aktivität von 

SGPP1 bedingt sein. Verfolgt man diese Theorie weiter, könnte eine gesteigerte 

Expression oder erhöhte Aktivität von Ceramidsynthase eine zunehmende Umwandlung 

von Sphingosin in Ceramid bedingen und damit die Apoptose ankurbeln. Somit würde 

der S1P-Zusatz zwar in den Sphingolipid-Stoffwechsel mit einfließen, allerdings würde 

zum einen SGPL1 dafür sorgen, dass es zu einem Abbau von S1P kommt und zum 

anderen würde eine Aktivitätssteigerung von SGPP1 und Ceramidsynthase dazu führen, 

dass vermehrt Sphingosin und Ceramid gebildet werden. Es würde zu einem erhöhten 

Ceramid zu S1P-Verhältnis kommen und die Hemmung der Wachstumsgeschwindigkeit 

durch S1P erklären. Da weder die SGPP1 oder Ceramidsynthase im Rahmen dieser 

Dissertation untersucht worden sind noch das Ceramid zu S1P-Verhältnis bestimmt 

wurde, lassen sich diese Vermutungen nicht bestätigen. Diese Untersuchungen sollten 

Gegenstand weiterer Versuche werden.  

Im Zuge dieser Dissertation fanden zusätzlich Scratch Assays mit WS1181 statt, um den 

Einfluss von Zytostatika generell sowie den Einfluss von S1P unter Zytostatika-Therapie 

bei Wilms-Tumoren zu untersuchen. Das Behandlungsmedium wurde mit Vincristin und 

Actinomycin D, sowie sowohl mit dem jeweiligen Zytostatikum als auch S1P versetzt. 

Unter Actinomycin D-Behandlung kam es nach 48 Stunden zu einer vollständigen 

Ablösung der Zellen und somit zur Apoptose. Unter einer Actinomycin D-Behandlung 

gemeinsam mit S1P lösten sich die Zellen erst nach 72 Stunden. Die Apoptose trat unter 

S1P demnach signifikant langsamer ein.  

Ein erhöhtes S1P zu Ceramid-Verhältnis in Krebszellen weist auf einen 

antiapoptotischen Zustand hin, der die Metastasierung begünstigt und zur 

Arzneimittelresistenz beiträgt. Im Gegensatz dazu induzieren therapeutische 

Interventionen wie Chemotherapie oder Bestrahlung einen Anstieg des Ceramid zu S1P-

Verhältnisses, wodurch apoptotische und autophagische Signalwege aktiviert werden 

[76]. Durch die Behandlung von WS1181 mit Actinomycin D konnte die Umwandlung 

eines antiapoptotischen in einen apoptotischen Zustand beobachtet werden. Unter dem 

Kontrollmedium fand ein Wound Healing statt, während des unter der 

chemotherapeutischen Behandlung zu einem Ablösen der Zellen kam. Die Behandlung 

mit Actinomycin D unter dem Zusatz von S1P führte zwar ebenfalls zu einem Ablösen 

der Zellen, die Apoptose setzte aber signifikant später ein. Dies könnte daran liegen, 

dass das S1P zu Ceramid-Verhältnis zugunsten von S1P verändert wurde. Bei der 

Behandlung mit Vincristin unter S1P-Zusatz zeigte sich zunächst ein sehr ähnlicher 

Verlauf wie unter alleiniger Vincristinbehandlung, nach 96 Stunden zeigte sich aber ein 
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vergleichsweise schnelleres Wound Healing. Das Zuführen von S1P sorgte dafür, dass 

die durch Vincristin ausgelöste proapoptotische und damit proliferationshemmende 

Wirkung aufgehoben wurde und stattdessen der antiapoptotische und 

proliferationssteigernde Einfluss von S1P überwiegte. Der Zusatz von S1P scheint zu 

einer Art Arzneimittelresistenz zu führen und das Proliferationsverhalten zu unterstützen.  

Zusammenfassend kam es durch den Zusatz von S1P in der Nephroblastomzelllinie zu 

einem gesteigerten Proliferationsverhalten. Interessanterweise führte auch der Zusatz 

von DHS zu einer gesteigerten Proliferation. Somit scheinen sich diese beiden 

Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels als prognostische Marker für die Proliferation 

zu eignen. S1P führte zusätzlich zu einem geringeren Ansprechen auf eine 

chemotherapeutische Behandlung mit Actinomycin D und Vincristin. Aufgrund der durch 

S1P ausgelösten Arzneimittelresistenz könnte sich dieser Metabolit des Sphingolipid-

Stoffwechsels auch als Marker für die Metastasierung von Nephroblastom-Zellen der 

Hochrisikogruppe eignen.  

 

4.4 NCAM 

Im Rahmen dieser Dissertation konnte mittels Immunofluoreszenz und Immuno-Blot 

sowohl in WS1181 als auch in 17.94 eine NCAM-Expression nachgewiesen werden. 

Zudem konnte NCAM in der Immunofluoreszenz als Zell-Zell-Kontaktmolekül identifiziert 

werden. Auch in HEK-293 gelang der Nachweis von NCAM. Da es sich bei HEK-293 um 

embryonale Nierenzellen handelt und NCAM im Laufe der embryonalen Entwicklung der 

Nieren vorhanden ist, war dieses Ergebnis zu erwarten [38, 54]. Bereits 1998 

beschrieben Roth et al. die Re-Expression von polysialic acid neural cell 

adhesion molecule (PSA-NCAM), eine Form von NCAM, welche eine kovalent 

gebundene Polysialinsäure trägt, auf der Oberfläche von Wilms-Tumor-Zellen. Eine 

PSA-NCAM-Expression wurde ebenfalls in embryonalen Nieren beschrieben, in adulten 

Nieren fehlte diese aber vollständig [72]. Auch in vorausgegangenen Untersuchungen 

von Brown et al. und Wegert et al. gelang der Nachweis von NCAM in 17.94 und WS1181 

[12, 89]. Die Bestimmung von NCAM in humanen Nierenzellen eines Erwachsenen, wie 

z.B. HK-2-Zellen, würde die Befunde der vorliegenden Studien bestätigen und könnte 

damit Bestandteil weiterer Untersuchungen werden.  

Li et al. konnten zeigten, dass eine Depletion von NCAM in Melanomzellen zu einer 

signifikanten Abnahme der Proliferationsraten und des Zellwachstums führte. NCAM 

scheint also die Entwicklung von Melanomen unter anderem durch die Zellproliferation 

und das Wachstum zu fördern. Durch die Depletion von NCAM kam es zusätzlich zu 
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einer Zunahme der Apoptose und Autophagie in den Melanomzellen. Die 

Herunterregulierung des NCAM-Gens führte zudem zu einer signifikanten 

Unterdrückung der Migrationsfähigkeit der Melanomzellen. In einem Scratch Assay 

zeigte sich bei den Melanomzellen mit einer NCAM-Depletion ein signifikant 

langsameres Wound Healing im Vergleich zu der negativen Kontrollgruppe. Auch in 

einem Migrations-Assay zeigte sich eine deutliche langsamere Migration [49]. Jafarian 

et al. stellten die Hypothese auf, dass sich die NCAM-Expression als prognostischer 

Marker eignen würde [35]. Diese Erkenntnisse liefern eine spannende Grundlage für die 

Durchführung weiterer, im Rahmen dieser Dissertation nicht durchgeführten, 

Versuchsreihen, um herauszufinden, ob NCAM einen vergleichbaren Einfluss auf 

Nephroblastom-Zellen ausübt wie auf die Melanomzellen und sich als prognostischer 

Marker eignen würde.  

Eine weitere Grundlage für nachfolgende Untersuchungen, würde die zielgerichtete 

Immuntherapie mit Antikörper-Fragmenten in Form von Nanobodies oder der Einsatz 

dieser Antikörper-Fragmente als Nachweissystem, bzw. zum Labeling bieten. 

Markovsky et al. entwickelten ein auf NCAM ausgerichtetes Nanopartikel-Konjugat, mit 

dessen Hilfe die Tumorstammzell-Population dezimiert und das Tumorwachstum 

gehemmt werden konnte [55]. Da der NCAM-Antikörper selbst zu groß ist, bietet der 

Ansatz der Arbeitsgruppe eine bedeutsame Alternative. Aufgrund der Ausstattung des 

zur Verfügung stehenden Labors, waren Versuche in diese Richtung nicht durchführbar. 

Hier würde sich eine Kooperation mit der Nuklearmedizin anbieten.  

Miteinbezogen wurden die Untersuchungen rund um NCAM, da die Untersuchungen von 

SPGL1 und GCSH nicht die erhofften Ergebnisse erbracht haben. Aufgrund von 

Personalmangel, unzureichenden Drittmitteln und der Covid-19-Pandemie konnte der 

Ansatz nicht weiter verfolgt werden. Allerdings zeigen sich hier einige interessante 

Erkenntnisse, die durch weitere Untersuchungen gesichert werden müssten.  

 

4.5 Allgemeine Limitationen 

Bei den ausgewählten Nephroblastom-Zelllinien handelt es sich bei beiden Zelllinien um 

Nephroblastome der Hochrisikogruppe. Hierbei gilt zu berücksichtigen, dass die Zelllinie 

17.94 kein absolut akkurates Model für primär anaplastische Nephroblastome darstellt, 

da zwar blastemreiche, anaplastische Areale vorliegen, diese aber auch durch eine 

Behandlung und/oder die Zellkultivierung bedingt sein könnten [12]. Die Zelllinie 

WS1181 wird von Wegert et al. als epithelreiches Nephroblastom klassifiziert, basierend 

auf den histologischen Befunden des Ausgangsmaterials, welches eine epitheliale 
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Differenzierung aufweist [89]. Epithelreiche Nephroblastome werden gemäß der SIOP-

Klassifikation der intermediären Risikogruppe zugeordnet [87]. Zusätzlich zeigen sich 

bei WS1181 aber auch Areale diffuser Anaplasie, ein Merkmal, das mit einer 

ungünstigeren Prognose assoziiert ist und eine Einstufung in die Hochrisikogruppe 

rechtfertigt [17, 87, 89]. 

Eine weitere Limitation stellt die vergleichsweise langsame Verdopplungszeit dar. Die 

Verdopplungszeiten von WS1181 und 17.94 liegen jeweils bei ca. einer Woche [12, 89]. 

Demgegenüber liegt die Verdopplungszeit der Kontroll-Zelllinie HEK-293 zwischen 24 

und 45 Stunden und die der Rhabdomyosarkom-Zelllinie RH-30, die in 

Voruntersuchungen von Adamus et al. verwendet worden, bei ca. 35 Stunden [47, 48]. 

Die Verdopplungszeit der beiden Wilms-Tumor-Zelllinien ist somit deutlich länger als bei 

anderen Zellen, womit sie als langsam proliferierende Zellen eingestuft werden können. 

Durch die lange Verdopplungszeit war die Durchführung aller Versuche mit einem 

erheblichen Zeitaufwand verbunden. Zum einen hat das Züchten der benötigten Zellzahl 

einige Zeit in Anspruch genommen, zum anderen war ein langer Zeitraum für die 

Wiederholung der Versuche bis zum Erreichen einer Stichprobenzahl von n = 3 

notwendig. Zusätzlich bestand z.B. bei der Durchführung des Scratch Assays ein 

verhältnismäßig langer Versuchszeitraum.  

Zusätzlich beschränkt die Aussagekraft der Sphäroide die Übertragbarkeit. Wie nicht 

unüblich für 3D-Zellkultursysteme, sind die in dieser Dissertation gezüchteten Sphäroide 

nicht validiert und mit In-vitro-Material abgeglichen. Daher kann nicht pauschalisiert 

davon ausgegangen werden, dass das 3D-Zellkultursystem physiologisch ist und die In-

vivo-Bedingungen widergespiegelt werden [18]. Dennoch gelten Sphäroide als ein 

geeigneteres Modell für In-vivo-Tumore als herkömmliche Monolayerkulturen. Sie 

können unter anderem zur Überwachung des Tumorwachstums und zum anderen zur 

Analyse zellulärer Interaktionen mittels Fluoreszenzmikroskopie genutzt werden [27]. 

 

4.6 Perspektive für die Zukunft  

Insgesamt scheint der Glycin-Serin-Stoffwechselweg keine primäre Relevanz in den 

beiden Nephroblastom-Zelllinien WS1181 und 17.94 zu spielen. Folglich eignet sich 

dieser auch nicht für das Erstellen einer Prognose des Metastasierungs- und 

Proliferationsverhaltens.  

Anders verhält es sich bei dem Sphingolipid-Stoffwechselweg. Hier bewirkte Sphingosin-

1-Phosphat in den Nephroblastom-Zelllinien ein gesteigertes Proliferationsverhalten 

sowie eine reduzierte Sensitivität gegenüber chemotherapeutischer Behandlung und 
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spielt somit eine relevante Rolle. Zudem konnte in beiden Tumorzelllinien eine 

Erniedrigung des SGPL1-Expressionsstatus nachgewiesen werden. Dennoch konnte 

die Frage nach der Eignung als prognostischer Marker für das Metastasierungs- und 

Proliferationsverhalten nur teilweise beantwortet werden. Die Untersuchung weiterer 

Enzyme und Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels erscheint daher sinnvoll. Der 

Sphingolipid-Stoffwechsel sollte in Bezug auf Wilms-Tumore künftig stärker 

berücksichtigt werden.  

Insbesondere das paradoxe Proliferationsverhalten der Kontrollzelllinie HEK-293 unter 

S1P-Zusatz sowie die zusätzliche Lokalisation der SGPL1 bedürfen weiterer Klärung. 

Zu beachten ist hier allerdings, dass es sich bei HEK-293 um eine immortalisierte und 

damit „tumorähnliche“ Zelllinie handelt. Es wäre von Interesse, in zukünftiger Forschung 

zu untersuchen, ob die erzielten Ergebnisse bezogen auf HEK-293 reproduzierbar sind. 

Daraus werfen sich weitere Fragen auf, die durch zusätzliche Untersuchungen, wie etwa 

die Transfektion der SGPL1-Variante von HEK-293 in WS1181 oder 17.94, beantwortet 

werden könnten. Aufgrund der Ausstattung des Labors war das Durchführen einer 

Transfektion im Zuge dieser Dissertation nicht möglich. Zudem sind diese 

Untersuchungen aufwendig und ohne eine entsprechende personelle und logistische 

Unterstützung nicht realisierbar. 

Eine spannende Forschungsmöglichkeit bietet NCAM. Da im Rahmen dieser 

Dissertation nur ein kleiner Exkurs gemacht wurde, konnten keine umfassenden 

Versuche durchgeführt werden. Allerdings zeigte sich hier ein vielversprechender 

Ansatz. Weiterer Forschungsbedarf ergibt sich aus der Fragestellung, ob NCAM sich als 

prognostischer Marker für das Proliferations- und Metastasierungsverhalten eignet. Dies 

ist allerdings nicht ohne eine zusätzliche finanzielle Unterstützung zu leisten.  

Auch die Untersuchung der Tumormikroumgebung eignet sich als Gegenstand weiterer 

Versuchsreihen. Die Entwicklung von Tumoren hängt nicht nur von den Tumorzellen 

selbst ab, sondern auch von der Interaktion mit ihrer lokalen Mikroumgebung. Die 

Tumormikroumgebung besteht aus vaskulären und lymphatischen Endothelzellen, 

Perizyten, Fibroblasten und Immunzellen. Eine veränderte Zusammensetzung des 

extrazellulären Matrix und unterschiedliche Gradienten von Nährstoffen und Sauerstoff 

beeinflussen die Tumormikroumgebung zusätzlich. Die Tumormikroumgebung spielt 

nicht nur bei der Tumorprogression, sondern auch bei der Therapieresistenz eine Rolle 

[34]. Tumorassoziierte Immunzellen werden häufig so programmiert, dass sie das 

Tumorwachstum und die Metastasierung, unter anderen auch durch bioaktive Lipide wie 

S1P, fördern [60]. Perspektivisch könnte der Einfluss von S1P intrazellulär als auch die 
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S1P-Konzentration extrazellulär betrachtet werden. Zusätzlich sollte die 

Tumormikroumgebung von Nephroblastomen generell untersucht werden.  
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5 Zusammenfassung 

Trotz der insgesamt guten Prognose durch standardisierte multimodale 

Therapiestrategien haben Kinder mit einem Nephroblastom der Hochrisikogruppe nach 

wie vor eine vergleichsweise schlechte Prognose. Ein möglicher Grund hierfür könnte 

das Fehlen von validen prognostischen und metabolischen Tumormarkern sein. 

Demzufolge hat sich diese Dissertation mit der Bedeutung ausgewählter 

Schlüsselkomponenten des Glycin-Serin- und Sphingolipid-Stoffwechsels, wie Glycin 

Cleavage System Protein H (GCSH) und Sphingosin-1-Phosphat-Lyase 1 (SGPL1), in 

Nephroblastom-Zellen der Hochrisikogruppe beschäftigt und untersucht, ob sich die 

Metabolite dieser Stoffwechselwege als prognostische und/oder metabolische 

Tumormarker eignen könnten. Zusätzlich wurde in einem kurzen Exkurs eine mögliche 

NCAM-Expression in den Nephroblastom-Zellen der Hochrisikogruppe getestet.  

Der SGPL1- und der GCSH-Expressionsstatus wurde mittels Immunofluoreszenz, RT-

PCR und Western-Blot analysiert und überprüft, ob sich dieser zwischen den 

hochmaligen Nephroblastom-Zelllinien und den gesunden Nierenzellen unterscheidet. 

Ein relevanter GCSH-Expressionsunterschied zeigte sich in vitro weder in der 

Immunofluoreszenz-Mikroskopie noch auf Transkript- oder Proteinebene. Im Gegensatz 

hierzu unterschied sich der SGPL1-Expressionsstatus in der Immunofluoreszenz-

Mikroskopie sowohl im 2D- als auch im 3D-Zellkultursystem anhand seiner Lokalisation. 

Während SGPL1 in den gesunden Nierenzellen vermehrt in der Zellperipherie lokalisiert 

war und weniger in Nähe des Nukleus, fand sich SGPL1 in den Nephroblastom-Zellen 

der Hochrisikogruppe ausschließlich in unmittelbarer Nähe des Nukleus. Zudem konnte 

auf Proteinebene im Immuno-Blot eine signifikant geringere SGPL1-Proteinexpression 

in den beiden Tumorzelllinien im Vergleich zur Kontrollzelllinie nachgewiesen werden.  

Da der Glycin-Serin-Stoffwechsel, ausgehend vom fehlenden GCSH-

Expressionsunterschied zwischen den hochmaligen Nephroblastom-Zellen und den 

gesunden Nierenzellen, keine primäre Relevanz für die Energiegewinnung des 

Nephroblastoms zu spielen scheint, wurden bei den Untersuchungen zum 

Metastasierungs- und Proliferationsverhalten lediglich Metabolite des Sphingolipid-

Stoffwechsels betrachtet. Um das Proliferationsverhalten unter dem Zusatz von 

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) und Dihydrosphingosin (DHS) bewerten zu können, 

wurde ein Scratch Assay durchgeführt. Das Wound Healing fand bei den 

Nephroblastom-Zellen der Hochrisikogruppe sowohl unter S1P als auch unter DHS 

signifikant schneller statt. Die extrazelluläre Anreicherung mit S1P und DHS bewirkte 

folglich eine Steigerung der Proliferation und eine vermehrte Zellmotalität. Somit 
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scheinen sich diese beiden Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels als prognostische 

Marker für die Proliferation in vitro zu eignen. 

Darüber hinaus wurde der Einfluss von Sphingosin-1-Phosphat auf die Wirksamkeit 

einer Chemotherapie untersucht. S1P verringerte das Ansprechen der Nephroblastom-

Zellen der Hochrisikogruppe auf eine chemotherapeutische Behandlung mit Actinomycin 

D und Vincristin und führte somit zu einer Art Arzneimittelresistenz und einer Förderung 

des Proliferationsverhaltens der Tumorzellen. Aufgrund der ausgelösten 

Arzneimittelresistenz könnte sich S1P als Marker für die Metastasierung von 

Nephroblastom-Zellen der Hochrisikogruppe eignen.  

Zusätzlich gelang in vitro der Nachweis von NCAM in den Nephroblastom-Zellen der 

Hochrisikogruppe mittels Immunofluoreszenzmikroskopie sowie Immuno-Blot. 

Während sich die Schlüsselkomponenten des Glycin-Serin-Stoffwechselwegs in ihrem 

Expressionsstatus im Vergleich zu gesunden Nierenzellen nicht unterschieden und sich 

somit nicht als prognostische und/oder metabolische Tumormarker zu eignen scheinen, 

zeigte sich im Sphingolipid-Stoffwechsel bei der Schlüsselkomponente SGPL1 eine 

signifikant reduzierte Expression und durch den Metabolit S1P ein gesteigertes 

Proliferationsverhalten und eine Arzneimittelresistenz. Die Untersuchung weiterer 

Enzyme und Metabolite des Sphingolipid-Stoffwechsels erscheint daher sinnvoll. Der 

Sphingolipid-Stoffwechsel sollte in Bezug auf Nephroblastome künftig stärker 

berücksichtigt werden. 
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6 Summary  

Despite the generally good prognosis achieved through standardized multimodal 

treatment strategies, children with high-risk nephroblastoma still have a comparatively 

poor prognosis. One possible reason for this could be the lack of valid prognostic and 

metabolic tumor markers. Consequently, this dissertation has investigated the 

significance of selected key components of glycine-serine and sphingolipid metabolism, 

such as glycine cleavage system protein H (GCSH) and sphingosine-1-phosphate lyase 

1 (SGPL1), in high-risk nephroblastoma cells and examined whether the metabolites of 

these metabolic pathways could be suitable as prognostic and/or metabolic tumor 

markers. In addition, a brief digression tested possible NCAM expression in high-risk 

nephroblastoma cells.  

SGPL1 and GCSH expression was analyzed using immunofluorescence, RT-PCR, and 

Western blot to determine whether there was a difference between the highly malignant 

nephroblastoma cells and healthy kidney cells. No relevant difference in GCSH 

expression was found in vitro, either in immunofluorescence microscopy or at the 

transcript or protein level. In contrast, the SGPL1 expression status differed in 

immunofluorescence microscopy in both 2D and 3D cell culture systems based on its 

localization. While SGPL1 was located more in the cell periphery and less near the 

nucleus in healthy kidney cells, SGPL1 was found exclusively in the immediate vicinity 

of the nucleus in nephroblastoma cells of the high-risk group. In addition, at the protein 

level, immuno-blotting revealed significantly lower SGPL1 protein expression in the two 

tumor cell lines compared to the control cell line.  

Since glycine-serine metabolism does not appear to play a primary role in the energy 

production of nephroblastoma, based on the lack of difference in GCSH expression 

status in high risk nephroblastoma cells compared to healthy kidney cells, only 

metabolites of sphingolipid metabolism were considered in the investigations of 

metastasis and proliferation behavior. A scratch assay was performed to evaluate 

proliferation behavior with the addition of sphingosine-1-phosphate (S1P) and 

dihydrosphingosine (DHS). Wound healing occurred significantly faster in the 

nephroblastoma cells of the high-risk group with the addition of both S1P and DHS. 

Extracellular enrichment with S1P and DHS caused an increase in proliferation and in 

cell mortality. Thus, these two metabolites of sphingolipid metabolism appear to be 

suitable prognostic markers for proliferation in vitro. 

In addition, the influence of sphingosine-1-phosphate on the effectiveness of 

chemotherapy was investigated. S1P led to a lower response of high-risk 

nephroblastoma cells to chemotherapy treatment with actinomycin D and vincristine, 
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thereby causing a type of drug resistance and promoting the proliferation of tumor cells. 

Due to the drug resistance triggered by S1P, this metabolite of sphingolipid metabolism 

could be suitable as a marker for the metastasis of high-risk nephroblastoma cells. 

Furthermore, NCAM was detected in the nephroblastoma cells of the high-risk group in 

vitro using immunofluorescence microscopy and immuno-blotting. 

While the key components of the glycine-serine metabolic pathway did not differ in their 

expression status compared to healthy kidney cells and therefore do not appear to be 

suitable as prognostic and/or metabolic tumor markers, the sphingolipid metabolism 

showed significantly reduced expression of the key component SGPL1 and, due to the 

metabolite S1P, increased proliferation behavior and drug resistance. It therefore seems 

worthwhile to investigate other enzymes and metabolites of sphingolipid metabolism. 

Sphingolipid metabolism should be given greater consideration in relation to 

nephroblastomas in the future. 
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8 Anhang 

8.1 Mann-Whitney-U-Test  

In-vitro Analyse der GCSH-Expression mittels RT-PCR und Western Blot 

Die Berechnung der Expressionsfaktoren erfolgte durch die Densitometrie und wurde 

auf die HEK-293-Kontrolle normalisiert, die auf 1 gesetzt wurde. 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - GCSH

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,50413659 5 1 18 18 Total Rank

1 1,291197 5 8 1,00 1,02 Median

1 0,87459316 5 2 4,00 4,00 n1, n2

1 1,17273652 5 7 8,0 U1

8,0 U2

8,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - GCSH

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,82582343 7 4 26 10 Total Rank

1 0,6711507 7 3 1,00 0,67 Median

1 0,36976364 7 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,66073114 7 2 0,0 U1

16,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XVII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - GCSH

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 2,16017713 5 8 18 18 Total Rank

1 0,99265307 5 2 1,00 1,31 Median

1 0,94719786 5 1 4,00 4,00 n1, n2

1 1,61809584 5 7 8,0 U1

8,0 U2

8,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - GCSH

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 5,15898951 4 8 14 22 Total Rank

1 1,3060453 4 6 1,00 2,22 Median

1 0,97752823 4 1 4,00 4,00 n1, n2

1 3,13016486 4 7 12,0 U1

4,0 U2

4,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

1,1547005 z

0,2482 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv all 

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,93569774 4 1 14 22 Total Rank

1 1,33365376 4 8 1,00 1,07 Median

1 1,12082528 4 7 4,00 4,00 n1, n2

1 1,02320251 4 6 12,0 U1

4,0 U2

4,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

1,1547005 z

0,2482 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv all 

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,20527091 3 7 10 26 Total Rank

1 1,56131599 3 8 1,00 1,20 Median

1 1,09856881 3 5 4,00 4,00 n1, n2

1 1,19134993 3 6 16,0 U1

0,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XIX 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv all 

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,06640782 3 6 10 26 Total Rank

1 1,20238834 3 8 1,00 1,07 Median

1 1,07010315 3 7 4,00 4,00 n1, n2

1 1,045603 3 5 16,0 U1

0,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv all 

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,15949558 3 5 9 12 Total Rank

1 1,50858503 3 6 1,00 1,16 Median

1 0,80860514 3 1 3,00 3,00 n1, n2

6,0 U1

3,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XX 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv1

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,93612656 7 2 26 10 Total Rank

1 0,96880747 7 3 1,00 0,95 Median

1 0,97466892 7 4 4,00 4,00 n1, n2

1 0,86240101 7 1 0,0 U1

16,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv1

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,03748923 5 7 18 18 Total Rank

1 1,09176585 5 8 1,00 0,99 Median

1 0,94971994 5 2 4,00 4,00 n1, n2

1 0,70175949 5 1 8,0 U1

8,0 U2

8,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv1

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,44713367 5 8 18 18 Total Rank

1 1,02823033 5 7 1,00 1,00 Median

1 0,95287974 5 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,9661615 5 2 8,0 U1

8,0 U2

8,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GCSH Tv1

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,8014553 2 6 6 15 Total Rank

1 1,18434589 2 5 1,00 1,18 Median

1 1,06665554 2 4 3,00 3,00 n1, n2

9,0 U1

0,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - DLD

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,07715703 4 6 12 9 Total Rank

1 0,92166505 4 2 1,00 0,92 Median

1 0,50403974 4 1 3,00 3,00 n1, n2

3,0 U1

6,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - DLD

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,07686106 4 6 12 9 Total Rank

1 0,9038757 4 2 1,00 0,90 Median

1 0,65209461 4 1 3,00 3,00 n1, n2

3,0 U1

6,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - DLD

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,97148413 4 2 12 9 Total Rank

1 0,9424321 4 1 1,00 0,97 Median

1 1,0017407 4 6 3,00 3,00 n1, n2

3,0 U1

6,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - DLD

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,31329132 3 4 5 5 Total Rank

1 0,85526119 3 1 1,00 1,08 Median

2,00 2,00 n1, n2

2,0 U1

2,0 U2

2,0 U

5 E(U1)

5 E(U2)

2 E(U)

1,2909944 s

2,4696974 Action(L)

7,5303026 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - GLDC

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,38017471 4 1 12 9 Total Rank

1 1,13953338 4 6 1,00 0,50 Median

1 0,50487483 4 2 3,00 3,00 n1, n2

3,0 U1

6,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GLDC

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,5191927 4 6 12 9 Total Rank

1 0,26800292 4 1 1,00 0,37 Median

1 0,36925065 4 2 3,00 3,00 n1, n2

3,0 U1

6,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - GLDC

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,60500142 2 6 6 15 Total Rank

1 1,14637836 2 5 1,00 1,15 Median

1 1,01154419 2 4 3,00 3,00 n1, n2

9,0 U1

0,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - GLDC

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 5,79468599 3 6 9 12 Total Rank

1 1,13431675 3 5 1,00 1,13 Median

1 0,05052164 3 1 3,00 3,00 n1, n2

6,0 U1

3,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT1

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,77969406 5 3 15 6 Total Rank

1 0,60577433 5 1 1,00 0,65 Median

1 0,64710352 5 2 3,00 3,00 n1, n2

0,0 U1

9,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT1

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,73561668 5 3 15 6 Total Rank

1 0,46960355 5 2 1,00 0,47 Median

1 0,46043087 5 1 3,00 3,00 n1, n2

0,0 U1

9,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT1

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,21643465 3 6 9 12 Total Rank

1 1,04228752 3 5 1,00 1,04 Median

1 0,99685491 3 1 3,00 3,00 n1, n2

6,0 U1

3,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT1

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,69109738 2 1 2 1 Total Rank

1,00 0,69 Median

1,00 1,00 n1, n2

0,0 U1

1,0 U2

0,0 U

1,5 E(U1)

1,5 E(U2)

0,5 E(U)

0,5 s

0,520018 Action(L)

2,479982 Action(U)

0,05 a

1 z

0,3173 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT2

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,94221717 5 3 15 6 Total Rank

1 0,79868687 5 1 1,00 0,88 Median

1 0,87736938 5 2 3,00 3,00 n1, n2

0,0 U1

9,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT2

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,50781463 5 2 15 6 Total Rank

1 0,48797943 5 1 1,00 0,51 Median

1 0,61833314 5 3 3,00 3,00 n1, n2

0,0 U1

9,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT2

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,0132796 3 5 9 12 Total Rank

1 1,0264559 3 6 1,00 1,01 Median

1 0,99619243 3 1 3,00 3,00 n1, n2

6,0 U1

3,0 U2

3,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

0,6546537 z

0,5127 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SHMT2

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,92602034 2 1 2 1 Total Rank

1,00 0,93 Median

1,00 1,00 n1, n2

0,0 U1

1,0 U2

0,0 U

1,5 E(U1)

1,5 E(U2)

0,5 E(U)

0,5 s

0,520018 Action(L)

2,479982 Action(U)

0,05 a

1 z

0,3173 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXX 

In-vitro Analyse der SGPL1-Expression mittels RT-PCR und Western Blot 

Die Berechnung der Expressionsfaktoren erfolgte durch die Densitometrie und wurde 

auf die HEK-293-Kontrolle normalisiert, die auf 1 gesetzt wurde. 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - SGPL1

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,30489682 7 2 26 10 Total Rank

1 0,29932131 7 1 1,00 0,38 Median

1 0,45262743 7 3 4,00 4,00 n1, n2

1 0,64887681 7 4 0,0 U1

16,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - SGPL1

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,44928856 7 2 26 10 Total Rank

1 0,6848355 7 3 1,00 0,57 Median

1 0,44567382 7 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,82156271 7 4 0,0 U1

16,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - SGPL1

HEK-293 WS11.81 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,92073798 6 8 22 14 Total Rank

1 0,60868405 6 2 1,00 0,67 Median

1 0,49936585 6 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,73615094 6 3 4,0 U1

12,0 U2

4,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

1,1547005 z

0,2482 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Western-Blot - SGPL1

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 2,05175924 6 8 22 14 Total Rank

1 0,85734513 6 3 1,00 0,74 Median

1 0,49936585 6 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,6288181 6 2 4,0 U1

12,0 U2

4,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

1,1547005 z

0,2482 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXXII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv all

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,14622071 7 11 39 39 Total Rank

1 0,90206164 7 2 1,00 1,04 Median

1 0,82744229 7 1 6,00 6,00 n1, n2

1 1,08931171 7 10 18,0 U1

1 1,36462859 7 12 18,0 U2

1 0,99821691 7 3 18,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv all

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,11524312 7 12 39 39 Total Rank

1 1,08229712 7 11 1,00 0,90 Median

1 1,04440903 7 10 6,00 6,00 n1, n2

1 0,51655495 7 1 18,0 U1

1 0,57479276 7 2 18,0 U2

1 0,75303067 7 3 18,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv all

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,22367875 5 10 27 51 Total Rank

1 1,24541245 5 12 1,00 1,18 Median

1 1,10683017 5 8 6,00 6,00 n1, n2

1 1,13094428 5 9 30,0 U1

1 1,23123421 5 11 6,0 U2

1 0,94659218 5 1 6,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

1,9215378 z

0,0547 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv all

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,53957746 4 8 20 35 Total Rank

1 1,96560079 4 10 1,00 1,54 Median

1 1,72429566 4 9 5,00 5,00 n1, n2

1 0,95538558 4 1 20,0 U1

1 1,06751078 4 7 5,0 U2

5,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

1,5666989 z

0,1172 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv1

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,06505684 4 7 20 35 Total Rank

1 1,15206784 4 9 1,00 1,11 Median

1 1,1051423 4 8 5,00 5,00 n1, n2

1 1,2095356 4 10 20,0 U1

1 0,92043703 4 1 5,0 U2

5,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

1,5666989 z

0,1172 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv1

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,16400016 6 9 30 25 Total Rank

1 1,23112051 6 10 1,00 0,80 Median

1 0,5645695 6 1 5,00 5,00 n1, n2

1 0,6540419 6 2 10,0 U1

1 0,80343381 6 3 15,0 U2

10,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

0,522233 z

0,6015 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05
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Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv1

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,07266944 4 7 20 35 Total Rank

1 1,15310659 4 9 1,00 1,14 Median

1 1,14338189 4 8 5,00 5,00 n1, n2

1 1,17293757 4 10 20,0 U1

1 0,96771591 4 1 5,0 U2

5,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

1,5666989 z

0,1172 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SGPL1 Tv1

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,34991816 3 7 10 26 Total Rank

1 1,4261433 3 8 1,00 1,22 Median

1 1,08350674 3 6 4,00 4,00 n1, n2

1 1,01372132 3 5 16,0 U1

0,0 U2

0,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

2,3094011 z

0,0209 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXXVI 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK1

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,5998212 6 3 30 25 Total Rank

1 1,20637911 6 10 1,00 0,60 Median

1 1,1400365 6 9 5,00 5,00 n1, n2

1 0 6 1 10,0 U1

1 0,54223675 6 2 15,0 U2

10,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

0,522233 z

0,6015 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK1

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,86075076 7 3 35 20 Total Rank

1 1,21783005 7 10 1,00 0,86 Median

1 0,72692072 7 1 5,00 5,00 n1, n2

1 0,80561301 7 2 5,0 U1

1 0,86120823 7 4 20,0 U2

5,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

1,5666989 z

0,1172 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXXVII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK1

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,06198954 4 10 20 35 Total Rank

1 1,06021757 4 9 1,00 1,04 Median

1 0,71930046 4 1 5,00 5,00 n1, n2

1 1,02254738 4 7 20,0 U1

1 1,04458383 4 8 5,0 U2

5,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

1,5666989 z

0,1172 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK1

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,40678066 2 6 6 15 Total Rank

1 1,35603169 2 5 1,00 1,36 Median

1 1,02339464 2 4 3,00 3,00 n1, n2

9,0 U1

0,0 U2

0,0 U

10,5 E(U1)

10,5 E(U2)

4,5 E(U)

2,2912878 s

6,0091583 Action(L)

14,990842 Action(U)

0,05 a

1,963961 z

0,0495 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXXVIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK2

HEK-293 WS1181 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,8649044 6 1 30 25 Total Rank

1 1,01632671 6 9 1,00 0,93 Median

1 0,93397839 6 3 5,00 5,00 n1, n2

1 1,14231601 6 10 10,0 U1

1 0,9038457 6 2 15,0 U2

10,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

0,522233 z

0,6015 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK2

HEK-293 17.94 2D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,12012062 6 9 30 25 Total Rank

1 1,17579173 6 10 1,00 0,75 Median

1 0 6 2 5,00 5,00 n1, n2

1 0 6 2 10,0 U1

1 0,75004106 6 3 15,0 U2

10,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

0,522233 z

0,6015 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XXXIX 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK2

HEK-293 WS1181 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,16545545 6 10 30 25 Total Rank

1 0,98534587 6 3 1,00 0,99 Median

1 0,76957906 6 1 5,00 5,00 n1, n2

1 0,8140886 6 2 10,0 U1

1 1,00571892 6 9 15,0 U2

10,0 U

27,5 E(U1)

27,5 E(U2)

12,5 E(U)

4,7871355 s

18,117387 Action(L)

36,882613 Action(U)

0,05 a

0,522233 z

0,6015 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: PCR - SPHK2

HEK-293 17.94 3D Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,48160111 5 7 18 18 Total Rank

1 1,70523903 5 8 1,00 1,15 Median

1 0,80509154 5 1 4,00 4,00 n1, n2

1 0,80952521 5 2 8,0 U1

8,0 U2

8,0 U

18 E(U1)

18 E(U2)

8 E(U)

3,4641016 s

11,210486 Action(L)

24,789514 Action(U)

0,05 a

0 z

1,0000 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XL 

Scratch-Assay mit HEK-293  

Die Berechnung des Flächeninhaltes erfolgte mithilfe von CellSens Entry und wurde auf 

die Zeitpunkt 0 h normalisiert, welcher auf 1 gesetzt wurde. 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

MeOH 0 h MeOH 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,52726532 10 3 57 21 Total Rank

1 0,52985461 10 4 1,00 0,53 Median

1 0,49860695 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,47576402 10 1 0,0 U1

1 0,79032161 10 5 36,0 U2

1 0,87170525 10 6 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

MeOH 0 h MeOH 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,23939164 10 3 57 21 Total Rank

1 0,27093691 10 4 1,00 0,26 Median

1 0,23913178 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,17773353 10 1 0,0 U1

1 0,43319193 10 5 36,0 U2

1 0,6722192 10 6 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLI 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

MeOH 0 h MeOH 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,1019768 10 1 57 21 Total Rank

1 0,25607377 10 4 1,00 0,24 Median

1 0,21639487 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,17062591 10 2 0,0 U1

1 0,30869657 10 5 36,0 U2

1 0,63495653 10 6 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

S1P 0 h S1P 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,73141255 10 2 57 21 Total Rank

1 0,88185444 10 6 1,00 0,78 Median

1 0,76401549 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,65665079 10 1 0,0 U1

1 0,82638502 10 5 36,0 U2

1 0,80310283 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

S1P 0 h S1P 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,57916984 10 4 57 21 Total Rank

1 0,65936932 10 6 1,00 0,51 Median

1 0,44433853 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,42022739 10 2 0,0 U1

1 0,58486816 10 5 36,0 U2

1 0,32115953 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

S1P 0 h S1P 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,50199115 10 4 57 21 Total Rank

1 0,65141512 10 6 1,00 0,48 Median

1 0,46528324 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,38715449 10 2 0,0 U1

1 0,53659251 10 5 36,0 U2

1 0,2841798 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DMSO 0 h DMSO 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,42282274 10 2 57 21 Total Rank

1 0,48824128 10 4 1,00 0,46 Median

1 0,40537185 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,57873405 10 6 0,0 U1

1 0,57113689 10 5 36,0 U2

1 0,43282099 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DMSO 0 h DMSO 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,17721036 10 1 57 21 Total Rank

1 0,25790724 10 4 1,00 0,24 Median

1 0,20144621 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,37395409 10 6 0,0 U1

1 0,30473099 10 5 36,0 U2

1 0,21914598 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLIV 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DMSO 0 h DMSO 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,12908951 10 1 57 21 Total Rank

1 0,19465265 10 3 1,00 0,20 Median

1 0,15319473 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,36685776 10 6 0,0 U1

1 0,23103918 10 5 36,0 U2

1 0,20726361 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DHS 0 h DHS 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,80167803 10 4 57 21 Total Rank

1 0,81118334 10 5 1,00 0,80 Median

1 0,74536036 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,61505224 10 1 0,0 U1

1 0,79762214 10 3 36,0 U2

1 0,84426478 10 6 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLV 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DHS 0 h DHS 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,684116 10 6 57 21 Total Rank

1 0,60409659 10 5 1,00 0,52 Median

1 0,42774911 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,34953037 10 1 0,0 U1

1 0,51199628 10 3 36,0 U2

1 0,52947621 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay HEK-293

DHS 0 h DHS 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,58698177 10 6 57 21 Total Rank

1 0,52589607 10 5 1,00 0,44 Median

1 0,31421618 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,31582463 10 2 0,0 U1

1 0,43200258 10 3 36,0 U2

1 0,4571439 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLVI 

Scratch-Assay mit NHDF  

Die Berechnung des Flächeninhaltes erfolgte mithilfe von CellSens Entry und wurde auf 

die Zeitpunkt 0 h normalisiert, welcher auf 1 gesetzt wurde. 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

MeOH 0 h MeOH 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,39094819 10 6 57 21 Total Rank

1 0,30581917 10 2 1,00 0,32 Median

1 0,21266268 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,33731583 10 4 0,0 U1

1 0,38157006 10 5 36,0 U2

1 0,30930794 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

MeOH 0 h MeOH 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,1416405 10 4 57 21 Total Rank

1 0,21313734 10 5 1,00 0,13 Median

1 0,11437968 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,08084085 10 1 0,0 U1

1 0,25002566 10 6 36,0 U2

1 0,09977861 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLVII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

MeOH 0 h MeOH 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,03969569 10 4 57 21 Total Rank

1 0,07395745 10 6 1,00 0,02 Median

1 0 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0 10 2 0,0 U1

1 0,06203272 10 5 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

S1P 0 h S1P 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,83421037 10 6 57 21 Total Rank

1 0,69707957 10 3 1,00 0,71 Median

1 0,6963913 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,7964036 10 5 0,0 U1

1 0,64110979 10 1 36,0 U2

1 0,72328949 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLVIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

S1P 0 h S1P 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,32917099 10 5 57 21 Total Rank

1 0,16929187 10 2 1,00 0,19 Median

1 0,19702145 10 4 6,00 6,00 n1, n2

1 0,37011613 10 6 0,0 U1

1 0,09035146 10 1 36,0 U2

1 0,1840883 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

S1P 0 h S1P 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,03979005 10 5 57 21 Total Rank

1 0 10 2 1,00 0,02 Median

1 0,0155248 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,02785541 10 4 0,0 U1

1 0 10 2 36,0 U2

1 0,05155963 10 6 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

XLIX 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DMSO 0 h DMSO 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,46432455 10 3 57 21 Total Rank

1 0,52042868 10 5 1,00 0,48 Median

1 0,26024415 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,497862 10 4 0,0 U1

1 0,62216766 10 6 36,0 U2

1 0,44331798 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DMSO 0 h DMSO 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,12224106 10 4 57 21 Total Rank

1 0,1395088 10 5 1,00 0,12 Median

1 0,05262156 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,11806781 10 3 0,0 U1

1 0,18059971 10 6 36,0 U2

1 0,08493748 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

L 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DMSO 0 h DMSO 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,04959351 10 4 57 21 Total Rank

1 0,08518107 10 5 1,00 0,02 Median

1 0 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0 10 2 0,0 U1

1 0,17499881 10 6 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DHS 0 h DHS 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,96705296 10 6 57 21 Total Rank

1 0,85550892 10 2 1,00 0,90 Median

1 0,82255511 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,92938369 10 5 0,0 U1

1 0,89627333 10 4 36,0 U2

1 0,89424754 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LI 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DHS 0 h DHS 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,69614533 10 6 57 21 Total Rank

1 0,51450181 10 4 1,00 0,50 Median

1 0,22739315 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,36361476 10 2 0,0 U1

1 0,49058936 10 3 36,0 U2

1 0,56249205 10 5 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay NHDF

DHS 0 h DHS 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,33357628 10 6 57 21 Total Rank

1 0,19598222 10 4 1,00 0,20 Median

1 0 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,21080823 10 5 0,0 U1

1 0,14505417 10 2 36,0 U2

1 0,1940245 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LII 

Scratch Assay mit WS1181 

Die Berechnung des Flächeninhaltes erfolgte mithilfe von CellSens Entry und wurde auf 

die Zeitpunkt 0 h normalisiert, welcher auf 1 gesetzt wurde. 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

MeOH 0 h MeOH 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,79246967 10 4 57 21 Total Rank

1 0,60879835 10 3 1,00 0,70 Median

1 0,87909742 10 5 6,00 6,00 n1, n2

1 0,88514732 10 6 0,0 U1

1 0,56785327 10 1 36,0 U2

1 0,57680988 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

MeOH 0 h MeOH 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,60005742 10 4 57 21 Total Rank

1 0,40981691 10 3 1,00 0,50 Median

1 0,75736162 10 5 6,00 6,00 n1, n2

1 0,83150211 10 6 0,0 U1

1 0,31809272 10 2 36,0 U2

1 0,28838762 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

MeOH 0 h MeOH 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,42675959 10 4 57 21 Total Rank

1 0,1628816 10 3 1,00 0,29 Median

1 0,64654698 10 5 6,00 6,00 n1, n2

1 0,76893791 10 6 0,0 U1

1 0,10243319 10 2 36,0 U2

1 0,08274401 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

MeOH 0 h MeOH 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,30822179 10 4 57 21 Total Rank

1 0,11471272 10 3 1,00 0,21 Median

1 0,56408565 10 5 6,00 6,00 n1, n2

1 0,73601787 10 6 0,0 U1

1 0 10 2 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LIV 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

S1P 0 h S1P 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,11183803 10 2 57 21 Total Rank

1 0,79051022 10 6 1,00 0,55 Median

1 0,58024893 10 4 6,00 6,00 n1, n2

1 0,74606552 10 5 0,0 U1

1 0,52501658 10 3 36,0 U2

1 0,07309411 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

S1P 0 h S1P 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0 10 2 57 21 Total Rank

1 0,62824745 10 5 1,00 0,22 Median

1 0,24072118 10 4 6,00 6,00 n1, n2

1 0,62922287 10 6 0,0 U1

1 0,19962809 10 3 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LV 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

S1P 0 h S1P 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0 10 2 57 21 Total Rank

1 0,48410839 10 5 1,00 0,00 Median

1 0,00825401 10 4 6,00 6,00 n1, n2

1 0,5024332 10 6 0,0 U1

1 0 10 2 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

S1P 0 h S1P 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0 10 3 57 21 Total Rank

1 0,40288823 10 5 1,00 0,00 Median

1 0 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,41686814 10 6 0,0 U1

1 0 10 3 36,0 U2

1 0 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LVI 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DMSO 0 h DMSO 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,51011737 10 2 57 21 Total Rank

1 0,65364659 10 4 1,00 0,63 Median

1 0,88601264 10 6 6,00 6,00 n1, n2

1 0,76446574 10 5 0,0 U1

1 0,60555301 10 3 36,0 U2

1 0,44229802 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DMSO 0 h DMSO 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,10729106 10 2 57 21 Total Rank

1 0,42117252 10 4 1,00 0,38 Median

1 0,7825661 10 6 6,00 6,00 n1, n2

1 0,6614693 10 5 0,0 U1

1 0,33971044 10 3 36,0 U2

1 0,07887819 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LVII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DMSO 0 h DMSO 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,01771583 10 2 57 21 Total Rank

1 0,25885753 10 4 1,00 0,24 Median

1 0,72621728 10 6 6,00 6,00 n1, n2

1 0,53591525 10 5 0,0 U1

1 0,21263273 10 3 36,0 U2

1 0 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DMSO 0 h DMSO 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0 10 2 57 21 Total Rank

1 0,16145624 10 4 1,00 0,13 Median

1 0,63131734 10 6 6,00 6,00 n1, n2

1 0,49564431 10 5 0,0 U1

1 0,09244104 10 3 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LVIII 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DHS 0 h DHS 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,49117169 10 4 57 21 Total Rank

1 0,52128411 10 5 1,00 0,46 Median

1 0,42972524 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,7398568 10 6 0,0 U1

1 0,31862375 10 2 36,0 U2

1 0,04259336 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DHS 0 h DHS 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,30186576 10 5 57 21 Total Rank

1 0,2401962 10 4 1,00 0,18 Median

1 0,12059709 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,61489997 10 6 0,0 U1

1 0 10 2 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LIX 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DHS 0 h DHS 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,12161691 10 5 57 21 Total Rank

1 0,03870625 10 4 1,00 0,02 Median

1 0 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,53699356 10 6 0,0 U1

1 0 10 2 36,0 U2

1 0 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

DHS 0 h DHS 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0 10 3 57 21 Total Rank

1 0 10 3 1,00 0,00 Median

1 0 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,46732305 10 6 0,0 U1

1 0 10 3 36,0 U2

1 0 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LX 

 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin 0 h Vincristin 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,817958353 10 4 57 21 Total Rank

1 0,952698091 10 6 1,00 0,77 Median

1 0,683011522 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,897259105 10 5 0,0 U1

1 0,721239609 10 2 36,0 U2

1 0,729216313 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin 0 h Vincristin 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,72905382 10 4 57 21 Total Rank

1 0,874475995 10 6 1,00 0,66 Median

1 0,528929089 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,772043964 10 5 0,0 U1

1 0,585749358 10 3 36,0 U2

1 0,55219419 10 2 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin 0 h Vincristin 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,590925961 10 3 57 21 Total Rank

1 0,840420217 10 6 1,00 0,59 Median

1 0,340783087 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,675623747 10 5 0,0 U1

1 0,358359868 10 2 36,0 U2

1 0,596308519 10 4 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LXI 

 

 

 

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin 0 h Vincristin 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,73456927 10 4 57 21 Total Rank

1 0,878285108 10 6 1,00 0,62 Median

1 0,377044838 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,774539735 10 5 0,0 U1

1 0,485804607 10 2 36,0 U2

1 0,496923202 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin + S1P 0 h Vincristin + S1P 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,682781261 10 2 57 21 Total Rank

1 0,91191919 10 5 1,00 0,80 Median

1 0,780182144 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,942361016 10 6 0,0 U1

1 0,815379507 10 4 36,0 U2

1 0,659680587 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin + S1P 0 h Vincristin + S1P 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,518057777 10 1 57 21 Total Rank

1 0,873617717 10 5 1,00 0,59 Median

1 0,519710083 10 2 6,00 6,00 n1, n2

1 0,899022067 10 6 0,0 U1

1 0,640492397 10 4 36,0 U2

1 0,536141871 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LXII 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin + S1P 0 h Vincristin + S1P 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,357275753 10 2 57 21 Total Rank

1 0,814512894 10 5 1,00 0,47 Median

1 0,372546424 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,873327113 10 6 0,0 U1

1 0,574795803 10 4 36,0 U2

1 0,254352599 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Vincristin + S1P 0 h Vincristin + S1P 96 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,308568049 10 2 57 21 Total Rank

1 0,81681066 10 5 1,00 0,41 Median

1 0,272565375 10 1 6,00 6,00 n1, n2

1 0,887899212 10 6 0,0 U1

1 0,492934458 10 4 36,0 U2

1 0,332828769 10 3 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LXIII 

 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Actinomycin D 0 h Actinomycin D 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,373964559 10 2 57 21 Total Rank

1 0,970709011 10 6 1,00 0,71 Median

1 0,707094052 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,836438515 10 5 0,0 U1

1 0,71354182 10 4 36,0 U2

1 0,190589752 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Actinomycin D 0 h Actinomycin D 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,749229535 8 3 45 33 Total Rank

1 1,070181096 8 12 1,00 0,76 Median

1 0,769559829 8 4 6,00 6,00 n1, n2

1 1,062254495 8 11 12,0 U1

1 0,423183499 8 2 24,0 U2

1 0,380455818 8 1 12,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

0,9607689 z

0,3367 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LXIV 

 

 

 

 

 

 

  

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Actinomycin D + S1P - 0 h Actinomycin D + S1P - 24 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,861494203 10 6 57 21 Total Rank

1 0,720227815 10 5 1,00 0,66 Median

1 0,625245368 10 3 6,00 6,00 n1, n2

1 0,691822767 10 4 0,0 U1

1 0,176116273 10 2 36,0 U2

1 0,147917548 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Actinomycin D + S1P - 0 h Actinomycin D + S1P - 48 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 0,873375275 10 6 57 21 Total Rank

1 0,696531757 10 3 1,00 0,74 Median

1 0,785236673 10 4 6,00 6,00 n1, n2

1 0,839526678 10 5 0,0 U1

1 0,312473998 10 2 36,0 U2

1 0,137821518 10 1 0,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

2,8823068 z

0,0039 p

Reject Null Hypothesis at alpha = 0,05

Mann-Whitney-U-Test: Scratch Assay WS1181

Actinomycin D + S1P - 0 h Actinomycin D + S1P - 72 h Rang 1 Rang 2 T1 T2

1 1,178433895 5 8 27 51 Total Rank

1 0,980999339 5 1 1,00 1,35 Median

1 1,490179922 5 11 6,00 6,00 n1, n2

1 1,594682419 5 12 30,0 U1

1 1,362465424 5 10 6,0 U2

1 1,337411367 5 9 6,0 U

39 E(U1)

39 E(U2)

18 E(U)

6,244998 s

26,760029 Action(L)

51,239971 Action(U)

0,05 a

1,9215378 z

0,0547 p

Cannot reject Null Hypothesis at alpha = 0,05



 

LXV 

8.2 Verzeichnis der akademischen Lehrer/-innen  

Meine akademischen Lehrenden waren in Marburg die Damen und Herren:  

Adamkiewicz, Aigner, Albers, Andrasi-Wensauer, Arndt, Baranovski, Bartsch, Bauer S., 

Bauer U., Becker K., Becker S., Bertoune, Besgen, Bette, Besgen, Bliemel, Bodgan, 

Bonaterra, Bösner, Burchert, Carl, Cetin, Czubayko, Decher, Denkert, Donner-Banzhoff, 

Eberle, Feuser, Frink, Fuest, Geisel, Geisthoff, Geks, Geraedts, Gesche, Grgic, Günther, 
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Stuck, Thieme, Timmermann, Vahdad, Visser, Vogelmeier, Vogt, Vojner, Völlger, vom 

Hofe, Vorwerk, Wagner, Weber, Weihe, Weise, Westermann, Wilhelm, Wilhelmi, 

Wrocklage, Wulf. 

 

8.3 Danksagung  

An dieser Stelle möchte ich meinen großen Dank nachstehenden Personen entgegen 

bringen, ohne deren Mithilfe die Abfertigung dieser Promotionsschrift nicht zustande 

gekommen wäre:  

Mein besonderer Dank gilt zunächst Herrn Prof. Dr. Seitz für die Betreuung dieser Arbeit, 

seine konstruktive Kritik und seine stetige Geduld mit mir. 

Zudem möchte ich mich bei Frau Dr. Adamus für die Einführung in die Tätigkeit in einem 

Labor, die Ideengebung und die hilfsbereite und wissenschaftliche Betreuung danken.  

Des Weiteren danke ich Frau Prof. Dr. Pankuweit, Frau Eckhart und Frau Hoyer-Weiß 

für das Teilen der Räumlichkeiten und Ihre Unterstützung.  

Auch möchte ich Frau Dr. Klinkhammer aus dem Institut für Medizinische Biometrie und 

Statistik der Philipps-Universität Marburg für die statistische Beratung danken.  

Abschließend möchte ich mich bei meinen Eltern, Alena und Roman Fester, meinen 

Geschwistern, Julius und Valeria, meinen Freunden und meinem Partner, Micha 

Schemann, für die immerwährende Unterstützung in jeder Lebenslage bedanken. 


