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Einleitung

1 Einleitung

Maligne Tumore stellen auch in der heutigen Zeit eine schwerwiegende Erkrankung mit
héufiger Todesfolge dar. Weltweit betrachtet ist es die zweithdufigste Todesursache nach Herz-
Kreislauf-Erkrankungen. In 57 Landern mit hohem Human-Development-Index liegen maligne
Erkrankungen bei der Letalitéitsrate auf dem vordersten Platz, was auf eine zunehmend alternde
Demographie zuriickzufiihren ist (1). Trotz dieser schwerwiegenden Entwicklung sind die
absoluten Todeszahlen iiber einen langeren Zeitraum von 1991 bis 2018 in den USA um 31 %
zurlickgegangen. Dies ldsst sich auf ein hoheres Bewusstsein der Bevolkerung gegeniiber
Risikofaktoren wie Rauchen, aber auch auf eine verbesserte Vorsorge und medizinische
Behandlung zuriickfiihren (2). Jedoch lassen sich deutliche Unterschiede in Bezug auf die Art
und Entitit der Tumorerkankung feststellen, die in Kohédrenz mit dem Therapieerfolg und der
resultierenden Lebenserwartung steht.

Neoplastische Erkrankungen des zentralen Nervensystems sowie des Gehirns sind schwer
zuginglich und koénnen nicht durch operative Eingriffe entfernt werden. Bestimmte
Mammakarzinome neigen vorzugsweise zur Metastasierung in Knochen, Leber, Lunge sowie
Gehirn  und  schrinken auf diese Weise den  Therapieerfolg und  die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Betroffenen deutlich ein (3). Ein weiteres Problem resuliert
aus dem komplexen Nebenwirkungsprofil der etablierten klassischen Zytostatika (4). Wegen
deren systemischer Zytotoxizitét erzeugen sie einen zusétzlichen Leidensdruck, der konzertiert
mit einem mangelnden Ansprechen des Tumors aufgrund multifaktorieller
Resistenzentwicklungen den Therapieerfolg verhindert (5—7). Demzufolge herrscht ein reges
Bestreben neue Therapieansitze, insbesondere fiir Neoplasien mit einer hohen Inzidenz und
Mortalitdtsrate unter den Betroffenen zu entwickeln.

Neben der klassischen Chemotherapie riickt die Immunonkologie zunehmend in den Fokus.
Schon 1863 ermittelte der Arzt Rudolf Virchow den Befund einer Tumorerkrankung mit einer
simultan erhohten Leukozytenzahl. Er stellte damit einen ersten Zusammenhang zwischen der
Entstehung und Progression von Tumoren und chronisch entziindlichen Gewebe her. Dieser
Sachverhalt konnte heutzutage anhand eines erhdhten Aufkommens von Immunzellen sowie
diverser Wachstumsfaktoren und immunologischer Botenstoffe in Tumorgeweben
nachgewiesen werden (8). Die Entwicklung aktiver Immuntherapien in Form der
Tumorvakzinierung, des adoptiven Zelltransfers und insbesondere der Immuncheckpoint-
Inhibitoren (ICI) hat in den letzten Jahren einen deutlichen Einfluss auf die onkologische

Therapie entfaltet. Wihrend sich antitumorale RNA-Vakzine noch in verschiedenen Phasen der
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Klinischen Studien befinden, wurde der Zelltransfer als CAR-T-Zelltherapie (CAR = chimérer
Antigenrezeptor) bereits erfolgreich realisiert (9,10).

Im Gegensatz zu den beiden tumorantigenbasierten Therapiestrategien richten sich die ICI nicht
ausschlieBlich gegen Tumorantigene. Die sogenannten Immuncheckpoints stellen
Regulationspunkte zur suppressiven oder stimulierenden Modulation der Immunantwort dar.
Den beiden Forschern James Allison und Tasaku Tonjo wurde fiir die Entdeckung der
Immuncheckpoints zytotoxisches T-Lymphozyten assoziiertes Protein 4 (CTLA-4 = cytotoxic
T-lymphocyte-associated protein 4) und programmiertes Zelltod Protein 1 (PD-1) als
Meilensteine der Immunonkologie im Jahr 2018 der Nobelpreis fiir Medizin verliehen (11).
Verschiedene Tumore kompromittieren iiber die Beeinflussung der beiden Immuncheckpoints
die Immunantwort und entziehen sich dieser. Der therapeutische Einsatz von ICI in Form von
Antikorpern nivelliert den suppressiven Effekt und stellt die antitumorale Immunantwort
wieder her. Allerdings wurden auch bei dieser Therapie Autoimmunitit und Resistenzen
festgestellt, weshalb die Ergriindung neuer Checkpoints stetig avisiert wird (12,13).

Deshalb ist das purinbasierte Nukleosid Adenosin zunehmend in den Fokus geriickt, da es im
Tumorgewebe aufgrund des extrazelluliren enzymatischen Metabolismus des Nukleotids
Adenosintriphosphat (ATP) durch Ektonukleotidasen (EN) entsteht und akkumuliert vorkommt
(14). In Bezug auf die Regulation des Immunsystems verhalten sich die beiden Purine als
funktionelle Antipoden. Dabei moduliert ATP proinflammatorische und Adenosin
antiinflammatorische, neoangiogenetische Effekte, die das Tumorwachstum fordern (14,15).
Des Weiteren stellt die purinerge Achse einen Verkniipfungspunkt zu den kohérenten Abldufen
der Wundheilung und Neoangiogenese zur Versorgung des Tumorgewebes dar. In diesem
Kontext werden Tumore auch als permanente nicht heilende Wunde bezeichnet, da sie
zahlreiche vaskuldre Komplikationen verursachen (14,16).

In dieser Arbeit wird die Beeinflussung der ATP / Adenosin-Balance durch Hemmung von EN
auf zelluldrer Ebene untersucht. Im Mittelpunkt steht dabei die Frage, inwieweit Heparin, als
ein etabliertes Antikoagulans in der Onkologie, durch Hemmung von EN in dieses
Gleichgewicht eingreifen und durch eine reduzierte Adenosinbildung auch immunonkologische

Wirksamkeiten entfalten kann (17,18).
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Heparin in der Onkologie

2.1.1 Hamatogene Metastasierung

Das Auftreten maligner Tumore ist bei den betroffenen Patienten oft mit einer verstdrkten
Gerinnungsaktivitit verbunden. Der enge Zusammenhang zwischen malignen Erkrankungen
und einer Hyperkoagulation wurde bereits im Jahr 1865 durch den franzdsischen Arzt Armand
Trousseau beobachtet. Seither bezeichnet man die Kombination beider Krankheitsbilder als
Trousseau-Syndrom (19,20). Mittlerweile ist die tumorassoziierte, erhohte Koagulabilidt auch
als entscheidenender Faktor der hamatogenen Metastasierung bekannt und steht diesbeziiglich
im Fokus der Forschung (21). Die Entwicklung einer tumorassoziierten Thrombose ist dabei
auf multifaktoriellen, komplexen Mechanismen begriindet, die eng mit dem Prozess der
Metastasierung einhergehen. Patienten mit bosartigen Tumorerkrankungen haben dabei ein bis
zu neunfach hoheres Risiko, thromboembolische Komplikationen zu entwickeln als gesunde
Menschen (22). Dies deutet auf ein tumoral bedingtes Ungleichgewicht innerhalb der
Hiamostase hin.

Die Hamostase beschreibt den Prozess der Blutungsstillung, welcher in eine primére, zellulédre
Blutstillung und eine sekundire, plasmatische Blutgerinnung differenziert werden kann.
Ausloser der primdren Hadmostase sind hauptsdchlich Thrombozyten, geschédigtes Endothel
sowie der freigesetzte Tissue Factor (TF). Dagegen wird die sekundédre Hdmostase durch die
unmittelbare Aktivierung l6slicher Gerinnungsfaktoren des Blutplasmas ausgeldst. Ersteres
bezeichnet man daher auch als extrinsische und Letzteres als intrinsische Aktivierung der

Blutgerinnungskaskade (23).



Theoretische Grundlagen

Intrinsischer Extrinsischer
Weg Weg

Kontaktaktivierung

v Gewebeldsion
@ @ Tumorzelle

v
o Tissue Factor

' Vila
\ Ca?

'
Fva!
can N

'

Prothrombin @—‘» Thrombin

—— Aktivierung ;
------- » enzymatische Katalyse @ .
-------------- » Freisetzung Fibrinogen Fibrin

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Blutgerinnungskaskade und die Moglichkeiten zur Aktivierung. Die Abbildung
wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

Die Metastasierung bezeichnet einen Prozess, in welchem sich Tumorzellen aus ihrem priméren
Verband l6sen und durch das Endothel sowie die extrazellulire Matrix (EZM) in Blutgefilie
gelangen (24). Dies gelingt ihnen durch Umwandlung in einen mesenchymalen Phéinotyp,
welcher iiber eine hohere Motilitdt und Invasivitdt verfiigt. Dieser Prozess wird auch als
Epithelial-mensenchymale Transition (EMT) bezeichnet. Es folgt die Verteilung der
Tumorzellen iiber das Blut, bis zu einer Lokalisierung, an welcher giinstige Bedingungen zum
Verlassen des Gefdllsystems vorherrschen. In dieser sogenannten primetastatischen Nische
findet eine Adhision am Endothel und eine Extravasation ins Gewebe statt. Die Proliferation
bewirkt die Entstehung eines Sekundéartumors (25). Der erfolgreiche Abschluss des Prozesses
héngt dabei von der jeweiligen Tumorentitét ab (26).

Metastasierungen sind multifaktoriell bedingt und werden unter anderem mit der Expression
und Sekretion von TF in Zusammenhang gebracht, welcher auch als Gewebefaktor und
Gewebethromboplastin bekannt ist. Hierbei handelt es sich um ein Protein, welches
hauptséchlich intrazellulir vorkommt und als Kofaktor des Gerinnungsfaktors VII/VIla
(FVII/FVIIa) extrinsisch, prokoagulativ in die Gerinnungskaskade eingreift (27,28). In diversen
humanen Tumorgeweben wie Mammakarzinomen, Glioblastomen sowie kolorektalen
Karzinomen ist TF stark {iberexprimiert und fordert {iber multiple Signalwege neben der

tumorassoziierten Thrombenbildung zusétzlich deren Wachstum und Metastasierung (28-31).



Theoretische Grundlagen

Hierfiir ist ein Synergismus aus den beteiligten Tumorzellen, Endothel, Thrombozyten und
Immunzellen notwendig, die sich aufgrund sezernierter Wachstumsfaktoren und Zytokine
wechselseitig beeinflussen und Effekte verstirken konnen. Dieses Zusammenspiel ermoglicht
es der Tumorzelle, den intravaskuldren Transport zu iiberleben. Der Proteinkomplex aus
TF/FVIla/FXa erzeugt Thrombin, das zur Plattchenaktivierung, Fibrinbildung aus Fibrinogen
sowie einer Verklumpung beider Komponenten fiihrt. Diese Agglomerate aus aktivierten
Thrombozyten und Fibrin schirmen die Tumorzelle vor intravaskulidren Scherkréften ab und
hindern natiirliche Killerzellen (NKZ) an der Ausiibung ihrer antitumoralen Funktion (32,33).
Additiv werden Monozyten und Makrophagen iiber Zytokine, wie den durch Endothelzellen
ausgeschiitteten CC-Chemokin Liganden 5 (CCLS) zur Stirkung des Agglomerats rekrutiert
(34). Die Kommunikation mit anderen Zelltypen des Blutes ist daher zur Ausbildung der
primetastatischen Nische, fiir das Uberleben der Tumorzelle und der folgenden Extravasation
unerlisslich.

Durch TF und Thrombin aktivierte Thrombozyten weisen mehrere Arten von Granula auf, aus
denen sie verschiedene Signalmolekiile freisetzen. Dichte Granula enthalten unter anderem die
Nukleotide Adenosindiphosphat (ADP) und ATP. Die o-Granula enthalten neben
Adhésionsmolekiilen, Wachstumsfaktoren und Gerinnungsfaktoren auch Chemokine und
Zytokine, die mafigeblichen Einfluss auf die Tumorzellen, Endothelzellen und Leukozyten
ausiiben. Unter den Wachstumsfaktoren vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
und Platelet-derived Growth Factor (PDGF) befindet sich auch die Zytokinfamilie des
Transforming Growth Factor f(TGF-B1-3) (35,36). TGF-B1 ermdglicht als Induktor der EMT
den Tumorzellen die Intravasation ins Blutgefal3 (37,38), wobei TGF-f3 neben der Freisetzung
aus den a-Granula der Thrombozyten auch intrinsisch aus der Tumorzelle hierfiir sezerniert
werden kann (39). Zusétzlich wird TGF-B1 auch mit dem Auftreten von Thromboembolien und
der Immunsuppression assoziiert (40,41). Aktivierte Thrombozyten konnen somit iiber
Chemokine sowie Zytokine sowohl das Endothel als auch Monozyten, Makrophagen und vor
allem Neutrophile Granulozyten in ihrer Aktivitét beeinflussen (35). Es wird daher ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem Ablauf inflammatorischer Prozesse durch Zellen des
angeborenen Immunsystems und der unmittelbaren Tumorumgebung beschrieben. Monozyten
werden durch Chemotaxis zur Inflammation oder Gewebsldsion gerufen und differenzieren dort
zu Makrophagen. Diese wiederum tragen neben ihrer immunologischen Funktion ebenso zur
Regeneration des Gewebes bei und akkumulieren daher aufgrund entziindlicher Prozesse und
Gewebeschiadigungen im Umfeld des Tumors (42). Normalerweise verfligen Makrophagen

iiber die Féhigkeit zur Antigenpridsentation gegeniiber NK-Zellen und T-Lymphozyten,
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Sekretion proinflammatorischer Zytokine zur Stimulation Selbiger und die Eigenschaft zur
Phagozytose. Folglich miissten Makrophagen das Tumorwachstum und die Intravasation
disseminierter Tumorzellen verhindern. Stattdessen wirken diese tumorassoziierten
Makrophagen (TAM) immunsuppressiv und prometastatisch (43—45). Dieser Subtyp wird unter
Beteiligung von Zytokinen wie TGF-B1 ausgebildet und zeichnet sich durch
wachstumsfordernde Eigenschaften gegeniiber Tumorgewebe und immunsuppressive
Eigenschaften gegeniiber T-Lymphozyten aus. Neutrophile Granulozyten werden per
Chemotaxis durch tumorzellaktivierte Thrombozyten oder Gewebslisionen attrahiert. Uber
zahlreiche Adhdsionsmolekiile binden und aggregieren sie mit den aktivierten Thrombozyten
und schirmen die metastasierende Tumorzelle so gegen dulere Einfliisse ab.

Allgemein wird angenommen, dass Leukozyten des angeborenen Immunsystems lokal
erheblich an der Bildung von tumorassoziierten Thrombosen beteiligt sind (46,47). Hierbei
desintegrieren Neutrophile durch Bildung sogenannter neutrophiler extrazelluldrer Traps
(NET), die als extrazelluldres DNA-Netzwerk vielfdltige Pathogene enzymatisch deaktivieren
(48). Die NETose kann jedoch auch durch tumorzellaktivierte Thrombozyten ausgelost werden
und somit die Bildung von Thromben férdern. Monozyten sezernieren den prokoagulativen TF
und TAM fordern die Angiogenese und Wachstum mittels VEGF (49,50).

Somit tragen die Zellen des angeborenen Immunsystems zur Angiogenese und dem
Tumorwachstum bei (42). Die zur Kommunikation, Aktivierung, oder Stimulation benétigten
Chemokine und Zytokine der beteiligten Interaktionspartner tragen ebenfalls enorm zur
hédmatogenen Metastasierung und Bildung tumorassoziierter Thrombosen bei (51). Auf Basis
der genannten Aspekte ist eine antithrombotische Prophylaxe und akute Behandlung ein

wesentlicher Bestandteil der Onkologie, insbesondere bei bestimmten Risikopatientengruppen.

2.1.2 Heparine und ihre Struktur und Funktion

Die Heparine stellen als polysulfatierte Glykosaminoglykane eine Untergruppe der natiirlich
vorliegenden Polysaccharide dar. Im Jahr 1916 wurden die thromboplastischen Eigenschaften
der von Jay McLean als ,,Cephalin“ bezeichneten Substanzgruppe entdeckt, die kurze Zeit
spéter durch William Henry Howell 1918 in Heparin umbenannt wurde (52—54). Auch {iiber
100 Jahre nach ihrer Erstbeschreibung wird Heparin fiir die therapeutische Anwendung heute
noch aus der Mucosa des Schweinedarms aus den dortigen Mastzellen isoliert, aufgereinigt und
gegebenenfalls durch chemische oder enzymatische Spaltung weiterverarbeitet (55). Aufgrund
der Tatsache, dass es sich nach der Isolation und Aufreinigung um ein Gemisch mit heterogenen

Kettenldngen handelt, werden sie anhand ihrer mittleren Molekiilmasse differenziert.
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Natiirlich vorliegendes Heparin weist eine Molekiilmasse von 5000 —-35000 Da auf,
wohingegen sich Heparin zur pharmazeutischen Anwendung im Bereich von
12000 — 16000 Da bewegt (56,57). Neben diesem unfraktionierten Heparin (UFH) mit hoher
mittlerer Molekiilmasse und Varianz der Kettenlinge werden die durch enzymatische oder
chemische Kettenspaltung modifizierten niedermolekulare Heparine (NMH = LMWH) mit
kleinerer mittlerer Molekiilmasse medizinisch eingesetzt (58).

Der strukturelle Aufbau der Heparine besteht aus linearen, unverzweigten Ketten, die sich aus
repetitiven Disaccharideinheiten in ihrer Pyranoseform zusammensetzen. Je eine Einheit
besteht aus D-Glucosamin (D-GIcN), das iiber eine a-1,4-glykosidische Bindung alternierend
an eine der beiden Uronsduren D-Glucuronsdure (D-GlcA) oder L-Iduronsdure (L-IdoA)
geknlipft ist. Beide Uronséuren sind wiederum o.-1,4 oder -1,4-glykosidisch an D-Glucosamin
gebunden. L-Iduronsdure stellt dabei ein Epimer der D-Glucuronsdure dar (59). Strukturelle
Modifikationen sind an multiplen Positionen innerhalb der Monomere mdglich. Das
Stickstoffatom des D-Glucosamins kann sowohl durch Acetylierung als auch Sulfatierung
verdndert werden. Des Weiteren kdnnen die Hydroxygruppen an Kohlenstoffatom 2 (C2) der
Uronséduren oder C3 und C6 des D-Glucosamins durch Sulfatierung modifiziert werden (60).
Aufgrund der multiplen freien Carboxyl- und vor allem Schwefelsdureesterfunktionen in der
Molekiilkette besitzen Heparine in einem physiologischen pH-Milieu eine hohe negative
Ladungsdichte und durch die glykosidischen Bindungen eine flexible Konformation. Im
Vergleich zum strukturell verwandten natiirlichen Biomakromolekiil Heparansulfat ist das D-
Glucosamin der Heparine nicht acetyliert. Auch weisen Heparine ein héheres Vorkommen an
L-Iduronsdure sowie einen deutlich erhdhten Sulfatierungsgrad auf (61,62). Abbildung 2

enthélt eine Darstellung tiber die Struktur und Aufbau des Heparins.
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Abbildung 2: Im oberen Teil sind die jeweiligen Disaccharide aus Heparansulfat (A) und Heparin (B) dargestellt. Der untere
Teil ist eine Darstellung des Pharmakophors in Form der antithrombinbindenen Pentasaccharidsequenz aus den Heparinen

(C), welche in ca. einem Drittel aller Heparinketten vorhanden ist. Modifiziert nach (63)

Unfraktioniertes Heparin zeichnet sich durch die grote Varianz bezogen auf die Kettenldnge
aus und stellt mit einer mittleren Molekiilmasse von 15.000 Da den schwersten Vertreter aus
der Klasse der Heparine dar. Aufgrund seines starken anionischen Charakters bindet es mit
einer hohen Affinitit zu Proteinen mit hohem Aminanteil, wie beispielsweise Zytokine und
verursacht eine Vielzahl an Interaktionen (64). Eine besonders hohe Affinitdt besteht zum
ubiquitdren, proteinischen Serinprotease-Inhibitor Antithrombin III (AT II). Dessen
physiologische Funktion besteht in der Gerinnungshemmung durch Inhibition iiber eine
Komplexierung der aktivierten Serinproteasen Xlla, Xla, Xa, VIla und insbesondere Ila
(Thrombin). Heparin {ibt seine Funktion als Antikoagulans daher indirekt iiber die Bindung und
Modulation der Protease Antithrombin III aus. Es vermag liber die Komplexbildung mit AT III
dessen enzymatische Aktivitit um den Faktor 700 zu steigern (65).

Aus UFH wird durch chemische oder enzymatische Spaltung sowie einer Abfolge aus
Fraktionierung und Aufreinigung LMWH gewonnen. Zu dieser Klasse der niedermolekularen
Heparine gehdren beispielsweise Tinzaparin, Dalteparin und Enoxaparin, deren mittleres
Molekulargewicht in einem Bereich zwischen 3500 und 6500 Da liegt (52,66). Ein weiteres
Kriterium zur Definition als LMWH ist, dass ein > 60 % Anteil der durch Depolymerisation
produzierten Ketten ein Molekulargewicht < 8000 Da aufweist. Zusitzlich werden die LMWH
iiber den Quotienten aus ihrer Anti-Faktor-Xa-Aktivitit zur Antifaktor-Ila-Aktivitat
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pharmakologisch definiert, der > 1,5 betragen muss (67). Hierbei stellt Tinzaparin mit einem
mittleren Molekulargewicht von 6500 Da einen ldngerkettigen Vertreter der LMWH dar. Die
Herstellung erfolgt aus einer enzymkatalysierten Depolymerisation durch die Heparinase in
Form einer B-Eliminierung der Molekiilketten des unfraktionierten Heparins. Eine indirekte
Hemmung der Gerinnungskaskade wird {iber AT III und die Gerinnungsfaktoren Xa und Ila
erzielt, wobei die Inhibition von Faktor Xa gegeniiber Ila im Verhéltnis 1,5-2,5 iiberwiegt
(68,69). Auf die Kettenlédnge bezogen ist Dalteparin mit einem mittleren Molekulargewicht von
6000 Da zwischen dem groBeren Tinzaparin und dem kleineren Enoxaparin angesiedelt. Die
Herstellung erfolgt anhand einer chemischen Spaltung durch Desaminierung mit Salpetriger
Séure (70). Ahnlich dem Tinzaparin ist die antikoagulatorische Aktivitit des Dalteparins an die
Kettenldnge bzw. das Molekulargewicht gekoppelt und wird indirekt iiber AT III vermittelt.
Dessen Aktivitit bezogen auf Faktor [la nimmt mit abnehmendem Molekulargewicht ebenfalls
ab, steigert somit die Pravalenz zur Inhibition von Faktor Xa, im Verhéltnis von 2,5 zu dessen
Gunsten (63,71). Enoxaparin hat eine mittlere Molekiilmasse von 4500 Da und gehort daher zu
den kurzkettigen Varianten innerhalb der LMWH. Es wird mittels Fraktionierung und
basenkatalysierter Spaltung durch B-Eliminierung der Heparin-Benzylester erzeugt. Ahnlich
der enzymatischen [-Eliminierung des Tinzaparins sind Anfang und Ende der
Polysaccharidstruktur des Enoxaparins dabei am nicht-reduzierenden Ende durch eine
ungesittigte 2-O-Sulfo-4,5-enpyranosuronsédure sowie am reduzierenden Ende durch ein 2-N,6-
O-Disulfo-D-glucosamin definiert (69,72). Der gerinnungshemmende Effekt wird ebenso wie
bei zuvor genannten Vertretern indirekt iiber AT III erzielt, wobei durch das kleinere mittlere
Molekulargewicht die Privalenz fiir Faktor Xa im Verhéltnis von 3,6 iiberwiegt (66,73,74).

Durch chemische Modifikation kann das antikoagulatorische Potenzial der Heparine
herabgesetzt werden, ohne dessen Polysaccharidgrundgeriist grundlegend zu verdndern. Dies
ist bei der Betrachtung von weiteren potenziellen Effekten der Heparine auf Basis der
Interaktion mit Proteinen als multi-target drug von Relevanz. Mit Hilfe des Oxidationsmittels
Periodat wird eine oxidative Spaltung der Pyranosestruktur katalysiert, um die Ringdffnung
einer Uronsaiire zu erzielen. Die beiden erzeugten endstidndigen Aldehydfunktionen werden
durch Aufarbeitung mittels Borhydrid zu primédren Hydroxygruppen reduziert, ohne dass das
Sulfatierungsmuster der Saccharidstruktur verdndert wird. Auf diese Weise durch
Glykolspaltung hergestellte Heparinderivate werden als reduzierte Oxyheparine (RO-Heparin)
bezeichnet (75). Eine weitere Option stellt die Substitution der Schwefelsdureester an den
Hydroxylgruppen der C2-, C3-, C6-Atome der Pyranosen sowie des Amins dar. Hierzu wird

mittels Substitution bzw. Desulfatierung der Hydroxygruppen der Pyranosen an den Atomen
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C2, C3, C6 oder der Aminogruppe des D-GIcN bzw. D-GIcA und L-IdoA eine selektive
Veranderung des Sulfatierungsmusters erzielt (76,77). Dies tridgt maf3geblich zur Reduktion der
antikoagulatorischen Eigenschaften der Heparine bei (78).

Additiv zu den bereits genannten Heparinen sei deren vollsynthetischer Abkommling
Fondaparinux erwéhnt, dessen Struktur das Pharmakophor der Heparinketten zur Bindung an
AT TII reprisentiert. Das a-Methyl-Pentasaccharid verfiigt gegeniiber den Heparinen
natiirlichen Ursprungs als Syntheseprodukt alleinig iiber eine klar definierte Struktur, was mit
1728 Da ebenfalls auf die Molekiilmasse zutrifft (79). Fondaparinux ist aus drei Bausteinen des
D-Glucosamin mit hoher Sulfatierung sowie D-Glucuronsdure und L-Iduronsiure aufgebaut
(80). Aufgrund der kurzen Molekiilkette handelt es sich bei Fondaparinux um einen indirekten,
selektiven Faktor Xa-Inhibitor, der im Gegensatz zu den Heparinen Thrombin tiber AT III nicht

zu hemmen vermag (81).
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Abbildung 3: Strukturformel des synthetischen Pentasaccharids Fondaparinux. Dessen Struktur ist dabei bis auf die a-
Methylierung am reduzierenden Ende des disulfatierten D-Glucosamins analog zur Pentasaccharidsequenz der Heparine,

deren Komplexbildung mit AT 1l synergetisch in die Gerinnungskaskade eingreif.

2.1.3 Einordnung des Heparins als Antikoagulans

Die Wirkstoffgruppe der Antikoagulantien bezeichnet eine Gruppe heterogener Substanzen, die
in Wechselwirkung vor allem mit den Gerinnungsfaktoren des Blutes stehen. Durch die
Antikoagulantien wird auf direktem oder indirektem Wege in die Gerinnungskaskade der
Hiamostase eingegriffen, indem diverse Gerinnungsfaktoren inhibiert oder der essentielle
Vitamin-K-Spiegel abgesenkt werden (82).

Mechanistisch  sind die beiden Gruppen der Antikoagulantien von den
Thrombozytenaggregationshemmern (TAH), wie Acetylsalicylsdure, Clopidogrel, Prasugrel
und Ticagrelor zu differenzieren, die sich zwar nicht in Bezug auf die therapeutische
Zielsetzung, aber ihrem Wirkmechanismus und Target unterscheiden. Wéahrend Erstere ihre
Wirkung iiber die Intervention in die Kaskade 16slicher Gerinnungsfaktoren entfalten, hemmen
Letztere die Fahigkeit der Thrombozyten zu verklumpen (83,84). Folglich erschlief8t sich ein
breites Indikationsgebiet fiir Herz-Kreislauf-Erkrankungen, welche sich durch eine erhohte

Gerinnungsneigung, auch Hyperkoagulabilitdt genannt, gekennzeichnet sind. Therapeutische

10
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und prophylaktische Anwendungszwecke stellen dabei sowohl akute thromboembolische
Ereignisse wie tiefe Venenthrombosen (TVT) als auch sekundidre Myokardinfarkt-,
Schlaganfallprophylaxe sowie postoperativer Thromboseprophylaxe dar (85-88).

Eine weitere Differenzierung der Antikoagulantien wird einerseits anhand deren direkter
Interaktion mit den Gerinnungsfaktoren und andererseits des indirekten, kofaktorabhingigen
Wirkmechanismus vorgenommen. Eine direkte Hemmung des Thrombins wird unter anderem
mit Hilfe des natiirlichen Polypeptids Hirudin und seines synthetischen Derivats Bivalirudin
erzielt. Die intravendse Therapie erfolgt bei Gefahr einer Heparin-induzierten
Thrombozytopenie Typ II (HIT-II) (89). Zur Klasse der direkten oral wirksamen
Antikoagulantien (DOAK) werden sowohl der direkte Thrombininhibitor Dabigatran als auch
die direkten Faktor Xa-Inhibitoren Apixaban, Edoxaban und Rivaroxaban gezihlt. Alle DOAK
inhibieren den jeweiligen Gerinnungsfaktor direkt am aktiven Zentrum (90-92).

Zur Klasse der indirekten Antikoagulantien, die ihre Wirkung auf die Gerinnungskaskasde {iber
einen Kofaktor entfalten, gehoren die bereits genannten Heparine UFH, Tinzaparin, Dalteparin
und Enoxaparin sowie das synthetische Derivat Fondaparinux. Heparine und Fondaparinux
werden subkutan injiziert und erzielen liber die Wirkverstairkung von Antithrombin III die
Inhibition der Gerinnungsfaktoren Thrombin bzw. Faktor Xa. Die allosterische Bindung und
darauffolgende Komplexbildung mit AT III bewirken eine Konformationsidnderung der
Serinprotease, die deren Aktivitit um ein Vielfaches steigert (83).

Des Weiteren sind die peroral gegebenen VKA den indirekten Antikoagulantien zuzuordnen.
Die beiden 4-Hydroxycumarine Phenprocoumon und Warfarin hemmen die Vitamin-K-
Epoxidreduktase kompetitiv, die das oxidierte Vitamin-K-Epoxid reduziert. Das Enzym steht
am Beginn einer zweistufigen Enzymkaskade, die durch Reduktion das Epoxid in sein
biologisch aktives Derivat Vitamin-K-Hydrochinon umwandelt. Dieses wiederum ermoglicht
als Kofaktor des Enzyms y-Glutamylcarboxylase die Bioaktivierung der Gerinnungsfaktoren

Thrombin (IT), VII, IX und X (82,93).

2.1.4 Heparin zur Prophylaxe venoser Thromboembolien

Wie auch in 2.1.1 aufgefiihrt, besitzen Patienten mit bdsartigen Tumorerkrankungen ein bis zu
neunfach hoheres Risiko, thromboembolische Komplikationen zu entwickeln, als Gesunde
(22). In den meisten Féllen handelt es sich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit um eine venose
Thromboembolie (VTE), die sich am hdufigsten in Form einer tiefen Venenthrombose (TVT)
oder Lungenembolie duBert (94,95). Die Entstehungsmechanismen sind individuell und werden

in tumor-, patienten- und therapiebezogene Kategorien eingeteilt. Patientenbezogene Faktoren
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sind unter anderem Alter, Fettleibigkeit und Thrombozytenzahl. Insbesondere durch
antitumorale Therapien wie Zytostatika, aber auch durch hormonelle Behandlungen oder
Wachstumsfaktoren steigt das Risiko fiir Thrombosen an. Zusétzlich wirken sich Art des
Tumors, sowie dessen Entitdt und Stadium auf das Thromboserisiko aus (96—99). Rund 15 %
aller Tumorpatienten entwickelt eine VTE, die die 1-Jahres-Uberlebensrate auf ungefihr ein
Drittel im Vergleich zur Uberlebensrate der VTE-freien Patienten reduziert. Gleichzeitig sind
20 % aller VTE auf tumorassoziierte Thrombosen zuriickzufiihren. Aufgrund dessen tragen
VTE-Komplikationen in hohem Maf3e zur Krebsmortalitét bei, sodass VTE als zweithdufigste
Todesursache bei diesen Patienten gilt (100,101).

Folglich ist eine antithrombotische Prophylaxe oder akute Behandlung ein wesentlicher
Bestandteil der klinischen Onkologie, insbesondere bei bestimmten Risikopatientengruppen.
Bereits ab 1966 konnte gezeigt werden, dass die prophylaktische Gabe von Heparin das
Auftreten vor allem von postoperativen Lungenembolien stark reduziert (17,102). Im Zuge
dessen wurde niedrig dosiertes UFH in Kombination mit VKA in Therapiestrategien
implementiert und stetig auch in Bezug auf tumorassoziierte Thrombosen weiterentwickelt
(103-106). Mittlerweile werden LMWH und Fondaparinux besonders ambulant zunehmend als
Erstempfehlung auf Kosten von UFH angewendet. Dies kann auf einige Faktoren zurtickgefiihrt
werden. Auschlaggebend fir LMWH sind die hohere Halbwertszeit und eine hdhere
therapeutische Breite. Daraus folgt ein geringeres Nebenwirkungsprofil bezogen auf Blutungen
und HIT sowie der Vorteil, dass aufgrund der stabileren Pharmakodynamik der LMWH keine
Notwendigkeit besteht den Koagulationsstatus zu iberwachen. Aus der langeren Halbwertszeit
folgt eine seltenere Applikation der LMWH und folglich eine hohere Adhdrenz der Patienten.
Zusétzlich tragen LMWH aufgrund ihrer erhdhten Faktor Xa-Inhbition im Vergleich zu Faktor
ITa in geringerem Maf3e zur Thrombingenerierung bei und inhibieren die Plattchenaktivierung
(107-109).

In der CLOT-Studie von 2003 wurde ermittelt, dass das LMWH Dalteparin in der
Langzeittherapie therapeutische Vorteile gegeniiber VKA bei gleichem Blutungsrisiko besitzt
(110). Ebenfalls werden VKA zunehmend durch DOAK ersetzt (111). Die Internationale
Initiative gegen Thrombose und Krebs (ITAC) sowie die Européische Sozietit fliir Medizinische
Onkologie (ESMO) weisen LMWH und Fondaparinux als Mittel der Wahl und Erstempfehlung
in ithren Behandlungsrichtlinien bei kurz- und langfristiger Behandlung von tumorassozierten
VTE aus (112,113).

Obwohl der klinische Einsatz von Heparin und insbesondere der LMWH iiber Jahrzehnte

etabliert ist, blieb offen, ob die Heparinbehandlung iiber die Antikoagulation hinaus weitere
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antitumorale Eigenschaften hat. Zwar zeigte die CLOT-Studie keine Differenz der
Uberlebensrate der Tumorpatienten unter Behandlung mit Dalteparin und VKA, allerdings
erhohte die Gabe von Dalteparin die Uberlebensrate der Patienten ohne bekannte Metastasen
signifikant (110). Die folgende randomisierte Kontrollstudie (RCT) Fragmin Advanced
Malignancy Outcome Study (FAMOUS) untersuchte die Korrelation einer tiglichen Dalteparin-
Intervention auf die Uberlebensrate der Patienten unterschiedlicher Tumorstadien und -
entitditen. Die Dalteparin-Therapie zeigte ebenfalls kein verbessertes Resultat fiir die
Gesamtheit aller Patienten. Dennoch wies die Population mit guter Prognose abermals eine
signifikant hohere Uberlebensrate der Patienten mit guter Prognose auf (114). Spitere RCT wie
FRAGMATIC aus dem Jahr 2016, sowie RASTEN aus 2018, welche die zusétzliche Gabe von
Dalteparin bzw. Enoxaparin einer an Lungenkrebs erkrankten Patientenpopulation analysierten,
zeigten weder einen Vorteil beziiglich des Gesamtiiberlebens der Patienten noch gegeniiber der
Ausbildung von Metastasen (115,116). Erst die PaCT-Studie aus 2021 konnte an die These des
Uberlebensvorteils unter antikoagulative Behandlung aus der CLOT und FAMOUS-Studie
ankniipfen. Karamouzis et al. erbrachten den Nachweis, dass die Gabe von Tinzaparin das
progressionsfreie Uberleben der Patienten mit fortgeschrittenem Pankreaskarzinom signifikant
erhoht (117). In den letzten beiden Jahrzehnten gab es daher ein erhebliches Interesse an der
préklinischen Forschung zur Identifizierung potenzieller antimetastatischer Effekte von

LMWH, um die Entwicklung und Progression von Malignomen zu beeintrichtigen.

2.1.5 Antimetastatische Effekte des Heparins

Bei der Suche nach potentiellen Angriffspunkten von Heparin und LMWH fiir eine Hemmung
der Tumormetastasierung wurde primdr auf Adhésionsrezeptoren aus der Selektin- und
Integrinfamilie fokussiert. Zu Ersteren zéhlen die Adhisionsmolekiile P-, L- und E-Selektin,
welche als wichtige Kontaktbildner zwischen Tumorzellen, Endothel, Thrombozyten und
Leukozyten dienen (118). P-Selektin befindet sich hauptsdchlich in Vesikeln, wie den
sogenannten Weibel-Palade-Korperchen (WPK) des Endothels sowie den a-Granula der
Thrombozyten, und wird nach Aktivierung an der Oberfliche prisentiert. Uber P-Selektin
konnen Tumorzellen Thrombozyten zur Bildung von Heteroaggregaten immobilisieren um
einen Schutzmantel ausbilden, der den himodynamischen Scherstress reduziert (35,119,120).
Physiologisch ist P-Selektin auch an inflammatorischen Prozessen iiber die Rekrutierung der
Leukozyten beteiligt (35). Nach der Endothelaktivierung leitet P-Selektin das ,,Rollen* der
Leukozyten iiber Adhdsionsmolekiile bis hin zum Arrest und der Leukodiapedese am

Entziindungsherd ein (121). Dabei konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass durch
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Heparin-Gabe sowohl das P-Selektin induzierte Rollen der Leukozyten als auch die Ausbildung
von Metastasen in Méusen reduziert wurde (122,123). L-Selektin kommt ubiquitir auf
Leukozyten vor und ermdglicht das Rollen der Leukozyten am aktivierten Endothel (119). Es
konnte gezeigt werden, dass UFH und LMWH eine hohe Bindungsaffinitit gegeniiber P- und
L-Selektin aufweisen (124). Borsig et al. zeigten in einer in-vivo-Studie, dass die konzertierte
Blockade von murinem L- und P-Selektin durch Heparin Metastasen erheblich reduziert (125).
Einen Einfluss auf das primér durch Endothelzellen exprimierte E-Selektin hat die Behandlung
mit Heparinen nicht (126).

Beziiglich der Integrine sticht das leukozytére very-late antigen 4 (VLA-4) hervor, das auch
durch Tumorzellen exprimiert werden kann (127). Dieses bindet das vaskuldre
Zelladhdsionsmolekiil 1 (VCAM-1), das als Immunglobulin klassifiziert und hauptsédchlich
durch Endothelzellen nach Stimulation inflammatorischer Zytokine exprimiert wird. Die
tumorseitige Expression des VLA-4 ermdglicht diesen die Anhaftung an Endothelzellen, um
die Transmigration und Extravasation einzuleiten (128). In Versuchen konnte gezeigt werden,
dass UFH und Enoxaparin die Bindung der B16F10 Melanomzellen an immobilisiertes VCAM-
1 verhindert (129). Weitere Untersuchungen bestétigten, dass die beiden LMWH Tinzaparin
und Enoxaparin die Interaktion der beiden Integrine mafigeblich durch die Blockade von VLA-
4 inhibieren (130,131).

Wie bereits in Kapitel 2.1.1 ausgefiihrt, ist die TF-Expression in verschiedenen Tumorgeweben
stark erhoht (29—-31). Heparine induzieren bei Kontakt zu den Endothelzellen die Liberation des
sogenannten tissue-factor-pathway-inhibitor (TFPI), der sich inhibitorisch auf die
Gerinnungskaskade tiber die Faktoren VIla und Xa auswirkt (132,133). In diesem Kontext
wurde Enoxaparin mit einem modifizierten, nicht antikoagulativen LMWH verglichen. Beide
LMWH erreichten eine Freisetzung von TFPI, sodass sie sich in Bezug auf die Reduktion der
Anzahl an Lungenmetastasen nicht unterschieden (134).

Als weiterer Ansatzpunkt dient das Enzym Heparanase (HPSE), dessen im Zusammenhang mit
malignen Erkrankungen gesteigerte Expression mit einer schlechten Prognose und
Voranschreiten des Tumors assoziiert ist (135). In ihrer enzymatischen Funktion als
Endoglykosidase katalysiert die HPSE die Spaltung der Heparansulfate (HS). Diese sind ein
wesentlicher Bestandteil der EZM und besitzen aufgrund ihres polyanionischen Charakters
zahlreiche Moglichkeiten an basische Aminosduren der Plasmaproteine zu binden. Die
Glykosaminoglykane sind in hohem MaBle an Proteine gebunden und bilden mit diesen
aufgrund einer besonders starken Glykosylierung die Klasse der Proteoglykane. Auf diese

Weise stellen die Heparansulfat-Proteoglykane (HSPG) ein Depot fiir zahlreiche
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Wachstumsfaktoren und Zytokine dar und schiitzen diese vor der Proteolyse und
Denaturierung. Durch den HPSE-induzierten Abbau der HSPG werden diese aus der EZM
freigesetzt (136,137). Uber die Liberation der Wachstumsfaktoren VEGF und PDGF induziert
die Aktivitit der HPSE auf direktem und indirektem Wege die Angiogenese und erleichtert die
Extravasation des Tumors (138). Additiv trdgt HPSE ebenfalls {iber nicht-enzymatische
Aktivitdt durch Transkription von TF, der Matrix-Metalloproteasen (MMP) und
proangionetischer, prometastatischer, proinflammatorischer, Wachstumsfaktoren und
Zytokinen wie VEGF, TGF-B1 und Tumornekrosefaktor a (TNF-a), IL-8 und IL-10 zur
Metastasierung bei (139-142).

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit von UFH und LMWH zu HS besitzen diese eine hohe
Affinitdit zur HPSE. Da Heparine im Gegensatz zum Substrat HS nicht durch die HPSE
umgesetzt werden konnen, eignen sie sich als potente Inhibitoren. In einer Studie an MDA-
MB-231 Zellen wurde gezeigt, dass das Vorkommen der HPSE durch die Behandlung mit UFH
reduziert wird (143). Darauf abzielend, die antithrombotische Wirkung der LMWH von
anderen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW) wie Blutungen gezielt zu trennen,
wurden per chemischer Modifikation nicht gerinnungshemmende Heparinderivate entwickelt
(Kapitel 2.1.2). In Bindungsstudien zeigte die jeweilige partielle Desulfatierung an C2, C3 und
C6 bei stark reduzierter antikoagulatorischer Aktivitét die gleiche ICso an der HPSE wie ein
kommerzielles Heparin. Selbiges konnte mittels glykolgespaltenenem RO-Heparin dargelegt
werden. Eine N-Acetylierung des Stickstoffrests und somit Substitution des Sulfats erbrachte
eine Minderung sowohl der antikoagulatorischen Potenz als auch beziiglich der Inhibition der
HPSE (144). Untersuchungen der HPSE-Aktivitdt zum EZM-Abbau durch Naggi und Kollegen
bestitigten die Resultate. Die Testung von RO-Heparinen ergab eine deutliche Steigerung der
HPSE-Inhibition bezogen auf die relative Haufigkeit der Glykolspaltung in der Molekiilkette.
Es wird ein Zusammenhang der Bildung der Glykolspaltreste mit einer hoheren sterischen
Flexibilitit der Struktur und Konformationsdnderungen postuliert (145). Weitere
Untersuchungen beschiftigen sich mit der gezielten Isolation und Aufreinigung einzelner
Molekiilketten definierter Linge aus UFH und LMWH. In Bezug auf die Funktionsweise als
HPSE-Inhibitor fiihrte dies bereits zur Entwicklung klinischer Arzneimittelkandidaten (137).
Als ein weiterer Aspekt bezogen auf antimetastatische Effekte kristallisieren sich 16sliche
Mediatorstoffe heraus, die an einigen tumorassoziierten Prozessen beteiligt sind. Das
Zusammenspiel des Chemokins CXCL12 und dessen Rezeptor CXCR4 ist in die Angiogenese,
Metastasierung, und Tumorproliferation sowie dessen verminderte Apoptose involviert (146).

In einem in-vitro-Versuchsansatz mit CXCR4" Mammakarzinomzellen konnten sowohl UFH
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als auch das LMWH Tinzaparin die chemotaktische Leukozytenrekrutierung zu blockieren.
Dies wurde durch eine Bindung des Heparins an dessen Liganden CXCL12 erreicht. In einem
weiteren in-vivo-Experiment bewirkte die Applikation von Tinzaparin eine Reduktion der
GroBe und Anzahl der Metastasen in Miusen (147,148). Ebenso war die Inkubation von
Kolorektalkarzinomzellen mit dem LMWH Enoxaparin sowohl in vitro als auch in vivo in
Bezug auf eine deutliche Abschwichung der Migration und Proliferation der Zelllinie
erfolgreich (149). In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass Heparine die
Mediatorfreisetzung aus aktivierten Thrombozyten beeinflussen. Es wurde festgestellt, dass
eine verringerte VEGF-Freisetzung mit einer verdnderten Zusammensetzung der Mediatoren
von proangiogenetisch hin zu antiangiogenetisch einhergeht (150,151). In einer Versuchsreihe
zur Blockade der VEGF/VEGF-Rezeptor-Interaktion durch Heparine kam der Kettenlénge eine
entscheidende Bedeutung zu. Es wurde nachgewiesen, dass eine Kettenlinge von
> 22 Saccharideinheiten (UFH) die Bindungsfahigkeit von VEGF leicht erhoht, wohingegen
Molekiile mit < 18 Saccharideinheiten (LMWH) die VEGF/VEGFR-Interaktion besonders
stark interferieren (152). Aullerdem zeigte eine weitere Studie, dass UFH und insbesondere
LMWH im Peritoneum die Angiogenese durch eine reduzierte Expression von VEGEF,
Hypoxie-induzierter Faktor 1a (HIF-1a) und TGF-B1 absenkt (153). Des Weiteren wurde in
vitro an Pankreaskarzinomzellen und Prostatakarzinomzellen analysiert, dass die EMT-
Induktoren wie PDGF und TGF-1 durch Behandlung mit UFH und Enoxaparin reduziert
wurden (154,155).

2.1.6 Antiinflammatorische und immunonkologische Eigenschaften des Heparins

Bei einer Sepsis besteht trotz der indizierten Gabe von Antibiotika eine erhohte Sterblichkeit.
Obwohl die Pathogenese eines septischen Schocks bis heute nicht vollends aufgeklart ist, wurde
festgestellt, dass die Mortalitdt mit Gerinnungsstdrungen korreliert (156,157). Durch kleine
Gewebsldsionen werden winzige Thromben gebildet, die wiederum aus dem Synergismus
entziindlicher Mediatoren und einer aktivierten Gerinnungskaskade resultieren (158). Der
therapeutische Einsatz des Heparins gegen Sepsis erwies sich in mehreren Studien als
wirksames Adjuvans, um die Mortalitit der Patienten mit Gerinnungstérungen zu senken (159).
Neben des erhdhten Uberlebensvorteils durch Verbesserung der Gerinnungsparameter lie sich
die Wiederherstellung der EZM und eine Reduktion inflammatorischer Zytokine wie TNF-a
und IL-6 beobachten (160,161). Daraus leitete sich ein zunehmendes Interesse ab die direkten

intrinsischen Effekte des Heparins auf das Immunsystem zu analysieren.
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Heparine weisen als polyanionische Makromolekiile ein hohes Potenzial zur elektrostatischen
Interaktion mit Plasmaproteinen auf. Weiteres Interaktionspotenzial besteht mit
membrangebundenen Proteinen und Rezeptoren, sowie Liganden aus intrazelluldren
Kompartimenten oder Vesikeln (162).

Das Komplementsystem repriasentiert den humoralen Teil der angeborenen Immunantwort und
besteht ausschlieBlich aus 16slichen Plasmaproteinen. In seiner Funktion ist es mageblich an
der Beseitigung von Pathogenen, Rekrutierung weiterer Immunzellen und der Auslosung der
adaptiven Immunantwort beteiligt (163). Durch die elektrostatischen Kréfte beeinflussen die
Wechselwirkungen der Heparine die einzelnen Komplementfaktoren des klassischen und
alternativen Aktivierungswegs. Dabei werden sowohl die Bildung der C3-Konvertase und des
Membranangriffskomplexes (MAK) reduziert (164). Zusitzlich wird die verringerte
Thromboseneigung bei Tumorpatienten aufgrund einer Inhibition des Komplementsystems
durch Heparin diskutiert. In einem Mausmodell wurde die Annahme einer Reduktion der beiden
prothrombotischen Komplementfaktoren C3 und C5 und resultierender verringerter Gerinnung
bestitigt (165). Durch eine Aktivierung des C3a-Rezeptores durch den Komplementfaktor C3a
auf Neutrophilen wurde die Induktion der NETose nachgewiesen, die eng mit tumorassoziierten
Thrombosen verkniipft ist (166). Weitere Hypothesen benennen das Komplementsystem als
Faktor eines protumoralen Milieus, indem Leukozyten rekrutiert und phénotypisch manipuliert
werden (167). Das Komplementsystem stellt daher eine Verbindung zwischen den
Neutrophilen und der zelluldren adapativen Immunantwort her. Es besitzt Mdglichkeiten zur
Aktivierung der zelluliren Komponenten wie Endothel, Thrombozyten und der Neutrophilen
sowie der Modulation der adaptiven Immunantwort (168,169). In diesem Kontext wird daher
auch von sogenannten , Jmmunothrombosen* gesprochen, um ein Zusammenspiel zwischen der
zelluliren und humoralen Bestandteile der Hémostase sowie des Immunsystems zu
verdeutlichen (170).

Wie bereits in 2.1.1 beschrieben tragen Neutrophile Granulozyten auf verschiedenen Wegen
zur hidmatogenen Metastasierung bei. Dabei ist die Funktionalitit der P.-Integrinfamilie
essentiell, die hauptsdchlich auf Neutrophilen Granulozyten, Monozyten unf Makrophagen
vorkommt und deren Kontakt zum Endothel und Pléittchen ermoglichen (171). Eine
Aktivierung der Neutrophilen durch proinflammatorische Mediatoren wie IL-8, C5a oder aus
Plattchen fordert die Expression und Translokation an die Zellmembran. Folglich ist eine starke
Endotheladhdsion iiber dessen natiirlichen Liganden Intrazelluldres Adhésionsmolekiil 1
(ICAM-1) und die anschlieBende Leukodiapedese moglich (172). Heparin und seine

modifizierten Derivate greifen sowohl {iber die Expression und direkte Bindung an ICAM-1 als
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auch tiber den CD11/CD18-Komplex (CD = cluster of differentiation) regulierend ein, indem
sie direkte Interaktionen iiber die Glykoproteine verhindern (173-175).

Insbesondere der iiber Neutrophile Granulozyten initiierte Prozess der NETose ist mit der
Thrombogenese assoziiert (47). Dabei konnen Neutrophile sowohl direkt durch den Tumor {iber
TF, mittels Thrombozyten oder mit Hilfe des Komplementsystems zur NETose angeregt
werden. Das breitgefacherte DNA-Netzwerk selbst trdgt wiederum zur Bildung von
Thrombosen bei. Aufgrund der Tatsache, dass es sich hierbei um positiv geladene Filamente
handelt, besitzen die polyanionischen Heparine eine hohe Bindungsaffinitit zu diesen und
schirmen sie gegeniiber anderen Einflussfaktoren ab (176,177). Insbesondere
nichtantikoagulative Heparinderivate konnten hier einen Beitrag anhand eines Mausmodells
aufzeigen (178).

Neben den Neutrophilen Granulozyten werden auch die NK-Zellen in ihrer Zytotoxizitit durch
Heparine und dessen chemisch modifizierte Analoga beeinflusst. Higai et al. zeigten in einer
Studie, dass Heparine und weitere sulfatierte Polysaccharide eine hohe Bindungsaffinitit zu
rekombinanten Peptidsequenzen von NKG2D und der CD94-Rezeptorfamilie aufweisen
(Kapitel 2.2.2). Vor allem die O- und N-Sulfatierungen stellten sich als essentiell fiir die
Bindungsaffinitit heraus (179). Zusétzlich wird der Einfluss der Bindung von Heparin und HS
an weitere natiirliche Zytotoxizitéitsrezeptoren (NCR) auf die Modulation der NK-Zytotoxizitit
durch Autostimulation mit IFN-y diskutiert (180,181).

Wie in 2.1.1 erldutert, hat die tumorinduzierte Plattchenaktivierung mitsamt der aus Granula
sezernierten Mediatoren erhebliche Auswirkung auf die NK-vermittelte Zytotoxizitdt. Kopp et
al. zeigten, dass insbesondere der Einfluss von TGF-f1 die Expression des aktivierenden
NKG2D-Rezeptors und dadurch die NK-vermittelte Lyse unterdriickt (182). Gockel und
Kollegen demonstrierten die unterschiedlich starken Effekte der Heparine auf die Aktivitit von
CD8" und NK-Zellen sowie auf das Differenzierungsverhalten der CD4" T-Lymphozyten in
regulatorische T-Zellen unter Einfluss von tumorzellaktivierten Pldttchen. Dabei wurde
festgestellt, dass insbesondere UFH die Zytotoxizitit der CD8" Lymphozyten und NK-Zellen
wiederherstellen konnte. Additiv zeigten UFH, LMWH und Fondaparinux eine signifikante
Reduktion der Differenzierung CD4" T-Zellen in immunsuppressive Treg (183).

Im Zuge der Tumortherapien mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) tritt eine erhohte Inzidenz
an Thrombosen auf. Welcher Mechanismus diesem Effekt zugrunde liegt, ist nach wie vor
unklar (184). Allerdings besteht eine Wechselwirkung zwischen Thrombozyten, Monozyten
und Makrophagen, da eine simultane Gabe des direkten FXa-Inhibitors Rivaroxaban sowohl

die Rekrutierung und lokale Zytotoxizitit der CD8" T-Zellen verstirkten als auch die Anti-PD-
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1-Therapie verbesserten (185,186). Dadurch riicken die Thrombozyten in den Fokus, zumal
diese iiber die PD-L1-Expression direkten Einfluss auf die die T-Zellen ausiiben und somit die
Wirksamkeit der ICI-Therapie mit PD-1-Antikorpern iiber die Freisetzung von TGF-B1
abschwichen konnten (187,188). Neutrophile Granulozyten zeichnen sich ebenfalls durch PD-
L1-Expression aus (189). Ein hohes Verhéltnis der Neutrophilen im Vergleich zu Lymphozyten
ist daher mit einer geringen Uberlebensrate von Tumorpatienten assoziiert. In verschiedenen
Studien setzten sie sowohl die Tumorinfiltrationsrate der T-Zellen in pankreatischen
Adenokarzinomen herab und limitierten zusitzlich das Ansprechen der indizierten PD-1-
Therapie, sowie der CTLA-4-Therapie in bosartigen Melanomen (190-192).

Heparine interferieren an vielen Schnittstellen zwischen Thrombosen, Immunsystem und

Tumor und eignen sich daher sowohl als direktes wie indirektes Agens.
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Abbildung 4: Darstellung der antitumoralen Interventionspunkte (griin) fiir Heparin in der hdmatogenen Metastasierung.
Heparine hemmen die TCIPA ausgelost durch TF. Die ladungsinduzierte Bindung profinflammatorischer Zytokine inhibiert
die Endothelaktivierung und verhindert so die Rekrutierung der Granulozyten und Makrophagen durch die Verminderung der
Chemotaxis. Zusditzlich wird iiber die Bindung diverser Adhdsionsmolekiile die Bildung eines Agglomerats aus Thrombozyten,
Immun- und Tumorzelle gefordert, das Letztere vor Scherstress und der Zytotoxizitit der NKZ schiitzt (rot). Additiv wird die
Extravasation der Tumorzelle und damit die Ausbildung eines Sekunddirtumors reduziert. Die Abbildung wurde mit Hilfe von

BioRender.com erstellt.

19



Theoretische Grundlagen

2.2 Immunonkologie

2.2.1 Immunsystem

Das Immunsystem dient dem Korper in seiner primdren Funktion der Abwehr exogener
Krankheitserreger. Gleichfalls wird es zur Eliminierung deregulierter endogener
Korperstrukturen wie beispielsweise Tumorzellen bendtigt. Dessen Aufbau besteht aus
mehreren redundanten Abwehrmechanismen, die sich in ihrer Funktionsweise aber auch
synergistisch in der Beseitigung der Pathogene ergdnzen. Den ersten wichtigen
Abwehrmechnismus stellen Haut und Schleimhéute des Organismus dar, indem sie sich als
mechanische, sowie chemische Barriere gegen exogene Pathogene wie Bakterien, Pilze und
Viren erweisen. Wird diese physiologische Barriere iiberwunden setzt unmittelbar die
angeborene Immunantwort ein und beseitigt die Pathogene unspezifisch. Reicht diese
Sofortreaktion nicht aus schaltet sich die sogenannte adaptive Immunantwort dazu. Diese
erlaubt eine spezifische Erkennung und Beseitigung der Erreger und stellt iiber die Ausbildung
des immunologischen Gedachtnisses einen verbesserten Schutz gegeniiber demselben Erreger

bei einer Reinfektion sicher (193).

2.2.2 Angeborenes Imnmunsystem

Das angeborene Immunsystem ist, wie die Eigenbezeichnung suggeriert, bereits bei einem
Neugeborenen aktiv. Es setzt sich aus den zwei humoralen, l0slichen Bestandteilen des
sogenannten Komplementsystems und den Zytokinen sowie einer zelluliren Komponente
zusammen. Zur zelluldren angeborenen Immunantwort werden myeloische Zellen wie die
Neutrophilen, Eosinophilen und Basophilen Granulozyten, Mastzellen, Monozyten mitsamt
den ausdifferenzierten Makrophagen, sowie dendritische Zellen (DC) und NK-Zellen gezéhlt.
Zur Erkennung der Pathogene bedient sich die angeborenen Immunantwort der sogenannten
Mustererkennungsrezeptoren (PRR = pattern recognition receptor). Dabei sind die PRR wie
die Toll-like-Rezeptoren (TLR) auf der Zelloberfldche lokalisiert. Sie erlauben die Erkennung
exogener, pathogenspezifischer Molekiilmuster (PAMP = pathogen-associated molecular
pattern) wie bspw. Lipopolysaccharide (LPS), die auf zahlreichen gramnegativen Erregern
vorhanden sind. Die Aktivierung der TLR fiihrt zu einer gesteigerten Expression
proinflammatorischer Zytokine wie Chemokine, Tumornekrosefaktoren (TNF), Interleukine
(IL) und Interferone (IFN). Diese konnen weitere Immunzellen rekrutieren und durch deren
Stimulation Immunreaktionen modulieren. Des Weiteren aktivieren PRR iiber die
korrespondierenden Liganden auf Phagozyten zur Internalisierung und Abbau des Pathogens.

Dieser Prozess wird dementsprechend als Phagozytose bezeichnet (194).
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Ein weiterer Teil des humoralen Systems stellt die Proteinkaskade des Komplementsystems
dar. Das Komplementsystem besteht aus I10slichen Proteinen deren Basis aus den
Komplementfaktoren C1-9 besteht. Eine Aktivierung kann iiber den klassischen Weg durch
Antikorper, den Lektin-Weg durch Mannose-bindendes Lektin (MBL) oder den alternativen
Weg ohne Antikorper erreicht werden (195). Allen Aktivierungswegen ist gemein, dass nach
einer mehrstufigen Enzymkaskade aus Spaltungen und Zusammenlagerungen der Faktoren die
Serinprotease C3-Konvertase vorliegt. Von dieser ausgehend werden in einer weiteren
Enzymkaskade Effektorproteine generiert, die als Anaphylatoxine fungieren, chemotaktisch
Leukozyten rekrutieren und als Opsonine die Phagozytose unterstiitzen, sowie durch die
Bildung des Membranangriffskomplex (MAK) selbst lytische Aktivitdt entfalten (168).

Die Phagozytose kann durch mehrere Zellarten der angeborenen Immunantwort wie den
Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und der DC, sowie den antigenprésentierenden Zellen
(APC = antigen presenting cell) bewerkstelligt werden. Die Makrophagen machen dabei den
Hauptanteil unter den Phagozyten aus. Sie nehmen die Pathogene und Zelltriimmer {iber
vesikuldre Phagosomen auf, die mit den zytosolischen Lysosomen verschmelzen, woraufthin
hydrolytische Enzyme wie die Proteasen das Pathogen verdauen. Zusitzlich koénnen
Makrophagen per Sekretion inflammatorischer Zytokine weitere Immunzellen wie Monozyten,
Neutrophile und Lympozyten zum Entziindungsherd rekrutieren. Zusétzlich konnen
Makrophagen die Antigenprdsentation ilibernehmen, indem sie abgebaute Fragmente der
Pathogene auf der Oberflache iliber den Haupthistokompatibilititskomplex (MHC = major
histocompatibility complex) externalisieren (196).

Durch ihre zahlreichen intrazelluldren Granula erscheinen Granulozyten nach auflen hin als
polymorphkernige Zellen. Sie machen den grofften Anteil unter den Leukozyten aus und
werden wiederum am héufigsten durch die Neutrophilen reprisentiert. Die Bezeichungen
Basophile und Eosinophile begriinden sich durch das Férbungsverhalten ihres Zytoplasmas
gegeniiber verschiedenen basischen oder sauren Farbstoffen (197). Neben ihrer Eigenschaft als
Phagozyt zeichnet sich die Aktivitdt der Basophilen und Eosinophilen hauptsédchlich durch die
Freisetzung ihrer intrazelluldren Granula aus. Erstere setzen dabei dhnlich den Mastzellen
Botenstoffe wie Histamin, Heparin, IL-4 und Proteasen frei, die der unspezifischen
Bekdmpfung von Parasiten oder einer allergischen Reaktion Vorschub leisten (198,199).
Eosinophile sezernieren kationische Proteine wie das Major Basic Protein und Kathepsine, die
sich ebenfalls unspezifisch gegen Parasiten richten (200). Neutrophile sind der erste Zelltyp der

auf Basis chemotaktischer Signale wie IL-8 zum Entziindungsherd gelangt. Thre Eigenschaft
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als Immunzelle weisen sie durch Phagozytose, Sekretion proteolytischer, antimikrobieller
Enzyme wie die neutrophile Elastase und dem Erstellen der NET in Blutgefaen aus (201).
Dendritische Zellen iibernehmen neben ihrer Fahigkeit zur Phagozytose den Hauptanteil der
Antigenprésentation. Unreife DC erkennen PAMP iiber PRR und nehmen diese auf, worauthin
die interne Prozessierung eine Reifung der DC zur APC induziert. In der Folge steigt die
Expression und Externalisation der MHC-Molekiile zur Prédsentation der prozessierten
Peptidfragemente. Die simultane Expressionssteigerung der sogenannten kostimulatorischen
Molekiile ermdglichen den Kontakt und die Aktivierung der T-Lymphozyten, wodurch die
APC eine wichtige Schnittstelle zwischen der angeborenen und adaptiven Immunantwort
darstellen (202).

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunantwort sind NK-Zellen mit ihrer
Fahigkeit Pathogene, infizierte korpereigene Zellen und Tumorzellen zu eliminieren. Die
Zytotoxizitit der NK-Zellen als Teil des angeborenen Immunssystem wird im Gegensatz zur
adaptiven Immunantwort unabhédngig der spezifischen Antigenprisentation gesteuert.
Dementsprechend erfolgt die Differenzierung der NK-Zelle zwischen endogenen, gesunden
Zellen und infizierten, entarteten Zellen iiber Interaktionen des MHC-I-Komplexes der
Zielzelle mit der NKG2-Rezeptorfamilie (CD94), die sich in inhibitorische und stimulatorische
Rezeptoren aufteilt. Die Inhibition der NK-Zytotoxizitdt wird durch Interaktion des MHC-I-
Komplexes der Zielzelle mit dem NKG2A-Rezeptor vermittelt. Der Verlust des MHC-I-
Komplexes bei einer infizierten oder entarteten Zelle bedingt analog den Verlust der
Kommunikation mit den inhibitorischen Rezeptoren wie NKG2A, die das austarierte
Gleichgewicht in Richtung der stimulatorischen Reize verschiebt. In der Folge der missing self-
recognition wird die entartete Zelle erkannt und aufgrund eines Uberwiegens der aktivierenden
Reize durch die lytische NK-Aktivitdt eliminiert. Zusétzlich entfalten NK-Zellen aufgrund
einer induced self-recognition iber aktivierende Rezeptoren wie NKG2D mit den
entsprechenden Liganden der entarteten Zielzelle ihre lytische Aktivitét.

Weitere Rezeptoren, die nach einer Aktivierung die NK-Zytotoxizitdt durch Freund/Feind-
Differenzierung vermitteln, sind die drei natiirlichen zytotoxischen Rezeptoren (NCR) NKp46,
NKp44 und NKp30 (203-205). Der nach dem Schema des biologischen
Differenzierungsclusters der Zellen als CD16 titulierte Fcy-Rezeptor III erlaubt den NK-Zellen
die Zerstorung antikorpermarkierter Zellen (206). Neben der als antikorperabhingigen
zellvermittelten Zytotoxizitit (ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) liben
NK-Zellen ihre zytotoxische Funktion iiber die Liberation der in Granula gelagerten Proteine

wie Perforin und den Granzymen aus. Hierbei handelt es um einen Synergismus, indem die
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Perforine analog ihrer Bezeichnung die Membran der Zielzelle durchlchern und folglich den
Granzymen iiber den Zugang ins Zytoplasma die Einleitung der Apoptose ermdglichen (207).
Durch weitere ligandenvermittelte Mechanismen wie das Fas/FasL-System und TRAIL (7NF-
related apoptosis-inducing ligand) wird unabhéngig von Perforin liber Caspase-8 ebenfalls die
Apoptose der Zielzelle ausgelost (208,209).

Anhand der Expression des ADCC-Markers CD16 lassen sich NK-Zellen in zwei
unterschiedlich zytotoxische Subtypen klassifizieren. Der weniger zytotoxische Subtyp lésst
sich liber eine erhohte Expression des Adhédsionsmolekiils CD56 bei simultan verringerter
Expression von CD16 von der Hauptgruppe unterscheiden. Sie werden daher im im Gegensatz
zu den zytoxischen CD16'CD56%™ NK-Zellen als CD16:CD56¢h bezeichnet (210).
Zusitzlich  zur  Sekretion  zytotoxischer  Granula  sezernieren NK-Zellen die
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und TNF-a, die die Aktivitit weiterer Zellen des
angeborenen und adaptiven Immunsystems modulieren. Dabei induziert TNF-a die Apoptose

der Zielzelle, wohingegen IFN-y eine autoregulative Stimulation der NK-Zellen bewirkt (211).
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Abbildung 5: Darstellung ausgewdhlter zytotoxischer Funktionen der NK-Zellen in der TMU. NK-Zellen iiben ihre Zytotoxizitiit
gegeniiber Tumorzellen aus, indem sie deren Apoptose einleiten. Dies geschieht rezeptorgesteuert iiber die CD94/NKG2-
Rezeptorfamilie und NCR sowie per ADCC iiber CD16 indem die zytotoxischen Synergisten Perforin und Granzyme sezerniert
werden. Des Weiteren wird die Apoptose ligandenvermittelt iiber das Fas-FasL-System induziert. Additiv sezernieren NK-
Zellen IFN-y zur Induktion der MI-Makrophagen und autokrinen Stimulation. Die Abbildung wurde mit Hilfe von

BioRender.com erstellt.
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2.2.3 Adaptives Imnmunsystem

Die adaptive oder auch erworbene Immunantwort stellt die Weiterflihrung zur Bekdmpfung
einer Infektion dar, falls diese nicht durch die angeborene Immunantwort allein beseitigt
werden kann. Dabei bietet die adaptive Immunantwort durch ihre Fahigkeit der Anpassung an
ein Pathogen eine weitaus spezifischere Erkennung und gezielte Eliminierung der Erreger oder
infizierter Zellen. Pathogenassoziierte Antigene wie Peptidfragmente werden an der
Zelloberflache der APC den Lymphozyten préisentiert, welche die Hauptakteure der adaptiven
Immunantwort im Blut, der Lymphe und lymphatischen Organen darstellen. Lymphozyten
werden in die beiden Subtypen der B- und T-Lymphozyten klassifiziert, die gemiB der
Hiamatopoese eine gemeinsame Vorlduferzelle aufweisen. Analog zum Angeborenen wird auch
das Adaptive Immunsystem in eine humorale und zelluldre Komponente unterteilt (194).

Die humorale Komponente wird durch die B-Zellen in Form deren sezernierten Antikdrper
reprasentiert. B-Zellen verfiigen aufgrund des B-Zellrezeptors (BCR) iiber die Fahigkeit zur
Phagozytose von exogenen Pathogenen. Nach der Internalisierung und Prozessierung kann das
Antigen tiber den MHC-II-Komplex prasentiert werden, weshalb B-Zellen auch als APC
fungieren konnen. Nach der Erkennung iiber den BCR differenzieren B-Lymphozyten in
Plasmazellen, die antigenspezifische Antikdrper produzieren und sezernieren (212). Diese
markieren das Pathogen einerseits als Opsonine zur Phagozytose durch Makrophagen oder
bewirken iiber ADCC deren unmittelbare Lyse (193). Nach Beseitigung des Pathogens wandelt
sich ein Teil der B-Zellen in sogenannte ruhende B-Gedichtniszellen umgewandelt, die bei
erneuter Exposition eine schnellere, stirkere Immunantwort auslosen. Die Fihigkeit der B-
Gedéchtniszellen macht man sich bei einer Vakzinierung zu nutze (213).

Die zelluldre adaptive Immunantwort wird seitens der T-Zellen vermittelt. Auf die Bildung im
Knochenmark folgt die Migration in den Thymus mit anschlieBendem Reifungsprozess. Hierbei
werden der T-Zellrezeptor (TCR), sowie dessen Korezeptoren ausgebildet, die entsprechend
des Differenzierungsstatus und der spateren Funktion als CD4 und CD8 bezeichnet werden. In
einem mehrstufigen Selektionsprozess werden die zunédchst doppelt positiven CD4"CD8" T-
Zellen hinsichtlich der Funktionsfdhigkeit ihres TCR zur Antigenerkennung iiberpriift und
nicht-funktionale T-Zellen durch Einleitung der Apoptose entfernt (194).

Der wichtigste Schritt zur Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen in Effektor-T-
Zellen findet liber den Kontakt zu APC statt. Hierbei wird das erste Signal der APC iiber den
TCR, der die prozessierten Peptide der APC an deren MHC-Komplexen erkennt. Der TCR
bildet gemeinsam mit CD3 den TCR/CD3-Rezeptorkomplex, in dem Letzteres zur
Signalverstiarkung des TCR dient. Die beiden Korezeptoren CD4 oder CD8 des TCR/CD3-
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Rezeptorkomplexes stabilisieren durch ihre zusitzliche Bindung an den MHC-Komplex den
Kontakt zwischen APC und naiver T-Zelle (214). Dabei unterstiitzt der CD4-Korezeptor die
Bindung an MHC-II-Molekiile, wohingegen CDS eine Affinitdit zu MHC-I-Molekiilen besitzt
(215). Ein zweites Signal bewirkt eine zusétzliche Stimulation der naiven T-Zelle durch die
beiden an der Oberfliche der APC lokalisierten kostimulatorischen B7-Molekiile. Die
kostimulatorischen Liganden CD80 (B7.1) und CD86 (B7.2) interagieren mit dem B7-Rezeptor
CD28 der T-Zelle. Die stabile Verbindung zweier Immunzellen iiber die Rezeptorkomplexe
und weitere Adhidsionsmolekiile wie ICAM-1 wird auch als immunologische Synapse
bezeichnet. Daraufthin werden per Aktivierung von CD28 einige Zytokine wie IL-2 exprimiert
und sezerniert, sowie die Expression von CD25 gesteigert (216). Da es sich bei CD25 um eine
Seitendoméne des IL-2-Rezeptors handelt, der dessen Sensitivitét fiir [L-2 erhoht, induziert
dessen erhdhte Expression die Proliferation der T-Zellen autokrin (217).

Ein drittes Signal zur endgiiltigen Differenzierung in die jeweilige Effektor-T-Zelle wird durch
verschiedene Zytokine ausgelost (216,218). Die Aktivierung durch MHC-I-Peptidkomplexe
der APC lasst naive CD8" T-Zellen in zytotoxische T-Lymphozyten differenzieren (CTL =
cytotoxic T lymphocyte). Weitere benotigte Zytokine fiir diesen Prozess sind Typ I Interferone
und IL-12. Die Funktionalitit der CTL besteht in der Erkennung der infizierten Wirts- und
Tumorzellen tiber ihre MHC-I-Peptidkomplexe mittels TCR, die in der Folge tiber verschiedene
Mechanismen pathogenspezifisch beseitigt werden. Hierbei nutzen CTL dhnlich den NK-
Zellen sowohl den Synergismus der lytischen Enzyme Perforin und Granzym, als auch das
ligandenvermittelte Fas/FasL-System zur Induktion der Apoptose. Des Weiteren sezernieren
CTL proinflammtorische Zytokine wie IFN-y, TNF-a und IL-2 (219).

Im Gegensatz zu den NK-Zellen sind CTL fiir eine zielgerichtete Erkennung der Zielzelle auf
das Vorhandensein des MHC-I-Antigenkomplexes angewiesen, um infizierte oder entartete
Zellen zu erkennen und eliminieren. Die Differenzierung der CD4" T-Zellen in verschiedene
Subpopulationen der CD4" Effektor-T-Zellen wird auch synonym unter dem Sammelbegriff
der T-Helferzellen (Tu) zusammengefasst (220).

2.2.4 T-Helferzellen

Die Funktionalitdt der CD4" Effektor-T-Zellen besteht darin, durch direkten Zellkontakt oder
mittels sezernierter Zytokine weitere Immunzellen und deren Effektorfunktionen zu
koordinieren. T-Helferzellen interagieren dabei sowohl mit Zellen des angeborenen
Immunsystems wie NK-Zellen und Makrophagen als auch mit B-Zellen und CTL aus der

adaptiven Immunantwort. Die Differenzierung in verschiedene Subtypen der T-Helferzellen je
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nach Einfluss der kostimulatorischen Molekiile und des vorhandenen Zytokinstimulus erlaubt
eine besonders zielgerichtete Immunantwort (221).

Folglich lassen sich die Subpopulationen der CD4" T-Helferzellen anhand ihrer Zytokinprofile
verschiedene physiologische Funktionen zuordnen. Der Typ 1 der T-Helferzellen (Twu1) richtet
sich primér gegen intrazelluldre Erreger und Tumorzellen. Die Differenzierung naiver CD4" T-
Zellen in Tul-Zellen wird iiber die Stimulation mit IFN-y und IL-12 erreicht. IL-12 wird in
groBBen Mengen seitens der APC sezerniert, das wiederum die IFN-y-Produktion durch NK-
Zellen fordert. AuBerdem regt IFN-y iiber den STAT-1-Signalweg die Expression des
Hauptranskriptionsfaktors T-box exprimiert in T-Zellen (T-bet) fiir Tul-Zellen an. Der
Transkriptionsfaktor T-bet verhindert die direkte Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in
weitere Subtypen wie Tu2 und Tul7-Zellen und fordert die Expression des IFN-y und IL-12-
Rezeptors, was in einer positiven Riickkopplung zur Verstirkung der T-bet-Expression und der
zelluldren Immunabwehr fiihrt. Des Weiteren moduliert die Sekretion von IFN-y und IL-2 eine
erhohte zytotoxische Aktivitdt und Proliferation von CTL und Makrophagen. Zusétzlich
konnen Makrophagen unter IFN-y auch direkt tiber den Liganden CD40L der Tu1-Zellen an
CDA40 aktiviert und verstarkt zur Phagozytose angeregt werden (222).

Tu2-Zellen sind an der humoralen Immunantwort gegen extrazelluldre Erreger beteiligt und
bilden sich durch Differenzierung aus naiven CD4" T-Zellen unter Einfluss von IL-4. Die
Stimulation durch IL-4 bewirkt die Expression des Transkriptionsfaktors GATA-Sequenz
bindendes Protein 3 (GATA3), der die Produktion der Tu2-Effektorzytokine IL-4, IL-5 und IL-
13 anregt. Additiv blockiert GATA3 die Expression des Transkriptionsfaktors T-bet und somit
die Differenzierung in Tn1-Zellen. Uber die Tu2-Effektorzytokine wird die Degranulierung der
Eosinophilen und Mastzellen und damit die humorale Immunabwehr unterstiitzt. Dadurch sind
Tu2-Zellen aufgrund der geringeren Spezifitit auch an pathophysiologischen Prozessen wie
Allergien und Asthma beteiligt (223).

Tul7-Zellen sind hauptséchlich in Schleimhiuten vorzufinden, in denen sie zur Immunabwehr
gegen Pilze und Bakterien beitragen. Thre Differenzierung aus naiven CD4" T-Zellen wird
hauptséchlich durch den Transkriptionsfaktor Retinoinsidure-verwandter orphaner Rezeptor-yT
(RORyT) reguliert (224). Es folgt die Autostimulation mit IL-21, das Tul7-Zellen zur
Amplifikation benétigen. IL-6 und IL-21 induzieren die Expression des IL-23-Rezeptors, der
zur finalen Stabilisierung benétigt wird (225). RORyT reguliert die Expression der
proinflamatorischen Effektorzytokine IL-17A und F, die iiber weitere Zytokine und Chemokine
inbesondere zur Rekrutierung von Makrophagen beitragen. IL-21 ist in die Aktivierung von T-

Zellen, NK-Zellen und Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen involviert (226,227).
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Neben der Pathogenabwehr in Schleimhduten stoft eine Deregulierung der Tul7-Zellen
chronische Entziindungen und Autoimmunerkrankungen an (228).

Neben den Genannten kdnnen naive CD4" T-Zellen in IL-9 exprimierende Ty9 differenzieren,
die hauptsichlich an der Abwehr gegen Helminthen beteiligt sind. In Abhdngigkeit der
Tumorart werden pro- und antitumorale Eigenschaften der Tu9-Zellen diskutiert (229). Die
follikuldren T-Helferzellen (Trn) interagieren unmittelbar mit den B-Zellen und unterstiitzen
damit die humorale Immunabwehr. Die Produktion hochspezifischer Antikorper wird ebenso
induziert, wie die Differenzierung der B-Zellen in Plasmazellen (220).

Ein Sonderfall unter den T-Helferzellen stellen die regulatorischen T-Zellen (Trs) dar, deren
Differenzierung aus naiven CD4" T-Zellen alleinig durch TGF-B stimuliert wird (220). Die
Stimulation durch TGF-$ bewirkt die Expression des Treg-spezifischen Transkriptionsfaktor
Forkhead-Box-Protein P3 (FoxP3), sodass eine Differenzierung in Tyl7 unterbunden wird
(230). FoxP3 verstérkt die Expression der IL-2-Rezeptoreinheit CD25 der Treg, Was eine starke
Expansion insbesondere wahrend der spiten Phase der adaptiven Immunantwort bewirkt. Der
erhohte IL-2-Konsum der Treg senkt die allgemeine IL-2-Verfiigbarkeit fiir T-Zellen und stellt
folglich einen wichtigen Faktor der Immunhomdostase dar (231). Induzierte Treg-Zellen (1 Treg)
der Peripherie lassen sich gegeniiber ihren natiirlichen im Thymus gereiften Pendants (nTreg)
durch die Oberflaichenmarker und den Transkriptionsfaktor als CD4*CD25"FoxP3" T-Zellen
klassifizieren (232). Die Expression der antiinflammatorischen Tre.-Effektorzytokine IL-10, IL-
35 und TGF-B wird ebenfalls durch den Transkriptionsfaktor FoxP3 gesteuert.

Die Kombination aus einer verstirkten CD25-Expression und Sezernierung
antiinflammatorischer Zytokine bildet einen Synergismus bezogen auf die Immunhomdgostase.
In Folge dessen werden die anderen Tu-Subtypen in ihrer Aktivitdt eingeschriankt und durch
unmittelbaren Zellkontakt deren Proliferation inhibiert (233). Dieser Prozess wird
hauptséchlich tiber CTLA-4 initiiert, das hdufig auf 1T, exprimiert wird. CTLA-4 stellt ein
physiologisches Analogon zu CD28 der T-Zellen dar und besitzt eine hohere Affinitdt und
Aviditdt gegeniiber den kostimulatorischen Molekiilen CD80 und CD86 der APC als der
aktivierende Ligand CD28. Im Gegensatz zu CD28 16st CTLA-4 ein inhibitorisches Signal aus
und vermindert durch funktionale Beschrankung der APC die Aktivierung und Differenzierung
naiver T-Zellen (234). Weitere Molekiile zur Regulation der Immunhomdostase stellen die
beiden programmierten Zelltodliganden 1 und 2 (PD-L1 und PD-L2) dar. Die beiden sind die
natiirlichen Liganden des PD-1, der zahlreich auf Immunzellen und insbesondere aktivierten B-
und T-Zellen exprimiert wird (235). Ein weiterer Mechanismus in die T-Zellaktivierung

einzugreifen besteht liber das oberflichliche Lymphozyten-Aktivierungsgen-3 (LAG-3). LAG-
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3 unterbindet tiber die Bindung an den MHC-II-Komplex der APC die Antigenprésentation und
folglich die T-Zellaktivierung (236). Die Mechanismen iiber CTLA-4/B7, PD-1/PD-L1 und

LAG-3/B7 stellen wichtige Regulative, der Immunhomoostase dar und werden
dementsprechend auch als sogenannte Immuncheckpoints bezeichnet.
Tabelle 1: Ubersicht einiger Subtypen der T-Helferzellen und ihrer unterschiedlichen immunologischen Funktionen in
Physiologie und Pathophysiologie
Subtyp | IL-Stimulus | IL-Sekretion Physologie Pathophysiologie
Tul IFN-y, IL- | IFN-y,IL-2, | Abwehr intrazelluldrer | Chronische Entziindung
12, TNF-a bakterieller, viraler Autoimmunerkrankung
IL-2 Pathogene,
Tumorzellen
T2 IL-4, IL-2 IL-4, IL-5, Humorale Abwehr Allergien und Asthma
IL-13 gegen Parasiten
Tu9 IL-2, IL-4, IL-9 Abwehr gegen Allergische Reaktionen
TGF-p Helminthen
Tul7 | IL-6, TGF-B, | IL-17,1L-22 Abwehr von Pilzen Chronische Entziindung
IL-21, IL-23 und Bakterien in Autoimmunerkrankung
Schleimhéuten
Tru IL-6, IL-21 Unterstiitzung der B- | Autoimmunerkrankungen
Zellen in der oder Immundefizienz
Antikorperproduktion
Twg | TGF-B, IL-2 | IL-10, IL-35, Immunhomoostase Immunsuppression
TGF-B

28




Theoretische Grundlagen

2.2.5 Immunevasion und Tumormikroumgebung

Das Mikromilieu einer Tumorerkrankung wird schon seit langem als ein Zustand einer
chronischen Entziindung beschrieben. Folglich halten sich im Tumorgewebe und dessen
Umfeld eine bedeutende Anzahl an Immunzellen auf. Bis heute konnten einige Risikofaktoren
identifiziert werden, die sowohl zur Entstehung von chronischen Entziindungen, als auch von
Tumoren beitragen (237). Das Tumorgewebe ist mitsamt dessen lokalen Umfelds auerdem
gepragt durch einen erhohten Stoffwechsel, der aufgrund der resultierenden Unterversorgung
eine Hypoxie erzeugt. Eine Hypoxie induziert iiber Wachstumsfaktoren wie VEGF die
Neoangiogenese zur Verbesserung der Versorgungslage. Aufgrund des durch sezernierte
Zytokine und Chemokine vermittelten chronisch inflammatorischen Milieus in Tumorgeweben
wird eine bedeutende Anzahl an Leukozyten, insbesondere der angeborenen Immunantwort
rekrutiert (238). Diese besitzen entsprechend des lokalen Zytokinmilieus in Folge ihrer
Aktivierung Subtypen unterschiedlicher Ausprigung und Funktionen. Auf diese Weise wird
durch den Tumor iiber eine proangiogenetische, inflammatorische Umgebung ein lokales
Mikromilieu geschaffen, das die rekrutierten Leukozyten von einem proinflammatorischen,
tumorfeindlichen in einen proangiogenetischen, tumorférdernden Zustand versetzt (239,240).
Zusétzlich exprimieren einige Tumorarten Immuncheckpoints wie CTLA-4, PD-L1 und greifen
somit selbst regulatorisch in die Imnmunhomdgostase ein (241).

Die sogenannte Tumormikroumgebung (TMU) erzeugt im Zuge des Zytokinprofils eine
Polarisierung der Makrophagen zwischen den Subtyp M1 und M2. Bei den M1-Makrophagen
handelt es sich aufgrund der Fahigkeit zur Antigenprésentation, der Forderung einer Tul-
dominierten Immunantwort und der Sekretion von IL-12 um einen antitumoralen Subtyp. Im
Gegensatz hierzu ist der M2-Subtyp nicht zur Antigenprisentation befdhigt und sezerniert statt
Tul-forderndem IL-12 in hohem Mafle immunsuppressives IL-10, sowie IL-4 und IL-13 zur
Indukion einer Tu2-Antwort. Aufgrund der Férderung antiinflammatorischer, protumoraler
Prozesse wie Angiogenese, Gewebereparatur und Zellproliferation, die dem Tumor nutzen,
bezeichnet man sie als tumorassoziierte Makrophagen (TAM) (242,243).

Analog zu den Makrophagen findet nach der Rekrutierung zur TMU durch IL-8 eine
Polarisierung der Neutrophilen Granulozyten zwischen einem antitumoralem Typ N1 und
einem protumoralen Typ N2 (TAN) statt. Die antitumoralen N1 modulieren ihre Funktion tiber
die Aktivierung von CTL, CD4" T-Zellen, M1-Makrophagen und NK-Zellen (244-246).
Demgegeniiber entfalten die TAN ihre Wirkung durch Inhibition der NK-Zellen, Rekrutierung
von TAM und Tieg, sowie der Sekretion protumoraler Faktoren VEGF und MMP-9 (247,248).
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Einen wichtigen Modulator der adaptiven Immunantwort in der TMU stellen die
tumorinfiltrierenden DC (TIDC) dar. Sie lassen sich weiter in einen proinflammatorischen und
immunsuppressiven Phéanotyp klassifizieren. Augrund des Zytokinmilieus der TMU iiberwiegt
der unreife, immunsuppressive Typ, der sich durch den Mangel an kostimulatorischen B7-
Molekiilen durch eine verminderte Antigenprédsentation und Expression von IL-10 und VEGF
auszeichnet. Hierdurch wird insbesondere die Differenzierung der CD4" und CD8* T-Zellen in
effektorische T-Helferzellen und CTL herunterreguliert (249).

Im Zusammenhang mit malignen Erkrankungen stehen insbesondere die Tu1-Zellen im Fokus.
Durch die Infiltration der Tul-Zellen in das Tumorgewebe wird die Prognose der Patienten
beziiglich des Uberlebens signifikant verbessert (250-252). Sie fordern durch die Sezernierung
von IFN-y und IL-2 die Zytotoxizitit der CTL und Makrophagen gegeniiber dem
Tumorgewebe. Anhand einer in-vivo-Studienreihe mit Miusen konnte gezeigt werden, dass
Tul-Zellen die Rekrutierung und Zytotoxizitit der CTL in den Hirntumoren steigern und
folglich die Uberlebensrate der Tiere verbessern (253). Der Antagonismus in der Ty 1- und Tn2-
Differenzierung kommt in der TMU besonders durch das Zytokinmilieu zum Tragen und
bestimmt mal3geblich iiber eine erfolgreiche Elimination des Tumors. Eine erhohte Anzahl an
Tu2-Zellen korreliert hiufig mit einer Progression des Tumors (252,254), auch wenn in einigen
Studien antitumorale Effekte Tu2-Zellen gegeniiber Non-Hodgkin-Lymhomen und
Brustkarzinomen aufgezeigt werden konnten (255-257). Insgesamt iiberwiegen jedoch die
Tul-gesteuerte Immunantwort in den antitumoralen Effekten (258). Die Funktion der Tu9-
Zellen im Kontext einer malignen Erkrankung ist momentan noch nicht final geklért. So
steigerte einerseits eine IL-9 abhdngige Mastzellaktivierung und Granzymexpression die
antitumorale Aktivitdt und Zytotoxizitit (259,260). Andererseits besteht eine Korrelation
zwischen der Priasenz der Tu9-Zellen und eines protumoralen, immunsuppressiven Milieus
dhnlich den Tu2-Zellen (261,262). Der Subtyp Tul7 verhilt sich ebenfalls situativ januskopfig
bei malignen Erkrankungen und besitzt damit keine klare Zuordnung in einem pro- oder
antitumoralem Kontext (263). Tul7-Zellen tragen je nach Tumorart und Entitét einerseits liber
die Sezernierung von VEGF zur Angiogenese oder Rekrutierung von Treg zum Tumorwachstum
bei (264,265). Andererseits konnen Ty 17 iiber die Rekrutierung von CTL oder direkt gegeniiber
Tumoren zytotoxisch aktiv werden (266,267). Das unterschiedliche Verhalten der Tu17 lésst
sich gegebenfalls erkldren, dass ihr Zustand nicht einer finalen Ausdifferenzierung entspricht,
sondern diese eine gewisse Plastizitit aufweisen (268). Je nach Zytokinstimulus exprimieren

sie zusétzlich zu ihrem Transkriptionsfaktor RORYT, FoxP3 oder T-bet, worauthin sie sich in
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ithrer Funktionalitdt und Zytokinfreisetzung den immunsuppressiven Trg oder antitumoralen
Tul-Subtypen anndhern (269,270).

Zur adédquaten Eradikation des Tumors tragen vor allem infiltrierende CTL durch ihre
zytotoxischen Mechanismen bei. Hierfiir ist jedoch die Expression der MHC-I-Molekiile zur
Antigenprésentation essentiell, um die zytotoxische Aktivitdt der CTL zu provozieren. In
verschiedenen Tumoren konnte allerdings eine starke Reduktion der MHC-I-Expression
beschriecben werden (271). Aullerdem werden tumorinfiltriecrende CTL durch
antiinflammatorische Zytokine, sowie Interaktionen des zur Aktivierung bendtigten CD28 mit
negativen Regulatorproteinen in einen inaktiven Zustand der Anergie versetzt (272). Zusétzlich
bewirkt die VEGF-Sekretion, ausgelost durch eine Hypoxie, eine verstirkte Prasentation des
Fas-Liganden auf der Oberfliche des Tumors. Auf diese Weise werden durch eine invertierte
Fas/FasL-Interaktion CTL, T-Helferzellen und NK-Zellen innerhalb des Tumors eliminiert
(273).

Wie bereits in 2.2.2 ausgefiihrt bendtigen NK-Zellen zur Ausiibung ihrer zytotoxischen
Funktionen keine Antigenprasentation, da ihre Aktivitdt {iber aktivierende oder inhibitorische
Signale gesteuert werden. In der TMU wird unter anderem der stimulatorische Rezeptor
NKG2D durch tumoral sezernierte 16sliche Liganden gebunden. Hierdurch wird die Interaktion
von NKG2D mit dem MHC-I-Komplex der Tumorzelle verhindert und zusétzlich dessen
Expression herunterreguliert (203,274). Das Zytokinmilieu der TMU wird dominiert durch die
immunssuppressiven Molekiile TGF-f und IL-10 (275). Als Quelle hierfiir dienen Treg, MDSC,
TAM oder die Tumorzellen selbst. In der Folge werden die Funktionen der NK-Zellen wie
Sekretion zytotoxischer Granula und inflammatorischer Zytokine eingeschriankt (276,277).
Zusitzlich wird die NK-Zytotoxizitét durch die lokale Hypoxie herabgesetzt, die einen Abbau

von Granzym B und verminderte Zytokinsekretion bewirkt (278).

2.2.6 Regulatorische T-Lymphozyten im Tumorgeschehen

Insbesondere den Tieg als physiologische Bewahrer der Immunhomdéostase kommt in der TMU
und bei der Immunevasion des Tumors eine Schliisselrolle zu. Naive CD4" T-Zellen
differenzieren in der Peripherie nach TCR-Aktivierung durch einen gezielten Zytokinstimulus
mit [L-2, IL-10 und vor allem TGF- mittels spontaner Expression von FoxP3 in iTrwg. Die
erforderlichen Zytokine werden sowohl von den TMU beeinflussten Leukozyten als auch von
den Tumorzellen selbst generiert. Diese bewirken eine lokale Differenzierung und Expansion
der 1Teg, die aufgrund ihres immunsuppressiven Charakters bei vielen Tumorentititen in einer

geringen Uberlebensrate der Patienten resultiert.
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Wie in Abschnitt 2.2.4 erldutert, besteht ein Mechanismus in dem iibermiBigen IL-2 Konsum
auf Basis der stark erhohten CD25-Expression der iTree. Aufgrund der kompetitiven Bindung
von IL-2 steht dieses als essentieller Modulator der Aktivierung und Proliferation den anderen
Tu-Subtypen nicht zur Verfligung (279,280). Neben IL-2 stellen die sezernierten Treg-
Effektorzytokine IL-10, IL-35, TGF-B potente Regulatoren zur Immunsuppression
insbesondere der Effektor-T-Zellen dar (281). IL-10 zeigte sowohl in einem IL-10 K.o.-
Mausmodell immunsupprimierende Effekte auf proinflammatorische Tul7 als auch in
Kombination mit IL-35 die Erschopfung intratumoraler CTL (282,283). TGF-B1 wird in den
meisten Studien als Vermittler von immunsuppressiven Eigenschaften insbesondere bezogen
auf CTL- und NK-Zytotoxizitit, sowie Tul-gesteuerte Immunantworten beschrieben. Jedoch
wird in anderen Studien von einem stimulierenden Einfluss auf CTL berichtet. Offensichtlich
ist der FEinfluss von TGF-f in verschiedenenen Inflammations- und Tumorstadien
kontextabhiingig unterschiedlich ausgeprigt (284-286). Ein weiterer Mechanismus zur
Immunssuppression auf Basis zytotoxischer Granula richtet sich nach Zellkontakt durch
gezielte Lyse gegen CTL, NK-Zellen und Effektor-T-Zellen (287,288).

Neben dem kompetitiven IL-2-Konsum stellt die Freisetzung von ATP aus apoptotischen Tregs
einen weiteren immunsuppressiven Mechanismus dar. Oxidativer Stress leitet die Apoptose ein,
woraufhin intrazellulires ATP in den Extrazelluldirraum gelangt. Die membranstindige
Enzymklasse der Ektonukleotidasen wandelt in einer mehrstufigen Katalyse durch die beiden
Enzyme CD39 und CD73 proinflammatorisches ATP in antiinflammatorisches Adenosin
(ADO) um. Auf diese Weise lokal synthesiertes Adenosin moduliert iiber die Klasse der
Adenosinrezeptoren die Aktivitdt der zelluliren Immunantwort. Dies ist im Zuge eines
autoregulativen Schutzmechanismus bei einer starken chronischen Entziindungsreaktion
erwiinscht, trdgt in einer deregulierten Form durch Immunsuppression jedoch zu
pathophysiologischen Prozessen wie Tumorerkrankungen bei (289,290).

Diverse Immuncheckpoints stehen im Zusammenhang einer Deregulation der Tregs und einer
Immunevasion durch Tumorerkrankungen im Fokus. Denn im Gegensatz zum stimulatorischen
CD28 der Effektor-T-Zellen 16st das CTLA-4 der Tregs €in inhibitorisches Signal auf Seiten der
APC aus, dass einerseits die Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
herunterregelt und andererseits deren Prasenz auf der Oberfliche der APC durch Trogozytose
entfernt. Folglich wird die Aktivierung und Differenzierung naiver T-Zellen durch APC
unterbunden. Additiv wird die Expression von PD-L1 und PD-L2 im Zuge der CTLA-4-
Interaktion mit CD80/CD86 der APC hochreguliert (291). Eine Aktivierung von PD-1 durch
seinen Liganden PD-L1 leitet die Apoptose der betroffenen T-Zelle ein (235). Dieser
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Mechanismus limitiert insbesondere die CD8"-gesteuerte zytotoxische Immunantwort gegen
Tumore (292). Zusétzlich reduziert LAG-3 {iber die Verminderung der MHC-II-Komplexe die
Antigenprésentation der APC und damit die antitumorale Féhigkeit der zelluldren adaptive

Immunantwort (293).
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Abbildung 6. Darstellung der immunsuppressiven Mechanismen der Ty, in der TMU. T, inhibieren die antitumorale
Immunantwort iiber die Zytokine IL-10 und TGF-p, die Immuncheckpoints CTLA-4 und PD-LI, die lokale IL-2-Verarmung
sowie den Purinmetabolismus der Ektonukleotidasen, indem die Aktivierung oder Differenzierung in T-Effektorzellen (Tep),
deren Proliferation verhindert oder sie in einen Zustand der Anergie oder Apoptose versetzt werden. Die Abbildung wurde mit

Hilfe von BioRender.com erstellt.
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2.2.7 Checkpointinhibitoren

Neben den beiden genannten aktiven Immuntherapien sind die ICI als Regulatoren des
Immunsystems im Kontext maligner Erkrankungen zunehmend in den Fokus geriickt. Die
Vorteile der ICI sind, dass im Gegensatz zur Tumorvakzinierung bereits Priaparate zugelassen
und keine patientenindividuelle Extraktion der T-Zellen und Transduktion des CAR
durchzufiihren sind (294,295). Sie dienen als therapeutisches Regulativ zur Inmunhomdostase,
die in der TMU supprimiert wird. Die beiden T Immuncheckpoints CTLA-4 und LAG-3
interferieren mit dem Prozess der T-Zellaktivierung iiber die Bindung der kostimulatorischen
B7-Molekiile und der Verminderung der Antigenprésentation. Des Weiteren limitiert vor allem
die Uberexpression des PD-L1 in zahlreichen Tumorarten, MDSC, TIDC die zellulire
Immunantwort. Die Aktivierung von PD-1 bewirkt die Reduktion proinflammatorischer
Zytokine, einen anergischen, inaktiven Zustand und letztendlich die Apoptose der Effektor-T-
Zellen, CTL und NK-Zellen. Dies fiihrte folgerichtig zur klinischen Entwicklung der ersten ICI,
die sich gegen CTLA-4 und PD-1/PD-L1 richten. So blockieren die beiden humanen mAb
Ipilimumab und Tremelimumab den inhibitorischen Checkpoint CTLA-4 und stirken damit die
Immunantwort (296,297). Ebenso tragen die zugelassenen Nivolumab und Pembrolizumab zur
Immunstimulation durch Blockade von PD-1 bei (298). Auch gegen dessen Liganden PD-L1
sind in Form der beiden Antikorper Atezolizumab und Avelumab ICI zur Tumortherapie
zugelassen (299,300). Den genannten ICI ist gemein, dass sie in ihrer Funktion die Ubertragung
inhibitorischer Signale an gegen den Tumor gerichtete Akteure unterbinden, oder diese im Falle
des Avelumabs durch ADCC zur Phagozytose und Lyse markieren (301,302).

Aufgrund von Resistenzentwicklungen und nicht ansprechenden Therapien wird an der
Identifikation weiterer Immuncheckpoints, sowie der Entwicklung weiterer ICI und
Kombinationstherapien  geforscht (303). Fiir LAG-3 befinden sich mehrere
Arzneimittelkandidaten in den klinischen Phasen I, II und III (304,305). Neben LAG-3 dient
der Nukleotidrezeptors T-Zell-Immunglobulin-und-Mucindoméne 3 (TIM-3) ebenfalls als
inhibitorischer Checkpoint. Durch Bindung an Liganden wie HMGBI senkt TIM-3 die
Antigenprésentation auf Basis von Nukleinsduren (306). Zusétzliche Regulative bestehen iiber
Galectin-9 (Gal-9) in einer reduzierten Aktivitdt und Proliferation der Tul-Zellen und iiber das
carcinoembryotic antigen related cell adhesion molecule 1 (CEACAM-1) in anergischen T-
Zellen (307,308). Des Weiteren wird durch eine hohe Expression von CEACAM-1 die NK-
Zytotoxizitét reduziert, indem es die Lokalisation der Aktivierungsliganden fiir NKG2D auf der
Oberfliche reduziert und die Granulafreisetzung der NK-Zellen inhibiert (309). Uber die

Blockade der inhibitorischen Killerzell-immunoglobulinartigen Rezeptoren (KIR) kann die
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granulavermittelte Zytotoxizitit der NK-Zellen ebenfalls gesteigert werden (310). Als weiterer
Ansatz wird neben inhibitorischen Ligand-Rezeptor-Checkpoints die Entwicklung
aktivierender Ligand-Checkpoints wie CD137, 0X40, ICOS und Induktoren der Phagozytose
verfolgt (311-313).

Neben den ligandgesteuerten Checkpoints bieten Enzyme aus veschiedenen Metabolismen der
TMU ebenfalls Ansatzpunkte. Neben der Verknappung der essentiellen Aminosiure L-Arginin
spielt das Enzym Indolamin-2,3-Deoxygenase (IDO) auf TIDC eine Rolle. IDO katalysiert die
Umsetzung der essentiellen Aminosédure L-Tryptophan in Kynurenin und beeintrachtigt damit
die Proliferation der Effektor-T-Zellen bei simultaner Induktion von Treg (314-316).

Die purinbasierte ATP/ADO-Achse stellt mit den Ektonukleotidasen und den
Adenosinrezeptoren eine regulatorische Funktion in der Immunhomdostase und folglich einen
vielversprechenden Ansatz als Tumortherapie sowohl allein, als auch in Kombination mit
herkdmmlichen ICI dar. Ebenso werden ICI in Kombination mit Signaltransduktionsinhibitoren

in klinischen Studien untersucht (317).
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2.3 Purinerge Signalkaskade

2.3.1 Purinrezeptoren

Im menschlichen Organismus sind purinbasierte Molekiille in mannigfaltige Prozesse
eingebunden. So sind sie essentielle Bestandteile in Nukleinsduren und Koenzymen und spielen
eine zentrale Rolle als Energietibertrager in der Zellatmung. Zusitzlich fungieren sie iiber
verschiedene Rezeptoren als Botenstoffe und sind somit in zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Stoffwechselprozesse des Korpers involviert (318).

Die Purinrezeptoren werden anhand ihrer Liganden in zwei Klassen unterteilt. Das Nukleosid
Adenosin (ADO) ist der physiologische Ligand fiir die P1-Rezeptoren, bei denen es sich
ausschlieBlich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) handelt. Die membranstindigen
ADO-bindenden GPCR werden in die vier Subtypen Al, A2A, A2B und A3 eingeteilt.
Dahingegen werden die P2-Rezeptoren aufgrund ihrer Funktionalitit in die beiden
Untergruppen mit den Bezeichungen P2X und P2Y unterschieden. Bei den sieben P2X-
Rezeptoren (P2X1-7) handelt es sich um ionotrope Rezeptoren, die durch den Liganden ATP
aktiviert werden. Die acht identifizierten P2Y-Rezeptoren reprisentieren metabotrope GPCR,
die neben ATP auch durch ADP und weitere Nukleotide aktiviert werden koénnen. Beide
Rezeptorklassen sind sowohl auf verschiedenen Immunzellen als auch Tumorzellen lokalisiert

und bilden somit ein wechselseitiges Regulativ (319,320).

2.3.2 Immunsuppressive Eigenschaften des Adenosins in der TMU

Das Nukleosid ADO dient bei starken Entziindungsreaktionen als Regulator der Homdostase
zur Begrenzung von Immunreaktionen. Der Abbau des proinflammatorischen ATP aus
apoptotischen Zellen zu ADO schirmt daher umliegende Zellen gegeniiber der Immunreaktion
ab und ermoglicht somit die Gewebereparatur. Neben den A2B-Rezeptoren (A2BR) werden
insbesondere die A2AR ubiquitdr auf Immunzellen exprimiert. Die beiden Subtypen
beeinflussen {iiber die stimulatorischen Gs-Untereinheiten die Bildung des zyklischen
Adenosinmonophosphats (cCAMP) sowie die Aktivierung der Proteinkinase A, die die Reifung,
Differenzierung und Aktivitdt der Immunzellen abschwichen. Ein groBer Unterschied
zwischen A2AR und A2BR liegt in dem unterschiedlichen Anprechverhalten durch den
physiologischen Liganden ADO. Bereits niedrige Konzentration an ADO aktivieren den
A2AR, jedoch kann ADO in der TMU aufgrund metabolischer Deregulation betrachtlich
akkumulieren und oberhalb von 10 pM den A2BR zusitzlich aktivieren (321).

Aufgrund der massiven Proliferation solider Tumore entsteht innerhalb des Tumorgewebes

hiufig eine lokale Hypoxie, ausgelost durch eine Mangelversorgung. Die resultierende
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Freisetzung von HIF-1a bewirkt eine Erhdhung der Expression von VEGF, Ektonukleotidasen
sowie der A2AR und A2BR. Somit wird in der TMU die Neovaskularisation gefordert und
extrazellulires ATP in ADO umgewandelt, das wiederum iiber die P1-Rezeptoren auf die
Immunzellen einwirkt (322). In Folge dessen wird die Entstehung und Funktionalidt der Tesr
iiber den A2AR inhibiert. Dadurch werden die Aktivitidt des TCR und des IL2R herabgesetzt
und so weniger proinflammatorische Zytokine wie IL-2 und IFN-y sezerniert, was eine
Reduktion der essentiellen antitumoralen Tul-gesteuerten Immunantwort zur Folge hat.
Simultan differenzieren naive CD4" T-Zellen vermehrt in Tre, durch Expression von FoxP3.
Ebenfalls wird durch A2AR die Zytotoxizitit der CTL durch verminderte Sekretion der
Zytokine wie IFN-y und zytotoxischer Granula reduziert. In A2AR defizienten Mausmodellen
wurde die CTL-Infiltrationsrate erhoht, was sowohl das Tumorwachstum als auch die
Metastasierung reduzierte (323). Weitere in-vivo-Versuche zeigten, dass die Blockade des
A2AR die Motilitdit und Zytotoxizitdt der CTL bei simultaner Verringerung der Treg
wiederherstellte (324). Die Suppression der NK-Zellen durch A2AR wurde ebenfalls anhand
mehrerer Studien aufgezeigt. Anhand der Untersuchung von A2AR-Knockout-Miusen und
A2A und A2B-Agonisten konnte aufgezeigt werden, dass NK-Zellen sowohl in ihrer Reifung
als auch Funktionalitdt nach A2AR-Aktivierung eingeschriankt werden (325). Diese Resultate
konnten in weiteren Studien sowohl in vitro als auch in vivo bezogen auf die Freisetzung
zytotoxischer Granula und die ligandenvermittelte Apoptose tiber Fas/FasL-System der NK-
Zellen bestdtigt werden (326,327).

Weiteren Einfluss auf Zelltypen der angeborenen Immunantwort {ibt ADO in Form der
Polarisierung der Makrophagen aus. So wird tiber den A2AR der proinflammatorische Subtyp
M1 inhibiert, und dahingegen hauptsdchlich durch A2BR die Polarisierung in M2-TAM
mitsamt den immunsuppressiven und proangiogenetischen Mediatoren IL-10, Arginase sowie
VEGEF gefordert (328,329).

Ebenfalls tragen DC unter einem A2AR/A2BR-Stimulus zur Immunsuppression bei. Durch
Aktivierung des A2BR wird einerseits die Expression der proangionetischen und
immunsuppressiven Faktoren VEGF, IL-10, TGF-3 sowie IDO befordert und andererseits die
Antigenprésentation und T-Zellaktivierung durch die Reduktion der MHC-II-, B7-Molekiile
und IFN-y vermindert. Additiv wird die Expression von PD-L1 durch A2AR erhoht (330,331).
Die MDSC-Expansion nach A2BR-Stimulation trdgt durch ein analoges Zytokinprofil ebenfalls
gegen eine Ty l-Immunantwort und zur immunsuppressiven TMU bei (332).

Eine Schliisselrolle in der Regulation der Immunhomd&ostase und der Purin-Signalwege der

TMU kommt den Treg zu, deren Aktivitdt durch die Stimulation der A2AR gefordert wird. Dies
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duBert sich in Form einer erhohten Proliferation, der Sekretion der immunsuppressiver Zytokine
IL-10 und TGF-B, sowie der Expression der Immuncheckpoints CTLA-4, LAG-3 und PD-1
(290). Des Weiteren steigert der ADO-Stimulus die Expression der beiden Ektonukleotidasen
CD39 und CD73 auf den Treg, die extrazelluldres ATP in einer mehrstufigen Katalyse zu ADO
umsetzen. Zu einem steigenden ADO-Spiegel der TMU tragen insbesondere Treg bei, deren
Apoptose wegen des oxidativen Stresses in der hypoxischen TMU induziert wird. Diese setzen
ATP erst durch Kanéle wie Pannexin-1 frei und anschlieBend iiber die CD39/CD73-Achse in
ADO um. Durch diesen additiven Mechanismus kdnnen weitere Treg der TMU in einer positiven

Riickkopplungsschleife autokrin stimulieren (289,333).

2.3.3 Neoplastische Eigenschaften des Adenosins

Neben den Immunzellen werden die beiden ADO-Rezeptoren A2A und A2B ebenfalls durch
Tumorzellen exprimiert. Eine Hypoxie im Tumorgewebe, ausgeldst durch starkes Wachstum
und resultierende Unterversorgung, fordert die Expression der beiden ADO-Rezeptoren. Dass
die Aktivierung von A2BR in einigen Tumorarten mit enthemmtem Wachstum sowie einer
Metastasierung korreliert, konnte in einigen Studien anhand der hochregulierten ERK, JNK und
MAPK-Signalwege festgestellt werden. In triple negative breast cancer (TNBC) erhdhte eine
Hypoxie iiber HIF-1a die Expression von A2BR und beforderte damit insbesondere die
Metastasierung (334,335). Diese Zusammenhénge konnten auch in Prostatakarzinomzellen und
Glioblastomzellen verifiziert werden (336,337). Auch A2AR steigern die Neigung zur
Metastasierung. Anhand eines Magenkarzinoms konnte die Beteiligung des PI3K-AKT-
Signalwegs an der Metastasierung nach A2AR-Aktivierung aufgezeigt werden (338,339). Der
A2AR konnte in einem A2A-defizienten Mausmodell auch mit einer Neoangiogenese in
Verbindung gebracht werden (340). Einen weiteren Beitrag zur Tumometastasierung liefern
A2AR und A2BR, indem sie die Expression von CXCR4 in vitro steigern und somit {iber die
folgende Bindung an CXCL12 den Arrest und Extravasation zur Bildung eines Sekundértumors

ermOglichen (341).
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2.3.4 Immunmodulierende Eigenschaften des ATP

Das Nukleotid ATP nimmt neben seinen Funktionen als Universalenergietriger des
Organismus ebenfalls eine regulatorische Funktion innerhalb des Purin-Signalings {iber die
P2XR und P2YR ein (342). ATP gehort zu den sogenannten Schadens-assoziierten
Molekiilmustern (DAMP = damage associated molecule patterns). Im Gegensatz zu den
Pathogenmustern (PAMP) handelt es sich bei den DAMP um endogene, intrazellulédre
Strukturen, die im Zuge einer Beschiddigung, Infektion oder Apoptose der Zellen freigesetzt
werden (343). Im Tumorgewebe wird die ATP-Freisetzung hauptséchlich durch eine Hypoxie
oder Apoptose eingeleitet (344). Die Bindung eines DAMP an den zugehorigen Rezeptor
bewirkt eine Entziindungsreaktion, indem iiber eine Art Ortungssignal die Zellen der
angeborene Immunantwort rekrutiert und anschlieBend effektorisch induziert werden.

Uber P2Y2R werden Makrophagen, Monozyten und Neutrophile chemotaktisch zum Zielort
rekrutiert und zur Phagozytose angeregt (345). Neben P2Y2R kommt dem P2X7R eine
enervierende Rolle zu. Der ATP-Stimulus iiber P2X7R unterstiitzt DC bei der
Antigenprésentation fiir T-Zellen und fordert die Sekretion des proinflammatorischen IL-1[3
auch bei Makrophagen (346,347). Des Weiteren kann ATP seinen antitumorale Effekt
synergetisch mit Zytostatika wie den Anthrazyklinen und Platinderivaten entfalten. Die
zytostatikainduzierte Apoptose der Tumorzellen setzt ATP frei, das {iber seine Funktion als
DAMP die APC zur Antigenprésentation anregt. In der Folge wird mittels CTL und CD4" Tesr
eine zytotoxische Immunantwort {liber die Présentation der tumorassoziierten Antigene
apoptotischer Zellen durch aktivierte APC provoziert. Die Induktion der Immunantwort durch
eine zytostatikainduzierte Apoptose wird auch als immunogener Zelltod (ICD) bezeichnet
(348,349). Additiv setzen Tesr nach ihrer Aktivierung ATP frei, dass durch eine autokrine
Stimulation iiber P2X7 deren Proliferation und IL-2-Sekretion fordert. Im Gegensatz hierzu
wird ein Zusammenhang der Aktivierung des P2X7 und der Apoptose bei T, vermutet
(350,351). Zusitzlich bewirkt die P2X7-Aktivierung die Differenzierung in Tu17 zu Ungunsten
der Treg.
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Abbildung 7: Immunregulatorische Funktion der ionotropen und metabotropen Purinrezeptoren in der TMU. In den griinen

Kidsten sind jeweils die Stimulatorischen und in den roten Kdsten inhibitorische bzw. apoptotische Prozesse der jeweiligen

Rezeptorklassen auf die Akteure der TMU aufgefiihrt. Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.
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2.4 Ektonukleotidasen

2.4.1 Enzymkatalysierter extrazellulirer Abbau des ATP

Um den proinflamatorischen Einfluss des ATP als DAMP lokal auf einen Inflammations- oder
Infektionsherd zu begrenzen, exprimiert das umliegende Gewebe die Enzymklasse der
Ektonukleotidasen (EN). EN katalysieren in einem mehrstufigen Prozess die Umwandlung des
proinflammatorischen ATP in antiinflammatorisches ADO und setzen somit im Zuge der
Gewebshomoostase die Aktivitidt einer proinflammatorischen Immunantwort lokal herab.
Dieser physiologische Schutzmechanismus wird vor allem in soliden Tumoren durch eine
Expressionssteigerung der EN dereguliert und zur Immunevasion zweckentfremdet (352).

In der hypoxischen TMU gelangt ATP {iber das Transmembranprotein Pannexin-1 oder iiber
apoptotische Zellen auf direktem Wege in den Extrazellularraum (EZR), wo es iiber die P2XR
und P2YR seine Funktion als DAMP entfaltet. In einigen Tumoren werden Konzentrationen
von bis zu 700 uM ATP im EZR erreicht (353). Anderenfalls wird ATP {iber die EN CD39 in
einem zweistufigen Prozess unter Abspaltung zweier Phosphatreste (P;) in AMP {iberfiihrt. Im
Gegensatz zum AMP zeigt das Zwischenprodukt ADP Affinitdt zu einigen P2YR und ist in die
Thrombozytenaktivierung involviert. Im letzten Schritt wird durch die EN CD73 der letzte
Phosphatrest abgespalten, sodass dann das im Kontext mit A2AR/A2BR immunssuppressive
ADO entsteht. Die Verschaltung der beiden EN wird als Hauptachse des ATP-Abbaus
angesehen (354). Neben der CD39/CD73-Achse kann extrazelluldres ADO {iber zwei weitere
Enzymkaskaden generiert werden. Das Koenzym Nicotinamidadenindinukleotid (NAD") kann
in einer dreistufigen Katalyse ebenfalls in das Nukleosid ADO umgewandelt werden. Hierbei
degradiert das als NAD*-Nukleotidase benannte CD38 Selbiges unter Abspaltung von
Nictotinamid in Adenosinphosphatribose (ADPR), bevor CD203a das Intermediat zu AMP
umsetzt (355). Die EN CD203a ermoglicht neben der Umsetzung des Substrats ADPR auch die
direkte Darstellung von AMP aus ATP. In dieser enzymatischen Degradationskaskade setzt
CD73 ebenfalls AMP konsekutiv in ADO um, womit es iiber die A2AR und A2BR in der TMU
seine immunsuppressive Wirkung entfaltet (355).

Die ATP-Degradation kann sowohl durch eine EN-Kaskade auf derselben Zelle als auch durch
Verschaltung auf unterschiedlichen Zellen der TMU bewerkstelligt werden. Das enzymatisch
generierte ADO wird der TMU auf zwei Arten entzogen. Extrazellulires ADO wird entlang,
oder unter Energiewand auch entgegen des Konzentrationsgradienten durch equilibrative
Nukleosidtransporter  (ENT), z.B. der SLC29-Transporterfamilie fiir  weitere
Stoffwechselprozesse in das Zytosol iiberfithrt (356). Zusétzlich wird ADO durch den

Adenosindesaminase-CD26-Enzymkomplex (ADA) verstoffwechselt, der neben Tumorzellen
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ubiquitdr auf T-Zellen lokalisiert ist. Das Enzym ADA ist dabei an das membranstdndige CD26
gebunden und setzt ADO per oxidativer Desaminierung in Inosin (INO) um. In einigen
Tumorarten ist die Expression von ADA heruntergeregelt und korreliert daher mit einer
schlechten Prognose. In Ty ist die Expression der ADA im Verhiltnis zu anderen T-Zellen

ebenfalls deutlich reduziert, sodass diese extrazellulares ADO nicht abbauen (357,358).

Extrazellular

INO
@ ATP AMP ADO. ° ... ADO AMP ATP  ADPR NAD*
°
e o © o o %o e o o o o o °, e0® 0,
* ° o ° e ° e ° °© o o
« e ) . X \
\ / /,'
CD39 CD26 CD203a CD38
Pan-1 ENT' ©
e o
®
Intrazellular

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Enzymkaskade als EN-Hauptachse und alternativer Weg des purinergen
Metabolismus auf einer Tumorzelle. Nach seiner Freisetzung in den extrazelluldren Raum durch Zelllyse, Apoptose oder
stressinduziert iiber Pannexin-1 wird ATP durch CD39 konsekutiv iiber das Intermediat ADP zu AMP umgewandelt. CD73
wandelt in einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt AMP in das immunsuppressive ADO um. Neben der Hauptachse
existiert zusdtzlich der alternative Metabolisierungsweg, der eine CD39-unabhdngige Umwandlung des proinflammatorischen
ATP ermoglicht. CD38 katalysiert den Abbau von NAD zu ADPR. Durch eine Verschaltung mit CD203a wird ADPR neben
ATP zu AMP hydrolysiert. In der Folge setzt CD73 das generierte AMP wiederum zu ADO um. Zur Eliminierung wird das
extrazellulire ADO iiber ENT entweder in die Zelle aufgenommen oder durch den CD26-ADA-Enzymkomplex zu INO
desaminiert (359). Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

2.4.2 Ektonukleotidtriphoshatdiphosphohydrolase NTPD (CD39)

Es existieren acht bekannte Subtypen des Enzyms Ektonukleotiddiphosphohydrolase (NTPD),
von denen NTPD1, 2, 3 und 8 membranstindig lokalisiert sind. Alle Subtypen katalysieren die
zweistufige Hydrolyse von ATP und UTP unter sukzessiver Abspaltung zweier Phosphatreste.
Der Abbau des Substrats ATP stellt somit den limitierenden Faktor fiir das Signaling {iber P2-
Rezeptoren dar. Die Subtypen weisen unterschiedliche Geschwindigkeiten beim Umsatz von
ATP auf. So setzt NTPD1 ATP und ADP in derselben Geschwindigkeit in das jeweilige Produkt
um. Dahingegen besitzen NTPD3 und 8 eine hohere Affinitidt zu ATP, sodass fiir eine kurze
Zeitspanne ADP akkumuliert (360,361).

NTPD1 wird auf einer Vielzahl von Gewebe- und Zelltypen exprimiert, sodass es neben der
Immunantwort auch Thrombozyten beeinflussen kann (362). In einer groBangelegten
Genomstudie wurde die Expression von NTPD1 in verschiedenen Tumorarten im Verhiltnis

zu den entsprechenden nicht bosartigen Geweben verglichen. Das Resultat zeigt eine verstérkte
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Expression von NTPDI in verschiedene Tumorarten, wie z.B. Brust- Magen-,
Pankreasduktuskarzinomen oder Glioblastomen. Die hiufige Koexpression von CD73
ermOglicht somit Immunevasion iiber die Erzeugung von ADO (363). Neben der Expression
auf einigen Tumoren wird es in der zelluliren Immunantwort durch T-Zellen, DC und
Makrophagen exprimiert (364). Die simultane Expression von NTPD1 und P2X7R auf
Makrophagen und DC dient unter Normalbedingungen einer Autoregulation der Aktivitét, da
nach einem langen ATP-Stimulus NTPD1 hochreguliert wird (365). Unter
pathophysiologischem Einfluss der TMU fiihrt dies jedoch zu einer Verminderung der
Phagozytose, sowie durch verminderte Antigenprasentation zur Limitierung der CTL- und
CD4" Tes-modulierten Immunantwort (364,366). Diese konnen durch Blockade von NTPD1 in
threr Funktionalitit wiederhergstellt werden. Die Kostimulation durch TGF-B und den
Transkriptionsfaktor FoxP3 stoB3t eine besonders starke Expression von NTPD1 auf den Treg an
(367,368). Die unmittelbare Reduktion des ATP bewirkt einerseits die Verminderung der
proinflammatorischen Effekte tiber den P2X7R bei Tefr und fordert andererseits die Aktivitét
der Treg (350,351).

2.4.3 5¢‘-Ektonukleotidase NT5E (CD73)

Das Enzym CD73 wird entsprechend seiner Funktion auch 5°-Ektonukleotidase (NTS5E)
bezeichnet. Es ist in der Enzymkaskade dem CD39 nachgeschaltet und wandelt AMP per
Dephosphorylierung am C5 der Ribose irreversibel in ADO um. Dadurch fungiert CD73 als
essentielle ~ Schnittstelle  fiir ~die  Modulation einer = A2AR/A2BR-gesteuerten
immunsuppressiven TMU. Ein wichtiger Induktor zur Expression von CD73 ist die Hypoxie
iiber HIF-1a (369). Neben seiner membransténdigen Lokalisierung kann es ebenfalls in Form
von Vesikeln in die TMU abgegeben werden (370). Im Blut von Tumorpatienten wird ein
erhohtes Auftreten dieser Form festgestellt, das mit Tumor- und Gewebsyhypoxien assoziiert
wird. Ein Indiz hierfiir kdnnte der erhohte Blutspiegel von ADO und 16slicher CD73 sein, der
induziert durch grof3e Hohe iiber dem Meeresspiegel induziert wird (371,372). Zudem ist CD73
in die Aktivierung der Thrombozyten und die Angiogenese involviert (373).

Beziiglich der Expression in Tumorgeweben stechen unter anderem Melanome,
Mammakarzinome, lymphatische Leukémie, Glioblastom und Prostatakarzinom besonders
hervor. In diesen Tumoren korreliert die erhdhte Expression in der TMU mit einer verstdrkten
Tumorprogression sowie ungiinstiger Prognose (363,374). Zudem wurde in einigen Studien die
Expression von CD73 mit der Resistenz des Tumors gegen Zytostatika in Verbindung gebracht.

So zeigten Nevedomskaya und Kollegen anhand verschiedener Ovarialkarzinomzellen die
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Korrelation zwischen CD73 und einer induzierten Cisplatinresistenz (375). Eine wichtige Rolle
spielt CD73 ebenfalls bei der Resistenzentwicklung von TNBC gegeniiber Anthrazyklinen wie
Doxorubicin. Loi et al. untersuchten verschiedene TNBC-Zelllinien und stellten anhand einiger
in-vitro- und in-vivo-Modellierungen eine Induktion von CD73 fest. Dabei korrelierte die
Induktion von CD73 durch Doxorubicin mit der Aktivierung des A2AR und einer reduzierten
adaptiven Immunantwort. Dieser Effekt lie3 sich durch einen A2A-Inhibitor oder Blockade mit
einem CD73-Antikorper wieder auftheben (376).

Neben den Tumorzellen kommt CD73 auch auf einigen Immunzellen vor. Bei der Expression
von CD73 ist neben der Hypoxie durch HIF-1a insbesondere TGF-f ein bestimmender Faktor.
Dieser fordert die Expression von CD73 auf regulatorischen Immunzellen wie MDSC und Treg.
Bei MDSC fiihrt der TGF-B-Stimulus der TMU zur Induktion von CD73 und Generierung von
ADO (377). Vor allem bei Treg bewirkt der Einfluss von TGF-B eine erhohte Expression von
CD73 und folglich tiber die Erzeugung von ADO eine autokrine Stimulation. Dahingegen
reduziert die TGF-B-induzierte Expression von CD73 die T-Zellaktivierung und
Differenzierung in Tefr ebenso wie ein proinflammatorisches Milieu aus den Tul-Zytokinen
IFN-y und IL-12 (378). Zusétzlich korreliert eine erhohte Expression von CD73 und CD39 mit
einer Verminderung oder Abwesenheit des CD26-ADA-Komplexes auf Trg, was wiederum
mehr ADO in der TMU bedeutet (379,380).

Infolgedessen wird CD73 sowohl allein als auch zusammen mit CD39 in der Forschung als

Immuncheckpoint fiir Inmuntherapien untersucht (374).

2.4.4 Ektonukleotidpyrophosphatase 1 NPP1 (CD203a)

Neben der vielbeachteten  Enzymfamilie @~ NTPD  existiert in  Form  der
Nukleotidpyrophosphatasen (NPP) eine weitere Enzymklasse mit der Funktionalitit des
Nukleotidabbaus. Innerhalb der Enzymfamilie konnten bisher sieben Subtypen (NPP1-7) mit
einer breiten Substratspezifitdt fiir Phosphodiester identifiziert werden. Das Enzym NPP1 ist
ebenfalls unter den Synonymen CD203a und Plasma Cell Antigen 1 (PC-1) bekannt und ist
neben seiner Funktion in der Knochenmineralisation aufgrund der Fahigkeit des ATP-Abbaus
fiir die tumorale Immunevasion von Relevanz (381). Neben der Hydrolyse des Hauptsubstrats
ATP unter Abspaltung von Pyrophosphat (PP;) ist NPP1 katalytisch in die Degradation der
Nukleotide NAD", ADPR, cAMP und zyklisches Guanosinmonophosphat-AMP (2¢,3°¢-
cGAMP) involviert (355,382,383). Das zyklische Dinukleotid 2°,3°*-cGAMP ist ein Modulator
des Stimulator-der-Interferongene-Signalwegs (STING) zur Expression der Typ I Interferone,

die die Aktivitdt der angeborene Immunantwort und CTL induzieren (384).
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Die Expression von NPP1 wird iiber verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine reguliert.
TGF-B-Signalwege tragen zu einer verstirkten Expression und intrazelluldren Transport zur
Zellmembran bei, wohingegen das Zytokin IL-1B den Stimulus unterdriickt (385). Neben der
Vermittlung der Insulinresistenz ist NPP1 auch in die Progession einiger
Hirntumorerkrankungen involviert (386). So wurde eine erhdhte Expression sowohl in C6-
Gliomzellen aus Ratten als auch in humanen astrozytischen Hirntumoren mit hohem
Schweregrad und stammzellartigen Glioblastomzellen nachgewiesen (387-389). Anhand eines
lentiviralen shRNA-Knockdowns wurde die Korrelation zwischen NPP1-Expression und
Bosartigkeit der Hirntumore aufgezeigt, da ein Knockdown des Enzyms in einer reduzierten
Zellproliferation und induziertem Zelltod resultierte (389). Auf einigen untersuchten
Melanomen ist NPP1 zusammen mit CD39, CD73 und CD38 koexprimiert. Morandi und
Kollegen zeigten auf, dass die Melanomzellen in vitro ADO aus den beiden Substraten ATP
und NAD" darstellten und dieses die Proliferation der CD4" Tefr und CTL stark einschrinkte
(390). Auf aktivierten T-Zellen wurde NPP1 ebenfalls nachgewiesen und ein Zusammenhang
mit der Wiederaufnahme der Spaltprodukte Nicotinamid und ADO zur intrazelluldren
Metabolisierung vermutet (391). Im Kontrast dazu zeigt eine Subpopulation der NK-Zellen
Auffilligkeiten beziiglich der Expression von EN. Es handelt sich dabei um den CD16
CD56"1e" Subtyp mit verminderter Zytotoxizitit in Relation zu den CD16°CD56%™ NK-Zellen.
Anhand von in-vitro-Modellierungen zeigten Morandi et al., dass der NK-Subtyp CD16
CD56e" iber die Koexpression von NPP1 und CD73 ATP in ADO umwandelt und die
Proliferation der CD4" Ter stark inhibiert (392). Aufgrund dessen kann NPP1 als alternativer
oder auch zusétzlicher Ansatzpunkt zu CD39 angesehen werden, um die Umwandlung von ATP
in immunsuppressives ADO initial zu unterbinden und dessen proinflammatorische Wirkung

zu erhalten.

2.4.5 Inhibitoren der Ektonukleotidasen

Aufgrund der immunmodulatorischen Funktion der enzymatischen Kaskade des purinergen
Signalwegs werden dessen Bestandteile als Immuncheckpoints angesehen. Deshalb liegt der
Fokus auf der Entwicklung von Inhibitoren, die in Form von Antikérpern oder chemischen
Molekiilen die Aktivitit inhibitorischer Komponenten wie den EN CD39, NPP1 und CD73
sowie den PIl-Rezeptoren A2A und A2B zu reduzieren oder stattdessen modulierende
Komponenten wie den P2X7R und des CD26-ADA-Enzymkomplexes potenziell zu verstérken.
NPP1 wird in die Superfamilie der phospho-/sulfo-koordinierenden Metalloenzyme

eingeordnet (393). In dessen Kkatalytischem Zentrum werden zwei Zn>*-Ionen durch
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koordinative Bindungen an den Aminosduren Asparaginsdure und Histidin fixiert (394).
Aufgrund der Ahnlichkeit zum Substrat ATP werden nukleotidische Inhibitoren in Form von
modifizierten ATP-Derivaten entwickelt. Allerdings blockiert der CD39-Inhibitor ARL67156
ebenfalls die Aktivitdt von CD73 und NPP1, wenn auch deutlich schwicher (395,396). Auch
der CD73-Inhibitor Adenosin-5°-(a,B-methylen)diphosphat (a,3-metADP oder AOPCP) zeigte
ebenfalls geringe inhibitorische Eigenschaften an NPP1, weshalb aufgrund der geringen
Selektivitit der Nukleotidanaloga auch nicht-nukleotidische Substanzen entwickelt werden
(397,398). Hierunter fallen unter anderem die Substanzklassen der Benzimidazolderivate,
Polysulfonate, Polyoxometallate (POM) und einige Polysaccharide, wovon die letzteren beiden
Gruppen besonders durch inhibitorischer Potenz und Selektivitét hervorstechen (398,399).

Die POM lassen sich als negativ geladene anorganische Clusterverbindungen mit hohem
Molekulargewicht charakterisieren, deren Zentrum aus Schwermetallatomen wie Wolfram
(W), Molybdin (Mo) oder Vanadium (V) besteht und von Sauerstoffatomen umgeben ist (400).
Aus dieser Substanzgruppe wurden einige Vertreter als potente Inhibitoren der EN CD39 und
NPP1-3  identifiziert. = Unter  diesen  kristallisierte =~ sich  die = Verbindung
KeH2[TiW11C0040] x 13 H2O mit der Bezeichnung PSB-POM-141 sowohl beziiglich der
Selektivitdt gegeniiber CD39 als auch durch einen K;-Wert von 1,46 nM als potenter Inhibitor
von NPP1 heraus (401).

2.4.6 Heparine als NPP1-Inhibitor

Eine Studie zur NPP1-Aktivitdt auf Jurkat T-Zellen zeigte, dass diese durch GAG wie HS,
Hyaluronséure partiell und insbesondere durch Heparin stark in Abhéngigkeit der eingesetzten
Konzentration herabgesetzt wurde. Dabei blieb unklar, ob die Inhibition auf kompetitiver
Hemmung oder auf der Funktion als falscher Metabolit beruhte (402). Hierbei stellte sich die
Frage, ob und inwieweit eine Korrelation zwischen der NPP1-Inhibition, der Saccharidstruktur
sowie der Verteilung und Haufigkeit der Ladungen im Molekiil bestand. Anhand weiterer
Untersuchungen beziiglich der groen sowie heterogenen Klasse der Polysaccharide konnte
ebenfalls Potenzial zur Inhibition der Ektonukleotidasen festgestellt werden.

Laut neueren Untersuchungen eignen sich isolierte sulfatierte Polysaccharide aus Rot- und
Braunalgen zur Inhibition der CD39- und NPP1-Enzymaktivitit. In dieser Studie wurde anhand
der extrahierten und getesteten Xylogalactane und Fucoidane aufgezeigt, dass sowohl NPP1 als
auch CD39 in Enzymassays effektiv geblockt werden. Das Ergebnis wurde fiir ein Fucoidan
konzentrationsabhédngig in vitro an einer Glioblastomzelllinie bestitigt (403). Neben den

Algenextrakten stellen die Glykosaminoglykane wichtige Vertreter der natiirlichen
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Polysaccharide dar. Weitere in-vivo-Studien widmeten sich der Aktivitdt von NPP1-3 auf CHO-
Zellen und synaptischen Membranen des Rattengehirns sowie der selektiven Inhibition durch
Heparin. Hierin wurde einerseits das Potenzial des Heparins als Inhibitor von NPP1 bestdtigt
und dessen Selektivitit beziiglich NPP1 dargelegt (404,405).

Aufgrund dessen stellen Heparin und LMWH als mogliche ICI des Checkpoints NPP1 einen

Ansatz zur Tumortherapie dar.
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3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, neue Beitrdge zur Aufkldrung der Immunevasion von
Tumoren sowie deren Resistenzentwicklung gegeniiber Zytostatika zu leisten. Hierzu wird als
verbindender Aspekt der beiden Fragestellungen der Purinmetabolismus in Form der
Enzymklasse der Ektonukleotidasen sowie deren Substrat ATP und dessen Abbauprodukt ADO
adressiert. SchwerpunktmaBig soll mittels diverser Verbindungen aus der Substanzklasse der
Sulfopolysaccharide das Potenzial zur NPP1-Blockade ermittelt werden. Ziel ist es, die
Purinhomdgostase unabhédngig vom bekannten CD39 in Richtung eines proinflammatorischen,
antitumoralen Milieus zu verschieben und so die Immunevasion zu unterbinden. Dafiir werden
sowohl kommerzielle als auch partialsynthetische Heparine eingesetzt. Daraus sollen
Erkenntnisse abgeleitet werden, inwieweit die als Antikoagulanzien in der Onkologie
verwendeten Heparine auch eine immunonkologische Wirksamkeit entfalten kénnen und ob
dies strukturell zu optimieren ist. Zu diesem Zweck ist die Arbeit in mehrere Projektteile
gegliedert.

Der erste Abschnitt umfasst die Identifikation einer geeigneten Tumorzelllinie zur Analyse der
vorangestellten Fragestellungen. Dafiir werden verschiedene Tumorzelllinien hinsichtlich ihrer
EN-Expression mit Fokus auf NPP1 und CD73 untersucht. Zusitzlich soll mit Hilfe der
Kapillarelektrophorese eine Methode zur qualitativen und quantitativen Analytik der zelluldren
ATP-Konversion und ADO-Bildung etabliert werden.

Im zweiten Projektabschnitt liegt der Fokus auf der Evaluation der NPP1-Blockade der zu
analysierenden Verbindungen. Hierzu wird mit Hilfe der Kapillarelektrophorese die
Konversion des NPP1-Substrats ATP in ADO betrachtet. Diese Methode wurde ausgesucht, da
es sich hierbei um einen mehrstufigen Abbau mit Zwischenprodukten handelt, der die simultane
Detektion geladener und ungeladener Molekiile erfordert.

Der dritte Abschnitt zielt auf einen potenziellen Zusammenhang zwischen einer EN-
Expression, EN-Aktivitdt und einer klassischen Resistenzinduktion gegeniiber Zytostatika ab.
Es sollen einerseits Ovarialkarzinomzellparchen bestehend aus Wildtyp und resistentem Subtyp
hinsichtlich der EN-Expression miteinander verglichen und eine mogliche EN-Induktion durch
Zytostatika betrachtet werden. Des Weiteren soll eine mogliche EN-Induktion anhand der
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 nach Exposition gegeniiber Doxorubicin und dem
resistenzfordernden Faktoren Kollagen untersucht werden.

Im letzten Projektteil wird die Immunmodulation durch behandelte Tumoriiberstéinde analysiert
werden. Hierzu werden die per kapillarelektrophoretischer Untersuchung vielversprechendsten

Verbindungen zur NPP1-Blockade als Tumorzelliiberstand mit Immunzellen inkubiert. Auf
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zelluldrer Ebene werden daraufhin mit Hilfe der Duchflusszytometrie sowohl die CD4" T-
Zelldifferenzierung in regulatorische T-Zellen als auch die PBMC hinsichtlich der
zytolytischen Kapazitit der NK-Zellen gegeniiber der K562-Leukimiezellen betrachtet.
Beziiglich der humoralen Ebene werden die CD4"-Uberstinde weitergehend auf die
Zytokinsekretion von IL-10 als Mediator der Kommunikation zwischen Tumorzellen und Treg
untersucht. Des Weiteren wird durch Evaluation der interzelluliren Kommunikation per
Multiplex-Analyse auf ein breiteres Zytokinprofil erweitert, um anhand dessen die
Immunmodulation in Richtung Immunsuppression oder Immunstimulation zu beleuchten.

Insgesamt soll durch die vier Projektteile ein Beitrag zur zellbiologischen Charakterisierung
der EN NPP1 als Immuncheckpoint und Resistenzinduktor geleistet und ein mogliches

therapeutisches Potential zu dessen Hemmung mittels Heparin beleuchtet werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Material und Methoden

Hersteller

1 -Step®™ Ultra TMB-ELISA Substratlosung Losung

7-AAD Viability Staining Solution

Adenosin

Adenosin-3",5"-cyclisches-monophosphat

Adenosin-3"-monophosphat Dinatriumsalz

Adenosin-3’-diphosphat Dinatriumsalz

Adenosin-5"-[(a,p)-methyleno]diphosphat

(AMPCP)

Adenosin-5’-triphosphat Dinatriumsalz Monohydrat

Bacillol® AF

2'/3’-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosin-5’-triphosphat
(BzATP)
Biozym LE Agarose

Bovines Serum-Albumin, BSA

Calciumchlorid-Dihydrat

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Jena Bioscience GmbH
Jena, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Paul Hartmann AG
Heidenheim, Deutschland

Jena Bioscience GmbH
Jena, Deutschland

Biozym Scientific GmbH
Hessisch Oldendorf, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland
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CFSE Cell Division Tracker Kit

Cisplatin

Collagen Type I Rat Tail

D(+)-Glucose

DHS5a kompetente Zellen zur Subklonierung

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

Dipyridamol

Direct-zol” RNA MiniPrep Kit

dNTP-Mix (je 10 uM)

Doxorubicin HEXAL 2 mg/ml

Dulbecco’s phosphate buffered saline
(DPBS), w/o: Ca*" and Mg** pH 7,4, steril

Dulbecco’s modified Eagle’s medium — high glucose 4,5 g/l
(DMEM"®)

Erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl)adenin-Hydrochlorid
(EHNA)

Essigsdure 100%

Ethanol, absolut > 99%
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BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Corning
Bedford, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Zymo Research
Irvine, CA, USA

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Hexal AG
Holzkirchen, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland



Ethylendiamintetraessigséure-Dinatriumsalz Dihydrat
(EDTA)

GelRed Nucleic Acid Stain 10000X

Gigasept” Instru AF

Guava® Instrument Cleaning Fluid (ICF)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure

(HEPES)

Histopaque®-1077

Humanes IL-2, rekombinant

Human IL-10 Mini ABTS ELISA Development Kit

ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator

Inosin

iScript Advanced cDNA Synthesis Kit fiir RT-qPCR

Isopropanol 100%

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

L-Glutamin 200 mM

MACS® Comp Bead Kit, anti-mouse Igk

Material und Methoden

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Biotium Inc.
Fremont, CA, USA

Schiilke & Mayr GmbH
Norderstedt, Deutschland

Luminex Corporation
Austin, TX, USA

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

PeproTech Inc.
Rocky Hill, NJ, USA

STEMCELL Technologies Inc.
Vancouver, Kanada

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland
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Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Melsept™ SF

Milchpulver Blotting Grade, fettarm

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-(diphenyltetrazoliumbromid)

(MTT)

Natriumazid

Natriumchlorid, Cellpure® >99.8%

Natriumhydrogencarbonat, Cellpure® >99,5%

Natriumhydroxid 0,1 N

Natriumhydroxid 5 N

Natriumlaurylsulfat (SDS)

5'-(N-Ethylcarboxamido)adenosin

(NECA)

Oligo (dT) Primer

Paraformaldehyd

Penicillin-Streptomycin-Loésung (10.000 L.E./ml,10 mg/ml)

Phusion”™ High-Fidelity DNA-Polymerase

Pyruvat Natrium (100 mM)
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Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

New England Biolabs Inc.
Ipswich, MA, USA

Life Technologies Corporation
New York, NY, USA



RNaseOUT™, rekombinanter Ribonuklease-Hemmer

Roti®-CELL DPBS/EDTA

RPMI 1640®-Ndhrmedium

Salzsdure, konzentriert > 37%

Saponin

Schwefelsdure > 95% Chemsolute®

Sera Plus, Special processed FBS,
Virus and mycoplasma tested

SuperScript™ IV Reverse Transkriptase Kit

Sterillium®

StraightFrom® Buffy Coat CD4 MicroBead Kit, human

SYBR GreenER™ gqPCR SuperMix

TRI Reagent®

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(TRIS)

Trypsin/EDTA 0,05%/0,02 % in PBS

Tween®-20

Uridin

Material und Methoden

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Carl Roth GmbH + Co.KG
Karlsruhe, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Merck Chemicals GmbH
Darmstadt, Deutschland

Th. Geyer GmbH & Co.KG
Renningen, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Bode Chemie GmbH
Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG

Bergisch Gladbach, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Zymo Research
Irvine, CA, USA

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

PAN-Biotech GmbH
Aidenbach, Deutschland

AppliChem GmbH
Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim, Deutschland
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XR9577 (WK-X-24) P-gp Inhibitor

Zymoclean Gel Recovery Kit

4.1.2 Losungen und Puffer

Pharmazeutisches Institut Bonn
Bonn, Deutschland

Zymo Research
Irvine, CA, USA

Bezeichnung Komponenten Menge
1% Agarosegel Agarose 12¢g
TAE-Pufter 120 ml
3% PFA-Losung (FACS) PFA IL5g
DPBS 50,0 ml
4% BSA-Losung BSA 04¢g
DPBS 10,0 ml
A2780-Vollmedium Fotales Kélberserum 50 ml
CD4/K562/NK-Vollmedium Penicillin/Streptomycin-Lsg (10.000 L.E./ml) 5 ml
W1/W1CR-Vollmedium RPMI 1640"-Nihrmedium 500 ml
A3875-G6 Stammlosung 3 mM A3875-G6 5,4 mg
Reinstwasser 1,0 ml
A3875-H6 Stammlosung 3 mM A3875-H6 7,2 mg
Reinstwasser 1,0 ml
A3875-16 Stammldsung 3 mM A3875-16 9,4 mg
Reinstwasser 1,0 ml
Adenosin-Losung 10 mM Adenosin 26,7 mg
Krebs-HEPES-Puffer 10,0 ml
ADP-Lo6sung 10 mM ADP 42,7 mg
Krebs-HEPES-Puffer 10,0 ml
AMP-Loésung 10 mM AMP 34,7 mg
Krebs-HEPES-Puffer 10,0 ml
ATP-Losung 10 mM ATP 55,1 mg
Krebs-HEPES-Puffer 10,0 ml
Blockierungslosung (ELISA/FACS) BSA I,5¢g
DPBS 10,0 ml
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cAMP-Losung 10 mM

CFSE-Arbeitslosung

Cisplatin-Stammlosung 5 mM

Diluent/Losungsmittel (ELISA)

Dipyridamol-Lésung 10 mM

Doxorubicin-Stammlésung 30 uM

EHNA-L6sung

Enoxaparin-Stammlosung 4000 LE./ml

FACS-Puffer

Fixierungspuffer (FACS)

Fondaparinux-Stammldsung 2,5 mg/ml

IL-2-Arbeitslosung

Inosin-Losung 10 mM

Kollagenbeimpflosung

cAMP
Krebs-HEPES-Puffer

CFSE
Hungermedium

Cisplatin
DPBS

BSA
Tween®-20
DPBS

Dipyridamol
DMSO

Doxorubicin
DPBS

EHNA-Hydrochlorid
DPBS

Clexane® 40 mg
DPBS

BSA
NaN3
DPBS

Saponin
Tween®-20
3% PFA-Losung

Arixtra® 2,5 mg/0,5 ml
DPBS

IL-2-Stammldsung (100 U/pl)
DPBS

Inosin
Krebs-HEPES-Puffer

Collagen Type I (10,8 mg/ml)
DPBS

Material und Methoden

32,9 mg
10,0 ml

3ul
1497 ul

15,0 mg
10,0 ml

50 mg
25 ul
50 ml

50,5 mg
10,0 ml

0,815 ml
9,185 ml

10,8 mg
10,0 ml

0,4 ml
0,6 ml

500 mg
5 mg
50,0 ml

10 mg
50 pl
10,0 ml

0,5 ml
0,5 ml

1 ul
499 pl

26,8 mg
10,0 ml

8 ul
1792 pul
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Krebs-HEPES-Puffer (CE)

Kryomedium

MDA-MB-231-Vollmedium

MTT-Reagenz (5 mg/ml)

Permeabilisierungspuffer (FACS)

PSB-19316-Losung 1 mM
(CD73-Inhibitor)

PSB-POM-141-Loésung 5 mM
(NPP1-Inhibitor)

SDS-Phosphat-Puffer

Separationspuffer

TAE-Puffer

Tinzaparin-Stammlosung 8000 L.E./ml
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Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
D-Glucose

HEPES
Calciumchlorid-Dihydrat
Magnesiumsulfat-Heptahydrat
Reinstwasser

Fotales Kélberserum
DMSO

Fotales Kélberserum
Penicillin/Streptomycin-Lsg (10.000 L.E./ml)
L-Glutamin-Lsg (200 mM)

Pyruvat-Lsg (100 mM)
DMEM"®-Nihrmedium

MTT
DPBS

Saponin
Tween®-20
FACS-Puffer

PSB-19316
Reinstwasser

PSB-POM 141
Reinstwasser

Natriumlaurylsulfat (SDS 100 mM)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Reinstwasser

BSA
EDTA-Dihydrat
DPBS

Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Essigsdure

EDTA-Dihydrat

Reinstwasser

Innohep®™ 8000 LE./0,4ml
DPBS

2772,4 mg
140,2 mg
65,3 mg
141,1 mg
1585,4 mg
953,2 mg
76,5 mg
266,2 mg
400 ml

9,0 ml
1,0 ml

50 ml
5 ml

5 ml

5 ml
500 ml

50,0 mg
10,0 ml

50 mg
50 pul
10,0 ml

6,12 mg
10,0 ml

162 mg
10,0 ml

5767,6 mg
356,0 mg
200 ml

200 mg
29,76 mg
40,0 ml

121¢g

28,5 ml
9,3 mg
500 ml

0,4 ml
0,6 ml



Material und Methoden

Tween-20-Arbeitsldsung Tween®-20 10 ul
DPBS 4990 pl

U87-Vollmedium Fotales Kéilberserum 50 ml
Penicillin/Streptomycin-Lsg (10.000 LE./ml) 5 ml
L-Glutamin-Lsg (200 mM) 5ml
DMEM®-Néhrmedium 500 ml

UFH-Stammlésung 5000 LE./ml Heparin ratiopharm 5000 .E./0,2 ml 0,2 ml
DPBS 0,8 ml

Waschpufter (ELISA) Tween®-20 250 ul
DPBS 500 ml

4.1.3 Primer

Bezeichnung Hersteller

B-Actin (ACTB) Human Primer

GAPDH Human Primer

NPP1 (CD203a) Human Primer

NPP1 (CD203a) Human Sequencing Primer

NPP2 Human Primer

NPP3 Human Primer

NTS5E (CD73) Human Primer

NTPD1 (CD39) Human Primer

NTPD2 Human Primer

NTPD3 Human Primer

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA
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NTPD& Human Primer

4.1.4 Antikorper

OriGene Technologies Inc.
Rockville, MD, USA

Antigen Bezeichnung Klon Hersteller
FoxP3 FITC anti-human FOXP3 206D BioLegend Inc.
Antibody San Diego, CA, USA
FITC Isotype FITC Mouse IgG, « Isotype MOPC-21 BioLegend Inc.
Ctrl San Diego, CA, USA
CD25 PerCP/Cyanine5.5 BC96 BioLegend Inc.
anti-human CD25 Antibody San Diego, CA, USA
PerCP/Cyanine5.5 PerCP/Cyanine5.5 Mouse MOPC-21 BioLegend Inc.
Isotype IgGl, x Isotype Ctrl San Diego, CA, USA
4.1.5 Antikoagulantien und EN-Enzyminhibitoren
Bezeichnung Hersteller
Arixtra® 2,5 mg/0,5 ml Aspen Pharma Trading Limited

Injektionslosung, Fertigspritze

Clexane® 4.000 L.E. (40 mg/0,4 ml)
Injektionslosung, Fertigspritze

Desulfatierte Heparine

Fraktionierte Dalteparinderivate

Heparin-Natrium-5000 I.E./0,2 ml-ratiopharm

Injektionslosung, Fertigspritze

Innohep® 8000 Anti-Xa I.E./ml
Injektionslosung, Fertigspritze

PSB-19316 (CD73-Inhibitor)

PSB-POM 141(= POM 141) NPP1-Inhibitor

Reduziertes Oxyheparin
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Dublin, Irland

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH
Frankfurt am Main, Deutschland

Prof. Giangiacomo Torri, Ronzoni Institut

Mailand, Italien

Prof. Annamaria Naggi, Ronzoni Institut

Mailand, Italien

ratiopharm GmbH
Ulm, Deutschland

Leo Pharma A/S
Ballerup, Dénemark

G. Rolshoven (Prof. Christa Miiller)

Bonn, Deutschland

Prof. Christa Miiller, Universitiat Bonn

Bonn, Deutschland

Prof. Giangiacomo Torri, Ronzoni Institut

Mailand, Italien



Seealgenextrakte

Synthetische GAG-Trisaccharide

4.1.6 Gerite und Instrumente

Bezeichnung

Material und Methoden

Prof. Susanne Alban, CAU Kiel
Kiel, Deutschland

Prof. Hien Nguyen, Wayne State University

Detroit, MI, USA

Hersteller

48-Vial Proben-tray (CE)

Absaugsystem BVC 21 NT

Accu-Jet® pro

Analysenwaage Sartorius basic

Beckman Coulter PPACE MDQ

Capillary Electrophoresis System

C1000™ Thermal cycler

CD1008 Mini Zentrifuge

Centrifuge 5430R

CFX 96 Real Time System

ChemiDoc™ Imaging System

CO,-Brutschrank ICOmed

Colibri Microvolume Spectrometer

CytoFlex

Beckman Coulter Instruments
Fullerton, CA, USA

Vacuubrand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Sartorius AG
Gottingen, Deutschland

Beckman Coulter Instruments
Fullerton, CA, USA

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Phoenix Instrument GmbH
Garbsen, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Memmert GmbH & Co.KG
Schwabach, Deutschland

Berthold Detection Systems GmbH
Pforzheim, Deutschland

Beckmann Coulter GmbH
Krefeld, Deutschland



Material und Methoden

Eppendorf® Thermostat Plus Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Finnpipette™F2 (5-50 pl) ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Guava® easyCyte HT 11 Flow Merck Chemicals GmbH
Cytometer Darmstadt, Deutschland
Kapillaren-Halterung Beckman Coulter Instruments

Fullerton, CA, USA

Laminar-Air-Flow-Werkbank Holten Heto-Holton A/S
safe 2010 Allered, Danemark
Lichtmikroskop Axiovert 200 Carl Zeiss Microscopy GmbH

Jena, Deutschland

Lichtmikroskop Wilovert 30 Helmut Hund GmbH
Wetzlar, Deutschland

MDF-1156(ATN)-PE ULT Freezer PHC Europe B.V.
Etten-Leur, Niederlande

MidiMACS™ Separator Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Mr. Frosty™ Gefrierbehélter ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Multipette™ M4 Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Multiskan® EX ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

peqSTAR 96X Thermocycler VWR International
Radnor, PA, USA

pH-Meter S20 SevenEasy™ pH Mettler-Toledo GmbH
Gieflen, Deutschland

Pipette (10 pl) Research® Eppendorf SE
p
Hamburg, Deutschland

Pipette (10 pl) Transferpette™S BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland
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Pipette (100 pl) Research®

Pipette (100 pl) Transferpette®S

Pipette (1000 ul) Research®

Pipette (12x200 pl)

Pipette (2,5 ul) Research®

Pipette (20 pl) Research®

Pipette (200 pl) Research®

Pipette (5 ml) Transferpette®S

Pipette (8x50 pl) Transferpette™ S-8

Purelab® Plus

Wasseraufbereitungsanlage

Severin Mikrowelle MW 7752

Spatel, diverse

Tecan Spark

T-Personal 48 Thermocycler

Trockenschrank 60°C

Ultraschallbad Sonorex® Super RK
510H

Material und Methoden

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

Eppendorf SE
Hamburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

ELGA LabWater
Celle, Deutschland

Severin Elektrogerite
Sundern, Deutschland

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Tecan Group AG
Mainnedorf, Schweiz

Biometra GmbH
Gottingen, Deutschland

Heraeus Holding GmbH
Hanau, Deutschland

Bandelin electronic GmbH & Co. KG
Berlin, Deutschland

63



Material und Methoden

VIP ECO ULT Freezer

MDF-DU502VH-PE

Vortexer RS-VA 10

Zellzihler CASY® 1 Model TT

Zentrifuge Universal 32 R

Zentrifuge Universal 320 R

4.1.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

PHC Europe B.V.
Etten-Leur, Niederlande

Phoenix Instrument GmbH
Garbsen, Deutschland

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

Hettich GmbH & Co. KG
Tuttlingen, Deutschland

Hersteller

10 ul Tip Pipettenspitzen
(1-10 pl), natur

1000 pl Tip Pipettenspitzen
(100-1000 pl), blau

12 Well Plate 12-Well
CytoOne® Platte, unbehandelt

20 ml Spritze Einmalspritzen Braun
Luer Solo (20 ml)

200 pl Tip Pipettenspitzen
(10-200 pl), gelb

24 Well Plate 24-Well
CytoOne® Platte, unbehandelt

5000 pl Tip Pipettenspitzen
(1000-5000 pl), natur
5000 pl Tip Pipettenspitzen (5 ml)

(1000-5000 pl) Plastibrand®, natur

6 Well Plate 6-Well CytoOne®™
Platte, unbehandelt
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Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

B.Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

BRAND GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland



Biosphere Filter Tips (100-1000 pl)

Biosphere Filter Tips (10-100 pl)

Biosphere Filter Tips (1-10 pl)

CasyCups CASY™ cups

Cell Strainer Miltenyi
MACS® SmartStrainer (30 um)

Dual Solution™ Reservoirs
Eppi 0,6 Reagiergefifie (0,6 ml)
Eppi 0,6 Reagiergefifie (0,6 ml)

DNase/RNase frei

Eppi 1,5 Braun Reagiergefiafie (1,5 ml), braun
Eppi 1,5 Reagiergefifie (1,5 ml)

Eppi 1,5 Reagiergefifie (1,5 ml)
DNase/RNase frei

Eppi 2 Reagiergefafle (2,0 ml)

Eppi 2 Reagiergefafle (2,0 ml)

DNase/RNase frei

Eppi 5 Reagiergefafle (5,0 ml)

Falcon 15 Zentrifugenréhrchen (15 ml)
CellStar Tubes

Falcon 50 Zentrifugenréhrchen (50 ml)
CellStar Tubes
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Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Schérfe System GmbH
Reutlingen, Deutschland

Miltenyi Biotec B.V. & Co.KG
Bergisch Gladbach, Deutschland

Heathrow Scientific
Vernon Hills, IL, USA

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland
Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland
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Hard Shell® PCR Platten, 96 Wells

KryogefiBe Cryo.S"™

Microseal® B Filme fiir PCR-Platten

Multistepper Tips Eppendorf
Combitips advanced®0,5 ml

Nunc Maxisorb F96 Maxisorb
Nunc-Immuno Plate

Pasteurpipetten, Glas

Polymicro Flexible Fused Silica Capillary

1068150019

RNaseZap™

Sapphire PCR Reaktionsgefifie
(0,2 ml), natur

Serologische Pipette, wattiert, 10 ml,
steril

Serologische Pipette, wattiert, 25 ml,
steril

Sterile Platten 96 F 96-Well
CytoOne® Platte, unbehandelt

Sterilfilter Sterilfilter (0,2 um)

T175 Zellkulturflaschen T175 (175 cm?)

T25 Zellkulturflaschen T25 (25 cm?)

T75 Zellkulturflaschen T75 (75 cm?)
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Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Eppendorf AG
Hamburg, Deutschland

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Brand GmbH & Co. KG
Wertheim, Deutschland

Molex
Lisle, IL, USA

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Starlab GmbH
Ahrensburg, Deutschland

Whatman GmbH
Dassel, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt AG & Co.KG
Niimbrecht, Deutschland



U-Platten Microplatte, 96-Well, PS,
U-Boden, transparent

V-Platten Microplatte, 96-Well, PS,
V-Boden, transparent

Winnchen Pipettierreservoir, PS,
50 ml fiir Mehrkanalpipetten

Zellkulturflaschen, 650 ml, (175 cm?),
CELLCOAT Collagen Type I

Zymo-Spin™ [IC Column

4.1.8 Software

Bezeichnung
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Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

ratiolab GmbH
Dreieich, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH
Frickenhausen, Deutschland

Zymo Research
Irvine, CA, USA

Hersteller

Bio-Rad CFX Manager 2.3

ChemDraw 19.1

CytExpert

FlowJo v.10.5.3

GraphPad Prism 8.4.0

GuavaSoft™ 3.3

Image Lab™ Software 2.4

LEGENDplex™ Data Analysis

Software

LibreOffice Calc 3.6

Microsoft Office 2016 fir Windows

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

Perkin Elmer LAS GmbH,
Rodgau, Deutschland

Beckmann Coulter GmbH
Krefeld, Deutschland

BD Life Sciences
Franklin Lakes, NJ, USA

GraphPad Software
La Jolla, CA, USA

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Bio-Rad Laboratories
Hercules, CA, USA

BioLegend Inc.
San Diego, CA, USA

The Document Foundation
Berlin, Deutschland

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA
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Microsoft Windows 10

Spark Control Software

Thermo Scientific™ Ascent™ Software

Zotero 6.0

68

Microsoft Corporation
Redmond, WA, USA

Tecan Group AG
Mainnedorf, Schweiz

ThermoFisher Scientific Inc.
Waltham, MA, USA

George Mason University
Washington DC, USA
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4.2 Zellkultur

4.2.1 Inkulturnahme

Um eine langfristige Lagerhaltung der verwendeten Zelllinien zu gewéhrleisten, werden diese
bei -150 °C in einem Ultratiefkiihlschrank in Kryogefiden aufbewahrt. Zur Inkulturnahme
entnimmt man ein Kryogefafl und ldsst es langsam bis auf 37 °C auftauen. Das Kryogefal} fasst
ungefdhr ein Milliliter (ml) Zellsuspension, welche in ein mit geeignetem Zellmedium
vorgelegtes Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und bei 4 °C sowie 450 g zentrifugiert wird. Im
Anschluss ist der Uberstand zu entfernen, das Zellpellet in 1 ml des vorgesehenen Mediums zu
resuspendieren und in eine mit weiterem Medium vorgelegte T25-Zellkulturflasche zu
transferieren. Zur Adhdsion und Wachstum der Zellpopulation wird diese bei 37 °C und 5 %
CO; inkubiert. Am folgenden Tag ist das Medium auszutauschen, um den zehnprozentigen
Anteil des im Kryomedium enthaltenen zelltoxischen Dimethylsulfoxid (DMSO) zu entfernen.
Alternativ kann man die Zentrifugation iiberspringen und die Suspension aus Zell- und
verdiinntem Kryomedium direkt in eine Zellkulturflasche {iberfiihren. Nach etwa drei Stunden
sind die Zellen adhériert, woraufhin das Gemisch aus Zell- und verdiinntem Kryomedium
abgesaugt wird, um auch in dieser Variante den Anteil an zelltoxischem DMSO zu entfernen.
Das abgesaugte Medium wird entsprechend mit frischem Zellmedium substituiert. Ist das
Wachstum des adhérenten Zellrasens bis zur Konfluenz vorangeschritten, werden die Zellen

analog zu Abschnitt 4.2.4 subkultiviert.

4.2.2 Kryokonservierung

Zur Vorbereitung der Kryokonservierung behandelt man die Zellen analog zu Abschnitt 4.2.4
und bestimmt deren Anzahl im Medium. Im Anschluss zentrifugiert man die Zellsuspension
bei 4°C sowie 450 g fiir 4 Minuten (min). Nach Abnahme des Uberstandes wird der
Zellniederschlag in der gewliinschten Konzentration in Kryomedium resuspendiert, um je einen
Milliliter in ein Kryogefdl3 zu iiberfithren. Das erforderliche Medium besteht aus 90 % (V/V)
fetalem Kélberserum (FKS) und 10 % DMSO. Zunichst werden die Kryogefdl3e 24 h im Mr.
Frosty™ Gefrierbehélter gelagert, um eine schonende Abkiihlung von -1 °C/min bis auf -80 °C
im Gefrierschrank zu gewéhrleisten und sie dann in den -150 °C Ultratietkiihlschrank zu

transferieren.
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4.2.3 Zellzahlbestimmung

Fiir die Standardisierung und Reproduzierbarkeit der Versuche ist eine konstante Zellzahl notig.
Hierfiir kann man den Zellzihler CASY® 1 Model TT verwenden, dessen Verfahren auf der
Methodik des Coulter-Zéhlers basiert. Hierbei wird der elektrische Widerstand mit Hilfe zweier
Platinelektroden gemessen. Die Messelektroden befinden sich jeweils in einer durch eine
Kapillare voneinander getrennten Kammer und tauchen in eine spezifische Elektrolytlosung
ein. Werden Zellen wahrend einer Messung durch die Kapillare gesaugt, vermindert sich
folglich der zuvor konstante Stromfluss. Aufgrund der isolatorischen Eigenschaften einer
intakten Zellmembran im Vergleich zum Elektrolyten erhoht sich proportional zur Grof3e der
Zelle der Widerstand, welcher als Signal detektiert wird. Die Anzahl der ermittelten
Anderungen des Widerstandes stellt dabei die Zellzahl der vermessenen Probe dar. Neben der
Zellzahl ist parallel eine Bestimmung der Viabilitit moglich. Bei defekten Zellen ist die
strukturelle Integritdt soweit herabgesetzt, dass lediglich der wesentlich kleinere Zellkern
detektiert wird. Fiir die lebendigen Tumorzellen ergibt sich daraus eine Grofenverteilung im
Bereich von 8 pm bis 30 um. Fiir kleinere Zelltypen wie isolierte T-Lymphozyten und
mononukledre Blutzellen ist eine Erweiterung des Bereichs auf 6 um erforderlich. Das Resultat
einer vermessenen Probe wird somit als Zellzahl je Milliliter, die GroBenverteilung und
Viabilitit angegeben. Zur Bestimmung der Zellzahl werden je 10 ml der CASYton®-
Elektrolytlosung per Sterilfiltration in einem CASY-Rdhrchen vorgelegt. Nach Aufbereitung
der Zellen analog zu Abschnitt 4.2.4 werden 20 pl Zellsuspension in die vorgelegte
Elektrolytldsung gegeben und die Probe am CASY®-Zellzihler vermessen.

4.2.4 Subkultivierung

Zur Kultivierung der eingesetzten Zelllinien wird ein Inkubator mit einer Innentemperatur von
37°C und einem Gehalt von 5% CO2 der Luft verwendet. Durch regelméBige
lichtmikroskopische Kontrolle werden sowohl das Wachstum der Zellpopulation als auch der
Zustand des Zellmediums tiiberpriift. Bei einem Farbwechsel des zugesetzten Indikators
Phenolrot von Rot zu Gelb aufgrund saurer Stoffwechselprodukte ist ein Wechsel des Mediums
notig. Sobald adhédrente Zellen einen konfluenten Rasen ausgebildet haben, konnen sie zu
experimentellen Zwecken eingesetzt oder erneut in Medium kultiviert werden. Dazu wird das
alte Medium entfernt und der Zellrasen mit sterilem Dulbecco’s phosphate buffered saline
(DPBS) gewaschen, um tote Zellen zu entfernen. Je nach GréBe der verwendeten
Zellkulturflasche ist ein geeignetes Volumen einer Losung aus Ethylendiamintetraessigsdure

(EDTA) einzusetzen um die adhérenten Zellen durch die Komplexierung der Ca?* und Mg?*-
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Ionen abzuldsen. Bei starker Adhédrenz der Zelllinien an der Kulturflasche ist der zusétzliche
Einsatz der Peptidase Trypsin nétig, um die Zellen aus der Flasche durch Spalten der
Proteinbindungen zu 16sen. Die Dauer der Abldsung variiert zwischen den Zelllinien. Nach der
Ablosung werden die Zellen mit DPBS oder Medium ziigig von dem Flaschenboden abgespiilt
und in ein Zentrifugenrdhrchen transferiert. Es folgt die Zellzahlbestimmung analog zu
Abschnitt 4.2.3 mit Hilfe des CASY®-Zellzihlers. Die Zellsuspension wird bei 4 °C mit 450 g
fiir vier Minuten zentrifugiert. Danach ist der Uberstand zu verwerfen und das Zellpellet in 1 ml
DPBS oder Medium aufzunehmen. AbschlieBend wird die erforderliche Zellzahl zum
Passagieren in eine mit Medium vorgelegte Kulturflasche tiberfiihrt oder zu experimentellen

Zwecken eingesetzt.
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4.2.5 Zelllinien
A2780/42780cis Bei den beiden Zelllinien A2780 und A2780cis handelt es sich um

Gewebsproben aus einem Ovarialkarzinom, die aus dem Tumorgewebe einer unbehandelten
Patientin entnommen wurden. Bezogen wurden die Zellen von der ECACC (A2780
Katalognummer: 93112519, A2780cis Katalognummer: 93112517). Zur Kultivierung ist das
Nahrmedium RPMI 1640 mit den Zusdtzen 10 % (V/V) FKS, und 1 % (V/V) Penicillin-
Streptomycin-Losung (10.000 L.E./ml, 10 mg/ml) verwendet worden. Die Cisplatinresistenz
der Variante A2780cis ist durch wiederholte Exposition steigender Konzentrationen des
Zytostatikums generiert worden. In regelmdfigen Intervallen ist die Resistenz durch
Zytotoxizitdtsassays (Abschnitt 4.4.1) zu iberpriifen. Des Weiteren wurden die
A2780/A2780cis Zellen iliber maximal 12 Passagen kultiviert, weil dariiber hinaus eine

Abnahme der Resistenz festgestellt wurde.

MDA-MB-231 Die Zelllinie MDA-MB-231 gehort zur Klasse der Brustkrebszelllinien und ist
1973 erstmals durch das M.D. Anderson Hospital and Cancer Institute etabliert worden. Sie
entstammt einer 51-jdhrigen kaukasischen Frau. Innerhalb der Klasse der Brustkrebszelllinien
wird die Zelllinie den TNBC zugeordnet, da sie im Gegensatz zu anderen Brustkrebsarten
weder tliber Estrogen- noch Progesteron-Rezeptoren oder den humanen epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) verfiigen. Folglich weist diese im Falle einer Erkrankung
im Vergleich zu den rezeptorpositiven Mammakarzinomen durch ein geringes Ansprechen der
sonst indizierten Hormontherapien dementsprechend eine hohere Letalititsrate aus. Dies steht
unter anderem im Zusammenhang mit einer hohen Invasivitdt und hohen Inzidenz an Rezidiven
(406). Zur Kultivierung der Zelllinie MDA-MB-231 wird als Grundlage das Zellmedium
Dulbecco’s modified Eagle medium — high glucose (DMEM) eingesetzt. Der Basis sind die
Zusitze 10% (V/V) FKS, 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 LE./ml,
10 mg/ml), 1 % (V/V) L-Glutaminlésung 200 mM und 1 % (V/V) Natriumpyruvatlosung
100 mM hinzuzufiigen.

K562 Die Zelllinie K562 entstammt einer 53-jdhrigen Patientin, welche bereits vier Jahre lang
gegen chronisch myeloische Leukémie therapiert wurde. Lozzio und Lozzio konnten die
Suspensionszelllinie im Jahr 1975 etablieren, indem die Gewebeprobe aus einem Pleuraerguss
wihrend einer Blastenkrise isoliert wurde (407). Sie eignet sich aufgrund der geringen
Expression der Klasse-I-HLA zur Analyse der Zytotoxizitdt natiirlicher Killerzellen (408). Die
Kultivierung ist in RPMI 1640 mit den Zusétzen 10 % (V/V) FKS, und 1 % (V/V) Penicillin-
Streptomycin-Losung (10.000 L.E./ml, 10 mg/ml) erfolgt.
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U87 Die Zelllinie U887, auch bekannt als U887 MG, entstammt einem Glioblastom eines nicht
ndher genannten minnlichen Patienten. Der Namenszusatz MG bezieht sich hierbei auf die
Bezeichnung Glioblastoma multiforme (GBM), da die Zelllinie histologische Ahnlichkeiten zu
den Gliazellen des Gehirns aufweist. Gemél der histologischen Kategorisierung der
Hirntumore (Grad I-IV) der WHO représentiert die GBM-Zelllinie U87 ein Grad IV-Gliom
(409). Sie zeichnet sich im Vergleich zu niederen Graden durch eine Hyperzellularitit, stark
erhdhte Angiogenese und Invasivitit sowie eine sehr geringe Uberlebensrate der Patienten aus.
Somit stellt U87 MG aufgrund der eingeschrankten Therapierbarkeit, etwa durch Strahlen- und
Chemotherapie, sowie schneller Resistenzentwicklung zusammen mit anderen GBM eine der
aggressivsten Tumorarten dar (410). Als Nahrmedium diente DMEM zuziiglich der Additive
10 % (V/V) FKS, 1% (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 L.E./ml, 10 mg/ml),
sowie 1 % (V/V) L-Glutaminlésung 200 mM.

WI/WICR Ahnlich den A2780/A2780cis Zellen handelt es sich bei den W1/W1CR um
Zelllinien, die aus dem Gewebe eines Ovarialkarzinoms einer unbehandelten Patientin isoliert
worden sind. Die Bereitstellung iibernahm hierbei Herr Dr. Januchowski von der University of
Medical Sciences in Posen. Als Zellmedium wurde RPMI 1640 mit den Additiven 10 % (V/V)
FKS, und 1 % (V/V) Penicillin-Streptomycin-Losung (10.000 LE./ml, 10 mg/ml) eingesetzt.
Den WICR-Zellen ist in kontinuierlichen Abstinden 1 pg/ml Cisplatinldsung zugesetzt
worden, um die Resistenz gegeniiber Cisplatin aufrechtzuerhalten. Die Resistenz ist wiederum
mit Hilfe eines Zytotoxizitdtsassays (Abschnitt 4.4.1) regelmiBig tiberpriift worden.
PBMC/CD4" T-Zellen Zur Kultivierung der zu experimentellen Zwecken isolierten Peripheral
Mononuclear Blood Cells und CD4" T-Lymphozyten sind diese mit RPMI 1640 und den
Additiven 10 % (V/V) FKS, und 1 % (V/V) Penicillin-Streptomycin-Lésung (10.000 LE./ml,
10 mg/ml) behandelt worden.

4.3 Zellisolation

4.3.1 Peripheral Mononuclear Blood Cells

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen PBMC sind aus Buffy Coat isoliert worden, der iiber
das Institut fir Experimentelle Héamatologie und Transfusionsmedizin  des
Universititsklinikums Bonn bezogen wurde. Es handelt sich hierbei um anonymisierte
Blutspenden, sodass keinerlei Riickschliisse auf den Spender gezogen werden konnten. Der
Leukozytenfilm entsteht durch Apharese als Nebenprodukt bei der Verarbeitung von
Blutspenden, da diese vor der Gabe an die Patienten entfernt werden miissen. Aufgrund der
Dichtegradientenzentrifugation entstehen mehrere Phasen im Rdéhrchen, worauthin man die

undurchsichtige PBMC-Phase mit Hilfe einer Pasteurpipette extrahiert. Hierfiir entnimmt man
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ein addquates Volumen aus dem Blutbeutel und gibt dieses auf einen 30 um Nylonfilter um
beispielsweise aggregierte Thrombozyten zu entfernen. AnschlieBend wird das Filtrat im
Verhéltnis 3:5 mit DPBS verdiinnt. Auf je 3 ml einer im Zentrifugenrdhrchen vorgelegten
Histopaque®-1077-Losung schichtet man vorsichtig 8 ml des Blut-Puffer-Gemisches auf. Die
Trennung per Dichtegradientenzentrifugation erfolgt bei 400 g bei Raumtemperatur fiir 10
Minuten mit anschlieBender Entnahme des triibben, farblosen PBMC-Films. Die extrahierte
Menge PBMC wird mit DPBS auf 12 ml eingestellt und abermals unter den genannten
Bedingungen zentrifugiert. Es erfolgen nach Entfernen des Uberstandes eine Resuspendierung
in DPBS und eine Zellzdhlung der PBMC am CASY®. Dabei gilt es, wie bereits in Abschnitt
4.2.3 beschrieben, den kleineren Zelldurchmesser der PBMC von 6 um zu beriicksichtigen. Im
Anschluss an einen weiteren Waschschritt stellt man die PBMC auf eine Konzentration von
2 x 10%/ml im Zellmedium ein. Bis zur Versuchsdurchfilhrung am folgenden Tag wird die

Zellsuspension stehend in einer Zellkulturflasche kultiviert.

4.3.2 CD4" T-Lymphozyten

Die Extraktion humaner CD4" T-Zellen ist analog den PBMC aus anonymisierten Buffy Coats
erfolgt. Hierzu ist das StraightFrom™ Buffy Coat Micro Bead Kit der Firma Miltenyi Biotec
eingesetzt worden. Der Isolation liegt das Prinzip der Positivselektion durch MACS (magnetic
activated cell sorting) zugrunde. Dabei werden die CD4" T-Zellen mit einem anti-CD4-
Antikorper markiert, der liber seine Fc-Region (kristallisierbares Fragment) kovalent an ein
Eisenpartikel der Gréfe 50 nm gebunden ist. Nach Bindung der Fab-Fragmente
(antigenbindendes Fragment) des Antikorpers an das Epitop CD4 nutzt man ein
ferromagnetisches Feld, um die markierten CD4"-T-Zellen in der Saule zuriickzuhalten und die
unerwiinschten Zellen abzutrennen.

Die verwendeten Losungen des Kits sind fiir die Isolation auf 4 °C temperiert. Vor der Isolation
wird ein ausreichendes Volumen Buffy Coat mit Hilfe eines 30 um Nylonfilters aufgereinigt,
um potenziell vorhandene Aggregate abzuscheiden. Das Filtrat wird analog der
Herstelleranleitung mit der nétigen Menge an Micro Bead Mix versetzt und bei 4 °C fiir 15 min
im Kiihlschrank inkubiert. Simultan wird die MACS™ Saule im Magnetfeld des MidiMACS™
Separators positioniert und durch Zugabe von 3 ml entgastem Separationspuffer vorbereitet.
Nach Ablauf der Inkubation wird die Zellsuspension auf die Sdule aufgetragen. Der Durchfluss
mit den nicht markierten Zellen wird aufgefangen, wéhrend die Bead-Antikdrperkonjugate die
CD4*-T-Lymphozyten im Magnetfeld zuriickhalten. Nach vollstindigem Durchlauf wird die

Sdule zweimal mit je 2 ml Separationspuffer gewaschen, um Riickstdnde nicht markierter
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Zellen zu entfernen. Im Anschluss miissen die aufgereinigten CD4" T-Zellen aus der Saule
eluiert werden. Hierfiir wird die Sdule auf einem neuen Zentrifugenrdhrchen platziert, bevor
man 4 ml Elutionspuffer auftrigt. Mit Hilfe eines dazugehorigen Stempels wird die Suspension
durch die Séule gedriickt. Es folgen die Zellzahl- und Viabilitidtsbestimmungen der Fraktion
per CASY® Zellzéhler, wobei ein Zelldurchmesser zwischen 6 um und 30 um als Indiz fiir eine
vitale Zellfraktion gilt. Der Uberstand kann nach einer fiinfminiitigen Zentrifugation bei 4 °C
und 400 g abgenommen und die Zellen in RPMI 1640 Medium zur weiterfiihrenden

Behandlung aufgenommen werden.
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4.4 MTT-Assay

4.4.1 Grundlage

Mit Hilfe des MTT-Assays sind im Rahmen dieser Arbeit Analysen zur Viabilitit der Zelllinien
A2780/A2780cis, W1/W1CR und MDA-MB-231 durchgefiihrt und der Einfluss verschiedener
Testsubstanzen auf deren Vitalitit gepriift worden. Als essentiell fiir die kolorimetrische
Viabilitdtsanalyse erweist sich das namensgebende Salz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid). Lebendige Zellen setzen das wasserlosliche, gelbliche
Tetrazoliumsalz durch Reduktion und folgende Ringdffnung in ein violettfarbenes Formazan
um (411). Der exakte Reaktionsmechanismus konnte bisher noch nicht final aufgeklirt werden.
Bislang galt die Vermutung, dass an der Reaktion die mitochondriale Succinat-Dehydrogenase
beteiligt ist. Neuere Untersuchungen kommen jedoch andererseits zum Resultat, dass die
pyridinhaltigen Coenzyme NADH und NADPH als biochemische Elektronendonatoren die

Schliisselrolle in der enzymatischen Reduktion spielen (412).
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Abbildung 9: Reduktive Umsetzung des namensgebenden MTT-Salzes per Koenzym NADH* + H* in ein quantifizierbares,
violettes Formazan

Das gebildete Formazan ist wasserunldslich und reichert sich daher in den Zellen als Prézipitat
an. In DMSO gelost kann die Absorption des gebildeten Formazans bei Amax = 570 nm
photometrisch vermessen werden. Die Reduktion des Tetrazoliumsalzes in ein Formazan ist
dabei proportional zur metabolischen Aktivitdt vitaler Zellen. Deshalb stellt das gemessene
Absorptionssignal eine Korrelation zur Zellvitalitit her, die man zur Analyse zytotoxischer
Substanzen nutzen kann (413). Folglich erlaubt der MTT-Assay Erkenntnisse iiber das
Widerstandsverhalten untersuchter Tumorzelllinien gegeniiber den indizierten Zytostatika.
Ebenfalls konnen der Wildtyp und die resistente Variante durch Ermittlung des ECso-Wertes
(effective concentration) miteinander verglichen werden. Hierzu werden die verwendeten

Tumorzellen steigenden Konzentrationen des nach indizierter Therapie korrespondierenden
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Zytostatikums ausgesetzt. Der ECso-Wert stellt die Konzentration an Zytostatikum dar, die die
Hilfte aller Zellen abtdtet. Nach Sicherstellung eines signifikanten Resistenzunterschieds
zwischen Wildtyp und resistenter Variante kann in der Folge mittels qPCR eine Korrelation
zwischen Expressionsverhalten der Ektonukleotidasen und Zytostatikaresistenz analysiert

werden.

4.4.2 Probenvorbereitung Ovarialkarzinome A2780/A2780cis und W1/W1CR

Die Vorbereitung der Zellen folgt den Ausfithrungen in Abschnitt 4.2.3, und die Konzentration
wird auf 125 Zellen/ul eingestellt. Als Verdunstungsschutz werden in die 36 umrandenden
Kavititen der 96-Wellplatte 90 ul DPBS-Puffer gegeben. In die weiteren Kavititen der Platte
werden jeweils 80 pl Zellsuspension pipettiert, was einer Gesamtzahl von 10.000 Zellen
entspricht. Nach einer Inkubation von 24 h bei 37 °C und 5 % CO; sind die Zellen adhdrent und
konnen mit Cisplatin behandelt werden. Zuvor wird eine halblogarithmische Verdiinnungsreihe

von Cisplatin mit Konzentrationen zwischen 107 und 1073 mol/l erstellt.
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Abbildung 10: Darstellung des Pipettierschemas einer Konzentrationsreihe zur Zytotoxizititsanalyse einer Wildtyp-

Tumorzelllinie und ihres cisplatinresistenten Subtyps. Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

In die zweite Spalte werden 20 ul DPBS hinzugegeben, weshalb diese als Negativkontrolle
ohne Cisplatin dient. Die {ibrigen Spalten 3 — 11 werden in aufsteigender Konzentration mit
10 ul DPBS und 10 pl der jeweiligen Cisplatinverdiinnung beimpft. Es folgt eine weitere

Inkubation unter Cisplatin fiir weitere 72 h, bevor die Proben vermessen werden.
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4.4.3 Probenvorbereitung MDA-MB-231-Zellen

Neben den Ovarialkarzinomen wurde auch die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231
hinsichtlich Zytotoxifizierung und Ektonucleotidase-Aktivitdt untersucht. Die Fragestellung
lautet, ob der ektoenzymatische ATP-Abbau und dessen Inhibition einen Beitrag zur
gesteigerten Resistenz gegeniiber dem Zytostatikum Doxorubicin leistet. Additiv wird der
Einfluss des Kollagens auf die Resistenzentwicklung betrachtet. Obwohl die
Probenvorbereitung einige Modifikationen im Vergleich zu den Ovarialkarzinomzellen
erfordert, wird diese aber nahezu analog durchgefiihrt. Zur Blockade des Abbaus von ATP
wurden der NPP1-Inhibitor PSB-POM-141 und der CD73-Inhibitor PSB-19316 verwendet. In
Vorversuchen galt es zundchst festzustellen, ob die Inhibitoren eine Toxizitdt gegentiber den
MDA-MB-231 Zellen aufweisen. Als entscheidender Parameter der Versuchsreihe dient
abermals der ECso-Wert um die Sensitivitdt gegeniiber Doxorubicin zu charakterisieren.
Aufgrund der breiteren Testung als bei der Versuchsreihe mit den Ovarialkarzinomzellen wurde
die Zellzahl je Kavitét auf 5000 adjustiert, so dass 70 pl Zellsuspension in jedes Well pipettiert
wurden. Im Rahmen der Vorversuche wurden nach einer 24-stiindigen Inkubation 20 pl DPBS
sowie 10 pl Losung eines Ektonukleotidaseninhibitors zugesetzt. PSB-POM-141 und PSB-
19316 sind dabei in Konzentrationen von jeweils 5 und 10 uM beziehungsweise 100 und
200 nM getestet worden. Im Anschluss erfolgte eine weitere Inkubation iiber 72 h bis zur
Vermessung. Bei beiden Inhibitoren konnte auch in der hoheren Konzentration keine Toxizitét
nachgewiesen werden, weshalb diese fiir den weiteren Verlauf beriicksichtigt wurden.

Im Hauptteil der Versuchsreihe wurden die Inhibitoren dann jeweils mit ATP, dem Substrat der
Ektoenzyme in Kombination mit einer Verdiinnungsreihe Doxorubicin analysiert. Die
Konzentrationsreihe des Doxorubicins hatte dabei eine Varianz von 10%3 bis 10+ mol/l,
wihrend ATP auf 300 uM eingestellt wurde. Alle Stammldsungen sind so zu verdiinnen, dass
bei Zugabe von 10 pl auf ein Gesamtvolumen von 100 pl/Well die gewlinschte Konzentration
erreicht wird. Des Weiteren wird in verschiedenen Publikationen der Zusammenhang zwischen
Expression der Ektonukleotidasen, Wachstum auf Kollagen und Sensitivitdt diskutiert. Hierzu
sind 96-Wellplatten vor Versuchsbeginn mit Kollagen beschichtet worden. Anhand der

folgenden Formel kann die benétigte Kollagenkonzentration berechnet werden.

Fliache [cm?] X Beschichtungsdichte [%]

Koll =
c(Kollagen) Beschichtungsvolumen [ul]

Formel 1: Berechnung der benétigten Kollagenkonzentration zur Plattenbeschichtung
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Dabei erfolgt eine Zugabe an 10 pug/cm? Kollagen mit einem empfohlenen
Beschichtungsvolumen von 30 pl einer verdiinnten Kollagenlosung je Kavitit. Die
Grundflache der Kavitét einer 96-Wellplatte betridgt 0,143 cm?. Setzt man die Parameter ein,
erhilt man eine Kollagenkonzentration von 0,0477 ng/ul. Die Stammldsung wird entsprechend
mit DPBS verdiinnt um die 30 pl Beschichtungsvolumen zu erreichen. Nach Zugabe der
Kollagenlosung miissen die Platten bei 37 °C und 5 % CO> im Inkubator getrocknet und
anschlieBend im Kiihlschrank gelagert werden. Die weitere Vorgehensweise verhilt sich analog

zu nicht beschichteten Platten.

4.44 Auswertung

Auf die Inkubation mit Zytostatika sowie diversen Testsubstanzen folgt die Zugabe des
Reagenzes MTT. Hierfiir wird zuvor eine Losung der Konzentration 5 mg/ml mit DPBS
angefertigt, wovon 20 ul in jedes Well gegeben werden. Die Ovarialkarzinomzellen werden fiir
45 Minuten bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert, wohingegen fiir die MDA-MB-231 60 Minuten
Inkubationszeit erforderlich sind. Wéhrenddessen wird MTT durch die lebendigen Zellen zum
violetten Formazan reduziert. Der fliissige Inhalt wird vorsichtig durch Ausklopfen entfernt und
die wasserunldslichen Formazankristalle in 200 ul DMSO aufgenommen und geldst. Mittels
des Multiskan EX Reader wird die Absorption der Proben bei Amax = 570 nm vermessen und
eine weitere Hintergrundmessung bei A = 690 nm aufgenommen. Die Absorptionswerte der
Hintergrundmessung stellen die Blindwerte dar und werden zur Korrektur der Messwerte bei
Amax = 570 nm von diesen subtrahiert. Fiir die Auswertung ist es erforderlich, dass die
subtrahierten Absorptionswerte < 1 sind, da nach dem Lambert-Beerschen Gesetz eine lineare
Korrelation zwischen Absorption und Konzentration nur in dem Absorptionsbereich von 0,2—
1,0 besteht. Die Triplikate werden gemittelt und im Anschluss auf den hochsten gemessenen
Mittelwert normalisiert, welcher dann 100 % Viabilitit definiert. Zur Erstellung einer
Konzentrations-Effekt-Kurve (dose response) werden mit Hilfe der Graphpad PRISM Software
die normalisierten Werte gegen die dekadisch logarithmierten Konzentrationen des
verwendeten Zytostatikums aufgetragen. Anhand des sigmoidalen Kurvenlaufs der
nichtlinearen Regression kann der halbmaximale Effekt beziehungsweise die mittlere effektive
Konzentration ECso liber den Wendepunkt bestimmt werden. Im Falle dieser Versuchsreihe
kann aufgrund der Letalitdt als definiertem Effekt die ECso auch als LCso bezeichnet werden.
Fiir eine iibersichtliche Darstellung der Sensitivitdt gegeniiber dem Zytostatikum werden durch
Logarithmierung die pECso-Werte berechnet und als Séulendiagramm aufgefiihrt. Ein weiterer

Parameter zur Evaluation der Sensitivitdt insbesondere bei Zellpdrchen oder zur Akzentuierung
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unterschiedlicher Behandlungen stellt der Resistenzfaktor RF dar. Dieser ergibt sich in dieser
Versuchsreihe aus dem Quotienten aus den ECso der A2780cis und W1CR zu den jeweiligen
Schwesterzelllinien A2780 und W1. Der RF kann mittels der aufgefiihrten Formel 2 berechnet
werden.

ECs, (resistent oder behandelt)
ECs, (nicht resistent oder unbehandelt)

Resistenzfaktor RF =
Formel 2: Berechnung des Resistenzfaktors RF
Um eine ausreichende Differenzierung der Eigenschaften der Wildtypzelllinie und des

zytostatikaresistenten Subtyps hinsichtlich der Resistenz zu gewéhrleisten, sollte der

Resistenzfaktor RF > 2 betragen.
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4.5 Quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

4.5.1 Grundlage

Die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) ermdglicht es,
Erkenntnisse iiber das Ausmall an der Expression genes of interest (GOl = Zielgene) zu
gewinnen und diese direkt miteinander zu vergleichen. Zu diesem Zweck wird RNA
(Ribonukleinsdure) aus den Zellen isoliert und mit Hilfe der Reversen Transkriptase in cDNA
(komplementire Desoxyribonukleinsdure) transkribiert und mittels der
Polymerasekettenreaktion (PCR) vervielfdltigt. Im Vergleich zur genomischen DNA des
Zellkerns ist die zytosolische, reife mRNA (messenger Ribonukleinsiure) geeigneter zur
Analyse aufgrund der Tatsache, dass sie nur aus den kodierenden Exons zusammengesetzt ist.
Die nicht kodierenden Introns sind nach der Transkription durch das Spleilen im SpleiBosom
bereits im Zellkern entfernt worden (414). Dadurch ermdglicht die qPCR der mRNA
quantitative Aussagen liber die Haufigkeit der Transkriptionen und erlaubt somit eine Aussage
iiber die Héufigkeit der Expression verschiedener Proteine. Durch Lyse der Zellen kann die
mRNA extrahiert und durch das Enzym Reverse Transkriptase in cDNA {iiberschrieben werden.
Mit Hilfe der RNase H wird die mRNA des hybridisierten Stranges abgebaut, sodass die cDNA
wieder als Einzelstrang vorliegt (415). Der cDNA-Strang dient wéhrend der qRT-PCR als
Vorlage bzw. Matrize zur Vervielféltigung. An der Matrize lagern sich komplementér kurze
Oligonukleotide an, die als Primer bezeichnet werden. Sie dienen einer hitzebestindigen DNA-
Polymerase als Startpunkt zur DNA-Synthese mittels freier Nukleosidtriphosphate (ANTP) in
5¢‘—>3‘-Richtung. Die Polymerasekettenreaktion teilt man in drei Phasen unterschiedlicher
Temperatur ein. In der als Denaturierung bezeichneten ersten Phase wird der
Matrizendoppelstrang durch Erhitzen auf 95 °C in Einzelstringe geteilt. In der folgenden
Primerhybridisierung, auch als Annealing bezeichnet, lagern sich bei 50 °C — 65 °C die Primer
komplementdr nach ihrem Design an die vorgesehene Stelle der DNA-Matrize an. Die
Elongation ist die letzte Phase, in der die hitzebestindige DNA-Polymerase den
komplementiren DNA-Strang bei ca. 70 °C in 5‘—3‘-Richtung vervollstindigt. Die drei
genannten Phasen aus Denaturierung, Annealing (Hybridisierung) und Elongation bilden einen
PCR-Zyklus, in welchem die Menge an DNA verdoppelt wird. Folglich steigt je Zyklus die
vorhandene Menge der DNA exponentiell um den Faktor 2 an (416). In Abbildung 11 ist der
Ablauf der drei aufeinanderfolgenden Phasen eines PCR-Zyklus mit dem Endergebnis einer

qPCR skizziert.
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1. Denaturierung (95°C) 2. Primerhybridisierung (60°C)
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Abbildung 11: Schematischer Ablauf der Phasen eines PCR-Zyklus einer gPCR mitsamt dem Endergebnis. Durch Hitze erfolgt
eine Denaturierung des DNA-Doppelstrangs in Einzelstrdinge (Phase 1). Hybridisierung des forward- und reverse-Primers an
der vorliegenden DNA-Matrize und Anlagerung der DNA-Polymerase (Phase 2). Ausgehend von den Primern, synthetisiert
die DNA-Polymerase aus freien Nukleotiden den komplementdren Strang in 5‘—3-Richtung, der mit dem vorliegenden
Matrizenstrang eine Doppelhelix bildet. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (grau) kann in diese interkalieren (griin) und
emittiert daraufhin Fluoreszenz (Phase 3). Darstellung einer Amplifikationskurve nach vollstindigem Ablauf der gPCR mit
Bestimmung des Cq-Wertes anhand der Fluoreszenzintensitdt und des gesetzten Thresholds (Phase 4). Die Abbildung wurde

mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

Je nach vorliegender Menge DNA zu Beginn der qRT-PCR wird eine unterschiedliche Zahl an
Zyklen bendtigt, bevor diese mit Hilfe eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffs
nachgewiesen werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit ist hierfiir SYBR Green I eingesetzt
worden. Nach Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs in die a-Doppelhelixstruktur der DNA
kann dessen emittierte Fluoreszenz bei Amax =521 nm wihrend der Elongation detektiert
werden, da sich die Intensitit mit Interkalation um den Faktor 1.000 erhoht (417). Die Messung
der Fluoreszenzintensitit findet wihrend der laufenden PCR-Zyklen in Echtzeit statt. Derjenige
Zyklus, in welchem die Fluoreszenzintensitit einen zuvor festgelegten Schwellenwert
(threshold) durch ausreichende DNA-Amplifikation tiiberschreitet, wird als Messpunkt
genommen. Dieser Wert wird als Cq-Wert (Quantification Cycle) bezeichnet und dient als
Endpunkt der Analyse. Die frithere Bezeichnung Ct-Wert (Threshold Cycle) kann synonym
verwendet werden, ist zur Vereinheitlichung der Nomenklatur nach den MIQE-Richtlinien

allerdings nicht mehr gebriuchlich (418).
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4.5.2 Zelllyse und RNA-Extraktion

Die Proben sind analog der Beschreibung in den Abschnitten 4.4.2 bzw. 4.4.3 generiert und mit
Hilfe der Anleitung des Direct-zol™ RNA Mini Prep Kit der Firma Zymo Research bearbeitet
worden. Zur Zelllyse sind die Zellpellets in 500 pl in TRI Reagent® aufgenommen worden. Das
Detergenz TRI Reagent® enthilt die beiden chaotropen Verbindungen Guanidiniumthiocyanat
und Phenol, mit deren Hilfe die Zellmembran lysiert und das Enzym RNase inhibiert werden
(419). Um die festen zelluliren Bestandteile nach der Lyse abzutrennen, folgt eine
Zentrifugation fiir eine Minute bei 12.000 g. Der klare Uberstand wird in ein neues
Reagiergefdl3 iiberfiihrt, anschlieBend mit 500 pl absolutem Ethanol versetzt und auf einem
Laborschiittler homogenisiert. Im nichsten Schritt wird die Mischung auf eine Zymo-Spin™
IIC Siule gegeben, auf ein Sammelgefdl gesteckt, erneut bei 12.000 g fiir eine Minute
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die extrahierte mRNA ist dadurch auf der Séule
immobilisiert. Sie wird in einem weiteren Arbeitsschritt weiter aufgereinigt, um potenziell
vorhandene DNA-Reste zu entfernen. Hierzu wird zuerst mit 400 pl Direct-zol™ RNA
PreWash-Puffer gewaschen und der Puffer durch eine Zentrifugation bei 12.000 g fiir eine
Minute entfernt. Eine Mischung aus 5 ul DNase I und 75 pl DNA Digestions-Puffer gibt man
direkt auf die Séule und inkubiert fiir eine Viertelstunde bei Raumtemperatur. Es folgen zwei
Waschschritte mit 400 pl Direct-zol™ RNA PreWash-Puffer, bevor die Sdule abschlieBend mit
700 ul RNA Waschpuffer beladen und fiir zwei Minuten zentrifugiert wird. Der Durchfluss aus
den Waschschritten wird nach jeder Zentrifugation entfernt. Nach der Aufreinigung wird die
mRNA mit 50 pl nukleasefreiem Wasser aus der Sdule in ein ebenfalls nukleasefreies
Reagiergefdl3 eluiert. Sofern die isolierte mRNA nicht unmittelbar weiter aufgearbeitet wird,

kann sie bei -80 °C gelagert werden.

4.5.3 cDNA-Synthese

Der Elution der mRNA aus der Sdule folgt eine Konzentrationsbestimmung mit Hilfe eines
photometrischen Verfahrens auf Basis des Lambert-Beer-Gesetzes am Colibri Microvolume
Spectrometer. Hierzu wird 1 pl Probenvolumen aufgetragen und der fiir einzelstrangige RNA
spezifische Extinktionskoeffezient von 40 eingestellt, bevor im UV-Bereich bei dem
Absorptionsmaximum von DNA/RNA bei Amax =260 nm vermessen wird. Nach der RNA-
Extraktion ist eine Zielkonzentration von 500 — 1500 ng/ul fiir die cDNA-Synthese anvisiert
worden. Zur Reinheitsbestimmung wird der Quotient aus den Absorptionsmaxima bei 260 nm
und 280 nm gebildet, der das Verhéltnis an Nukleotiden zu Proteinen angibt. Dieser dient als

Qualitidtsmerkmal fiir eine saubere RNA-Extraktion und sollte in einem Zielkorridor von 1,90
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bis 2,10 liegen (420). Es folgt eine weitere Entfernung potenzieller DNA-Riickstéinde, die sich
bei der cDNA-Synthese als storend erweisen. Hierfiir werden aus jedem Ansatz 2 ug RNA
entnommen, mit 2 pul zehnfach konzentriertem MgCl, Reaktionspuffer und 1 ul DNase I
versetzt. AnschlieBend wird mit nukleasefreiem Wasser ad 20 pl aufgefiillt. Die Mischung wird
fiir eine Viertelstunde bei Raumtemperatur inkubiert zum DNA-Abbau. Zur Inaktivierung der
DNase [ werden 2 pl EDTA-Losung (25 pM) zugesetzt und fiir 10 Minuten bei 65 °C inkubiert.
Das EDTA wird als Komplexbildner hinzugegeben, um wéhrend der DNase-Inaktivierung eine
temperaturbedingte Hydrolyse der mRNA, katalysiert durch iiberschiissige Magnesiumionen,
vorzubeugen (421). Die cDNA-Synthese wird mit Hilfe des iScript Advanced cDNA Synthesis
Kit for RT-PCR durchgefiihrt. Zuvor teilt man die 22 pul DNase-Verdau auf jeweils zwei
Ansitze auf, sodass beide iiber 1 pg mRNA verfligen. Einem Ansatz wird 1 pl iScript Reverse
Transkriptase hinzugefiigt, wihrend dem anderen stattdessen 1 pl nukleasefreies Wasser
zugesetzt wird. Letzterer Ansatz dient als Negativkontrolle (NRT = keine reverse
Transkriptase), um potenzielle Verunreinigungen wéhrend der Probenaufbereitung zu
detektieren, da die Negativkontrolle NRT keine nachweisbare cDNA erzeugen darf. Des
Weiteren erhalten beide Ansétze 4 pl iScript Advanced Reaction Mix und werden abschlie3end
mit nukleasefreiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Ersterer enthélt die zur cDNA-Synthese
benoétigten freien Nukleotide (ANTP). Zur reversen Transkription am Thermocycler wurde ein
dreistufiges Temperaturprogramm verwendet. In der Phase werden die Proben fiir 5 Minuten
auf 25 °C erhitzt, um die Temperatur in der folgenden Phase fiir 30 Minuten auf 42 °C zu
steigern. AbschlieBend werden die Ansétze fiir 5 Minuten bei 85 °C gehalten. Nach der
reversen Transkription erfolgt durch Zugabe von 1 pul RNase H und einer Inkubation bei 37 °C
fiir 20 Minuten die Prozessierung des noch vorhandenen mRNA-Stranges. Mit Hilfe des
nukleasefreien Wassers werden die Ansitze auf 5 ng cDNA verdiinnt und kénnen bei -80 °C

gelagert werden.

4.5.4 Bestimmung der Primereffizienz

Die Primereffizienz gibt an, ob und wie exakt ein Primer an die zu amplifizierende cDNA
bindet. Bei der PCR handelt es sich um eine exponentielle Amplifikation der urspriinglichen
Menge. Binden die Primer optimal und fehlerfrei ohne Dimerisierung an die Matrize, betrdgt
die Effizienz (E) 100 %, weshalb es zu einer exakten Verdoppelung des Produktes und damit
der Fluoreszenzintensitét innerhalb eines Zyklus kommt. Zur Bestimmung der Effizienz (E)
wird eine Verdiinnungsreihe der DNA vermessen. Die Cq-Werte werden graphisch gegen die

logarithmierte DNA-Konzentration (Quantitét) aufgetragen und durch lineare Regression eine
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Gerade errechnet. Dabei kann aus der Steigung m der Regressionsgeraden die Effizienz (E)
ermittelt werden. Ein errechneter Wert zwischen 90 % und 110 % Primereffizienz bestitigt
dabei eine ausreichende Qualitit der Primer. Formel 3 erméglicht nach der graphischen

Auswertung der Steigung die Berechnung der Effizienz.

1
Effizienz E [%)] = (10‘% - 1) x 100

Formel 3: Formel zur Berechnung der Primereffizienz. Die Effizienz E gibt an wie stark der Primer an die DNA-Matrize bindet.

Die Steigung m kann aus der lineraen Regression der logarithmierten Cq-Werte abgeleitet werden.

4.5.5 qRT-PCR

Bevor die eigentliche Messung stattfindet, miissen zuerst die Arbeitslosungen der verwendeten
Primer und die primerspezifische Mastermixtur angefertigt werden. Zur Untersuchung des
Zusammenhangs zwischen der Zytostatikaresistenz und der Genexpression der
Ektonukleotidasenfamilien NPP, NTPD und CD73 sind die Ovarialkarzinomzellen
A2780/A2780cis und die Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 verschiedenen Einfliissen
exponiert worden. Die Behandlung der Zelllinien wurde in den Abschnitten 4.4.2 und 4.4.3
bereits erldutert. Zur Analyse sind daher Primer von NPP1, NPP2, NPP3, NTPD1, NTPD2,
NTPD3, NTPD8 und CD73 verwendet worden. Jedes Primerpaar besteht aus einem forward
und reverse Primer, die an einen ausgewéhlten Abschnitt der denaturierten, gegenldufigen
cDNA binden. Der f- bzw. r-Primer dienen dabei an den beiden komplementéren,
gegenldufigen Strdngen als Startpunkt der zu amplifizierenden DNA-Sequenz, die einen
Genabschnitt des zu untersuchenden Enzyms kodiert. Zuvor muss aus den Stammldsungen der
Primer und nukleasefreiem Wasser eine verdiinnte Arbeitslosung mit einer finalen
Konzentration von 5ng an Oligonukleotid entsprechend der cDNA-Menge der Proben
angefertigt werden. Die Mastermixtur aus dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I, der
verdiinnten Primerldsungen und nukleasefreiem Wasser wird auf die Anzahl der in Duplikaten
untersuchten Proben hochgerechnet. Je Kavitit werden dabei folgende Volumina an 7,5 pl
SYBR Green I, 0,75ul f- und r-Primerlosung sowie 4 ul nukleasefreies Wasser
zusammenpipettiert. Die primerspezifischen Mastermixturen werden zu 13 pl je Well in eine
Hard-Shell® 96-Well PCR Platte transferiert. Zum Abschluss pipettiert man 2 pl der jeweiligen
Probe hinzu und verschliefit die Platte mit dem adhdsiven Microseal® ‘B¢ PCR Plate Sealing
Film. Neben den Proben mit und ohne reverse Transkriptase ist es ebenso notwendig, als
weitere Negativkontrolle das verwendete nukleasefreie Wasser ohne Probenmaterial (NTC =
no template control) auf potenzielle Verunreinigungen zu testen. Ebenso kann durch die NTC
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sichergestellt werden, dass die verwendeten Primerlosungen nicht extern verunreinigt sind. Die
qRT-PCR wird mittels eines CFX 96 Real Time Systems der Firma Bio-Rad Laboratories

durchgefiihrt. Das Programm zur qRT-PCR kann folgender Tabelle entnommen werden.

Tabelle 2: Temperaturmoderierte Arbeitsschritte eines PCR-Zyklus und deren Dauer. Im Anschluss an die gPCR wird eine

Schmelzpunktbestimmung der hybridisierten Produkte durchgefiihrt, wofiir die Temperatur in 0,5-°C-Intervallen erhéht wird.

Phase Temperatur Dauer
Inititale cDNA- 95 °C 300 s
Denaturierung

Denaturierung 95°C 20s
Primerhybridisierung 60°C 20s
(Annealing)

Elongation 68 °C 40 s
Ende der PCR 95°C 30s
Abkiihlung 65 °C 30s
Schmelzpunktbestimmung 60 —-95°C 0,5°C/5s

Nach 50 PCR-Zyklen wird die PCR beendet und es folgt eine abschlieBende
Schmelzpunktbestimmung der erzeugten PCR-Produkte. Hierzu wird die Temperatur nach
einer Abkiihlung in Intervallen von 5 Sekunden um 0,5 °C angehoben. Dies geschieht in einem

Temperaturbereich von 60 — 95 °C.

4.5.6 Auswertung nach AACq

Nach Beendigung des PCR-Programms erstellt die Software Bio-Rad CFX Manager ein
Diagramm, in dem die Fluoreszenzintensitit in relativen Einheiten (RFU) graphisch gegen die
Quantifikationszyklen (Cq) aufgetragen ist. Durch eine Basislinienanpassung wird den
Messwerten die mittlere Fluoreszenzintensitit der Zyklen 3 — 10 abgezogen. Die gestrichelte
Linie reprisentiert den threshold, der dem festgelegten Schwellenwert der
Fluoreszenzintensitit entspricht. Anhand des Schnittpunktes der Kurve mit dem threshold wird
der Quantifikationszyklus Cq festgelegt, indem beispielsweise durch ausreichende
Amplifikation die Fluoreszenzintensitit das Signal-Rausch-Verhéltnis signifikant {ibersteigt.
Als Qualitdtsmerkmal gilt es, dass der Cq-Wert im exponentiellen Verlauf der Kurve liegt.
Obwohl bei der qPCR das Produkt exponentiell amplifiziert wird, geht die Kurve der

Fluoreszenzintensitdt wiahrend der spiteren Zyklen in ein nicht-exponentielles Plateau iiber
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(422). Dies lasst sich durch den zunechmenden Verbrauch einer oder mehrerer Nukleotide
herleiten, welche die PCR limitieren (423). Je nach Ausgangsmenge an cDNA-Transkripten
erhilt man einen niedrigen oder hoheren Cq-Wert, wobei sich die Ausgangsmenge reziprok
zum Cqg-Wert verhédlt. In Abbildung 12 ist das Endresultat eines qPCR-Experiments mit

weiteren Ergebnissen der anschlieBenden Schmelzpunktanalyse dargestellt.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung des Endresultats eines gPCR-Experiments, in der eine positive Probe mit den beiden
Negativkontrollen NRT und NTC verglichen wird. Die obere Zeile zeigt die Fluoreszenzintensitdt, die gegen die Anzahl der
PCR-Zyklen aufgetragen ist. Die Steigerung der Fluoreszenzintensitdt resultiert aus der DNA-Interkalation von SYBR-Green
auf Basis der ablaufenden DNA-Amplifikation. In den beiden Negativkontrollen NRT und NTC kann keine Fluoreszenz
detektiert werden, da Primer nicht an eine kompatible cDNA-Matrize binden und daher keine Amplifikation stattfindet. In der
unteren Zeile ist das Ergebnis der anschlieffenden Schmelzpunktanalyse der positiven Probe sowie der Negativkontrollen NRT
und NTC exemplarisch dargestellt. Aus der Analyse ldsst sich schlief3en, dass in der Probe keine weiteren unspezifischen DNA-
Fragmente mit Primern hybridisieren konnten. Ebenso wurde keine DNA von aufsen oder durch Verunreinigungen eingetragen.
Cq = Quantifizierungszyklus; Tm = Schmelzpunkt

Aufgrund der Tatsache, dass der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I unspezifisch in jede
DNA-Doppelhelix interkaliert, miissen die ermittelten Cq-Werte durch eine
Schmelzpunktanalyse der Amplifikationsprodukte validiert werden (417). Hierzu wird analog
zur qRT-PCR kontinuierlich die Fluoreszenzintensitit gemessen, wihrend die gebildeten PCR-
Produkte in kleinen Temperaturintervallen stetig erhitzt werden. Dabei kommt es zu einer
temperaturmodulierten Abnahme der Fluoreszenz, die aus der Denaturierung des Doppelhelix-
SYBR-Green-Komplexes resultiert. Tragt man die Fluoreszenzintensitidt in RFU gegen die

Temperatur in °C gegeneinander auf, erhilt man die Schmelzkurven der PCR-Produkte, die in

Abbildung 13 nachzuvollziehen sind.
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Abbildung 13: Darstellung der Schmelzdiagramme einer positiven Probe. Nach dem Abschluss der Schmelzpunktbestimmung
wird die Fluoreszenzintensitdit gegen die Temperatur aufgetragen. Durch die zunehmende Denaturierung der erzeugten DNA-
Produkte wird SYBR-Green aus der a-Helixstruktur freigesetzt, woraufhin sich die Fluoreszenzintensitdt reduziert. Bildet man
die 1. Ableitung aus der Steigung und trdgt diese graphisch auf, kann man anhand des vorherigen Wendepunktes den

Schmelzpunkt bestimmen.

Trigt man die Steigung der Schmelzkurve und den Temperaturgradienten graphisch
gegeneinander auf und bildet daraus den Quotienten (-ARFU/-AT), erhélt man ein weiteres
Diagramm. Dieses stellt die Ableitung 1. Grades dar und ermdoglicht es, die Schmelzpunkte der
dimerisierten cDNA-Produkte zu ermitteln. Der Schmelzpunkt jedes individuellen Produktes
resultiert dabei aus dem Verhéltnis der Basenpaare Adenin-Thymin zu Guanin-Cytosin. Zeigt
die 1. Ableitung der Fluoreszenzintensitéits-Temperaturkurve zwei deutliche Peaks, ist dies ein
Indiz dafiir, dass beispielsweise durch Primerdimerisierung oder Eintragung von auflen ein
weiteres PCR-Produkt entstanden ist. Diese Proben sind zur Auswertung nicht in Betracht
gezogen worden.

Um das AusmaB der Genexpression zu ermitteln wird es in ein Verhéltnis zu sogenannten
Haushaltsgen/Housekeeping Genes (HKG) gesetzt. HK G/Referenzgenen ubiquitér besitzen die
Eigenschaft, dass sie von verschiedenen Zelltypen ubiquitér exprimiert werden. Die Festlegung
auf die beiden Kandidaten Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und (-
Aktin (B-Act) ist aufgrund einiger Studien zum Thema HKG-Expression getroffen worden
(424). Zum Vergleich der relativen Genexpression untereinander wurde die AACg-Methode
oder auch Livak-Methode angewendet (Formelsammlung 4) Das Endresultat bildet den Faktor
ab, der ausdriickt, um das Wievielfache das Gen durch eine Behandlungsmethode stirker oder
schwiécher exprimiert wird (425). Als Referenz zur Berechnung der Expressionssteigerung

dienten jeweils die unbehandelten Tumorzellen.

88



Material und Methoden

Cq, +C
Cq Mittelwert Cqy = % 0))
ACq = Cqy(Zielgen) — Cqy(Referenzgen) ?2)

AACq = ACq(behandelt) — ACq(unbehandelt) 3)

Verinderte Genexpression = 2744¢4 4)
Formel 4: Formelsammlung zur Berechnung des AACq-Wertes nach Livak, der eine quantitative Aussage tiiber die

Verdnderung der Genexpression nach einer durchgefiihrten Behandlung erlaubt (425). Die Berechnung wird mit Hilfe der
bereitgestellten Software Bio-Rad CFX Manager 2.3 durchgefiihrt
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4.6 Kapillarelektrophorese

4.6.1 Grundlage

Zur Analyse der Eignung und Potenz der Inhibitoren des ektoenzymatischen ATP-Abbaus
durch eine Kaskade aus Ektonukleotidasen auf Tumorzellen, wird im Rahmen dieser Arbeit die
Methodik der Kapillarelektrophorese (CE) angewendet. Der Fokus der Versuchsreihe liegt
dabei auf der Inhibition von NPP1, das den ektoenzymatischen Abbau von ATP initiiert. Das
dabei entstehende AMP wird durch CD73-Aktivitdt weiter zum biologisch aktiven ADO
abgebaut, das aufgrund seiner immunmodulierenden Eigenschaften den Endpunkt der Messung
darstellt (359).

Die CE basiert, wie andere elektrophoretische Methoden auch, auf der Auftrennung der
Substanzen innerhalb eines elektrischen Feldes aufgrund ihrer unterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften und den daraus resultierenden
Wanderungsgeschwindigkeiten. Ausschlaggebende Eigenschaften der Substanzen sind dabei
die Art und Anzahl an Ladungen sowie das Verhéltnis der Ladungen zur Molekiilgro8e. Zur
Separation werden die Proben in einer Pufferldsung unter Spannung, beispielsweise durch eine
Quarzglaskapillare aus amorphem Siliciumdioxid, an einem Detektor vorbeigeleitet. Ein
geringer Durchmesser von 25 pm — 100 pm ermoglicht dabei die Anlegung einer hohen
Spannung, ohne dass sich der Mediator (Puffer), wie bei anderen elektrophoretischen
Methoden, durch die Joulesche Wirme zu stark erhitzt. Des Weiteren besitzt die CE zur
effizienten Wéarmeabfuhr ein Kiihlsystem, um den wichtigen temperaturabhéngigen Parameter
der Mobilitdt der Ionen wéhrend des Versuchslaufs konstant zu halten (426). Die beiden Enden
der Kapillare tauchen in rdumlich getrennte Pufferlosungen ein. Anode und Kathode sind
ebenfalls rdumlich separiert und ermdglichen einen Stromfluss durch die Kapillare nach dem
Anlegen einer Spannung. Aus der Kapillarldnge ergibt sich nach der van-Deemter-Gleichung
die theoretische Bodenzahl N und daraus folgend die Trennleistung (427). Die effektive Lénge
bezeichnet dabei die Wegstrecke vom Einlass der Kapillare bis zum Detektionspunkt. Zur
zusétzlichen Stabilisierung ist die Quarzglaskapillare mit einer Kunststoffummantelung aus
Polyimid versehen. Allerdings ist die Polyimidbeschichtung an dem Detektionspunkt der
Kapillare zu entfernen, da die Lichtquelle die Proben sonst nicht erreicht (428).

Das Applizieren der Proben findet durch elektrokinetische oder hydrodynamische Injektion
statt. Erstere zeichnet sich durch ein kurzes Anlegen einer hohen Spannung aus, was die
Sammlung geladener Ionen am Eingang der Kapillare bewirkt. Die elektrokinetische Injektion
bewirkt dabei allerdings eine Ionendiskriminierung, da elektrisch neutrale Molekiile in deutlich

verringertem Ausmal} appliziert werden. Dieses Problem kann durch die hydrodynamische
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Injektion umgangen werden, die durch Anlegen einer Druckdifferenz die Kapillare mit
neutralen und geladenen Molekiilen belddt (429). Eine Determinante, welche die
Wanderungsgeschwindigkeit innerhalb des elektrischen Feldes wéhrend der Separation
bestimmt, ist die elektrophoretische Mobilitét (uem) des jeweiligen Molekiils bzw. lons. Diese
wird unter anderem durch das Verhiltnis der Ladungszahl zur GroBe des Molekiils und der
elektrischen = Feldstirke bestimmt. Nach der van-Deemter-Gleichung kann die
elektrophoretische Mobilitdt mit der Longitudinaldiffusion B erginzt werden, welche die
Beweglichkeit der Molekiille im Puffersystem zusitzlich zum Wanderungsverhalten in
Richtung der Elektroden definiert (430). Die allgemeine FlieBrichtung des Puffersystems einer
Normalphasen-CE verlduft durch die Anlegung eines elektrischen Feldes entsprechend von der
Anode in Richtung Kathode. Die Kationen, insbesondere mehrfach positiv Geladene, besitzen
hier eine hohe elektrophoretische Mobilitét und passieren die Kapillare in Richtung negativ
geladener Kathode am schnellsten. Damit Neutralstoffe und negativ geladene Substanzen die
Kapillare ebenfalls passieren konnen, wird einerseits eine Druckdifferenz angelegt und
zusitzlich in Quarzglaskapillaren in wiassriger Umgebung ein elektroosmotischer Fluss (EOF)
erzeugt (431). Quarzglas besteht aus Siliciumdioxid, das in wéssrigem Milieu durch
Hydratisierung Silanolgruppen bildet. Durch Anhebung des pH-Wertes werden die
Silanolgruppen partiell deprotoniert, sodass die Innenseite der Kapillare negativ geladen ist.
Dies begiinstigt durch Anlagerung einen lokalen Uberschuss von Kationen des Puffersystems
an die negativ geladene Innenseite der Kapillare, wodurch sich die immobile Helmholtz-Schicht
ausbildet (431). Weitere Kationen des Puffersystems liegen solvatisiert vor und wandern
konzertiert mit den Anionen entlang der Helmholtz-Schicht zur negativ geladenen Kathode.
Die somit gebildete mobile Phase wird als Debye-Hiickel-Schicht bezeichnet und lagert sich an
der Helmholtz-Schicht an. Dieses Zusammenspiel aus immobiler und mobiler (diffuser) Schicht
wie in Abbildung 14 skizziert, wird auch Stern-Doppelschicht genannt und generiert somit beim
Anlegen einer Spannung den EOF, der mit der gesamten Losung innerhalb der Kapillare in

Richtung Kathode flieB3t (432).

91



Material und Methoden

Anode @ Q Kathode

Quarzkapillare

f Ap UV-DAD

Pufferlosung

Elektrode »\

| © © Debye-Hiickel- ‘
d % 0000 ©0° O (2o |

Stern- /
X . AR ¥V VYV VvV YV VvV VY V. ! .
spsPhosphat: - Schieht | | S HOOO OO OO0 OO0 O } Helmholtz > popar !
Schicht
Kapillarwand —e Silanolgruppe

Abbildung 14: Schematische Darstellung einer Kapillarelektrophorese. Nach Anlegen einer Spannung und Erzeugung einer
Druckdifferenz zwischen Ein- und Auslass werden die Proben appliziert. Durch Adjustierung des pH-Wertes wird ein EOF
erzeugt, der zusdtzlich zur elektrischen Feldstdirke die Molekiile und lonen durch die Kapillare transportiert. Die Separation
erfolgt auf Basis der unterschiedlichen effektiven Mobilitdt, resultierend aus Ladungszahl und Ladungsverteilung. Die
Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt. EOF = elektroosmotischer Fluss, Ap = Druckgradient zwischen Ein-
und Auslass, UV-DAD = UV-Diodenarraydetektor

Folglich wird die effektive Mobilitdt (ues) eines jeden Molekiils durch die Addition der
vektoriellen Kréifte der elektrophoretischen Mobilitdt (uem) und der elektroosmotischen
Mobilitdt (uror) definiert, resultierend aus der Stirke des EOF. Dabei ist die Kraft des EOF
starker als die elektrophoretische Mobilitdt der Anionen, weshalb diese ebenfalls die Kapillare
passieren und detektiert werden konnen (431). Zur Detektion kann die CE unter anderem mit
photometrischen Verfahren wie UV-Spektroskopie, laserinduzierter Fluoreszenzspektroskopie
oder mit Massenspektrometrie gekoppelt werden. Bei den spektroskopischen Verfahren dient
die Quarzglaskapillare bei der Kopplung mit UV-Detektion simultan als Kiivette (433).
Aufgrund der Tatsache, dass bei der CE durch die Stern-Doppelschicht eine geringe Reibung
an der Wand vorherrscht, erzeugt der EOF im Gegensatz zu anderen hydrodynamischen
Methoden, wie der HPLC, eine flache, stempelformige FlieBfront. Dementsprechend
resultieren nach der Detektion schmale Peaks im Elektropherogramm und ermdglichen somit
eine hohe Auflosung (431). Zur Auftrennung mehrerer Neutralstoffe ist der EOF allein nicht
ausreichend, da diese aufgrund ihrer nicht vorhandenen Ladung keine elektrophoretische
Mobilitdt aufweisen und ihre effektive Mobilitét ausschlieBlich durch den EOF bestimmt wird.

Folglich weisen alle Neutralstoffe die gleiche Wanderungsgeschwindigkeit auf, weshalb bei

92



Material und Methoden

einer normalen CE keine Auftrennung und separate Detektion stattfindet. Zur Umgehung der
Problematik ist eine Modifikation der Methodik CE mittels der mizellaren elektrokinetischen
Chromatographie (MEKC) notwendig. Oberflichenaktive Substanzen, wie das Tensid
Natriumdodecylsulfat (SDS), bilden bei Uberschreitung einer kritischen Konzentration in
wissriger Umgebung aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften Mizellen aus. Die polaren,
endstindigen Kopfgruppen der Mizellen aus Sulfatestern sind negativ geladen und
verlangsamen die effektive Wanderungsgeschwindigkeit im EOF, dessen Einfluss nach
Aufsummierung aller vektoriellen Kréfte allerdings weiterhin {iberwiegt (Leor > UEM Mizelle)

(431).
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Abbildung 15: A) Schematische Darstellung der Elutionsreihenfolge mehrerer unterschiedlich geladener Molekiile und lonen
in einer Quarzglaskapillare mit pH-adjustiertem Puffersystem. Die Kationen besitzen aufgrund ihrer positiven Ladung eine
hohe elektrophoretische Mobilitit in Richtung der Kathode. Eine hohe Ladungsdichte ist ebenso ausschlaggebend fiir eine
hohe Wanderungsgeschwindigkeit. Neutralstoffe werden mit der Geschwindigkeit des EOF transportiert, da sie keine
elektrophoretische Mobilitit aufweisen, wobei Neutralstoffe in SDS-Mizellen nach dem Prinzip der MEKC leicht retiniert
werden. Anionen weisen die geringste Wanderungsgeschwindigkeit auf, da sie aufgrund ihrer ugy in Richtung der Anode im
EOF abgebremst werden. B) Graphische Darstellung der elektrophoretischen Mobilitdt y gy der Neutralstoffe und lonen, sowie
der elektroosmotischen Mobilitit uEOF als vektorielle Kridfte, woraus sich durch Vektoraddition die individuelle effektive
Mobilitit uEff der einzelnen Verbindungen zur Separation im Puffersystem ergibt. Die Abbildung wurde mit Hilfe von

BioRender.com erstellt.

Das Verteilungsverhalten der Neutralstoffe zwischen Mizelle und Pufferlosung wird durch
deren Polaritit bestimmt. Das Verteilungsverhalten kann vereinfacht durch das Nernst‘sche

Verteilungsgesetz definiert werden, das den Verteilungskoeffizient Kp fiir die Konzentrationen
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einer Substanz zwischen zwei nicht mischbaren fliissigen Phasen (beispielsweise corg = SDS-

Mizelle und caq = wiissriger Puffer) beschreibt.

Corg

Verteilungskoeffizient K, =
aq

Formel 5: Nernst ‘sches Verteilungsgesetz zur Beschreibung des Verteilungsverhaltens der Neutralstoffe zwischen SDS-

Mizelle (cory) und wiissrigem Puffersystem (cqq) auf Basis ihrer Lipophilie
Folglich erhoht ein hydrophober Charakter die Konzentration des Neutralstoffs in der SDS-
Mizelle (431). Dementsprechend werden bei einer Normalphasen-CE polare Neutralstoffe

gegeniiber unpolareren zuerst detektiert, da letztere eine hohere Verweildauer in den Mizellen

aufweisen und somit in diesen als pseudostationédrer Phase stirker retiniert werden.
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Abbildung 16 Verteilungsverhalten unterschiedlich lipohiler Neutralstoffe bezogen auf eine SDS-Mizelle. Lipophile
Neutralstoffe weisen dabei einen hohen Verteilungskoeffizient Kp > 1 fiir SDS-Mizellen auf, weshalb diese sich im Gegensatz
zu Neutralstoffen mit balancierter Polaritdit bzw. Hydrophilie und resultierendem Kp <1 bevorzugt in den Mizellen aufhalten.

Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.
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4.6.2 Probenvorbereitung

Die Zellen der Zelllinien U87 werden analog den Ausfiihrungen in den Abschnitten 4.2.3 und
4.2.4, abgelost, gezdhlt und gewaschen. Nach dem Waschen werden die Zellen in einer
Konzentration von 10° Zellen/ml in Krebs-HEPES-Puffer resuspendiert. Der verwendete
Krebs-HEPES-Puffer stellt einen sogenannten Good-Puffer dar, welcher sich im Gegensatz
zum Zellmedium durch eine hohe und temperaturstabile Pufferkapazitit, geringe UV-
Absorption und durch stark verminderte Interaktionen mit Proteinen auszeichnet. Jeweils einen
Milliliter der Zellsuspension transferiert man in die Kavititen einer 24-Wellplatte. Zur
Etablierung der Methodik und Gewihrleistung der Reproduzierbarkeit gilt es sicherzustellen,
dass die Transporteraktivitdt der Tumorzellen fiir Nukleotide und Nukleoside sowie der weitere
enzymatische Abbau des Adenosins weitestgehend eliminiert werden. Daher werden die Zellen
vor dem eigentlichen Experiment mit 20 pM Dipyridamol (DP) und 1 uM Erythro-9-amino-§3-
hexyl-a-methyl-9H-purin-9-ethanol Hydrochlorid (EHNA) fiir 30 Minuten bei 37 °C und 5 %
CO; vorinkubiert. Bei Dipyridamol handelt es sich um einen Inhibitor der equilibrativen
Nukleosidtransporterfamilie (ENT), die fiir die Aufnahme extrazelluldrer Nukleoside wie
Adenosin verantwortlich ist (434). EHNA dient als Hemmstoff des extrazellulér lokalisierten
Enzyms Adenosin-Desaminase (ADA), das als Teil innerhalb des extrazelluldren
Purinstoffwechsels Adenosin in Inosin umwandelt (435). Im Anschluss werden die zu
analysierenden Inhibitoren der Ektonukleotidasen, gefolgt von ATP, zugesetzt.

Aufgrund der Tatsache, dass die lokale ATP-Konzentration in der Tumormikroumgebung unter
bestimmten hypoxischen Bedingungen 100 uM deutlich liberschreitet, ist in diesem Assay eine
Konzentration von 300 uM angewendet worden (353). Die folgende Inkubationszeit betrégt 3 h
bei 37°C und 5% CO>. Im Anschluss werden 300 pl Aliquots der Zellsuspension als
technische Triplikate in Reagiergefdle iiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 95 °C erhitzt, um
weitere Enzymaktivitdt durch deren Denaturierung zu unterbinden. Unldsliche Bestandteile wie
Zelltriimmer werden per Zentrifugation bei 4 °C und 600 g fiir 30 Minuten vom Uberstand

abgetrennt. Bis zur Messung werden die Proben bei -20 °C gelagert.

4.6.3 Durchfiihrung

Die Referenzldsungen der Nukleotide (ATP, ADP, AMP, cAMP) und Nukleoside (Adenosin,
Inosin, Uridin) dienen als externe Standards, um eine effiziente Trennung der CE zu
iiberwachen. Die Substanzen werden dafiir in Krebs-HEPES-Puffer gelost, auf eine
Konzentration von 10 uM eingestellt und bei —20 °C gelagert. Alle Messungen der

Versuchsreihe werden mit einer Kapillare aus Quarzglas (SiO2) ohne innere Beschichtung
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durchgefiihrt. Der Kapillardurchmesser betrdgt dabei 75 pm auf einer Lange von 40 cm, wovon
30 cm effektiv als stationdre Phase zur Trennung bis zum Detektionspunkt nutzbar sind. Ein
SDS-Phosphat-Puffersystem, bestehend  aus 100 mM SDS und 10 mM
Dinatriumhydrogenphosphat, wird mit Salzsdure (HCl) auf pH 8,0 eingestellt und trégt als
mobile Phase zur Erzeugung der Stern-Doppelschicht bei, die den EOF ermoglicht. Aufgrund
der leicht basischen Bedingungen bei pH 8,0 werden die Nukleotide deprotoniert, weshalb ATP
vierfach, ADP dreifach und AMP zweifach negativ geladen vorliegt. Auf die Nukleoside
Adenosin, Inosin und Uridin hat die pH-Anhebung keine Auswirkung. Uridin fungiert als
interner Qualititsstandard (IS) fiir die Trennleistung, weshalb es in einer finalen Konzentration
von 25 uM jeder Probe zugesetzt wird.

Zur Vorbereitung der Kapillare auf einen Sequenzlauf muss diese zunédchst konditioniert
werden. Hierflir wird im ersten Konditionierungsschritt fiir 5 Minuten bei 30 PSI mit 0,1 M
Natriumhydroxidlosung gespiilt. Dieser Prozess erhoht durch Deprotonierung der
Silanolgruppen die Ionisierung der Kapillare und verstarkt somit den EOF. Im Anschluss folgt
ein flinfminiitiger Waschschritt bei weiterhin konstantem Druck mit hochreinem Wasser, bevor
abschlieBend fiir 15 Minuten mit dem SDS-Phosphat-Puffersystem gespiilt wird. Der letzte
Schritt besteht dabei aus zwei Abschnitten, wovon im ersten fiir 5 Minuten mit 30 PSI und im
letzteren fiir 10 Minuten bei 90 Mikroampere und 10 Kilovolt (kV) gespiilt wird.

Eine Einzelmessung der CE besteht mit dem Spiilen, der Injektion und der Separation aus
insgesamt drei unterschiedlichen Phasen, die hintereinander ablaufen. Der gesamte Ablauf
einer Einzelmessung ist in Tabelle 3 skizziert. Jeder einzelnen Messung sind in der ersten
Spiilphase drei aufeinanderfolge Waschschritte mit 0,1 M NaOH-Losung, hochreinem Wasser
und SDS-Phosphat-Puffer vorangestellt, um einheitliche Bedingungen zu schaffen. Darauf
folgt, als zweite Phase, die hydrodynamische Injektion mit einem angelegten Druck von 0,1 PSI
iiber 30 Sekunden, da eine elektrokinetische Injektion aufgrund der Ionendiskriminierung der
Neutralstoffe nicht indiziert ist. In der abschlieBenden Phase erfolgt die Separation bei 10 kV,
90 pA tiber 600 Sekunden mit simultaner Detektion.
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Tabelle 3: Zeitlicher Ablauf der drei Phasen einer Einzelmessung der Kapillarelektrophorese

Phase Bedingung Dauer
Spiilen

0,1 M NaOH 20 PSI 120 s
Hochreines Wasser 20 PSI 120 s
SDS-Phosphat-Puffer 20 PSI 120 s
Injektion

Probeldsung 0,1 PSI 30s
Separation

SDS-Phosphat-Puffer 0,1 PSI/ 10 kV/ 90 pA 600 s

Da diese Versuchsreihe mit einer Normalphasen-CE betrieben wird, gelangen die ungeladenen
Nukleoside in der Reihenfolge ihrer Aufenthaltswahrscheinlichkeit in den Mizellen als
pseudostationdrer Phase vor den negativ geladenen Nukleotiden zum Detektor. Dabei steigt die
Retentionszeit der Neutralstoffe mit zunehmender Lipophilie und die der negativ geladenen
Substanzen mit ihrer Ladungszahl und Ladungsverteilung. Zur Detektion und Quantifizierung
werden die Nukleoside und Nukleotide mittels UV-Diodenarraydetektor bei ihrem
spezifischen Absorptionsmaximum der Wellenldnge Amax =260 nm vermessen und das

Ausmal der absorbierten Strahlung detektiert (436).

4.6.4 Auswertung

Nach Abschluss einer Messung werden die Anzahl und Intensitét der ermittelten Absorptionen
der untersuchten Substanzen in Form eines Elektropherogramms dargestellt. Somit ist es
moglich, aufgrund der unterschiedlichen Retentionszeiten sowohl qualitative als auch durch die
Integrale der detektierten Peaks quantitative Resultate zu erzielen. Das Elektropherogramm
stellt dabei die bei Amax = 260 nm gemessenen Absorptionen graphisch dar. Aufgrund der ATP-
Degradation durch die konzertierte Aktivitit der Ektonukleotidasen NPP1, CD73 und ADA auf
den Tumorzellen U87 treten diverse Peaks auf. Diese stehen fiir die Nukleoside Inosin,
Adenosin und die Nukleotide AMP, ADP und ATP. Des Weiteren wird der interne
Qualititsstandard Uridin detektiert. Mittels der obligatorischen Referenzmessung werden die
Nukleoside und Nukleotide als externe Standards zwecks der Kontrolle einer ausreichenden
Trennleistung der Kapillare vermessen. Eine nachlassende Trennleistung ist durch eine
Peakverbreiterung sichtbar. In einem solchen Fall kam es zum Austausch der Kapillare. In

dieser Referenzmessung kann cAMP inkludiert werden, das bei der reguldren
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Probenvermessung nicht auftreten darf, weil es als intrazelluldres Molekiil ein Indiz fiir eine
unbeabsichtigte Zelllyse durch falsche Handhabung darstellt. Durch Variation der Mischungen
und Konzentrationen der externen Standards ist eine qualitative Analyse der Nukleoside und
Nukleotide und die Bestimmung der Migrationsreihenfolge moglich.

Zur Auswertung werden in den Elektropherogrammen der gemessenen Proben jeweils die
Flache unter der Kurve (AUC) manuell mit Hilfe der Betriebsoftware 32 Karat Version 8.0
anhand der Basislinie integriert. Hierzu werden jeweils die AUC der detektierten Peaks des
Substrats ATP, des Intermediats AMP und des Endprodukts Adenosin bestimmt. Aus dem
Verhiéltnis der jeweiligen AUC zueinander kann quantitativ bestimmt werden, wie viel ATP zu
Adenosin umgesetzt worden ist. Daraus ldsst sich anhand Formel 6 die Konversionsrate des
Substrats ATP ableiten.

AUC (ADO)

K ; te [%)] = 100
onversionsrate [%] = e 5y T AUC (AMP) + AUC (ATP)

Formel 6: Berechnung der Konversionsrate von ATP iiber das Intermediat AMP in Adenosin durch die Ektonukleotidasen auf

den Tumorzellen US7 bzw. MDA-MB-231 anhand der AUC. Bei der Zelllinie MDA-MB-231 wird zur Berechnung der

Konversionsrate im Nenner der Summand fiir die AUC des Intermediats ADP ergdnzt, der auf die Expression von CD39
zuriickzufiihren ist.

Zur Vereinheitlichung der in zelluldren Modellen leicht variierenden Aktivitdten wird innerhalb
jeder Messreihe auf die maximale Enzymaktivitit bzw. Konversionsrate normalisiert. Die
Referenz zur Normalisierung stellt dabei die Probe dar, die ohne Ektonukleotidaseinhibitor,
sondern lediglich mit dem Substrat ATP, sowie Dipyridamol und EHNA zur Steigerung des
extrazelluldr verfligbaren Adenosins, behandelt wurde. Formel 7 zeigt die Berechnung der

normalisierten Konversionsrate mittels der Referenzmessung.

Konversionsrate (Testsubstanz + ATP + DP + EHNA
Referenz Konversionsrate (ATP + DP + EHNA)

Formel 7: Normalisierung der Konversionsrate zur Vereinheitlichung und Vereinfachung der Analyse unterschiedlicher

Normalisierte Konversionsrate =

Sequenzliufe/Messreihen

Um die Eignung und Potenz der getesteten Substanzen zu bestimmen, gilt es die prozentuale
Enzyminhibition zu ermitteln. Aufgrund der Tatsache, dass kein potenzieller Inhibitor in den
verwendeten Konzentrationen die Enzymaktivitdt komplett ausschaltet, war dies zuvor
sicherzustellen. Durch Einsatz des synthetischen NPP1-Inhibitors PSB-POM-141 in einer
Konzentration von 10 pM wird der ATP-Abbau auf null reduziert. Definiert man diesen
Nullwert als komplette Inhibition (100 %) der NPP1-Enzymaktivitit, kann der bisherige
Referenzwert (ATP + DP + EHNA), der fiir den maximalen Substratumsatz steht, mit 0 %
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Inhibition bzw. maximaler Enzymaktivitét korreliert werden. Folglich erlaubt diese Korrelation
die Bestimmung der prozentualen Enzyminhibition von NPP1 durch die zu analysierenden
Hemmstoffe. Der Sachverhalt ist in der folgenden Formel zur Berechnung der Enzyminhibition

angegeben.

AUC (Referenz) — AUC (Inhibitor)
AUC (Referenz) — AUC (PSB — POM — 141)

Formel 8: Berechnung der Potenz der eingesetzten Inhibitoren in Form der prozentualen Enzyminhibition

Enzyminhibition [%] =
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4.7 cDNA-Sequenzierung NPP1-Gen U87

Der funktionelle CE-Assay wurde mittels der Tumorzelllinie U87 durchgefiihrt.
Tumorzelllinien besitzen aufgrund ihres enthemmten Metabolismus und verdnderter
Physiologie eine erhdhte Neigung zur Mutagenitét. Diese Untersuchung dient der Kontrolle
und Feststellung von moglichen Mutationen, die wiederum Auswirkungen auf die
Funktionsweise des Enzyms NPP1 nach sich ziehen kénnen. Zur Analyse des kodierenden Gens
fiir NPP1 wird eine cDNA-Sequenzierung desselbigen durchgefiihrt. Dabei extrahiert man die
RNA aus 5 x 10% U87-Zellen mit Hilfe des Direct-zol™ RNA Miniprep Kit, wie auch im
Abschnitt 4.5.2 beschrieben. Im Anschluss wandelt man die gesamte mRNA mit Hilfe des
SuperScript Reverse Transcriptase [V Kit in cDNA um. Die reverse Transkription wird gemal3
der Anleitung des Herstellers mit einer Gesamtmenge von 1 pg RNA und 50 pmol Oligo d(T)20
Primer durchgefiihrt. Die PCR-Amplifikation der NPP1-cDNA erfolgt durch den Einsatz der
Phusion DNA-Polymerase. Als Startpunkt der Polymerase dient der genspezifische
Vorwirtsprimer 5-GCCAAGGACCCCAACACCTATAAAG-3', der strangabwirts der
besonders GC-reichen Region am Beginn der kodierenden Sequenz von NPP1 bindet. Bei den
verwendeten Primerdesigns, die strangaufwirts an frithere Basenpaare binden, ist keine PCR-
Amplifikation moglich. Dadurch werden die ersten 204 Basenpaare (bp) der Gensequenz
ausgelassen, weshalb ein etwas kiirzeres PCR-Produkt entsteht. Als Riickwértsprimer wird die
folgende Sequenz 5’-CGACAGTTTGAACAATGCAATAG-3’ verwendet. Die Gesamtldnge
der kodierenden Sequenz (CDS) betrigt 2778 bp, von denen die ersten 204 bp abzuziehen sind.
Da der Riickwértsprimer erst hinter der CDS bindet, betragt die Gesamtlidnge des amplifizierten
Produkts 2671 bp. AnschlieBend werden die entstandenen PCR-Produkte mittels
Gelelektrophorese in einem 1 % Agarosegel und dem TAE-Puffersystem (TRIS, Essigsdure,
EDTA) aufgetrennt. Die gewiinschte Bande in dem Bereich unter 3000 bp visualisiert man
unter UV-Licht durch Fluoreszenz mittels DNA-interkalierendem GelRed-Fluorophor.
Identifiziert wird das Produkt anhand der Referenzbanden des Standards mit definierter Lénge,
bevor es aus dem Gel herausgeschnitten wird. Mit Hilfe des Zymoclean Gel DNA Recovery
Kit wird das entsprechende Produkt durch Auflésen des Gels extrahiert und auf einer Séule
aufgereinigt. AnschlieBend kloniert man die aufgereinigte cDNA in den pJetl.2-Vektor, wobei
das Blunt-End-Klonierungsprotokoll des Herstellers befolgt wird. In der Folge transformiert
man das Reaktionsprodukt in kompetente DH5a-Zellen. Durch Selektion auf Ampicillin-
beschichteten = Kulturplatten iiberleben lediglich DHS5a-Zellen mit erfolgreicher
Transformierung, da sie liber eine mittels pJetl.2 Vektor genetisch erlangte Resistenz verfiigen.

Mehrere Klone werden mit den Standard-Primern pJetl.2for und pJetl.2rev sowie dem NPP1-
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Gen-spezifischen Primer 5-GGATTGTATCCAGAATCTCATGGC-3' sequenziert. Die
Sequenzen werden mit der Software SnapGene (www.snapgene.com) und Clustal Omega

analysiert (437).
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4.8 Durchflusszytometrie

4.8.1 Grundlagen

Die Methodik der Durchflusszytometrie ermdglicht eine Vielfalt an Mdglichkeiten
Zellpopulationen auf der Ebene einzelner Zellen/Partikel (Beads) zu charakterisieren. Dabei
konnen sowohl heterogene Mischpopulationen gesondert betrachtet als auch vermeintlich
homogene Populationen aufgrund ihrer unterschiedlichen Proteinexpression, Freisetzung
diverser Signalmolekiile, Transkriptionsfaktoren usw. differenziert werden. Hierzu werden die
Zellen durch hydrodynamische Fokussierung in der FlieBzelle ausgeeinzelt und dort durch
einen Laser mit einer monochromatischen Wellenlédnge bestrahlt (438). Haufig verwendete
Emissionswellenlédngen der Laser sind 405 nm im violetten Bereich, 488 nm im blauen Bereich
und 633 nm im roten Bereich des sichtbaren Lichts. Trifft der monochromatische Laserstrahl
auf eine passierende Zelle oder auch Partikel, wird dieser je nach Beschaffenheit der
Zelle/Partikel abgelenkt und durch verschieden angeordnete Detektoren aufgezeichnet. Das
sogenannte Vorwartsstreulicht, auch Forward Scatter (FSC), passiert die Zelle und wird von
einem Detektor hinter der Zelle registriert. Dabei ist der Durchmesser der Zelle umgekehrt
proportional zur Intensitit des gemessenen Vorwirtsstreulichts. Ein weiterer Parameter stellt
das Seitwértsstreulicht Side Scatter (SSC) dar. Je nach Heterogenitét der Oberfldchenstruktur
und Vorkommen intrazelluldrer Vesikel wird der Laserstrahl umso stirker abgelenkt und im
90°-Winkel zum urspriinglichen detektiert (439). Trdgt man die Parameter in einem
kartesischen Koordinatensystem mit SSC gegen FSC gegeneinander auf, erhdlt man durch die
Software eine Punktewolke (Dotplot). Wéhrend jeder Einzelmessung einer Zelle wird die
Korrelation der Intensitét des jeweiligen Parameters ermittelt und graphisch als einzelner Punkt
dargestellt. Handelt es sich wie bei PBMC um eine heterogene Zellpopulation, kann man die
jeweiligen Teilpopulationen anhand der unterschiedlichen GroBe und Granularitit in
verschiedenen Gruppen im Koordinatensystem als Dotplot lokalisieren. Dies erlaubt eine
Differenzierung der Populationen anhand ihrer unterschiedlichen Morphologie, die durch
Selektieren von Auswahlbereichen (Gating) gesondert betrachtet werden konnen (440). Die
Diskriminierung unerwiinschter toter Zellen oder beschidigter Partikel ist somit ebenfalls
moglich. Mochte man die Zellteilung, Apoptose oder das Expressionsverhalten diverser
Zielproteine in einer oder mehrerer Teilpopulationen analysieren, kann man die Eigenschaften
der Fluorophore oder Fluorophor-gekoppelter Antikorper nutzen. Neben Antigenen auf der
Zelloberflache konnen durch Fixierung der Proteine und Permeabilisierung der Membranen
ebenfalls zytosolische und nukledre Zielstrukturen markiert werden. Zusétzlich zur klassischen

Antigen-Antikorper-Reaktion mittels fluoreszenzgekoppelter Antikdrper kann dies ebenso
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durch  fluoreszierende = DNA-Interkalatoren  oder intrazelluldr,  proteinbindende
Fluoreszenzfarbstoffe erreicht werden.

Bei der Durchflusszytometrie kommt ein System aus mehreren partiell lichtdurchldssigen
Spiegeln zum Einsatz, wobei die Passierbarkeit der Spiegel von der Wellenldnge der
Lichtstrahlung abhéngig ist. Aufgrund der Eigenschaften der emittierten Fluoreszenz sind die
Spiegelsysteme und Detektoren im 90°-Winkel zum bestrahlten Objekt angeordnet. Nach der
Reflexion der Strahlung durch einen partiell durchlissigen Spiegel wird die Strahlung durch
einen Detektor registriert, dem ein Bandbreitenfilter vorgeschaltet ist, um den zu
registrierenden Wellenldngenbereich einzugrenzen (441). Gingig ist die Verwendung roter,
gelber, griiner, blauer und violetter Kanile sowie eine zusitzliche Abdeckung im nahinfraroten
und UV-Bereich, womit vielfiltige Moglichkeiten bestehen, verschiedene Zielstrukturen
simultan zu vermessen. Bei den Detektoren handelt es sich um Photoelektronenvervielfacher
(photomultiplier tubes = PMT) oder Avalanche-Photodioden (APD), die durch den
photoelektrischen Effekt samt interner Verstirkung eine Registrierung schwacher Strahlung im
Wellenldngenbereich A =250 — 1700 nm ermoglichen (442). Eine Regulation der PMT-
Spannung bewirkt eine Anderung der Sensitivitit, wodurch wiederum die Auflésung der
detektierten Signale erhoht werden kann. Der PMT-Detektor registriert eine Signaldnderung in
Form eines Spannungspulses, der durch Fluoreszenz oder Zellen/Partikel generiert wird. Dabei
ist der erzeugte Strom proportional zur Intensitit des Signals. Das Pulssignal wird durch die
drei Merkmale Hohe (H), Weite (W) und die aus dem Integral resultierende Fliche (A)
charakterisiert. Deshalb kann beispielsweise im FSC oder SSC die Flache A des Signals gegen
dessen Hohe H oder Weite W aufgetragen werden, die bei singuléren Ereignissen in einem
proportionalen Zusammenhang stehen. Auf diese Weise kann man Dubletten und Multipletten
diskriminieren, da hier die resultierende Flache des detektierten Signals wesentlich groBer ist
(443). Ein Analog zu Digital Konverter (ADC) wandelt das analoge Signal in ein Digitales um
(444). Die gemessene Fluoreszenzintensitét des Antigens/Targets wird logarithmiert angegeben
und kann sowohl in einem Histogramm gegen die Ereignishdufigkeit aufgetragen als auch in
einem Dotplot gegen den FSC, SSC oder die Intensitdt einer weiteren parallel detektierten
Zielstruktur dargestellt werden. Das gezielte Selektieren durch Gating nach Fluoreszenzkanal
oder Fluoreszenzintensitét erlaubt ebenfalls eine gezielte Betrachtung der Subpopulationen wie
CD4" T-Zellen oder verschiedener Antigene wie die dreifach positiven CD4"CD25"FoxP3*
regulatorischen T-Zellen (440).
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4.8.2 Transporteraktivitit bei modifiziertem Purinstoffwechsel

Die Durchflusszytometrie wurde in dieser Arbeit angewandt, um den Einfluss des
Purinstoffwechsels durch die Ektonukleotidasen auf die ABC-Transporteraktivitidt im Modell
der mit Doxorubicin-behandelten MDA-MB-231 Zellen zu untersuchen. Hierzu werden die
Zellen analog den Ausfiihrungen in den Abschnitten 4.2.3 und 4.2.4 gel6st, gezéhlt und
anschlieend zweimal mit Krebs-HEPES-Puffer gewaschen, um stérende Elemente wie
beispielsweise das Phenolrot des Mediums zu entfernen. Vor dem Ausplattieren wird die
Zellsuspension auf eine Konzentration von 250.000 Zellen/ml eingestellt. Die Testsubstanzen
werden in Duplikaten in einer 96-Wellplatte vorgelegt. Dabei sind die Konzentrationen der
Losungen so zu wihlen, dass die gewiinschte Konzentration durch finale Zugabe von 10 pl bei
einem Gesamtvolumen von 200 pl erreicht wird. AnschlieBend werden final 160 pl
Zellsuspension in jede Kavitét der Platte pipettiert. Die entsprechende Anzahl von 40.000 wird
zusammen mit den Testsubstanzen bei 37 °C und 5 % CO> lichtgeschiitzt inkubiert. Als
Referenzen dienen verschieden kombinierte Ansitze, die in Tabelle 4 aufgefiihrt sind, um
intrinsische Effekte der verwendeten Substanzen zu ermitteln. Zur Messung der
Hintergrundfluoreszenz wurde eine Zellsuspension in DPBS angesetzt (Ansatz 1). Ein weiterer
Ansatz besteht lediglich aus 3 uM Doxorubicin, um die Aufnahmekapazitit der unbehandelten
Tumorzellen zu tiberpriifen (Ansatz 2). Als weitere Kontrollen dienten Proben, die zusétzlich
mit jeweils 60 pM ADO und 300 uM ATP behandelt wurden (Ansatz 3 und 4). Die Werte sind
aus den Untersuchungen der CE abgeleitet, bei denen 300 uM ATP als Substrat verwendet und
dieses durch den enzymatischen Abbau in 30 — 100 uM ADO umgewandelt wurde. Mit Hilfe
der synthetischen Inhibitoren PSB-POM-141 und PSB-19316 in Anwesenheit des Substrats
ATP ist jeweils iiberpriift worden, ob die Reduktion des Produktes ADO aus der Abbau-
Kaskade einen Unterschied auf den intrazelluldren Gehalt des Zytostatikums hat (Ansatz 5 und
6). Des Weiteren wird neben dem Nukleosidtransporterhemmstoff DP (Ansatz 7) der etablierte
Inhibitor XR9577 des ABC-Transporters P-Glykoprotein (PGP) in den Konzentrationen 3 uM
und etablierten 10 pM eingesetzt (445). In der Folge wird dieser Ansatz als Positivkontrolle zur
Evaluation der maximal moglichen zytosolischen Doxorubicinkonzentration herangezogen

(Ansatz 8).

104



Material und Methoden

Tabelle 4: Schema aus Kontroll- und Referenzmessung zur Untersuchung des Effekts der purinergen Kaskade auf die ABC-

Transporteraktivitdt in vitro anhand der Zelllinie MDA-MB-231

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zellsuspension aus 40.000 MDA-MB-231
/ / / PSB- | POM- DP | XR9577 | XR9577 | XR9577
19316 | 141 | 20puM | 10puM | 10puM | 10 uM
0,2 10 uM
uM
/ / ADO | ATP ATP ATP ADO ADO ATP
60 300 300 300 | 60 uM 60 uM | 300 uM
uM uM uM uM
/ Doxorubicin 3 pM (Amax = 590 nm)

Fir den eigentlichen Messvorgang am Durchflusszytometer wird zundchst die
Eigenfluoreszenz der unbehandelten Zellen aufgenommen und mit den positiven Zellen
verglichen. Hierbei nutzt man die intrinsische Fluoreszenzeigenschaft des Doxorubicins aus.
Nach Anregung befindet sich dessen Emissionswellenlidnge bei Amax = 590 nm und kann deshalb
im roten Kanal detektiert werden (445). Die Fluoreszenzintensitit korreliert mit der
zytosolischen Konzentration des Zytostatikums Doxorubicin in den Tumorzellen. Die
Korrelation zwischen der Ektonukleotidasenaktivitit und ABC-Transporteraktivitdt wird

vereinfacht mit den Ansitzen 9 und 10 evaluiert.

4.8.3 Erzeugung der Tumoriiberstinde zur in-vitro-Modellierung der Inmunantwort

Die verwendete Zelllinie U87 wird gemi den Ausfithrungen in den Abschnitten 4.2.3 und
4.2.4 abgelost, gewaschen und gezéhlt. Im Anschluss an die Zellzahlbestimmung wird die
Suspension mit dem Zellmedium auf eine Konzentration von 2,5 x 10° Zellen/ml eingestellt
und 5 x 10° Zellen in jede Kavitit einer 6-Wellplatte pipettiert. Uber Nacht werden die Zellen
bei 37 °C und 5% CO; kultiviert, um konfluent zu adhérieren und um den regulidren
Stoffwechsel wiederherzustellen. Die Zwischenrdume der Platte werden mit 10 ml DPBS als
Verdunstungsschutz versehen. Nach 24 h werden die U87-Zellen in einer Vorinkubation zuerst
mit 20 uM des SLC-29-Inhibitors DP und 1 uM des ADA-Hemmstoffs EHNA fiir 30 Minuten
bei 37 °C und 5 % CO> vorinkubiert. Erst anschlieBend erfolgt die Zugabe des Heparins und
seiner Derivate. Hierbei sind sowohl UFH, die beiden niedermolekularen Fraktionen

Tinzaparin und Enoxaparin als auch das Pentasaccharid Fondaparinux verwendet worden. Die
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Heparine und Fondaparinux wurden dafiir analog zu den Versuchen mit der CE in DPBS
verdiinnt. UFH, Tinzaparin und Enoxaparin wurden jeweils geméf ihrer antikoagulatorischen
Aktivitdt auf eine Konzentration von 5 LLE./ml eingestellt. Die finale Konzentration des

Pentasaccharids Fondaparinux betrug schlussendlich 10 pg/ml.

Tabelle 5: Aufgefiihrt sind die Konzentrationen der getesteten, kommerziell verfiigharen Heparine, sowie des Pentasaccharids
Fondaparinux. Die internationalen Einheiten werden zur besseren Vergleichbarkeit mit dem vollsynthetischen Pentasaccharid

Fondaparinux in die Massenkonzentration und molare Konzentration umgerechnet.

Heparin UFH Tinzaparin Enoxaparin Fondaparinux
Internationale 5 LE./ml 5 LE./ml 5 LE./ml /
Einheiten

Massenkonzentration / 60,31 ng/ml 50,00 pg/ml 10,00 pg/ml
Molare / 9,279 uM 11,11 uM 5,790 uM
Konzentration

Das Volumen der Kavititen wurde nach Zugabe von 20 pM ATP mit Medium auf 5 ml
Gesamtvolumen aufgefiillt und fiir 3 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Proben in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt und bei 500 g fiir 10 Minuten
zentrifugiert, um Zellen und weitere unldsliche, feste Bestandteile aus dem Uberstand entfernen
zu konnen. Es folgte der Transfer des Uberstandes in neue 15 ml Zentrifugenrdhrchen. Die
generierten Uberstéinde sind, sofern nicht unmittelbar verwendet, fiir maximal 4 Wochen bei -
20 °C gelagert worden. Die Erzeugung der Tumoriiberstinde dient der in-vitro-Modellierung,
um die immunmodulierenden Eigenschaften der ATP/ADO-Achse auf ein aktives Zellsystem
zu Ubertragen. Einerseits soll damit untersucht werden, inwiefern die Differenzierung naiver
CD4" T-Lymphozyten beeinflusst wird, und andererseits, welche Auswirkungen auf die
Zytotoxizitdt der NK-Zellen erzielt werden. Des Weiteren wird untersucht, inwiefern Heparin
und seine Derivate den immunstimulierenden Effekt des ATP durch Verhinderung des Abbaus

wiederherzustellen vermdgen.
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4.8.4 Differenzierung regulatorischer T-Zellen

Bei den regulatorischen T-Zellen handelt es sich um einen immunsuppressiven Subtyp der
CD4*-T-Zellen, welcher im Normalfall zur Terminierung der erfolgreichen adaptiven
Immunantwort beitrdgt. Lokal in der TMU kann die immunsuppressive Wirkung der Tre, iiber
das natiirliche Mal3 dereguliert werden und so enorm zu einer Immuntoleranz des Tumors
beitragen. Im Rahmen der Voruntersuchung zur Aktivititsbestimmung der purinergen
Signaltransduktion auf die CD4" T-Zelldifferenzierung werden aktivierte CD4" T-Zellen mit
den endogenen Antagonisten ADO und ATP behandelt. Dabei werden seitens der
immunlimitierenden  Faktoren #ADO und sein synthetisches Analogon 5°-(N-
Ethylcarboxamido)adenosin (NECA) als A2AR-Agonist eingesetzt. Additiv werden ATP
sowie dessen synthetisches Derivat Benzoyl-Benzoyl-ATP (BzATP) zur Immunstimulation des
P2X7R untersucht (446,447). Zur weiteren Analyse werden die in Abschnitt 4.8.3 erlduterten
Uberstéinde aus heparinisierten Tumorzellen mit naiven, aus Buffy Coat isolierten CD4"-T-
Zellen (Abschnitt 4.3.2) kokultiviert und deren Differenzierungsverhalten in Treg analysiert. Als
Analysemarker zur Identifizierung der Tr, dienen die membranstindige a-Untereinheit des IL-
2-Rezeptors, auch als CD25 bekannt, und der nukledre Transkriptionsfaktor FoxP3. Die durch
Differenzierung induzierten Treg (1Treg) unterscheiden sich durch oberfldchige Expression von
CD25 von den bereits natiirlich vorliegenden T, die in einer spaten Phase der adaptiven
Immunantwort IL-2 abfingt und durch Ausschiittung von IL-10 die Immunantwort
herunterregelt (448).

Nach der Vorbereitung werden die isolierten CD4" zu 5 x 10° Zellen/ml in Medium
resuspendiert und abschlieBend 150 pl dquivalent zu 7,5 x 103 CD4"-T-Zellen in die Kavitéten
einer 12-Wellplatte pipettiert. Zur Induktion der CD4'-Differenzierung werden 25 pl der
Antikdrpermixtur ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator hinzugefiigt, da
diese sonst in einem anergischen Zustand verweilen. Des Weiteren werden 1000 pl der
generierten Uberstinde in die Kavititen gegeben und mit Medium auf ein Gesamtvolumen von
3 ml aufgefiillt. Die Zwischenrdume der Platte werden mit DPBS als Verdunstungsschutz
versehen und fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine erneute
Zugabe von 1000 pl der generierten Tumoriiberstinde, bevor abschlieBend weitere 48 h
Inkubation folgen. Zur Analyse des Differenzierungsverhaltens der CD4"-T-Zellen werden
2,5 x 10° Zellen aus den jeweiligen Proben entnommen und bei 4 °C fiir 5 Minuten mit 600 g
zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes werden die T-Zellen in 150 ul FACS-Puffer
aufgenommen und abermals zentrifugiert. Zur Blockade potenzieller unspezifischer

Bindungsstellen fiir die Detektionsantikdrper werden die CD4*-T-Zellen fiir 15 Minuten mit
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100 pl einer 3 % BSA-Ldsung bei Raumtemperatur behandelt. Es folgt das Markieren des
spezifischen IL-2-Rezeptorproteins mittels 125 ng des Anti-hCD25 Antikorpers. Die
Inkubationsdauer betrdgt 30 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird mit 150 ul FACS-Puffer gewaschen, um die Reste des
Detektionsantikorpers zu entfernen.

Um den nukledren Transkriptionsfaktor FoxP3 fiir eine Markierung zugénglich zu machen,
miissen zuvor die Membranen permeabilisiert werden. Zum Erhalt der Gewebsintegritét und -
rigiditit sowie der Fluoreszenzintensitit des markierten Antigens CD25 werden die Proteine
der CD4"-T-Zellen zuvor mit Fixierpuffer fixiert (449,450). Durch vernetzende Fixiermittel
wie p-Formaldehyd werden 16sliche Zielproteine wie FoxP3 im Zytoskelett der Membranen
mittels einer kovalenter Bindung verankert (451). Hierzu wird in 150 pl Fixierpuffer
resuspendiert und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Um Riickstidnde zu entfernen, folgt erneut
ein Waschschritt mit Permeabilisierungspuffer. Die eigentliche Permeabilisierung der
Zellmembran und der doppelmembranigen Kernhiille wird durch Zugabe von 75 pL
Permeabilisierungspuffer bei 4 °C erzielt. Nach einer 30-miniitigen Permeabilisierung werden
100 ng des Anti-hFoxP3 Antikorpers in 25 pl DPBS verdiinnt und je 25 ul den einzelnen
Proben zugesetzt. AnschlieBend an 30 Minuten Inkubation bei 4 °C folgen zwei Waschschritte
mit 150 pL Permeabilisierungspuffer, bevor die CD4" T-Zellen in einem finalen Volumen von
500 uL FACS-Puffer resuspendiert werden. Je 150 pl einer Probe werden in die Kavititen einer
96-Wellplatte transferiert und am Durchflusszytometer analysiert.

Die eingesetzten Detektionsantikorper sind jeweils mit einem anderen Fluorophor gekoppelt
und konnen daher in unterschiedlichen Kanilen betrachtet werden. Der Anti-hFoxP3-
Antikorper ist mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugiert, das sein Emissionsmaximum
bei der Wellenlidnge Amax = 519 nm aufweist und daher primér im griinen Kanal aufgenommen
wird (452). Der Antikorper zur Detektion von CD2S5 ist mit einem proteinhaltigen Fluorophor-
Mischkomplex mit der Bezeichnung Peridinin-Chlorophyll-Protein-Komplex (PerCP)
verbunden, der wiederum an den Polymethin-Farbstoff Cyanin5.5 gekoppelt ist. Ein solches
Konstrukt bezeichnet man auch als Tandemfarbstoff, innerhalb dessen gemiB Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) der meist proteinische Bindungspartner durch Absorption als
Donor (PerCP) und ein weiterer kleinerer durch strahlungsfreie Ubertragung die resultierende
Emission abgibt, als Akzeptor (Cy5.5) funktioniert. Aufgrund der Kopplung als PerCP-Cy5.5
wird der Stoke-Shift vergroBert und die emittierte Wellenldnge von Amax = 677 nm auf 695 nm
leicht rotverschoben (453,454). Deshalb findet die Detektion der markierten Antigene im roten
Kanal statt.
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Wihrend der simultanen Nutzung mehrerer Fluorophore kann es zu einem unerwiinschten
Nebeneffekt mit der Bezeichnung Spillover kommen. Beispielsweise werden bei
Multistainingassays mehrere Fluoreszenzfarbstoffe wie FITC, Phycoerythrin (PE) und PerCP-
Cy5.5 miteinander kombiniert, die durch den gleichen Laser angeregt werden. Folglich werden
im gelben Kanal (PE) Fluoreszenzsignale durch FITC aus dem griinen Kanal, im roten
wiederum (PerCP-Cy5.5) durch PE aus dem gelben Wellenldngenbereich registriert, die sich
additiv tiberlagern. Aufgrund der breiten Emissionsspektren der Fluorophore FITC (griin) und
PerCP-CyS5.5 (rot) wird das resultierende Signal nicht nur im Wellenlédngenbereich eines

einzelnen Detektionskanals erfasst, sondern ebenfalls durch weitere Detektionsfilter registriert.
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Abbildung 17: Darstellung eines sogenannten Spillovers der iiberlappenden Fluoreszenzspektren mehrerer Fluorophore,
Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit zur Kompensation mit Hilfe der FMO-Kontrollen, um falsch-positive Signale aus den
jeweiligen Detektionskandilen zu eliminieren.

Zur Umgehung der Problematik werden einfach gefarbte Kompensationskontrollen erstellt, aus
deren Messungen man die Spillover-Effekte berechnen und eliminieren kann. Zur Erstellung
der Kompensationskontrollen fiir FITC und PerCP/Cy5.5 wurden anti-mouse Igk MACS®
Comp Beads entsprechend dem Protokoll eingesetzt. Des Weiteren konnen die entsprechenden
Antigen-negativen Proben durch Markierung mit anderen Fluoreszenzfarbstoffen des
Multistainingassays trotz Kompensation in dem jeweiligen Detektionskanal registriert werden.
Hierzu werden die sogenannten fluorescence-minus-one Kontrollen (FMO-Kontrollen) erstellt,
wobei jeweils ein Farbstoff des Multistainings ausgelassen wird, um den Einfluss der anderen
im jeweiligen Detektionskanal zu determinieren. Folglich dienen die FMO-Kontrollen zur
Korrektur des Gatings sowie der Definition der positiven Subpopulationen und der Exklusion
falsch-positiver Proben. Zur Auswertung wird im ersten Schritt die Fliche des FSC-Signals
(FSC-A) gegen dessen Hohe (FSC-H) aufgetragen, um mittels Gating auftretende Dubletten zu
exkludieren. Im néchsten Schritt erfolgt mittels Auftragung des SSC gegen den FSC die

Abtrennung der CD4"-T-Zellen von Zelltrimmern und weiteren Partikeln. Die
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Subpopulationsanalyse zur Identifikation der CD25"FoxP3" Tk, findet durch das Erstellen der
Quadranten auf Basis der FMO-Kontrollen statt.
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Abbildung 18: A) lllustriert ist die Gating-Strategie zur Analyse der FoxP3/CD25 positiven CD4 T-Lymphozyten nach
Alktivierung und Kokultivierung mit Uberstinden der behandelten Tumorzelllinie US87. Auf die Dublettendiskriminierung
erfolgt das gezielte Gaten auf die intakte CD4-Population, um weitere Partikel und tote Zellen aus der Gesamtbetrachtung zu
entfernen. Abschlieffend wird die Subpopulationsanalyse der nach Gating isoliert betrachteten CD4-Gesamtpopulation zur
Bestimmung des Anteils an immunsuppressiver Teq durchgefiihrt. B) Abgebildet ist ein Vergleich der FMO-Kontrollen der
verwendeten Fluorophore mit derjenigen zur Identifizierung der benotigten Doppelmarkierung. Die FMO-Kontrollen

ermoglichen die Subpopulationsanalyse durch Anlegung der Quadranten zur Bestimmung des Anteils an iTyeq.

4.8.5 Zytotoxizitit der natiirlichen Killerzellen

Die natiirlichen Killerzellen stellen eine bedeutende Komponente der zelluldren angeborenen
Immunantwort dar, weshalb sie einen erheblichen Einfluss auf eine erfolgreiche Bekdmpfung
eines Tumors haben. Zu diesem Zweck werden die in 4.8.3 generierten, mit Heparin
behandelten Uberstinde der humanen Glioblastomzellen U87 im Zusammenhang mit den

zytotoxischen Eigenschaften der NK-Zellen untersucht. Als Quelle der NK-Zellen fiir diese
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Versuchsreihe dienen mittels Dichtezentrifugation nach 4.3.1 isolierte PBMC aus Buffy Coat.
Vor dem Versuch werden sie 18 h in Medium inkubiert, um den aus der Isolation generierten
Stress zu kompensieren. Zu Anfang werden 5 x 10° Zellen in 2,5 ml in die Kavititen einer 6-
Wellplatte transferiert. Im Anschluss folgt eine Vorinkubation fiir 30 Minuten mit 10 pM DP
und 1 uM EHNA bei den Proben, die mit den Substanzen ADO, ATP und dem A2AR-
Agonisten NECA oder dem P2X7R-Agonisten BZATP behandelt werden (446,447). Danach
erfolgt die Zugabe der genannten Testsubstanzen beziehungsweise der Uberstinde zusammen
mit Medium, sodass ein Gesamtvolumen von 5 ml je Kavitdt erreicht wird. Die Zwischenrdume
der Platte wurden mit ausreichend DPBS als Verdunstungsschutz versehen, bevor die Proben
fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert werden. Am folgenden Tag zdhlt man die inkubierten
PBMC und stellt sie anschlieBend auf eine Konzentration von 5 x 10° PBMC/ml ein. Parallel
werden 1 x 10° der myeloischen Leukidmiezellen K562 aus der Zellkulturflasche extrahiert und
mit 450 g bei 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes erfolgt die
Resuspension in 1 ml Medium mit Zusatz an 1 % FKS. Zur Anfarbung der K562-Suspension
setzt man 1 ml CFSE-Arbeitslosung (10 uM) zu, woraufthin die Mixtur fiir 15 Minuten
lichtgeschiitzt inkubiert wird, um sie bei der Messung von den Effektorzellen (NK-Zellen) zu
unterscheiden. Bei CFSE oder dessen synonym verwendeter Bezeichnung CFDA-SE handelt
es sich um das Fluorophor 6-Carboxyfluorescein-Succinimidylester bzw. dessen modifizierte
Variante, bei der die beiden freien Hydroxylgruppen des Fluoresceins mit Essigsdure verestert
sind. CFDA-SE ist im Gegensatz zu CFSE nicht intrinsisch fluoreszierend und relativ lipophil,
weshalb es eine hohe Permeabilitit gegeniiber Zellmembranen aufweist (455). Durch
zytosolische Esterasen werden die beiden Essigséurereste abgespalten und CFDA-SE in das
Fluorophor CFSE umgewandelt. Die unveridnderte freie Succinimidylester-Funktion des
Molekiils begiinstigt aufgrund ihrer Reaktivitit eine kovalente Bindung an Amine,
insbesondere an die Lysine zytosolischer Proteine. Aufgrund der durch Esterhydrolyse
verringerten Lipophilie und der stabilen kovalenten Bindung an intrazelluldre Proteine ist CFSE
in der Zelle gefangen und emittiert nach Exzitation bei Amax =517 nm im griinen Kanal
Fluoreszenz (455). Zur Beendigung des Markiervorgangs durch extrazelluldre
Fluoreszenzldschung fiigt man 5 ml Vollmedium hinzu. Nach Zentrifugation wurden die K562
mit Vollmedium auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. In der Folge werden
die Proben der PBMC und K562 nach den in Tabelle 6 dargestellten Ansétzen in eine 96-
Wellplatte mit U-Boden pipettiert.
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Tabelle 6: Pipettierschema der vermessenen Ansdtze der NK-Zytotoxizitdtsassays

Ansatz Medium PBMC (E) Tween 20 IL-2 K562 (T)
E:T 50:1 + / 100 pl / 30 ul 100 pl
IL-2

E:T 50:1 / 100 pl / / 100 pl
E 100 pl 100 pl / / /

T 100 pl / / / 100 pl
T + Tween- / / 100 pl / 100 pl
20

Mit Hilfe der Tween-20-Arbeitslosung ermittelt man den maximalen Anteil der Zielzellen
(K562), welcher sich abtdten ldsst. Der Zusatz an IL-2-Arbeitslosung definiert als Kontrolle die
maximale NK-vermittelte Zytotoxizitdt. Vor der vierstiindigen Inkubation bei 37 °C und 5 %
CO; wird die beschickte Platte fiir 2 Minuten bei 120 g zentrifugiert, damit sich Effektor- und
Zielzellen in unmittelbarer Ndhe zueinander befinden. Im Anschluss an die vollendete
Inkubation erfolgt ein Zusatz von 5 ul der 7-AAD Viablility Staining Solution zu jeder Probe.
Anschliefend werden die Proben in eine 96-Wellplatte mit flachem Boden transferiert und am
Durchflusszytometer vermessen. 7-Aminoactinomycin (7-AAD) ist ein synthetisches Derivat
des Peptid-Antibiotikums Actinomycin D/Dactinomycin, welches seine zusédtzliche
zytostatische Wirkung durch DNA-Interkalation zwischen den Basen Cytosin und Guanin samt
Blockade der RNA-Synthese entfaltet (456). Nach DNA-Interkalation und Exzitation emittiert
7-AAD bei Amax =647 nm eine im roten Kanal detektierbare Fluoreszenz. Aufgrund der
Polypeptid-Grundstruktur zeichnet sich das Molekiil insgesamt durch Hydrophilie aus, weshalb
7-AAD nicht membrangéngig ist und folglich nur bei apoptotischen Zellen die DNA interkaliert
(457). Zur Analyse der Messreihe werden in einem Dotplot-Diagramm SSC gegen CFSE
aufgetragen. In dem resultierenden Diagramm wird zunéchst die Zielpopulation K562 mit Hilfe
des Fluoreszenzfarbstoffs CFSE identifiziert. Durch Anlegen eines Gates kann die gesuchte
Subpopulation der K562 in einem weiteren Diagramm, welches den SSC gegen 7-AAD
darstellt, isoliert betrachtet werden. Zur abschlieBenden Viabilitidtsbestimmung wird der
prozentuale Anteil der toten Zellen an der Gesamtpopulation durch deren erhohte

Fluoreszenzintensitit im roten Kanal definiert.
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Abbildung 19: Dargestellt ist die Gatingstrategie zur Bestimmung der NK-vermittelten Zytotoxizitit. Uber die Selektion der
mit CFSE markierten K562 werden diese von den PBMC abgetrennt. Durch das Anlegen eines weiteren Gates im roten Kanal
kann der Anteil toter K562 durch die DNA-Interkalation des Fluorophors 7-AAD bestimmt werden. A) Exemplarische
Darstellung eines Versuchs mit geringer NK-Aktivitiit. B) Kontrolle zur Festlegung der maximalen NK-Zytotoxizitdt, indem die

Apoptose der K562 mit Hilfe des Tensids Tween-20 forciert wird.
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4.9 IL-10 ELISA

4.9.1 Generierung der Uberstinde

Der Human IL-10 ABTS ELISA der Firma Peprotech Inc. wird zur quantitativen Analyse des
IL-10-Gehalts in Zellkulturmedien von CD4" Zellen oder PBMC eingesetzt, die mit Heparin
und seinen aufgearbeiteten und synthetischen Derivaten oder Tumorzelliiberstinden behandelt
wurden. Die Uberstinde der Tumorzelllinie wurden analog den Ausfiihrungen in 4.8.3 erzeugt.
Die Sekretion des Zytokins IL-10 ist spezifisch mit der Differenzierung und Aktivitit des
immunsupprimierenden CD4"-Subtyps Trg korreliert. Deshalb werden zur Analyse der IL-10-
Ausschiittung zu Beginn PBMC und CD4"-T-Zellen aus Buffy Coat isoliert. Die jeweiligen
Populationen werden geméf den Abschnitten 4.3.1 und 4.3.2 per Dichtezentrifugation und
MACS extrahiert. Im Anschluss an die Zellzahlbestimmung gibt man die PBMC/CD4" zu
1,5 x 10 Zellen je 1,5 ml Medium in die Kavititen einer 12-Wellplatte. Zur Aktivierung der
T-Zelldifferenzierung stimuliert man die Proben bis auf die unbehandelte Negativkontrolle mit
25 ul der Antikorpermixtur ImmunoCult™ Human CD3/CD28/CD2 T Cell Activator. Bei den
Testsubstanzen ADO, ATP, NECA, BzATP erfolgt eine Vorinkubation mit DP 10 uM und
EHNA 1 pM fiir 30 Minuten, um die Aktivitit der ENT und der ADA entsprechend zu
blockieren. AnschlieBend fiigt man die Testsubstanzen hinzu und stellt mit Medium auf ein
Gesamtvolumen von 3 ml ein. Bei den Tumoriiberstdnden erfolgt eine Zugabe von 500 pul
Medium und 1000 ul Uberstand, sodass dasselbe Gesamtvolumen erreicht wird. Nach 48 h
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO; erfolgt eine erneute Zugabe der Testsubstanzen und der
jeweiligen Uberstinde. Die entsprechende Menge der Testsubstanzen mischt man zuvor mit
einem Milliliter Medium, um die Volumenzugabe an die Uberstinden anzugleichen. Es wird
fiir weitere 48 h inkubiert. Zur Abschopfung der PBMC/CD4*-Uberstinde werden die Proben
nach Ablauf der Inkubation in 15 ml Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und durch Zentrifugation
die festen und zelluldren Bestandteile abgetrennt. Die Lagerung erfolgt nach dem Transfer in

frische Zentrifugenrohrchen bis zur Anwendung bei -80 °C.

4.9.2 Durchfiihrung

Das Akronym ELISA steht fiir Enzyme-linked immuno-sorbent-Assay, mit dessen Hilfe eine
quantitative Bestimmung eines ausgewdhlten Zielproteins ermoglicht wird. Dabei wird das
Zielprotein mit der Sandwich-Methode detektiert (458). Im ersten Schritt findet am Boden einer
unbeschichteten Platte die Immobilisierung des Fc-Fragmentes des Capture-Antikorpers statt.
Dazu werden 100 ul der Capture-Antikorperlosung der Konzentration 0,25 pg/ml in die

Kavitédten einer F96 Maxisorb Nunc-Immuno Platte pipettiert und bei Raumtemperatur {iber
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Nacht inkubiert. Zur Entfernung des ungebundenen Capture-Antikdrpers werden nach
Anleitung des Herstellers vier aufeinanderfolgende Waschschritte mit Waschpuffer
durchgefiihrt. Zur Abséttigung potenzieller unspezifischer Bindungsstellen des IL-10-
Detektionsantikorpers und der Vermeidung falsch-positiver Resultate werden 100 pl einer 3 %
BSA-Losung in die Kavitédten der Platte eingebracht. Nach einstiindiger Inkubation wascht man
erneut viermal. Im Anschluss an die Waschschritte folgt die Probenauftragung. Hierzu werden
einerseits 100 ul der PBMC/CD4"-Uberstinde und andererseits eine Verdiinnungsreihe des
nach Herstellerangaben vorbereiteten Standards zur Kalibrierung des Gehalts in die Kavititen
der Platte verbracht. Im Zeitraum einer zweistiindigen Inkubation bindet das IL-10 aus den
Standards und der Proben als Epitop an die spezifischen Fab-Fragmente des Capture-
Antikorpers. Alternativ kann die Inkubation bei 4 °C im Kiihlschrank iiber Nacht durchgefiihrt
werden. Danach erfolgt erneut ein vierteiliger Waschschritt, bevor in jede Kavitdt 100 pl einer
1,0 pg/ml konzentrierten Losung des IL-10-Detektionsantikdrpers eingebracht werden. Dabei
binden die spezifischen Fab-Fragmente des Detektionsantikrpers an eine andere Zielstruktur
als der Capture-Antikorper. Dadurch wird eine weitere Bindung an den Analyten ermoglicht,
wodurch wéhrend der zweistiindigen Inkubation bei Raumtemperatur der Sandwich-Komplex
aus Antikdrpern und Analyt komplettiert wird (458). Uberschiissigen Antikérper entfernt man
in einem weiteren viertteiligen Waschschritt, bevor mit 100 ul einer Avidin-HRP-Losung fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wird. Das Fc-Fragment des Detektionsantikorpers
ist dabei kovalent an das natiirliche Verkniipfungsmolekiil Biotin gebunden. Nach der Bildung
des Sandwich-Komplexes erleichtert die endstindige Position des Fc-Fragmentes des
Detektionsantikorpers die Konjugation des biotinylierten Antikorpers mit dem basischen
Glykoprotein Avidin. Dieser Prozess ist auf die hohe Bindungsaffinitit des Biotins zu Proteinen
und insbesondere Avidin zuriickzufiihren (459,460). Des Weiteren wird durch Bildung des
Immunkonjugats das Reporterenzym Meerrettichperoxidase (HRP) in den Sandwich-Komplex
eingebracht. In Abbildung 20 ist der schematische Ablauf eines Sandwich-ELISA in finf
Phasen dargestellt.
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Abbildung 20: Schematischer Ablauf des IL-10 Sandwich-ELISA. Immobilisierung des Capture-Antikorpers mit dem Fc-
Fragment am Plattenboden (1). Bindung des Targets an den Capture-Antikérper (2). Bildung des Sandwich-Komplexes aus
Capture-Ak, IL-10 und biotinyliertem Detektionsantikérper (3). Konjugation des Avidin-HRP-Komplexes mit dem
Sandwichkomplex tiber das Linkermolekiil Biotin (4). Enzymatischer Umsatz des HRP-Substrats TMB in ein kolorimetrisch
quantifizierbares Produkt (5). Die Abbildung wurde mit Hilfe von BioRender.com erstellt.

Reporterenzyme zeichnen sich durch Umsetzung ihres Substrats in ein Produkt aus, das nach
einer Farbreaktion durch Vis-Absorption oder Fluoreszenz und Chemilumineszenz quantifiziert
werden kann (461). Nach erneutem Waschen wird die Entwicklung des Sandwich-ELISA durch
Zugabe von 100 ul 1 Step®Ultra TMB ELISA Substrat Losung eingeleitet. Das Reporterenzym
Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation des chromogenen Substrats 3,3¢,5,5°-
Tetramethylbenzidin  (TMB) unter simultanem Umsatz des zweiten Eduktes
Wasserstoffperoxid und Ausbildung eines konjugierten n-Elektronensystems. Auf diese Weise
wird eine Blaufarbung der Losung durch das Produkt 3,3'.5,5'-Tetramethylbenzidindiimin
bewirkt, die eine Proportionalitit zum Gehalt des Analyten IL-10 aufweist. Entgegen dem
Herstellerprotokoll ist fiir die Versuchsreihe TMB anstatt 2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-
6-sulfonsédure) (ABTS) verwendet worden, da Ersteres gegeniiber ABTS iiber eine hohere
Sensitivitit verfiigt (462). Bei fortgeschrittener Entwicklung des ELISA beendet man die
enzymkatalysierte Farbreaktion durch Zugabe von 50 pl 2 M Schwefelsdure. Resultierend aus
der pH-Verschiebung in das saure Milieu (pH < 1), kommt es zu einem Farbumschlag von blau
zu gelb, der ebenfalls eine Verschiebung des Absorptionsmaximums von 370 nm auf

Amax = 450 nm hervorruft (463).
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Abbildung 21: Enzymatische Umsetzung des Substrats TMB in ein farbiges Produkt zur kolorimetrischen Quantifizierung des
IL-10 mittels ELISA

Unmittelbar an das Abstoppen der ELISA-Entwicklung werden die Intensitit der Absorption
bei 450 nm am Spektrometer bestimmt. Mittels Differenzbildung erfolgt eine Korrektur der
Messwerte durch eine Aufnahme der Nullwerte des Losungsmittels bei 590 nm, wodurch das
Hintergrundrauschen eliminiert wird. Die gemessenen Absorptionswerte der Standards liegen
teils auBerhalb des durch das Lambert-Beer-Gesetz definierten Absorptionsbereichs von
0,2—-1,0 mit linearer Korrelation der Absorption zur Konzentration. Folglich wird die
nichtlineare, 4-Parameter logistische Regression zur Erstellung der Standardkurve ausgewéhlt,
um die Korrelation der Absorption zur Konzentration zu ermitteln und die Analytengehilter der

Proben absolut zu bestimmen.
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4.10 Multiplex Analyse des Zytokinprofils

Zur ausfiihrlicheren Analyse der generierten Tumoriiberstinde der Zelllinie U87 und einer
damit zusammenhidngenden moglichen CD4" T-Zellplastizitit werden die Gehalte
verschiedener regulatorischer Zytokine bestimmt. Dabei werden ausgewéhlte Zytokine aus dem
LEGENDplex™ Human Essential Immune Response Panel des Unternehmens BioLegend Inc.
quantifiziert. Das Prinzip der Multiplex Analyse basiert in diesem Fall auf einer simultanen
Detektion von fiinf Proteinen aus der Klasse der Zytokine. Hierzu differenziert man diverse
Bead-Antikorperkonjugate anhand ihrer GroBe sowie der unterschiedlichen, intrinsischen
Fluoreszenz.

Die flinf untersuchten Zytokine IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17A und TGF-B1 werden durch den
jeweiligen spezifischen, konjugierten Antikorper auf den Beads immobilisiert. Im Anschluss
erfolgt eine Kopplung der gebundenen Zytokine an ein Konjugat aus biotinyliertem Antikorper
und fluoreszenzmarkiertem Streptavidin. Das jeweilige Zytokin kann durch Kombination aus
unterschiedlicher Grofle und diverser intrinsischer Fluoreszenz der markierten Beads
identifiziert und quantifiziert werden. Hierbei wird eine Kombination aus drei Fluorophoren
FITC, PE und APC verwendet, die durch Laser unterschiedlicher Wellenldngen (488 nm,
633 nm) angeregt werden. Aus Letzterem folgt die Bestimmung der jeweiligen Gehalte anhand
einer Regression mit Standardkurven bekannter Konzentrationen. Die Generierung der Proben
wird entsprechend den Abschnitten 4.8.3 fiir die U87-Uberstiinde und 4.9.1 fiir die CD4" und
CD4"-U87-Uberstinde durchgefiihrt. Um sicherzustellen, dass sich die zu analysierenden
Zytokingehalte im Konzentrationsbereich entsprechend den Herstellerangaben befinden,
wurden die U87-Uberstiinde zur Messung 1:2 und die CD4"-Uberstinde 1:4 verdiinnt.

Additiv werden vier weitere Vertreter aus der Klasse der synthetischen, polysulfatierten
Heparin-Mimetika mit unterschiedlichen Strukturen untersucht. Bis zur Messung werden die
Proben bei -80 °C gelagert. Die Probenaufbereitung wird analog dem Herstellerprotokoll in
einer 96-Wellplatte mit V-Boden durchgefiihrt. Als Messinstrument dient das
Durchflusszytometer CytoFLEX der Firma Beckman Coulter Inc. mit einer Bestlickung aus
drei Lasern der Wellenldngen 405 nm, 488 nm und 633 nm. Zur Evaluation des Datensatzes
wird die zum Multiplex Assay bereitgestellte LEGENDplex™ Cloud-Based Software sowie
Graphpad Prism 8 verwendet.
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4.11 Statistik

Zur statistischen Auswertung aller Versuche wurden die Programme Bio-Rad CFX Manager
und Graphpad PRISM verwendet. Die Expressionsanalysen der EN wurden mit Hilfe der
Software Bio-Rad CFX Manager erstellt. In Versuchssansidtzen mit zwei Vergleichproben
wurde der Student’s Test (t-Test) angewendet. Fiir Versuchsreihen in denen mehrere
Behandlungen auf eine Referenz bezogen wurden, wurde die Methodik der einfaktoriellen
Varianzanalyse (One-Way ANOVA) in Kombination mit dem Dunnett Post-hoc Test
verwendet. Weitere Angaben beziiglich der statistischen Analyse konnen der jeweiligen
Abbildungsbeschriftung entnommen werden. Die Resultate der statistischen Analyse werden
graphisch als Asteriken fiir die jeweiligen Signifikanzniveaus dargestellt. Fiir diese gilt: ns:

nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001
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S Ergebnisse und Diskussion

5.1 Quantitative Analyse der EN-Expression auf Tumorzellen

5.1.1 Bestimmung der Primereffizienzen

Fiir die mittels qPCR durchzufiihrende Untersuchung der EN-Expression der Tumorzellen
musste eingangs zur Gewdhrleistung einer zufriedenstellenden Qualitit der Primer eine
Bestimmung der Primereffizienz E durchgefiihrt werden. Hierzu wurde das jeweilige spezifisch
zu analysierende Primerpaar in einem dekadisch logarithmierten Verdiinnungsansatz mit der
komplementidren Ziel-DNA quantifiziert. In Tabelle 7 sind die entsprechend designten

Primersequenzen der untersuchten humanen EN aufgefiihrt.

Tabelle 7: Tabellarische Auflistung der entsprechenden komplementdren f- und r-Primer mitsamt ihrer Basensequenzen zur

Expressionsanalyse der beiden HKG und der EN auf den Tumorzellen.

Bezeichnung Primer Basensequenz
GAPDH (HKG) f-Primer 5‘-AGCCACATCGCTCAGACAC-3¢
r-Primer 5-GCCCAATACGACCAAATCC-3¢
B-Aktin (HKG) f-Primer 5-CCAACCGCGAGAAGATGA-3¢
r-Primer 5-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-3¢
NPP1 f-Primer 5¢-TTGGGAACTGTCGCTGTG-3*
r-Primer 5¢-ACCTGAATTTGTTGCAAGTCC-3¢
NPP2 f-Primer 5‘-GCACATCGAATTAAGAGAGCAG-3¢
r-Primer 5-GGGGGAGTCTGATAGCACTG-3°
NPP3 f-Primer 5-ATATCACCCACGGCTTCCT-3¢
r-Primer 5“TCATATTGGCTATCTGATGTTCTATTG-3¢
NTSE f-Primer 5’-CCAGTCCACTGGAGAGTTCC-3°
r-Primer 5’-CGACACTTGGTGCAAAGAAC-3’
NTPD1 f-Primer 5‘-CAGGAAAAGGTGACTGAGATGA-3¢
r-Primer 5-CCTTTACTCCAGCGTAAGATGTTT-3¢
NTPD2 f-Primer 5-CAGCTCCTGTGATGTTCCAG-3*
r-Primer 5-GCCCCAGAAGGGTTGTCT-3°
NTPD3 f-Primer 5-ACCACTTGTTTGTGAACGGTTA-3°
r-Primer 5-GCTATGCTGCTATTCCCCACT-3¢
NTPD8 f-Primer 5‘-ACAGAAGCGTCTAAGCACAGC-3¢
r-Primer 5¢-TGCAGGTGGTACTGGTTCCT-3¢
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Aus den resultierenden Cq-Werten wurde mit Hilfe der linearen Regression die Steigung
bestimmt und mittels Formel 4 die Effizienz E berechnet. Dabei wurden fiir den Parameter des
BestimmtheitsmaBes der Zielwert R?>>0,99 als ausreichende Modellgiite der linearen
Regression und fiir die Effizienz der Zielkorridor E =90 — 110 % als Erfiillungskriterium fiir

den Qualititsmafstab der Primerdesigns definiert.
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der linearen Regression zur Bestimmung der Effizienz E der Primerpaare der NPP-
Subtypen 1, 2, 3 und CD73. Hierbei ist die Konzentration der aufgewendeten zu replizierenden Ziel-DNA halblogarithmisch
gegen die PCR-Zyklen aufgetragen. Aus der Regressionsgeraden wird die Steigung m abgelesen, um mit Hilfe der Formel 4
die Effizienz zu errechnen. Das Bestimmtheitsmaf3 R’ gibt die Giite des linearen Regressionsmodells an. Die Messwerte wurden
als Quadruplikate innerhalb eines Versuchsansatzes verifiziert.

In Abbildung 22 sind die Resultate aus der Analyse der Primereffizienz zu den NPP-Subtypen
1-3 und CD73 dargestellt, die den funktionellen ATP-Abbau als alternativen Weg unabhéngig
von CD39 auf einer Tumorzelle abbilden. Fiir NPP1 lie8 sich eine Effizienz E = 106,5 %
errechnen, bei einem Bestimmtheitsmall R? = 0,9913 der linearen Korrelation. Somit gelten die
Qualititskriterien als erfiillt. Beziiglich NPP2 und 3 erfiillen die beiden Werte fiir R?> mit 0,9925
und 0,9946 jeweils die Kriterien. Im Gegensatz dazu liegen bei beiden NPP-Subtypen die
errechneten Effizienzen mit 113,7 % und 116,4 % auBlerhalb des festgelegten Zielkorridors.
Dementsprechend ist es schwierig, die Primerpaare fiir eine exakte Quantifizierung der
jeweiligen Enzymexpression heranzuziehen. Jedoch sind die Daten ausreichend, um eine

qualitative Aussage tiber die Expression der jeweiligen Zielgene durch eine Tumorzelllinie zu
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treffen. Fiir CD73 ergibt sich mit dem Subtyp NPP1 der konsekutive ATP-Abbau zu ADO {iiber

den alternativen Weg.
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der linearen Regression zur Bestimmung der Effizienz E der Primerpaare der CD39-
Subtypen 1, 2, 3 und 8. Hierbei ist die Konzentration der aufgewendeten zu replizierenden Ziel-DNA halblogarithmisch gegen
die PCR-Zyklen aufgetragen. Aus der Regressionsgeraden wird die Steigung m abgelesen, um mit Hilfe der Formel 4 die
Effizienz zu errechnen. Das Bestimmtheitsmaf3 R’ gibt die Giite des linearen Regressionsmodells an. Die Messwerte wurden
als Quadruplikate innerhalb eines Versuchsansatzes verifiziert.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse der Bestimmung der Primereffizienz der CD39 Subtypen
1, 2, 3 und 8 aufgefiihrt. Die jeweiligen Primerpaare der extrazelluldren CD39-Subtypen 1, 2,
3 und 8 dienen der Expressionsanalyse der potenziellen CD39-Aktivitit auf den zu
untersuchenden Tumorzellen. Fir den Subtyp NTPD1 wurde ein Bestimmtheitsmal3
R?=0,9986 und eine Effizienz E = 101,7 % ermittelt. Die entsprechenden Primereffizienzen
der weiteren Subtypen NTPD2 und 3 betrugen jeweils 99,09 % und 103,2 % bei
BestimmtheitsmaBen R? von 0,9976 und 0,9957. Die Qualititskriterien gelten daher als erfiillt.
Hinsichtlich der Primerpaarungen der Subtypen NTPD2 und 8 ist zu erwidhnen, dass zur
Erstellung der Regressionsgeraden lediglich vier Parameter verwendet wurden, da der jeweils
fiinfte Parameter aufgrund einer schlechten Korrelation exkludiert wurde. Im Gegensatz zu den
drei vorigen Subtypen liegt die Effizienz des Subtypen 8 mit 115,7 % auBerhalb des
festgelegten Intervalls von 90 — 110 %. Da der adjustierte R2-Wert mit 0,9988 die Kriterien
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erfillt, wurde die Primerpaarung jedoch zur Expressionsanalyse des Zielgens NTPDS8

herangezogen.

5.1.2 Quantifizierung der EN-Expression auf U87-Zellen

Nach der Ermittlung der Bestimmung der Primereffizienz wurden verschiedene
Tumorzelllinien hinsichtlich der mRNA-Expression der EN untersucht. Im Fokus standen dabei
Zelllinien, die insbesondere die EN NPP1 und CD73 des alternativen Weges zur ATP-
Degradation, nicht aber CD39-Subtypen exprimieren, um das Potenzial geeigneter NPP1-
Inhibitoren anhand des Zellsystems zu evaluieren. Im Ergebnis einer ersten Voruntersuchung
wurde die Glioblastomzelllinie U87 niher betrachtet.

In Tabelle 8 ist das Ergebnis der qualitativen Expressionsanalyse der EN-Zielgene in U87-
Zellen ausgewiesen. Aufgrund der Tatsache, dass die gemessenen Cq-Werte relativ hoch
ausfielen, wurden verschiedene Intervalle als Mal3 der Expression definiert, die sich an den
Werten der HKG orientieren. Auf der zugrundeliegenden Annahme, dass bei optimalen PCR
die quantifizierbare Menge cDNA exakt verdoppelt wird, wurde die Intervallgrenze auf eine
Differenz von flinf Zyklen bestimmt, da dies einer Vervielfachung der Ausgangsmenge um den

Faktor 32 entspricht.

Tabelle 8: Tabellarische Zusammenfassung der quantitativen Expressionsuntersuchung der EN-Zielgene an US87-Zellen in
Form der Mittelwerte und SEM fiir die Versuchsanzahl N=3. Die hervorgehobenen Zahlenwerte reprisentieren die qualitiativ

exprimierten EN-Zielgene.

Zielgen Cqm SEM
hENPP1 30,88 0,4236
hENPP2 35,48 1,988
hENPP3 48,94 0,7392
hNTSE 28,52 0,5297
GAPDH 26,56 0,3532
B-Aktin 27,77 0,4813
hENTPDI1 42,71 0,7363
hENTPD2 47,65 1,094
hENTPD3 46,62 1,133
hENTPD8 50,00 +0
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Folglich gelten Werte analog der Expression der HKG GAPDH und B-Aktin innerhalb des Cq-
Intervalls 25 — 30 als hoch exprimiert. Dementsprechend wurden die Cq-Intervalle 30 — 35 als
mittelstark und > 35 als gering bis nicht exprimiert eingestuft. Infolgedessen wurden die beiden
HKG sowie CD73 (NT5E) aufgrund ihrer Cq-Werte von 26,56 (GAPDH), 27,77 (B-Aktin) und
28,52 (NTSE) des Versuchsansatzes als stark exprimiert angesehen. NPP1 wurde anhand des
Cqg-Wertes von 30,88 als mittelstark exprimiert betrachtet. Im Gegensatz dazu wurden die
weiteren NPP-Subtypen 2 und 3 basierend auf deren Cq-Werten > 35 als nicht exprimiert
klassifiziert. Die extrazelluliren Subtypen von CD39 wurden auf Basis ihrer Cq-Werte

oberhalb von 35 ebenfalls als nicht exprimiert eingeordnet.

5.1.3 Quantifizierung der EN-Expression auf MDA-MB-231-Zellen

Neben der Glioblastomzelllinie U87 wurde auch die hinsichtlich der Resistenzentwicklungen
im Tumorgeschehen gut etablierte Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 auf die Expression
der EN untersucht. Zur Charakterisierung der Expressionsniveaus wurden die entsprechenden
Kriterien aus der Versuchsreihe mit den U87-Zellen ibernommen. Die Daten zur qualitativen
Expressionsanalyse der EN-Zielgene anhand der MDA-MB-231-Zellen sind in Tabelle 9
dargestellt.

Tabelle 9: Tabellarische Zusammenfassung der quantitativen Expressionsuntersuchung der EN-Zielgene an MDA-MB-231-
Zellen in Form der Mittelwerte und SEM fiir die Versuchsanzahl N=3. Die hervorgehobenen Zahlenwerte reprdsentieren die

qualitiativ exprimierten EN-Zielgene.

Zielgen Cqm SEM
hENPP1 31,97 0,5996
hENPP2 41,57 1,509
hENPP3 46,26 1,129
hNTSE 29,55 0,4085
GAPDH 24,51 0,4491
B-Aktin 27,75 0,7298
hENTPDI1 45,74 0,9512
hENTPD2 46,71 1,556
hENTPD3 33,04 0,5013
hENTPD8 49,12 0,6747
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Auftillig erscheint die Differenz zwischen den beiden Cq-Werten der HKG GAPDH und j-
Aktin, die bei Mittelwerten von 24,51 und 27,75 um den Faktor 8 recht deutlich ausfillt. Neben
diesen liegt der Mittelwert von CD73 (NTSE) mit 29,55 ebenfalls noch im Cqg-Intervall, das
eine starke Expression darstellt. Aus der Enzymklasse der NPP wurde fiir NPP1 ein Cq-Wert
von 31,97 ermittelt, der fiir eine méBige Expression des Enzyms steht. Die beiden weiteren
extrazelluldren Subtypen NPP2 und 3 wurden hingegen als nicht exprimiert klassifiziert. In der
Betrachtung der CD39-Subtypen werden die Subtypen NTPDI1, 2 und 8 ebenfalls als nicht
exprimiert eingeordnet. Im Gegensatz dazu weist der Subtyp NTPD3 einen Mittelwert von
33,04 auf. Auf Basis der festgelegten Kriterien wird NTPD3 als miBiges Expressionsniveau

beschrieben.

5.1.4 Zusammenfassung EN-Expression auf Tumorzellen:

In Bezug auf die EN-Expressionsanalyse kann zusammenfassend gesagt werden, dass mit den
U87-Glioblastomzellen und den MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen zwei Zelllinien aus
unterschiedlichen Geweben identifiziert wurden. Hervorzuheben ist, dass bei den U87-Zellen
mit NPP1 und CD73 lediglich die EN exprimiert werden, die die alternative Achse des
extrazelluliren ATP-Abbaus darstellen. Somit wurde ein mogliches Zellmodell identifiziert,
um Eignung und Potenz potentieller Inhibitoren des purinergen Metabolismus unabhéngig von
der bereits bekannten CD39/CD73-Hauptachse zu untersuchen.

Beziiglich den TNBC MDA-MB-231 wurde ebenfalls die kombinierte Expression aus NPP1
und CD73 verifiziert. Zusétzlich wurde jedoch die Expression des CD39-Subtyps festgestellt,
weshalb diese Zelllinie sich nur bedingt zur in-vitro-ldentifikation potenzieller NPPI1-
Inhibitoren eignet. Stattdessen erlaubt diese Zelllinie die Untersuchung einer moglichen
Verkniipfung zwischen der EN-Expression und resistenzfordernden Mechanismen gegeniiber
dem indizierten Zytostatikum Doxorubicin. Derartiges wurde bereits hinsichtlich CD39 und

CD73 auf Ovarialkarzinomzellen in der Literatur beschrieben (7,375).
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Tabelle 10: Zusammenfassung der gPCR-Resultate zur EN-Expressionsanalyse der beiden Tumorzelllinien U87 und MDA-
MB-231. Ensprechend der Expression der beiden HKG GAPDH und p-Aktin wurden der Cq-Bereiche von 20-30 = starke

Expression; und >35 = keine Expression definiert. Ausgewiesen sind lediglich die HKG und

Proben der exprimierten EN.

Gewebe NPP1 NTSE NTPD3 GAPDH B-Aktin
U87 30,88 £ 0,42 >35
MDA-MB-
231 31,97 £0,45 33,04 £0,50
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5.2 Entwicklung des CE-Assays zur Testung potenzieller NPP1-Inhibitoren
Nach der Auswahl der geeigneten Zelllinie U87 aufgrund deren Expression der EN des

alternativen Weges NPP1 und CD73 galt es ein passendes CE-Testsystem zu entwickeln, um
das Potenzial der untersuchten Inhibitoren auf Purinmetabolismus zu analysieren.

Hierfiir wurde zuerst eine adéquate Arbeitskonzentration ermittelt, um ein stabiles Readout zu
gewihrleisten. Zusdtzlich diente dies der Einschéitzung der EN-Aktivitdt, um die enzymatische
Konversionsrate der EN zu bestimmen. Vor der eigentlichen Messung war jedoch die
Aufnahme einer Mischung externer Purinstandards notwendig (Abb. 24), um eine ausreichende
Trennleistung nachzuweisen, da diese in Folge der Alterung der verwendeten

Quarzglaskapillare abnimmt.
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Abbildung 24: Das Elektropherogramm zur Identifizierung der enzymatischen Abbauprodukte zeigt das Substrat ATP und in
Folge dessen seine Derivate, Intermediate und Endprodukte, gemessen durch CE. Die Verbindungen werden neben ihrer
Funktion als externe Standards hinzugesetzt, um eine ausreichende Trennleistung sicherzustellen. 1 = Uridin (UDO) 50 uM,
2 = Inosin (INO) 50 uM, 3 = Adenosin (ADO) 100 uM, 4 = cAMP 50 uM, 5 = AMP 100 uM, 6 = ADP 50 uM, 7 = ATP 50 uM
Abbildung 24 zeigt die vollstindige Auftrennung einer Mischung aller verwendeten externen
Standards mit variierenden Konzentrationen. War die Auftrennung gewéhrleistet, konnte in der
Folge mit der Vermessung der Uberstiinde begonnen werden. Wurde keine adiquate Trennung
der externen Standards festgestellt, musste die Kapillare getauscht und vor der eigentlichen

Messung erneut konditioniert werden.
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Abbildung 25: Das Elektropherogramm eines US7-Uberstandes, der mit 300 uM ATP und 20 uM des ENT-Inhibitors DP
behandelt wurde. Die Probe wurde nach einer dreistiindigen Inkubation in Prisenz des internen Standards Uridin ohne
eingesetzte Inhibitoren zur Hemmung der EN-Aktivitit vermessen. 1 = Uridin, 2 =Inosin, 3 = Adenosin, 5 = AMP, 7 = ATP

Das Elektropherogramm aus Abbildung 25 zeigt die Messung eines U87-Uberstandes ohne
Einfluss der zu analysierenden Inhibitoren. Aus der Behandlung der U87-Zellen mit 300 uM
ATP in Kombination mit 20 pM des ENT-Inhibitors DP resultieren in Folge der EN-Aktivitit
zundchst fiinf Peaks inklusive des IS Uridin. Aus dem Verhéltnis der Ladungszahl zur
Molekiilmasse ergibt sich die Migrationsreihenfolge des IS Uridin, gefolgt von zwei
physikochemisch &hnlichen Produkten sowie zwei weiteren, die spater detektiert werden. Da
der letzte Peak eine wesentlich groBere AUC als die vorangegangen aufweist, liegt die
Hypothese nahe, dass dieser das Substrat ATP représentiert. Diese Hypothese wurde durch die
Analyse der Migrationsreihenfolge der externen Standards zusétzlich bestitigt. Folglich
verteilen sich die weiteren Zuordnungen entsprechend der EN-Expression und
Migrationsreihenfolge auf das Intermediat AMP, das Produkt ADO und ein weiteres, bei dem
es sich mit Inosin sehr wahrscheinlich um ein weiteres Nukleosid aus der EN-Kaskade handelt.
Zur eindeutigen Identifikation sowie der Zuordnung der Peaks zu Substrat, Intermediaten und
Produkten des Purinmetabolismus sind jedoch weitere MaBnahmen nétig. Aus diesem Grund
wurde in einem ersten Schritt der bekannte NPP1-Inhibitor PSB-POM-141 sowohl zur
Identifikation von ATP als auch zur Bestimmung des maximalen intrinsischen Effekts der

NPP1-Inhibition herangezogen.
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Abbildung 26: Das Elektropherogramm der Messung eines U87-Uberstandes, der mit 300 uM ATP, 20 uM DP und 10 uM des

NPPI-Inhibitors PSB-POM-141 behandelt wurde. Die Messung wurde drei Stunden nach der Inkubation mit ATP

aufgenommen. 1 = Uridin, 7 = ATP

Aus der Behandlung der U87-Zellen mit PSB-POM-141 resultieren in dem aufgenommenen

Elektropherogramm (Abb. 26) zwei Peaks mit einem Absorptionsmaximum A = 260 nm, die

oberhalb des Hintergrundrauschens liegen. Dementsprechend reprasentieren die beiden AUC

das Substrat ATP und den IS Uridin.

Des Weiteren galt es sicherzustellen, dass es sich bei Peak 2 in Abbildung 25 um ein

Folgeprodukt des ADO aus der EN-Kaskade und nicht um ein anderes Nukleosid oder weitere

Analoga aus intrazelluldren Quellen handelt. Hierzu wurden die U87-Zellen neben dem ENT-

Inhibitor DP und ATP mit dem synthetischen CD73-Inhibitor PSB-19316 behandelt (464).
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Abbildung 27: Das Elektropherogramm der Messung eines US7-Uberstandes, der mit 300 uM ATP, 20 uM DP und 0,2 uM
des CD73-Inhibitors PSB-19316 behandelt wurde. Die Messung wurde drei Stunden nach der Inkubation mit ATP
aufgenommen. 1 = Uridin, 2 =Inosin, 3 = Adenosin, 5 = AMP, 7 = ATP

Das erhaltene Elektropherogramm aus der Behandlung des U87-Uberstandes mit 0,2 uM PSB-
19316 zeigt analog zum unbehandelten U87-Uberstand (Abb. 25) die fiinf bereits bekannten
Peaks in derselben Migrationsreihenfolge. Jedoch ist die detektierte AUC der Peaks 2 und 3
wesentlich kleiner als in dem Elektropherogramm der Abbildung 25. Dieser Sachverhalt deutet
auf eine partielle Inhibition der Aktivitit der EN CD73 hin und beweist damit, dass es sich bei
dem nicht zugeordneten Produkt um das Nukleosid Inosin handelt. Folglich galt es
sicherzustellen, dass die Bildung von Inosin zu unterbinden ist, um ADO als Endpunkt der EN-

Kaskade zu definieren.
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Abbildung 28: Das Elektropherogramm der Messung eines US7-Uberstandes, der mit 300 uM ATP, 20 uM DP und 1 uM des
ADA-Inhibitor EHNA behandelt wurde. Die Messung wurde drei Stunden nach der Inkubation mit ATP aufgenommen.
1 = Uridin, 3 = Adenosin, 5 = AMP, 7 = ATP

Die im Elektropherogramm der unbehandelten U87-Zellen gezeigte Menge an Inosin (Abb. 25)
deutet auf eine Aktivitidt des Enzyms ADA hin, das extrazellulires ADO in Inosin umwandelt.
Um die Konzentration an Inosin resultierend aus der ADA-Aktivitit auf den U87-Zellen zu
eliminieren, wurden diese parallel zu DP mit dem ADA-Inhibitor EHNA in der Stirke 1 uM
vorinkubiert. Der Nachweis der kombinierten Aktivitit von abgeschwéchter ADO-Aufnahme
durch DP und gehemmter ADO-Umwandlung in Inosin mit EHNA spiegelt sich anhand einer
addquaten Nachweismenge des ADO bei simultanem Verschwinden jeglichen Inosins im
Elektropherogramm wider.

Daraus ergibt sich ein Elektropherogramm mit vier detektierten AUC, die jeweils die
Nukleoside Uridin und ADO sowie die beiden Nukleotide AMP und ATP reprisentieren.
Anhand dieses Versuchsdesigns wurde die Eignung der U87-Zellen als in-vitro-Modell zur
Potenzialanalyse geeigneter NPP1-Inhibitoren anhand der EN-Aktivitdt festgestellt. Bei
dhnlicher EN-Expression lieBe sich dieses funktionelle zellbiologische Modell auf weitere

Tumorzelllinien {ibertragen.
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5.3 Sequenzanalyse des NPP1-Gens

Bevor die potenziellen Inhibitoren anhand des U87-Zellsystems getestet wurden, galt es im
Voraus sicherzustellen, dass die Enzymfunktion des NPP1 nicht durch etwaige Mutationen
verdndert wurde. Aus diesem Grund wurde eine Sequenzierungsanalyse durchgefiihrt mit dem
Ziel festzustellen, ob es sich um die Wildtyp-Sequenz (wt) oder eine mutierte Variante des
NPP1-Gens mit gegebenenfalls eingeschrankter Funktionalitit handelt. Das Ergebnis der
Sequenzanalyse ist in Abbildung 29 dargestellt.

hNEE1 MERDGCAGGESRGEEGGRAPREGPAGNGRD 5 FEDFOAAASLLAFMDVGEEPL &0

AA_sequence

Sequenced hNPF1_allels 1 o
Sequenced_hNEF1_allele_2 o
hh_sequence_wt_hNFP1

Sequenced hNPF1_allele 1
Sequenced_hNFFI_allele 2
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Sequenced hNPFI1_allele 1 ISDHGMEQGSCRRYIYLNKYLGOVENIKVIYGPARRLRFSD YSFNYEGIARNLSC
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Abbildung 29: Resultat der Sequenzierungsanalyse der NPP1-cDNA der U87-Zellen. Dargestellt ist eine parallele Anordnung
der Aminosduresequenzen als Einbuchstabencode des Wildtyps und der beiden untersuchten Allele. In den kleineren Graphiken
ist der AS-Einbuchstabencode mit den jeweiligen codierenden Basentripletts unterlegt. Hierbei lief3 sich eine Punktmutation in
Codon 173 der Basensequenz feststellen. Der bekannte Einzelnukleotidpolymorphismus fiihrte zu einem Austausch der

Aminosdure Lysin zu Glutamin.

Zur Interpretation der Sequenzierungsanalyse wurden die Aminosduresequenzen der

transkribierten und translatierten Basenpaare der beiden Allele parallel zu der Wildtypsequenz
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von NPP1 angeordnet. Aufgrund des hohen Anteils an Guanin-Cytosin-Basenpaarungen zu
Beginn der NPP1-Gensequenz wurden die Primer so konzipiert, dass sie sich strangabwirts erst
an Codon 69 anlagern. Daraus resultiert eine im Vergleich zum wt um 204 bp kiirzere
Basensequenz der untersuchten Allele 1 und 2. Die Analyse der Aminosduresequenz des
zweiten Allels ergab eine Mutation in der Basensequenz. Eine Punktmutation der ersten Base
(517 bp) des Codons 173 von Adenin zu Cytosin bewirkte nach der Translation einen Austausch
der Aminosdure Lysin (K) zu Glutamin (G). Entsprechend dieser Position des betroffenen
Codons der Basensequenz und des Einbuchstabencodes fiir Aminosduren wird diese Mutation
als K173Q (Lys173GIn) bezeichnet. Dabei handelt es sich um einen bereits in der Literatur
beschriebenen Einzelnukleotid-Polymorphismus (ENP). Aufgrund der Tatsache, dass das
Startcodon an Position 52 (156 bp) der Basensequenz liegt, wird die festgestellte Mutation
basierend auf dem verkiirzten Peptid-Transkript auch als K121Q bezeichnet.

Diese verringert die Enzymaktivitit bis auf 66 % in Relation zum Wildtyp (465). Dagegen
wurde das andere Allel als wt-Sequenz identifiziert, sodass die verminderte Aktivitdt der
Genvariante nicht im vollen Umfang die Enzymfunktionalitit beeinflussen kann. Innerhalb der
fehlenden Sequenzen existieren keine weitere bekannten ENPs, womit eine adédquate Funktion

des Enzyms tliber den Versuchszeitraum gewdhrleistet war.
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5.4 CE-Analytik der Heparine und Derivate zur NPP1-Inhibition

5.4.1 Natiirliche Sulfopolysaccharide

In vorigen Publikationen wurde gezeigt, dass einige Verbindungen aus der Klasse der
anionischen Sulfopolysaccharide Potenzial zur Inhibition des isolierten NPPI-Enzyms
aufweisen. Hosoda et al. wiesen die Inhibition der Enzymfunktion bereits 2001 auf Jurkat-T-
Zellen nach. Aus der Gruppe der untersuchten GAG stachen unter anderem die Heparine hervor
(402). Aufgrund dessen stellte sich die Frage, ob es sich hierbei um eine begrenzte Eigenschaft
dieser Molekiilgruppe oder eine inhdrente Funktion der Substanzgruppe der Polysaccharide
handelte. Zur Evaluation der NPP1-Inhibitoren wurde ein breites Spektrum natiirlicher und
synthetischer Substanzklassen herangezogen. Hierunter fielen neben Heparinen und dessen
Derivaten auch aufgereinigte Polysaccharide aus verschiedenen Seealgenextrakten. Diese
hochmolekularen negativ geladenen Makormolekiile wurden als Vertreter der Polysaccharide
gewdhlt, um die These einer generellen Effektivitit der Substanzklasse der Polysaccharide als
NPP1-Inhibitoren zu {iberpriifen. Als wichtiges Kriterium wurde durch Lopez et al. ermittelt,
dass verschiedene Seealgenextrakte zwar mehrere EN inhibieren, jedoch eine klare Praferenz

zugunsten von NPP1 aufweisen (403).

Tabelle 11: Aufstellung der untersuchten Seealgenextrakte. Neben der Stammpflanze der Extrakte sind das molekulare
Grundgeriist und die Molekularmasse angegeben. Die aufgefiihrten Daten sind der entsprechenden Publikation entnommen

(403).

Extrakt Grundgertist Stammpflanze Molekularmasse
[kDa]
1 Xylogalactan Delesseria 214 +28
Sanguinea
2 Fucoidan Fucus 38+ 1
Vesiculosus

Hierzu wurden zwei sulfatierte Polysaccharide aus verschiedenen Algenarten gewonnen und
als Inhibitoren der EN auf den U87-Zellen untersucht. Die extrahierte Verbindung 1
reprisentiert die Gruppe der sulfatierten Xylogalactane und entstammt der Rotalge Delesseria
sanguinea. Dagegen handelt es sich bei der Substanz 2 um ein Fucoidan der Braunalge Fucus
vesiculosus. In Tabelle 12 sind Informationen zur glykosidischen Zusammensetzung der

extrahierten Verbindungen aufgefiihrt.
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Tabelle 12: Glykosidische Zusammensetzung der untersuchten Seealgenextrakte. Die Zusammensetzung wurde nach der

Methode von Blakeney bestimmt. Die aufgefiihrten Daten sind der entsprechenden Publikation entnommen (403).

Extrakt | Grundgeriist | Fucose | Galactose | Xylose | Mannose | Glukose | Rhamnose
[mol%] | [mol%] | [mol%] | [mol%] | [mol%] [mol%]
1 Xylogalactan 0,0 75,3 16,1 2,5 6,1 0,0
2 Fucoidan 83,1 7.3 6,5 2,0 0,4 0,7

Neben den jeweils hohen molaren Massenanteilen der reprdsentativen determinierenden
Hexosen Galactose von 75,3 % bei Substanz 1 und Fucose mit 83,1 % bei Substanz 2 enthalt
letztere Verbindung zusitzlich einen Anteil von 7,3 % an Galactose. Additiv wurden in beiden
Verbindungen die Pentose Xylose mit molaren Massenanteilen zwischen 6,5 — 16,1 % sowie
die weiteren Hexosen Mannose, Glukose und Rhamnose nachgewiesen. Hierunter ist lediglich
der unterschiedliche Massenanteil der Hexose Glucose auffillig, der bei Verbindung 1 mit
6,1 % deutlich oberhalb der 0,7 % von Verbindung 2 liegt. Mannose und Rhamnose weisen
beziiglich des Massenanteils kaum Unterschiede auf. Der Tabelle 13 konnen weitere
Informationen zu den chemischen Charakteristika der beiden Polysaccharide wie dem
durchschnittlichen Sulfatierungsgrad der Monosaccharide, dem Restproteingehalt und dem

Gehalt der Uronsduren innerhalb der Polysaccharidstruktur entnommen werden.

Tabelle 13: Die Grundcharakteristika der analysierten sulfatierten Polysaccharide. Dabei ist die durchschnittliche Anzahl der
Sulfatgruppen je Disaccharid bezogen auf den Gesamtglykangehalt angegeben. Ebenfalls aufgefiihrt sind der molare
Massenanteil an Restprotein sowie der molare Massenanteil der Uronsduren an der Gesamtstruktur.Die aufgefiihrten Daten

sind der entsprechenden Publikation entnommen (403).

Extrakt Molekularmasse | Sulfatierungsgrad | Proteingehalt Uronséduren
[kDa] [mol %] [mol %]

1 214 +£28 0,65 + 0,02 7,24 + 0,07 3,96 + 0,54

2 38+ 1 0,59 £ 0,01 7,07 + 1,59 0,27 +£0,27

Hierbei zeigt sich, dass sich die beiden Verbindungen in Bezug auf ihre Molekularmasse
deutlich unterscheiden. So belduft sich der Unterschied in der Molekularmasse der Substanzen
1 und 2 mit 214 kDa und 38 kDa um einen Faktor ~ 6. In Bezug auf die Zusammensetzung und
Ladungsbilanz sind sich die beiden Polysaccharide strukturell &hnlicher, denn der
durchschnittliche Sulfatierungsgrad liegt bei den Verbindungen in einem Bereich zwischen
0,59 — 0,65 je Monosaccharid. Der verbliebene molare Massenanteil an Protein betrigt

7,07 — 7,24 %. Kleinere Unterschiede stellen sich in Form des molaren Massenanteils der
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Uronsduren heraus. Diese bringen unter physiologischen pH-Konditionen durch
Deprotonierung eine weitere negative Ladung ein. Hierbei liegt der molare Massenanteil der
Substanz 1 bei 3,96 %. Dahingegen weist Substanz 2 mit 0,27 % unter Beriicksichtigung der

Schwankungsbreite einen molaren Massenanteil von 0 auf.
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Abbildung 30: Graphische Darstellung der Resultate der getesten Seealgenverbindungen. Die Inhibition der NPPI-
Enzymaktivitdt ist als relativer Prozentwert angeben, dessen Berechnung analog der Formel § erfolgt. Die beiden
Verbindungen wurden in jeweils zwei Konzentrationen getestet, um eine potenzielle Dosisabhdingigkeit des Effektes zu
ermitteln. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus N=3 Versuchen fiir das Xylogalactan und N=2
Versuchen fiir das Fucoidan. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way-ANOVA und Dunnett Post-hoc Test analysiert. ns:

nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01 (403)

Beide eingesetzten extrahierten Algenverbindungen zeigten einen Effekt auf die Aktivitét der
EN NPP1. Diese wurden in jeweils zwei unterschiedlichen Konzentrationen gestestet, um eine
mogliche Konzentrationsabhéngigkeit des Effektes zu demonstrieren. Das Xylogalactan wurde
hierbei in den beiden Konzentrationen 1 uM und 10 uM getestet. Bei dem Einsatz von 1 uM
resultierte eine NPP1-Inhibition von 4,12 %. Eine Erhéhung auf 10 uM Xylogalactan lieB die
Inhibition auf 10,71 % ansteigen. Der Vertreter der Fucoidane wurde ebenfalls in den zwei
Konzentrationen 0,87 uM und 8,7 uM evaluiert. Hierbei konnte der Effekt als Inhibitor im
Vergleich zum Xylogalactan deutlich gesteigert werden. Bei dem Einsatz von 0,87 uM
Fucoidan fiel die partielle Inhibition mit 35,55 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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bereits signikant aus. Diese steigerte sich nach der Verzehnfachung der eingesetzten Menge mit
68,08 % intrinsischer Aktivitit deutlich.

Auftillig ist, dass die kleinere der beiden betrachteten Algenverbindungen ein wesentlich
hoheres inhibitorisches Potenzial an NPP1 aufwies. Da an dieser Stelle jedoch nur zwei
Verbindungen betrachtet wurden, galt es diese Tendenz mit der Analyse weiterer Verbindungen
variabler Kettenlinge zu untersuchen. Ebenfalls kann aus dem Versuchsansatz nicht
unmittelbar abgeleitet werden, ob die Grofle das einzige ausschlaggebende Kriterium fiir das
inhibitorische Potenzial ist, sondern diese Eigenschaft durch weitere chemische Parameter
bestimmt wird. Weitere Einflussfaktoren konnten ebenso die Abfolge und Zusammensetzung
der Saccharidstruktur sowie deren Substitution mit negativ geladenen funktionellen Gruppen

sein.

Tabelle 14: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate aus den Untersuchungen der extrahierten sulfatierten
Polysaccharide aus Rot- und Braunalgen zur NPPI1-Aktivitit auf US7-Zellen. Angegeben sind die getesteten Konzentrationen

und gemittelten Messwerte mitsamt des zugehérigen SEM.

Verbindung Konzentration [uM] Inhibition + SEM [%]
Xylogalactan 1 4,14+ 0,31
10 10,71 £ 2,89
Fucoidan 0,87 35,55+ 16,77
8,7 68,08 + 5,28

Neben den Algenextrakten wurde das natiirliche Strukturanalogon der Heparine
Chondroitinsulfat hinsichtlich dessen inhibitorischer Kapazitit auf die NPP1-Enzymaktivitét
untersucht. Bei Chondroitinsulfat handelt es sich ebenfalls um eine natiirliche Verbindung, die

einen wichtigen Bestandteil des Knorpelgewebes darstellt.
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Heparin Chondroitinsulfat

[-4)-0-L-1doA(2-S03)-(1—4)-a-D-GIeNS0;7(6-S05)-(1-] [-4)-B-D-GleA (2-Odes)-(1—3)-B-D-GalNA ¢(6-S05)-(1-]
Abbildung 31:Graphische Darstellung des charakteristischen Disaccharid-Bausteins der Heparine (A). Im Vergleich dazu
besitzt Chondroitinsulfat eine leicht verdnderte Grundstruktur, da die beiden Monomere D-GlcA und D-GalNAc [(-1,3-

glykosidisch verkniipft sind (B).
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Im Gegensatz zum Xylogalactan und Fucoidan aus den Seealgen weist diese Verbindung eine
deutlich geringere Varietét in der Zusammensetzung der Saccharidstruktur auf. Als Vertreter
der GAG besteht die Grundstruktur aus einer alternierenden Reihenfolge des Saccharids N-
Acetylgalactosamin (D-GalNAc), das mit der Uronsdure D-GIcA {iiber B-1,4 und umgekehrt
durch B-1,3-glykosidische Bindung verkniipft ist. Dementsprechend handelt es sich um ein
Strukturanalogon der Heparine. Aufgrund der N-Acetylierung der Galactose und der nicht
sulfatierten Uronsdure ist der Sulfatierungsgrad mit 0,8 leicht hoher als der der
Seealgenextrakte, aber deutlich unterhalb der Heparine (Tab. 16).

Die aufgewendeten Mengen Chrondroitinsulfat zur NPP1-Hemmung wurden ebenfalls wie die
betrachteten Algenverbindungen als Stoffmengenkonzentration ausgewiesen. Zur Bestimmung
einer potenziellen Korrelation zwischen Konzentration und Inhibition der Enzymaktivitét
wurde die natiirliche vorkommende Verbindung in drei Konzentrationen in einem Bereich von

10 — 50 uM betrachtet.

ns ns *%
30-

Inhibition von NPP1 [%]

10 uM 20 uM 50 uM

Chondroitinsulfat

Abbildung 32: Graphische Darstellung der Resultate des natiirlichen Strukturnanalogons der Heparine Chondroitinsulfat. Die
Inhibition der NPPI-Enzymaktivitdt ist als relativer Prozentwert angeben, dessen Berechnung analog der Formel § erfolgt.
Die drei Verbindungen wurden in jeweils drei Konzentrationen getestet, um eine potenzielle Dosisabhdngigkeit des Effektes zu
ermitteln. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus N=3 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels

einer One-Way-ANOVA und Dunnett Post-hoc Tests analysiert. ns: nicht signifikant; **: p<0,01

Abbildung 32 enthélt die Resultate der Testung von Chondroitinsulfat als NPP1-Inhibitor
anhand der in-vitro-Modellierung von U87-Zellen. Hierbei wiesen alle aufgewendeten
Substanzmengen regulatorische Eigenschaften in Bezug auf die Enzymfunktion von NPP1 auf.

Insgesamt betrug die festgestellte Inhibition zwischen 8 —21 %. Die beiden niedrigeren
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Dosierungen von 10 uM und 20 pM bewirkten eine Reduktion der Enzymaktivitéit von 8,32 %
sowie 9,15 %. Unter Einsatz von 50 uM Chrondroitinsulfat wurde die Beschrinkung der NPP1-
Funktion dahingegen leicht auf 21,06 % erhoht. Aufgrund dessen kdnnte ein Zusammenhang
zwischen der Molaritdt und der Potenz des Inhibitors bestehen, auch wenn fiir eine eindeutige
Aussage weitere Daten erforderlich sind. Insgesamt bleibt die Kapazitit zur Inhibition der EN
NPP1 deutlich hinter dem Fucoidan zuriick und bewegt sich etwa in dem Bereich des wesentlich

groBeren Xylogalactans.

Tabelle 15: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der Untersuchungen des natiirlichen Strukturanalogons der
heparine Chondroitinsulfat zur NPP1-Aktivitit auf U87-Zellen. Angegeben sind die getesteten Konzentrationen und gemittelten

Messwerte mitsamt des zugehorigen SEM.

Bezeichung Konzentration [uM] Inhibition £ SEM [%]
Chondroitinsulfat 10 8,32 £ 0,56
20 9,15+2,40
50 21,06 + 7,39

5.4.2 Testung der kommerziellen Heparine

Auf Basis der genannten Erkenntnisse, dass die natiirlichen sulfatierten Polysaccharide eine
Hemmwirkung auf die EN-Enzymkaskade bewirken konnen, sollte nun untersucht werden,
inwieweit dies auch fiir die therapeutisch relevanten Heparine als Vertreter der
Glykosaminoglykane zutreffend ist. Hierfiir wurden die angegebenen kommerziellen Heparine
UFH, die beiden LMWH-Produkte Tinzaparin und Enoxaparin sowie das aus Heparin

abgeleitete vollsynthetische Pentasaccharid Fondaparinux ausgewéhlt.

Tabelle 16: Angegegeben sind die chemischen Charakteristika der drei kommerziell verwendeten Heparine und des
synthetischen Pentasaccharids Fondaparinux. Dabei ist neben der Molekularmasse einer Polysaccharidkette ebenfalls deren
ungefihre Linge sowie der durchschnittliche Sulfatierungsgrad je repetitiver Disaccharideinheit angegeben. Aufgrund der
definierten Struktur ist fiir Fondaparinux die Anzahl aller Sulfatgruppen ausgewiesen. Die aufgefiihrten Daten sind der

entsprechenden Publikation entnommen (466).

Molekiilbezeichnung Molekularmasse Kettenldnge Sulfatierungsgrad
[kDa]

UFH 12-16 25-40 2,7
Tinzaparin 6,5 + 23 2,5
Enoxaparin 4,5 14-16 2,3

Fondaparinux 1,728 5 8 bzw 3,2
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Heparine unterscheiden sich vor allem durch ihre in 2.1.2 beschriebene durchschnittliche
Molekularmasse und Kettenldnge. Insbesondere bei UFH mit seiner sehr variierenden
Kettenldngen und hohen Dispersitit kann laut Herstellerinformationen keine genaue Angabe
hinsichtlich einer exakten Molekularmasse gemacht werden. Dahingegen sind in Bezug auf das
Sulfatierungsmuster der Glykosaminoglykanstruktur genauere Aussagen mdglich. UFH und die
beiden LMWH Tinzaparin und Enoxaparin weisen einen durchschnittlichen Sulfatierungsgrad
von 2,3-27 je repetitiver Disaccharideinheit bestehend aus D-Glucosamin und einer
Uronsdure auf. Im Gegensatz dazu besitzt das Pentasaccharid Fondaparinux mit insgesamt acht

Sulfatgruppen einen hoheren Sulfatierungsgrad von 3,2.

Tabelle 17: Aufgefiihrt sind die Konzentrationen der getesteten, kommerziell verfiigharen Heparine sowie das abgeleitete
Pentasaccharid Fondaparinux. Aufgrund der Tatsache, dass die Heparine Gemische mit heterogenen Kettenldingen sind,
werden diese in Internationalen Einheiten dosiert. Da dies jedoch bei Fondaparinux mit seiner synthetischen, definierten
Struktur nicht méglich ist, rechnet man die Therapeutischen Einheiten zur besseren Vergleichbarkeit in Massenkonzentration
und molare Konzentration um. Die Substanzen wurden in den jeweils zwei angegebenen Konzentrationen getestet. Die

aufgefiihrten Daten sind der entsprechenden Publikation entnommen (466).

Einheit UFH Tinzaparin Enoxaparin Fondaparinux
Internationale

I1LE. |SLE.| 1LE. |SLE.| 1LE. | 5LE. / /
Einheiten je ml
Massenkonzentration ) ) 12,06 | 60,31 | 10,00 | 50,00 | 2,00 10,00
jeml ng Hg Hg Hg Hg Hg
Molare ) ) 1,856 |9,279 | 2,222 | 11,11 | 1,158 5,790
Konzentration uM uM uM uM uM uM

Durch die strukturelle Variabilitdt musste zur Quantifizierung des potenziellen Effektes der
Heparine auf die NPP1-Aktivitit sowie zur besseren Vergleichbarkeit der Substanzen
untereinander auf andere Faktoren zuriickgegriffen werden. Daher wurden die getesteten
Konzentrationen mit den klinisch relevanten Konzentrationen in Korrelation gesetzt, die fiir
Heparine als L.E. definiert werden. Zur Verwendung einer vergleichbaren Skala fiel die Wahl
auf eine mittlere therapeutische Konzentration sowie eine hohere, die leicht iiber den
therapeutischen Dosierungen liegt. Diese betragen jeweils 1 L.LE./ml und 5 LLE./ml fiir UFH,
Tinzaparin und Enoxaparin sowie 2 pg/ml und 10 pg/ml fiir Fondaparinux. Da fiir die LMWH
neben den therapeutisch aktiven L.E. eine mittlere molare Masse der Molekiilketten seitens des
Herstellers angegeben ist, konnen hieraus zur Vergleichbarkeit mit Fondaparinux sowohl die

Massenkonzentration je Milliliter als auch die molare Konzentration abgeleitet werden.
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Aufgrund der Tatsache, dass zwei unterschiedliche Konzentrationen beziiglich der eingesetzten
Heparine angegeben wurden, sind diese zur besseren Vergleichbarkeit, sofern moglich, in die
jeweilige Massenkonzentration und molare Konzentration umgerechnet worden. Bezogen auf
die Massenkonzentration wurden die beiden LMWH mit 12,06 pg/ml und 60,31 pg/ml fiir
Tinzaparin sowie 10 pg/ml und 50 pg/ml fiir Enoxaparin in einer dhnlichen Gréfenordnung
eingesetzt. Die Massenkonzentration des Pentasaccharids Fondaparinux liegt mit einer
GroBenordnung um den Faktor 5 niedriger. Rechnet man die Massenkonzentration anhand der
gegebenen Daten aus Tabelle 17 in die molare Konzentration um, ergeben sich geringere
GroBenunterschiede in  den angewendeten Konzentrationsfenstern. Die  molaren
Konzentrationen des LMWH Tinzaparin betragen 1,856 uM und 9,279 uM sowie 2,222 uM
und 11,11 pM fiir Enoxaparin. Fondaparinux liegt in dieser molaren Konzentrationseinheit mit

1,158 uM bzw. 5,79 uM um den Faktor 2 darunter.
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Einheit UFH Tinzaparin Enoxaparin |Fondaparinux
.LE./mli 1 5 1 5 1 5 / /
Mg/ml / / 12,06 | 60,31 | 10,00 | 50,00 | 2,00 | 10,00
MM / / 1,856 | 9,279 | 2,222 | 11,11 | 1,158 | 5,790

Abbildung 33: Graphische Darstellung der Resultate der getesteten kommerziellen Heparine und des Pentasaccharids
Fondaparinux. Die Inhibition der NPP1-Enzymaktivitdt ist als relativer Prozentwert angeben, dessen Berechnung analog der
Formel &8 erfolgt. Die beiden Verbindungen wurden in jeweils zwei Konzentrationen getestet, um eine potenzielle
Dosisabhdngigkeit des Effektes zu ermitteln. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus N=3 Versuchen.
Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way-ANOVA und Dunnett Post-hoc Tests analysiert. ns: nicht signifikant; *: p<0,05;
R p<0,001; ****: p<0,0001 (466).

In der durchgefiihrten Versuchsreihe unterdriickten alle untersuchten Heparine und das
Pentasaccharid Fondaparinux in U87-Glioblastomzellen die Bildung des ADO aus ATP

konzentrationsabhédngig und in unterschiedlichem Ausma@.
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So hemmten UFH und das LMWH Tinzaparin die ADO-Bildung in einem Bereich von
10 —30 %. Bezogen auf die therapeutisch aktiven Konzentrationen inhibieren UFH und
Tinzaparin die ADO-bildung jeweils um 9,05 % und 18,85 % bei 1 LLE./ml. Die hohere
Konzentration von 5 I.LE./ml vermag die NPP1-Enzymaktivitdt stérker zu inhibieren, was sich
bei UFH in einer um 23,54 % reduzierten ADO-Bildung und 30,18 % durch Tinzaparin
manifestiert.

Deutlich stirker hemmen das LMWH Enoxaparin sowie das Pentasaccharid Fondaparinux.
Hierbei wird bereits mit der geringeren Konzentration von 1 I.LE./ml Enoxaparin und 2 pg/ml
Fondaparinux eine Inhibition > 40 % erzielt. Fiir 1 I.LE/ml Enoxaparin wurde eine Hemmung
der ADO-Bildung von 45,54 % und fiir 2 pg/ml Fondaparinux 52,76 % ermittelt. Diese lie3
sich dosisabhingig bei eingesetzten 5 I.LE./ml Enoxaparin und 10 pg/ml Fondaparinux auf
56,99 % bzw 65,63 % steigern. Fiir die jeweils hoher dosierte Behandlung der LMWH
Tinzaparin und Enoxaparin fallen die Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle signifikant
aus. Beziiglich des Pentasaccharids Fondaparinux konnte bei beiden eingesetzen
Konzentrationen ein signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Betrachtet man die gemessenen Effekte der kommerziellen Heparine und Fondaparinux
untereinander, ergibt sich dhnlich den Seealgenextrakten eine Tendenz, wonach die kleineren
Molekiilstrukturen die Enzymaktivitdt stirker reduzieren als die gréoBeren. So zeigen die beiden
LMWH eine stirkere Inhibition von NPP1 als das langkettigere, hochdisperse UFH. Auch im
Vergleich der beiden LMWH untereinander erwies sich das kiirzere Enoxaparin potenter als
das etwas ldngere Tinzaparin. Insbesondere das kurzkettige und strukturell klar definierte
Pentasaccharid Fondaparinux erzielte bei einer aufgewendeten molaren Konzentration von
5,79 uM mit 65,63 % den Spitzenwert unter den kommerziellen Heparinen. Des Weiteren
wurde im untersuchten Konzentrationsbereich eine Korrelation zwischen Konzentration und
Inhibition festgestellt, da die hohere Konzentration einen stirkeren Effekt erzielte.

Im Verhiltnis zum natiirlichen Strukturanalogon Chondroitinsulfat féllt auf, dass die Heparine
bei geringeren Konzentrationen die NPP1-Aktivitdt stirker unterbinden. Eine &dhnlich deutliche
Diskrepanz wurde ebenfalls bei den analysierten Seealgenextrakten ermittelt, die neben der
GroBe auch Unterschiede in der Zusammensetzung der Molekiilstruktur aufwiesen. Somit wird
das Potenzial zur NPP1-Inhibition nicht allein durch die GroBle des Molekiils, sondern auch

durch weitere Parameter wie der Saccharidstruktur und deren Substitution determiniert.
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Tabelle 18: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der Untersuchungen der kommerziellen Heparinderivate und des
synthetischen Pentasaccharids Fondaprinux mit therpeutischer Relevanz zur NPPI-Aktivitiit auf U87-Zellen. Angegeben sind

die getesteten Konzentrationen und gemittelten Messwerte mitsamt des zugehorigen SEM.

Verbindung Konzentration Inhibition + SEM [%]
UFH 1 LE./ml 9,05+7,12

5 LE./ml 23,54+ 5,94
Tinzaparin 1 I.E./ml 18,85+ 2,99
5 LE./ml 30,18 + 1,30
Enoxaparin 1 I.E./ml 45,54+ 5,72
5LE./ml 56,99 + 14,73
Fondaparinux 2 pg/ml 52,76 + 10,86
10 pg/ml 65,63 + 10,43

5.4.3 Chemisch modifizierte Heparinderivate und Analoga

Neben den kommerziellen antikoagulatorischen Heparinen wurde mittels chemisch
modifizierter Derivate untersucht, inwieweit Einsichten in strukturelle Zusammenhinge der
NPP1-Inhibition gewonnen werden. Des Weiteren sollte eine mogliche Kohédrenz zwischen
intrinsischer Aktivitdt als Antikoagulans und der NPP1-Blockade evaluiert werden. Hierzu
wurden chemisch modifizierte Derivate sowie chemisch verwandte Strukturen eingesetzt, deren
antikoagulatorische Eigenschaften stark herabgesetzt wurden, oder deren inhérente
antikoagulatorische Eigenschaft komplett eliminiert wurde. Diese wurden entsprechend der
chemischen Methoden aus Abschnitt 2.1.2 erstellt. Die Strukturformeln der chemisch

modifizierten Heparine sind in Abbildung 34 aufgefiihrt.
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Abbildung 34: Graphische Darstellung der Strukturen der chemisch modifizierten Heparine, der isolierten Dalteparinderivate
und Chrondroitinsulfat in Form der charakteristischen Disaccharideinheiten. Bei G5945 und G6658 (beide A) handelt es sich
um jeweils an den Positionen C2 der L-IdoA und C6 des D-GIcN desulfatierte Derivate. G9694 wurde oxidativ an der D-GlcA
gespalten (B). Die isolierten Molekiilketten der Dalteparinfraktion unterscheiden sich in Bezug auf ihre Kettenldinge (C).

Diese Derivate weisen chemische Modifikationen in Form von Desulfatierungen der Pyranosen
an den Kohlenstoffatomen C2 L-IdoA (G5945) oder C6 des D-GIcN (G6658) auf, sodass anstatt
der endstandigen Sulfatfunktion ein primérer Alkohol vorliegt. Hierbei gilt es zu beachten, dass
es sich um partielle Desulfatierungen handelt. Die 2-O-Desulfatierung in der Verbindung
G5945 ist zu 100 % und die 6-O-Desulfatierung der Verbindung G6658 zu 85 %
vervollstindigt. Im RO-Heparin G9694 wurde durch eine konsekutive Oxidation und
Reduktion der Ring einer Uronsdure gedffnet und die resultierenden endstindigen
Aldehydfunktionen zu primiren Alkoholen reduziert. Beziiglich des Sulfatierungsgrades sind
zwischen G5945 und G6658 nur leichte Unterschiede festzustellen. Dieser liegt aufgrund der
partiellen Desulfatierung mit 1,1 und 0,7 jedoch deutlich unterhalb der Sulfatierung der
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kommerziellen Heparine und Fondaparinux. Das RO-Heparin G9694 ist mit durchschnittlichen
2,2 Sulfatgruppen je Disaccharid im Bereich der natiirlichen Heparine angesiedelt.

Neben den chemisch modifizierten Heparinen zur Reduktion der antikoagulatorischen
Eigenschaften wurde ebenfalls der Aspekt der Kettenlédnge in Bezug auf die NPP1-Inhibition
betrachtet, da das kurzkettige Pentasaccharid Fondaparinux unter den kommerziellen
Heparinen die groffte Effektivitidt aufwies. Zur weiteren Analyse dieser Tendenz wurden
aufgereinigte Fraktionen des LMWH Dalteparin untersucht, die beziiglich ihrer Kettenléinge
variieren. Die reprisentativen Fraktionen sind unter der gemeinsamen Bezeichnung A3875
deklariert und liegen in Form eines Dodecasaccharids (G6), eines Decasaccharids (H6) und
eines Octasaccharids (I6) vor. Der Sulfatierungsgrad entspricht mit 2,6 Sulfatgruppen je
Disaccharid in etwa dem der kommerziellen Heparine und liegt um den Faktor 0,6 unterhalb

von Fondaparinux. Weitere Daten sind in der zugehorigen Tabelle 19 zusammengefasst.

Tabelle 19: Tabellarische Ubersicht einiger Daten der chemisch modifizierten Heparinderivate. Diese wurden entweder durch
Desulfatierung, einer Kombination aus Oxidation und Reduktion oder Fraktionierung und Aufreinigung gewonnen. Die

aufgefiihrten Daten sind der entsprechenden Publikation entnommen (466).

Bezeichnung Molekularmasse Struktur Sulfatierungsgrad

[kDa] Modifikation

G5945 16,6 2-O-Desulfatierung 1,1
der D-GIcA

G6658 15,4 6-O-Desulfatierung 0,7
des D-GIcN

G9694 16,6 RO-Heparin 2,2
(Uronséaure)

A3875-G6 3,6 Dodecasaccharid 2,6
(Dalteparin)

A3875-H6 3,0 Decasaccharid 2,6
(Dalteparin)

A3875-16 2.4 Octasacchharid 2,7
(Dalteparin)

Zur besseren Vergleichbarkeit der derivatisierten Verbindungen untereinander sowie der
Tatsache, dass deren antikoagulatorisches Potenzial stark reduziert oder gidnzlich eliminiert

wurde, wurden diese als molare Konzentrationen ausgewiesen. Die desulfatierten Derivate und
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das RO-Heparin wurden in drei Konzentrationen in einem Bereich von 20 — 100 uM analysiert,

um eine eventuell vorhandene Dosisabhingigkeit ermitteln zu kdnnen.
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Abbildung 35: Graphische Darstellung der Resultate der getesteten, chemisch modifizierten Heparine mit herabgesetzter
antikoagulatorischer Potenz. Die Inhibition der NPPI-Enzymaktivitit ist als relativer Prozentwert angeben, dessen
Berechnung analog der Formel 8 erfolgt. Die drei Verbindungen wurden in jeweils drei Konzentrationen getestet, um eine
potenzielle Dosisabhdngigkeit des Effektes zu ermitteln. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten = SEM aus N=3
Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way-ANOVA und Dunnett Post-hoc Tests analysiert. ns: nicht signifikant;
*: p<0,05; **: p<0,01 (466)

Fiir die jeweils niedrigste Konzentration der Testsubstanzen schwankt die Inhibition der ADO-
Bildung zwischen 4 —24 %. Das RO-Heparin besitzt mit 4,35 % bei 20 uM kaum eine
inhibitorische Aktivitdt fiir NPP1, wohingegen die Enzymaktivitit durch eine Steigerung auf
50 uM erheblich gesenkt werden konnte. Die beiden desulfatierten Derivate, das 2-O-
desulfatierte G5945 sowie das 6-O-desulfatierte Derivat G6658 weisen bereits bei der kleinsten
Konzentration von 20 uM eine deutlich hohere Hemmwirkung auf, zeigen dann aber bei
Steigerung der Konzentration gegeniiber dem RO-Heparin keinen Vorteil mehr auf. Somit stieg
die jeweilige Inhibition von NPP1 nicht proportional zur Konzentration der Testsubstanzen.

Im Verhiltnis zu den kommerziellen Heparinen und Fondaparinux wiesen die chemisch
abgewandelten Heparine eine verringerte Enzymblockade an NPP1 als die beiden LMWH und

das Pentasaccharid Fondaparinux auf. Zwar liegt die Inhibition der modifizierten Heparine mit
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30-50% bei den hoheren Konzentrationen iiber derjenigen von UFH und Tinzaparin,
allerdings war die eingesetzte Menge in diesem Versuch um den Faktor 10 — 20 hoher. Bei den
erhohten Konzentrationen konnte jedoch effektive Inhibition erzielt werden. Zusitzlich wurde
der Nachweis erbracht, dass die intrinsische Féhigkeit der Heparine zur Antikoagulation nicht

die entscheidende Determinante des Potenzials zur NPP1-Blockade ist.

Tabelle 20: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der Untersuchungen der chemisch modifizierten Heparinderivate
mit verminderter antikoagulatorischer Potenz zur NPPI-Aktivitit auf US87-Zellen. Angegeben sind die getesteten

Konzentrationen und gemittelten Messwerte mitsamt des zugehorigen SEM.

Verbindung Konzentration [uM] Inhibition + SEM [%]

G5945 20 15,56 + 2,50

50 29,94 + 0,42

100 34,42 £ 2,66
G6658 20 23,66 + 0,74

50 30,11 + 1,47

100 36,58 +2,28
G9694 20 4,346 £ 1,91

50 34,74 + 15,70

100 54,98 +£2,97

Neben den chemisch derivatisierten Heparinen wurde ebenfalls die intrinsische Aktivitét der
aufgereinigten  Dalteparinfraktionen  evaluiert. Zur Analyse der fraktionierten
Dalteparinderivate wurden die Konzentrationen der Testverbindungen ebenfalls als Molaritét
angegeben. Die jeweiligen Fraktionen wurden in zwei unterschiedlichen Konzentrationen

getestet, um eine potenzielle Dosisabhéngigkeit zu untersuchen.
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der Resultate der Testung der fraktionierten Dalteparinmolekiilketten. Die Inhibition
der NPP1-Enzymaktivitdt ist als relativer Prozentwert angeben, dessen Berechnung analog der Formel 8 erfolgt. Die beiden
Verbindungen wurden in jeweils zwei Konzentrationen getestet, um eine potenzielle Dosisabhdingigkeit des Effektes zu
ermitteln. Aufgrund eines Deklarationsfehlers der Molekiilmasse der Testverbindung A3875-G6 und nachtréiglicher Korrektur
ist diese riickwirkend betrachtet in einem anderen Konzentrationsfenster analysiert worden. Die dargestellten Daten
entsprechen den Mittelwerten + SEM aus N=2 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way-ANOVA und Dunnett-

Post-hoc-Tests analysiert. ns: nicht signifikant;, *: p<0,05 (466)

Alle aufgereinigten Fraktionen inhibierten die NPP1-Aktivitdt. Die jeweils niedrigere Dosis der
Testsubstanzen zeigte mit 10 uM G6 8,26 % und 20 uM 14,32 % Hemmwirkung tendenziell
eine niedrige intrinsische Aktivitdt als die hohere Dosis. Lediglich A3875-H6 hemmte mit
20 uM die ADO-Bildung um 57,39 %. Fiir die jeweils hoheren Dosen wurden entsprechende
hohere Werte ermittelt. A3875-G6 erzielte mit 25 pM eine Inhibition von 55,73 %. Die beiden
kurzkettigeren Verbindungen H6 und 16 wirkten mit 66,97 % und 58,79 % etwas stirker auf
die NPP1-Aktivitét ein, sind allerdings mit 50 uM eingesetzter Substanz auch doppelt so hoch
dosiert. Bei hoheren Dosierungen von A3875-G6 und 16 sowie beiden Konzentrationen von
A3875-H6 bestehen signifikante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle.

Insgesamt unterbanden die Dalteparinfraktionen die Enzymaktivitit weniger stark als die
kommerziellen Heparine, was unter anderem anhand der hoheren eingesetzten Konzentrationen
der Fraktionen deutlich wird. Lediglich das Octasaccharid A3875-H6 wies in der geringeren
Konzentration von 20 uM einen signifikanten Effekt auf. Sowohl bei A3875-G6 und A3875-16
erzielte erst eine Konzentration von 50 uM nennenswerte Effekte, die bei dem LMWH

Enoxaparin und Fonfaparinux bereits bei 10 uM erreicht wurden. Innerhalb der Fraktionen des
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Dalteparins scheint es eine leichte Tendenz beziiglich der Grofle zu geben. So wies das ldngere
Dodecasaccharid A3875-G6 im Vergleich zu den beiden Kiirzeren bereits mit niedrigeren
Konzentrationen eine dhnlich starke Inhibition an NPP1 auf. Der Vergleich des Decasaccharids
A3875-H6 mit dem Octasaccharid A3875-16 ldsst beziiglich der Korrelation zwischen
Kettenldnge und Effekt keine eindeutige Aussage zu, da die Messwerte innerhalb der

Schwankungsbreite der jweiligen SEM liegen.

Tabelle 21: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der Untersuchungen der fraktionierten und aufgereinigten
Dalteparinderivate mit verminderter antikoagulatorischer Potenz zur NPPI1-Aktivitit auf US7-Zellen. Angegeben sind die

getesteten Konzentrationen und gemittelten Messwerte mitsamt des zugehorigen SEM.

Verbindung Konzentration [uM] Inhibition + SEM [%]
A3875-G6 10 8,26 +2,27
25 55,73 £ 13,56
A3875-H6 20 57,39 £ 12,75
50 66,97 + 12,49
A3875-16 20 14,82 + 12,58
50 58,79 + 16,09

5.4.4 Abgeleitete synthetische Sulfosaccharide

Zur weitereren Evaluation moglicher Strukturzusammenhénge der sulfatierten Oligosaccharide
mit ihrer Kapazitdt zur NPP1-Inhibition wurden synthetische Trisaccharide analysiert. Hierfiir
wurden von Hien Nguyen (Wayne University Detroit, USA) drei synthetische Verbindungen
bereitgestellt. Diese sind aus zwei Einheiten D-GlcN und der Uronséure L-IdoA aufgebaut, die
jeweils B-1,4-glykosidisch und a-1,4 glykosidisch an L-IdoA gekniipft sind. Daher weisen sie
in Bezug auf die Substitution der Pyranosen mit Sulfatgruppen &hnliche Muster zur
Glykosaminoglykanstruktur der Heparine auf bzw. wurden diesen nachempfunden. Im

Unterschied zu diesen sind an der Uronsdure D-GIcA keine Sulfatgruppen vorzufinden.
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Abbildung 37: Graphische Darstellung der Strukturformeln der drei synthetischen Trisaccharide, die in Teilen der
charakteristischen Pentasaccharidsequenz nachempfunden sind und das Pharmakophor der Heparine reprisentieren. Die
Grundstruktur aller Verbindungen besteht dabei aus D-GIcN, das f-1,4-glykosidisch an D-GlcA gekniipft ist. Uber eine a-1,4-
glykosidische Bindung ist wiederum die dritte Pyranose in Form eines weiteren D-GlcN an D-GlcA gebunden. Den Abschluss
bildet bei allen Verbindungen ein glykosidisch gebundener aliphatischer Rest, der aus einem Sulfonamid besteht. Die
Verbindungen 1-50 (A) und 1-58 (B) stellen Stereoisomere in Bezug auf die rdumliche Ausrichtung des aliphatischen Rests
dar. Im Gegensatz zu Verbindungen 1-50 und 1-58 ist 2-49 (C) am Stickstoff der zweiten D-GIcN die Sulfatfunktion entfernt

und durch einen Acetylrest substituiert worden.

Des Weiteren weisen alle Trisaccharide einen aliphatischen Substituenten in Form eines
sulfatierten Aminoethanols auf, der an D-GIcN gebunden ist. Die aliphatischen Substituenten
unterscheiden sich bei der Verbindung 1-58 im Vergleich zu 1-50 beziiglich der sterischen

Ausrichtung. Somit handelt es sich bei den Testsubstanzen 1-50 und 1-58 um Stereoisomere.

Des Weiteren unterscheidet sich 2-49 aufgrund der N-Acetylierung an C3 des D-GIcN von den
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beiden anderen Verbindungen, da diese hier eine Sulfatierung aufweisen. Entprechend liegt der
Sulfatierungsgrad aller genannten Verbindungen mit 1,3 deutlich niedriger als bei den
kommerziellen Heparinen und bei 2-49 aufgrund der N-Acetylierung mit 1,0 nochmals leicht

darunter.

Tabelle 22: Tabellarische Zusammenfassung einiger chemischen Charakteristika der synthetischen Trisaccharide

Verbindung Molekulargewicht Strukturmerkmal Sulfatierungsgrad
[g/mol]
1-50 1091,7 Stereoisomer zu 1-58 1,3
1-58 1091,7 Stereoisomer zu 1-50 1,3
2-49 1031,7 N-Acetylierung an D-GIcN 1,0

Mit der Untersuchung der drei Trisaccharide sollte insbesondere gekldrt werden, ob eine
mogliche Verkiirzung des Pharmakophors der Heparine unter Beibehaltung des inhibitorischen
Effektes auf NPP1 moglich ist.

Die verwendeten Mengen der Trisaccharide wurden ebenfalls als Stoffmengenkonzentration
ausgewiesen. Zur Bestimmung einer potenziellen Korrelation zwischen Konzentration und
Inhibition der Enzymaktivitdt wurden die synthetischen Verbindungen in drei Konzentrationen

in einem Bereich von 10 — 50 uM betrachtet.
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der Resultate zur Untersuchung des synthetischen Disaccharids 1-58. Die Inhibition
der NPPI-Enzymaktivitdt ist als relativer Prozentwert angeben, dessen Berechnung analog der Formel 8 erfolgt. Die drei
Verbindungen wurden in jeweils drei Konzentrationen getestet, um eine potenzielle Dosisabhdngigkeit des Effektes zu ermitteln.
Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SEM aus N=3 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-

Way-ANOVA und Dunnett Post-hoc Tests analysiert. ns: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001

Die Resultate der Untersuchung der synthetischen Trisaccharide zur Inhibition von NPP1 auf
U87-Zellen sind in Abbildung 38 graphisch aufgefiihrt. Insgesamt konnte bei der eingesetzten
Menge eine maximale Inhibition von ungefiahr 20 % erreicht werden. Fiir die jeweils geringste
Konzentration von 10 uM wurden einstellige Inhibitionswerte von 6,08 % fiir 1-50 und 7,32 %
fiir 1-58 ermittelt. Der entsprechende Wert des N-acetylierten 2-49 ist mit 0,47 %
vernachlédssigbar. Eine Verdopplung auf 20 uM der aufgewendeten Substanzmenge verstérkt
die Aktivitit der Trisaccharide, allerdings ist die prozentuale Inhibition in Bezug auf die
unbehandelte Referenz mit 10,8 % (1-50), 11,04 % (1-58) und 7,35 % (2-49) vergleichsweise
gering. Eine Steigerung der Derivate auf 50 uM hob die jeweiligen Werte fiir die NPP1-
Inhibition dann auf 13,69 % fiir 1-50, 19,31 % fiir dessen Stereoisomer 1-58 und 9,73 % fiir 2-
49 an. Hierbei ist der Unterschied zwischen dem N-sulfatierten Trisaccharid 1-58 und der N-
acetylierten Variante 2-49 hervorzuheben, die sich in der Hemmwirkung bei 50 uM um den
Faktor 2 unterscheiden. Auch gegeniiber dessen Stereoisomer 1-50 konnte 1-58 einen grofleren
Effekt auf NPP1 verzeichnen. Insgesamt liegen die drei synthetischen Trisaccharide bezogen

auf die inhibitorische Aktivitdt an NPP1 in etwa auf dem Niveau des natiirlichen Copolymers
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Chondroitinsulfat und damit deutlich unterhalb der kommerziellen Heparine und Fondaparinux

sowie der chemisch modifizierten Heparinabkoémmlinge.

Tabelle 23: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der Untersuchung des synthetischen Disaccharids 1-58 zur NPP1-
Aktivitdt auf US7-Zellen. Angegeben sind die getesteten Konzentrationen und gemittelten Messwerte mitsamt des zugehorigen

SEM.

Bezeichnung Konzentration [uM] Inhibition £ SEM [%]
1-50 10 6,08 + 1,56
20 10,80 2,61
50 13,69 + 2,46
1-58 10 7,32 +£1,85
20 11,04 + 3,37
50 19,31 + 3,73
2-49 10 0,47 £0,25
20 7,34 + 5,03
50 9,73 £1,55

5.4.5 Zusammenfassung: CE-Analytik der Heparine und Analoga beziiglich NPP1-
Inhibition

Im Rahmen dieser Testreihe wurden diverse natlirliche, modifizierte sowie synthetische
Verbindungen aus der Substanzklasse der Sulfopolysaccharide untersucht. Betrachtet man den
strukturellen Aufbau der analysierten Verbindungen, lassen sich viele Gemeinsamkeiten
beziiglich der Glykanstruktur feststellen. So bestehen bis auf die Seealgenextrakte fast alle
Saccharide aus einer alternierenden Abfolge von D-Glucosamin und Uronsduren. Allerdings ist
die Substitution der Saccharidstruktur einiger Verbindungen stark variabel, wodurch sie sich
hauptséchlich {iber elektrostatische Wechselwirkungen aufgrund eingebrachter negativer
Ladungen unterscheiden. Ziel der Testreihe war es, potente NPP1-Inhibitoren zu finden.

Dies wurde erreicht, wenngleich die Potenz der Inhibitoren trotz struktureller Ahnlichkeiten der
Verbindungen teils deutlich divergierte. Den stirksten Effekt zeigten einerseits der
Fucoidanextrakt aus der Braunalge Fucus vesiculosus sowie das synthetische Pentasaccharid
Fondaparinux, was sich aus dem Pharmakophor der Heparine gegen ATIII ableitet. So liel3 sich
innerhalb der Gruppe der kommerziellen Antikoagulantien eine Tendenz feststellen, dass
kiirzere Molekiilketten eine verbesserte inhibitorische Kapazitit aufwiesen als ldngere.

Zusitzlich zeigten die chemisch modifizierten Heparinderivate, dass die NPP1-Inhibition nicht
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von deren antikoagulatorischen Eigenschaften abhidngt. Die Untersuchung der fraktionierten
Dalteparinketten zeigte ebenso, dass der inhibitorische Effekt an NPP1 nicht auschlieBlich von
der Lénge des Molekiils abhéngt, da in diesem Versuchsmodell das Dodecasaccharid als grof3te
Fraktion im Vergleich zu seinen kiirzeren Vertretern die besseren Eigenschaften als Inhibitor
zeigte. Die synthetischen Trisaccharide von Hien Nguyen weisen ebenfalls eine deutlich
schwichere Inhibition der NPP1-Aktivitit als die beiden LMWH, Fondaparinux und die nicht
antikoagulatorischen Heparinderivate auf.

Ein weiterer Parameter, der als moglicher Erklarungsanssatz dienen konnte, wire die negative
Ladungsdichte. Diese ist beim synthetischen, anorganischen NPP1-Inhibitor PSB-POM-141
mit rdumlich kompakten acht negativen Ladungen und einer Molekiilmasse von ~ 3 kDa die
hochste unter allen eingesetzten Verbindungen. Bei den Sulfopolysacchariden schligt sich der
anionische Charakter in Form des Sulfatierungsgrad und der Uronsduren durch
Deprotonierungen bei einem physiologischem pH-Wert nieder. So weist das Pentasaccharid
Fondaparinux im Vergleich zu UFH und den LMWH Tinzaparin und Enoxaparin neben der
deutlich kiirzeren Kettenldnge die hochste negative Ladungsdichte aufgrund der hdheren Zahl
an Sulfatgruppen auf. Bezogen auf die chemischen Modifikationen der antikoagulatorischen
Derivate verhilt sich die Tendenz bei G5945 und G6658 dhnlich, da diese durch 2-O-/6-O-
Desulfatierung eine inhdrent niedrigere anionische Ladungsdichte besitzen, dagegen das RO-
Heparin mit den meisten Sulfatgruppen die stirkste Inhibition aufzeigt. Dem entgegen steht
allerdings die hohe inhibitorische Potenz des Fucoidans aus der Braunalge Fucus vesiculosus,
die sich nicht mit den Parametern Kettenléinge und anionischer Ladungsdichte im Rahmen des
U87-Zellmodells erkléren ldsst.

Chondroitinsulfat als natiirliches Strukturanalogon des Heparins zeigt an NPP1 ebenfalls einen
geringeren Effekt als die LMWH, was mit der geringeren anionische Ladungsdichte an D-
GalNAc auch durch die N-Acetylierung zusammenhéngen konnte. Die drei Trisaccharide 1-50,
1-58 und 2-49 hemmen NPP1 ebenfalls in weit geringerem Ausmal} als das groBere
Pentasaccharid Fondaparinux und weisen aufgrund ihres niedrigeren Sulfatierungsgrades
ebenfalls eine geringere negative Ladungsdichte auf. Fiir eine genaue Evaluation der
molekularen Interaktionen zwischen Inhibitor und enzymatischer Bindungsstelle miissten diese
per Molekulardocking simuliert werden und anschlieend ein Hochdurchsatzscreening zur
Analyse der Struktur-Wirkungsbeziehung erfolgen. Danach kdnnen die gewonnenen
Erkennnisse auf ein geeignetes Zellmodell {ibertragen werden.

Vielmehr kann anhand der Testreihe ausgehend von den Untersuchungen von Hosoda et al.

resimiert werden, dass der Substanzklasse der GAG eine variable Potenz zur Inhbition von
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NPP1 innewohnt. Dies wird daran ersichtlich, dass neben den Heparinen und Fondaparinux
beinahe alle betrachteten Verbindungen einen intrinsischen Effekt an NPP1 aufzeigen. Und das,
obwohl sich die Verbindungen beziiglich verschiedener Parameter wie der Zusammensetzung
der Saccharide und Sulfatierungsgrad und damit elektrostatischen Wechselwirkungen teils
deutlich unterscheiden.

Somit eignet sich das etablierte U87-Zellmodell mit seinen Surrogatparametern ADO und ATP
aus der inhibierten EN-Enzymkaskade und funktionellen Antipoden der purinergen

Signaltransduktion zur Betrachtung einer potenziellen Immunmodulation in der TMU.
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5.5 Analyse der EN-Induktion durch Zytostatikaresistenz

5.5.1 EN-Induktion durch eine Cisplatinresistenz in den Ovarialkarzinomzelllinien
A2780/A2780cis und W1/W1CR

Im Zuge des Projektes sollte der Fragestellung nachgegangen werden, inwiefern ein moglicher
oder sogar kausaler Zusammenhang zwischen einer Resistenzentwicklung der Tumorzellen
gegen Zytostatika und der Expression der EN besteht. Hierfiir wurde die Expression der EN
NPP1-3, CD73 und NTPDI1, 2, 3 und 8 in den beiden Ovarialkarzinomzelllinien A2780 und
W1 sowie deren cisplatinresistenten Subtypen A2780cis und W1CR untersucht.

Zu diesem Zweck wurden die Zelllinien sowohl qualitativ als auch quantitativ in ihren
Expressionsniveaus der vorhandenen EN sowohl im Normalzustand als auch in Folge eines
zytotoxischen Stimulus betrachtet. Zur Evaluation dieses Sachverhalts wurde die AACg-
Methode angewendet. Sofern qualitativ die Expression eines betreffenden EN-Zielgens
nachgewiesen wurde, folgte die Analyse der jeweiligen EN-Expressionslevel zwischen den

Zellparchen, um potenzielle quantitative Unterschiede ohne und mit Cisplatinexposition

festzustellen.
NTPD1 CD73
1 .5 = *
-
1.0
(o
&)
<
<
0.5
0.0 I I
A2780 A2780cis A2780 A2780cis

Abbildung 39: Graphische Zusammenfassung der Quantifizierung der mRNA-Menge des CD39-Subtyps NTPD1 und, CD73 in
den Wildtyp A2780-Zellen sowie deren cisplatinresistenten Variante nach AACq. Die dargestellten Daten entsprechen den
Mittelwerten + SD aus N=3 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels eines gepaarten t-Tests bestimmt. *: p<0,05;

% p<(0,01

Beziiglich der Enzymklasse der NPP ist festzuhalten, dass diese inklusive NPP1 weder durch
den Wildtyp A2780 noch durch den resistenten Subtyp A2780cis exprimiert werden. Anders
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verhélt es sich mit dem CD39-Subtyp NTPD1 sowie CD73, die gemeinsam die EN-Hauptachse
zum ATP-Abbau bilden. Von den betrachteten CD39-Varianten wurde lediglich der Subtyp
NTPD1 exprimiert. Beziiglich der Expression von NTPD1 war eine geringe Steigerung der
Expression zwischen dem Wildtyp und der resistenten Variante um den Faktor 1,25 feststellbar.
Lediglich bei CD73 =zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Varianten
hinsichtlich der Quantitit der Expression. Diese war beim resistenten Subtyp um den Faktor
3,5 erhoht und damit wesentlich stirker ausgeprigt. Eine Behandlung beider Subvarianten mit
Cisplatin bewirkte jedoch keine messbaren Anderungen der Expressionsniveaus der EN
NTPDI und CD73.

Im Gegensatz zu den A2780/A2780cis-Zellen weisen sowohl die Wildtyp-W1 als auch die
WI1CR keine Expression einer CD39-Variante auf. Dahingegen wurden sowohl NPP1 als auch
CD73 in geringem Malle auf beiden Zelltypen nachgewiesen. Jedoch lief3 sich hier fiir CD73
nur eine geringfiigige, nicht signifikante Steigerung der Expression um den Faktor 1,08
zwischen den Wildtyp-W1 und den W1CR ermitteln. Aus der Enzymklasse der NPP wurde
lediglich NPP1 durch das Zellparchen exprimiert. Ebenfalls konnte hier ein signifikanter
Unterschied zwischen den Wildtyp-W1 und W1CR mit dem Faktor 1,73 bestimmt werden.

CD73 NPP1
1.5+ 2.5-

0.0-
w1 W1CR w1 W1 CR

Abbildung 40: Graphische Zusammenfassung der Quantifizierung der mRNA-Menge der EN NPP1 und CD73 in den Wildtyp
W1-Zellen sowie deren cisplatinresistenten Variante W1CR. Entsprechend der AACq-Methode ist die Expressionsinderung
der betrachteten EN aufgrund der Behandlung in Bezug auf die unbehandelte Probe angegeben. Die dargestellten Daten
entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=3 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels eines gepaarten t-Tests bestimmt.

*: p<0,05; **: p<0,01
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Die Exposition des Wildtyps sowie der resistenten Genvariante mit Cisplatin erzeugte keine

Unterschiede der detektierten mRNA-Menge zur unbehandelten Referenzprobe.

5.5.2 EN-Induktion durch resistenzfordernde Faktoren an TNBC MDA-MB-231 Zellen
Neben den Ovarialkarzinomzelllinien wurde die aggressive TNBC Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231 hinsichtlich einer potenziellen EN-Induktion aufgrund resistenzférdernder
Mechanismen betrachtet. In Abschnitt 5.1.3 wurde bereits ausgefiihrt, dass MDA-MB-231
Zellen sowohl NPP1 als auch die CD39-Subvariante NTPD3 und CD73 exprimieren.

In der Literatur sind verschiedene Zusammenhénge zwischen der Expression von CD73 und
resistenzsteigernder Stimuli beschrieben (376,467). Deshalb sollte ermittelt werden, inwieweit
eine Exposition der Zellen mit dem Zytostatikum Doxorubicin sowie eine Kultivierung der
Zellen auf Kollagen Typ I Einfliisse auf eine gesteigerte Expression der EN und einer
purinergen Signaltransduktion entfaltet. Hierzu wurden die MDA-MB-231 Zellen, wie in
Abschnitt 4.4.2 beschrieben, jeweils mit Doxorubicin oder Kollagen sowie einer Kombination
aus beidem ausgesetzt und in der Folge die mRNA-Menge mittels qPCR bestimmt. Die
Resultate wurden nach der AACq-Methode evaluiert und sind in Abbildung 41 dargestellt. Zur
iibersichtlicheren Darstellung werden die untersuchten EN sowie deren Behandlungen in
gesonderten Graphen betrachtet. Als Bezugspunkt diente jeweils die Referenzmenge des zu

betrachtenden EN-Zielgens.
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Abbildung 41: Graphische Zusammenfassung der Quantifizierung der mRNA-Menge des CD39-Subtyps NTP3, CD73 und
NPPI aus den TNBC MDA-MB-231-Zellen. Entsprechend der AACq-Methode ist die Expressionsdnderung der betrachteten
EN aufgrund der Exposition mit Doxorubicin (DX), Kollagen (Koll) sowie der Kombination aus beidem (DX Koll) in Bezug
auf" die unbehandelte Probe (MDA) angegeben. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=3
Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und Dunnett-Post-hoc-Test bestimmt. *: p<0,05;

**:p<0,01; **¥*: p<0,001; ****: p<0,0001

Betreffend des CD39-Subtyps NTPD3 lieB sich feststellen, dass die Kultivierung auf Kollagen
eine signifikante Expressionssteigerung um den Faktor 1,1 bewirkte. Bei einer Inkubation mit
3 uM Doxorubicin wurden keine signifikante Verdnderung ermittelt. Gegensétzlich verhielt es
sich unter der Kombination aus Doxorubicin und Kollagen. Die Kokultivierung des
Anthrazyklins sowie des Strukturproteins erzeugten durch einen potenziellen Synergismus eine
Expressionssteigerung um den Faktor 1,16.

Hinsichtlich der Betrachtung von CD73 wurde beobachtet, dass die Behandlung mit 3 uM
Doxorubicin zwar eine Steigerung, jedoch ohne Signifikanz aufwies. Ahnliche Tendenzen wie
bei NTPD3 konnte fiir den Kollagenstimulus sowie die Kombination aus Doxorubicin und
Kollagen  ermittelt werden. Hierbei betrugen die jeweiligen  signifikanten

Expressionssteigerungen die Faktoren 1,24 und 1,32.
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Eine deutliche Anderung wurde bei NPP1 durch die Exposition der Zellen mit Kollagen
induziert. Die Verdanderung der Expression schlug hier mit einem Faktor 2,54 zu Buche. Es
bestitigte sich sowohl die Tendenz, dass Doxorubicin alleine im Vergleich zur
Kollagenbehandlung die Expression nur leicht zu steigern vermag, als auch, dass die
Kokultivierung aus dem Zytostatikum zusammen mit Kollagen eine verstdrkte Induktion zur
Folge hat. Durch die Behandlung mit der Kombination beider Faktoren wurde eine nahezu

dreifach verstérkte Zielgenexpression erreicht als mit Doxorubicin alleine.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Untersuchung zur EN-Enzyminduktion durch Doxorubicin und resistenzfordernde Faktoren

wie Kollagen

EN-Zielgen Behandlung Relative Verdnderung der
Expression des EN-Zielgens
NTPD3 Referenz 1,0
Kollagen 1,10
Doxorubicin 1,03
Doxorubicin + Kollagen 1,16
CD73 Referenz 1,0
Kollagen 1,24
Doxorubicin 1,10
Doxorubicin + Kollagen 1,32
NPP1 Referenz 1,0
Kollagen 2,54
Doxorubicin 1,47
Doxorubicin + Kollagen 2,96

5.5.3 Einfluss der purinergen Signaltransduktion auf die Anthrazyklinresistenz und
Zellviabilitit der MDA-MB-231
Neben der induzierten Expression der EN wurde ebenfalls ermittelt, welchen Einfluss die ATP-
Degradation auf die Viabilitdit der MDA-MB-231-Zellen unter Exposition des Doxorubicins
sowie des resistenzfordernden Kollagens hat. Zur Viabilitdtsbestimmung wurde die Methodik
des MTT-Assays angewandt. Zunichst galt es festzustellen, ob die relevanten EN-Inhibitoren
PSB-POM-141 fiir NPP1 und PSB-19316 fiir CD73 in den eingesetzten Konzentrationen nach
72 h Inkubation eine Toxizitdt gegeniiber der TNBC aufweisen. Im Folgeversuch wurde die

Versuchsanordnung um Doxorubicin ergidnzt und darauf geschaut, ob sich dessen Zytotoxizitét
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unter Zugabe der EN-Inhibitoren veridndert. Die Resultate der Versuchsreihe sind in Abbildung

42 ausgewiesen.
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Abbildung 42: Graphische Zusammenstellung der Resultate zur Evaluation der Toxizitdit der EN-Inhibitoren PSB-POM-141
und PSB-19316 in MDA-MB-231-Zellen. In der linken Graphik A sind die normalisierten Absorptionswerte der beiden
Behandlungen mit den Inhibitoren mit jeweils zwei Konzentrationen in Relation zur Kontrolle mit PBS dargestellt. Die rechte
Graphik B fasst die Ergebnisse des Folgeversuchs zur Zytotoxizitdt des Doxorubicins in Kombination mit den EN-Inhibitoren
zusammen. Bei den jeweils héheren Konzentrationen beider Inhibitoren wurde kein Unterschied in den ECso-Werten des
Doxorubicins festgestellt. Diese wurden mit Hilfe einer nichtlinearen Regression anhand der Konzentrations-Effekt-Kurve
bestimmt. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=3 Versuchen.

Nach Umsatz und Vermessung des MTT-Substrats in violettes Formazan wurde ersichtlich,
dass die ermittelten Absorptionswerte der Behandlungen mit den EN-Inhibitoren keinen
relevanten Unterschied zur Bezugsgruppe unter PBS aufwiesen (Abb. 42A). Hieraus lie3 sich
schlieBBen, dass die verwendeten Konzentrationen der EN-Inhibitoren nicht toxisch wirken.
Folglich wurde in der zweiten Versuchsanordnung auf zytotoxische Effekte, resultierend aus
einem potenziellen Synergismus der beiden EN-Inhibitoren und Doxorubicin, getestet. Als
Bezugsparameter wurde der ECso-Wert der MDA-Zellen mit einer alleinigen
Doxorubicinbehandlung definiert, der mit Hilfe einer nichtlinearen Regression aus der dose
response Kurve abgeleitet wurde. Fiir die jeweiligen Ansédtze wurden ECso-Werte innerhalb
eines engen Korridors von 1,33 — 1,36 uM ermittelt. Beide EN-Inhibitoren bewirkten daher
keine Anderung der zytotoxischen Eigenschaften des Doxorubicins.

Nachdem die Toxizitit der EN-Inhibitoren in den eingesetzten Konzentrationen auf die
MDA-MB-231-Zellen experimentell ausgeschlossen wurde, konnte der Einfluss der purinergen
Signaltransduktion auf die Zytotoxizitit des Doxorubicins in diesem Zellmodell untersucht
werden. Es wurde analysiert, inwieweit der Zusatz von ATP selbst die Resistenz zu steigern
vermag, oder ob diese aus dem EN-Abbau zu ADO resultiert. Hierzu wurden 300 uM ATP
zusitzlich in Prisenz der beiden EN-Inhibitoren und Doxorubicin untersucht. In einem weiteren

Ansatz wurde das Versuchsmodell um den resistenzfordernden Faktor Kollagen ergénzt. Die
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Kontrollgruppe wird in beiden Versuchsmodellen durch die kombinierte Behandlung aus
Doxorubicin und ATP reprasentiert. Der Zusatz von 300 uM ATP modelliert den Metabolismus
einer intakten Enzymkaskade sowie die Effekte der purinergen Signaltransduktion auf die

Zytostatikaresistenz. Die graphischen Resultate sind der Abbildung 43 zu entnehmen.
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Abbildung 43: Graphische Darstellung der Resultate zur Untersuchung resistenzfordernder Einflussfaktoren der purinergen
Signaltransduktion im TNBC-Zellmodell. Die Resultate sind als ECso-Werte angegeben und werden jeweils in Relation zur
Bezugsgruppe der simultanen Behandlung mit Dox und ATP oder EN-Inhibitor gesetzt. Die linke Graphik zeigt den
Versuchsansatz ohne, die rechte den Ansatz mit auf Kollagen kultivierten Zellen. Die dargestellten Daten entsprechen den
Mittelwerten £ SD aus N=3 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und Dunnett-Post-hoc-Test
bestimmt. ns: nicht signifikant *: p<0,05; **: p<0,01

Durch die Zugabe von 300 uM ATP steigt der ECso-Wert von 1,28 uM um 0,25 uM auf
1,53 uM an. Der Anstieg des ECso-Wertes ist auf eine Zunahme der Resistenz gegeniiber dem
Anthrazyklin zuriickzufiihren. Durch den additiven Einsatz des CD73-Inhibitors PSB-19316
konnte dieser jedoch wieder auf das Ursprungsniveau von 1,29 uM gesenkt werden. Eine
alternative Ergénzung des NPP1-Inhibitors PSB-POM-141 bewirkte ebenfalls eine Absenkung
des ECso, die mit 1,41 uM jedoch nicht so stark ausfiel. Der zweite Versuchsansatz mit den
kollagen-kultivierten MDA-Zellen weist in Bezug auf die Behandlungen &hnliche Tendenzen
auf. Hierbei stieg der ECso-Wert nach ATP-Zugabe von 1,60 uM ebenfalls um 0,25 uM auf
1,85 uM an, was auf eine induzierte Resistenz durch EN-Aktivitdt hindeuten konnte. Durch den
Zusatz von 0,2 uM PSB-19316 wurde abermals eine Reduktion des ECso-Wertes erreicht.
Hierbei wurde der Effekt der purinergen Signalkaskade aufgehoben, da der Wert mit 1,53 uM
auf dem Niveau der unbehandelten Referenzmessung liegt. Die korrespondierende Behandlung
mit 10 uM PSB-POM-141 nivellierte die purinerg-induzierte Resistenz ebenfalls vollstindig
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und befindet sich mit einer ECso mit 1,56 uM im Bereich der unbehandelten Bezugsgruppe.
Insgesamt liegen alle beobachteten ECso-Werte der Proben, die im Untersuchungszeitraum auf
Kollagen wuchsen, oberhalb des Niveaus der kollagenfreien Messungen. Auffallig ist, dass der
NPP1-Inhibitor im Modell ohne Kollagen die Zytotoxizitit weniger stark beeinflusst als PSB-
19316. Die Zelllinie MDA-MB-231 exprimiert nicht nur NPP1, sondern auch parallel den ATP-
degradierenden CD39-Subtyp NTPD3. Deshalb liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die
Zytotoxizitdt des Doxorubicins unter der NPP1-Inhibition von PSB-POM-141 nicht in
demselben Mal3e wiederhergestellt wurde wie unter Einfluss von PSB-19316. Somit wurde ein
experimentelles Indiz geliefert, dass fiir die protumoralen Effekte in erster Linie das Nukleosid
ADO und seine Signaltransduktion iiber die P1-Rezeptoren verantwortlich ist. Diese scheinen
die antitumoralen Eigenschaften des ATP iiber die P2XR zu iiberwiegen. Zur Verifizierung
dieser Tendenz wiren weitere Untersuchungen mit einer Kombination aus CD39- und NPP1-

Inhibition notwendig.

5.5.4 Durchflusszytometrische Untersuchung der purinergen Signaltransduktion und
Resistenz durch potenzielle ABC-Transporteraktivitit
Es wurde untersucht, inwieweit die verringerte Viabilitit der Zellen bzw. erhohte Zytotoxizitét
durch Blockade der EN-Enzymfunktion und purinergen Signaltransduktion auf einer
verdanderten ABC-Transporteraktivitit basiert. Hierbei steht der zelluldre Efflux des
Doxorubicins iiber ATP-induzierte Transporter im Fokus, die das Uberleben der MDA-MB-
231 Zellen begiinstigen. Zur Aufklarung der vorangegangenen Versuchsansitze soll untersucht
werden, ob ATP oder dessen EN-Abbauprodukt ADO den intrazelluldren Doxorubicinspiegel
entscheidend beeinflussen. Aufgrund der Eigenfluoreszenz des Anthrazyklins wurde die
Durchflusszytometrie genutzt. Die unterschiedlich behandelten Zellen (Kap. 4.8.2) wurden in
zwei verschiedenen Ansitzen mit und ohne Kollagen prépariert, um dessen Einfluss zusétzlich

zu evaluieren. Die Resultate sind in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Graphische Zusammenfassung der Untersuchung der ABC-Transporteraktivitit unter verschiedenen Einfliissen
der EN-Aktivitit und der konsekutiv modulierten purinergen Signaltransduktion. Betrachtet wurde der intrazelluldire
Doxorubicinspiegel, der anhand seiner Eigenfluoreszenz abgebildet werden kann. Der bekannte ABC-Transporterinhibitor
WKX-34 als 3 uM Zusatz simuliert eine blockierte Transporterkapazitdt. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten
+ SEM aus N=2 Versuchen.

Die einzelnen Behandlungen der Zellen mit ADO und ATP sowie den Inhibitoren der EN-
Kaskade zeigten sowohl bei den normalen Zellen als auch unter Kollagenbehandlung keinen
signifikanten Einfluss auf die intrazelluliren Doxorubicinspiegel. Eine signifikante Anderung
konnte in beiden Szenarien erst nach der Zugabe des ABC-Transporterinhibitor WKX-34
erreicht werden. Der Einsatz der Purinderivate ADO und ATP in Kombination mit WKX-34
bewirkte sowohl ohne als auch mit Kollagen eine geringe Erhdhung des intrazelluldren
Doxorubicinspiegels, allerdings ohne statistische Signifikanz. Des Weiteren konnte verifiziert
werden, dass Kollagen nicht nur die Viabilitdt der Tumorzellen erhoht, sondern ebenfalls die
Transporterkapazitit entscheidend erhoht, sodass in den auf Kollagen kultivierten Zellen
unabhéngig von den Behandlungen deutlich weniger Doxorubicin vorzufinden war. Insgesamt
blieben die Tendenzen bei den Behandlungen ohne und mit Kollagen &hnlich. Zur
ausfiihrlicheren Betrachtung eines potenziellen Synergismus des Kollagens mit der purinergen
Signaltransduktion zur Modulation der ABC-Transporterkapazitit wurden die aufgenommenen
Fluoreszenzwerte der verschiedenen Behandlungen auf die Einzelbehandlung mit Doxorubicin
normalisiert, die somit die Referenz ohne weitere Einfliisse auf das Transportsystem darstellt.

Die normalisierten Resultate sind in Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung  45:  Darstellung der Analyse der ABC-Transporterkapazitit  hinsichtlich — der  intrazelluldren
Doxorubicinkonzentration unter Kollagenbehandlung, sowie mit verschiedenen Stimuli zur Beeinflussung der EN-Aktivitit,
der purinergen Signaltransduktion sowie der ABC-Transporteraktivitit. Die einzelnen Behandlungen reprisentieren die
Mittelwerte aus zwei Messungen (N=2) mit SEM und wurden auf die Bezugsintervention ausschliefilich mit Doxorubicin
normalisiert.

Sowohl die Interventionen mit jeweils ADO und ATP als auch der kombinierten Behandlung
aus ATP sowie den EN-Inhibitoren PSB-19316 und PSB-POM-141 weisen in Relation zur
Bezugsgruppe keine Verdnderung der untersuchten ABC-Transporterkapazitit auf. Eine
deutliche Differenz der Transporterkapazitét liel3 sich erst durch eine Zugabe von 10 uM WKX-
34  beobachten, was im  Hintergrund der Eigenschaften der bekannten
ABC-Transporterinhibition plausibel erscheint. Der Zugabe von ADO 60 uM oder ATP
300 uM additiv zum ABC-Inhibitor bewirkte einerseits im Falle des ADO eine leichte
Steigerung und andererseits bei ATP eine leichte Minderung des Doxorubicinspiegels, die

jedoch beide keine Signifikanz aufwiesen.

5.5.5 Zusammenfassung: EN-Induktion und Zytostatikaresistenz in Tumorzellen

Betreffs der EN-Expression beider Ovarialkarzinomzelllinien sowie deren cisplatinresistenten
Subtypen wurde festgestellt, dass diese sowohl qualitativ als auch quantitativ unterschiedlich
ausfiel. So exprimierte das Zellpdrchen A2780/A2780cis mit dem CD39-Subtyp NTPDI1 und
CD73 die EN des klassischen Weges und das Zellparchen W1/W1CR mit NPP1 und CD73 die

EN-Kaskade des alternativen Weges. Die cisplatinresistente Variante wies bei beiden
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Zellpdrchen jeweils eine gesteigerte Expression der EN auf. Bei A2780cis fiel die deutlich
starkere Expression von CD73 um den Faktor 3,5 auf, wohingegen die Expression von NTPD1
bei A2780 und A2780cis nahezu gleich war. Beziiglich des Zellparchens W1/W1CR verhielt
es sich umgekehrt. Hier wies der resistente Subtyp eine Steigerung der NPP1-Expression um
den Faktor 1,73 gegeniiber dem Wildtyp auf. Die Hypothese, dass eine wiederholte
Cisplatinexposition in einer EN-Enzyminduktion resultiert, wurde weder fiir das Zellparchen
A2780/A2780cis noch fiir W1/W1CR verifiziert, da sich bei keiner der untersuchten Zelllinien
eine Anderung der EN-Expression in Folge der Exposition ergab. Somit konnte in diesem
Versuchsansatz zwar kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Induktion der EN und
einer Cisplatinexposition, jedoch eine mdgliche Verkniipfung zwischen der genetischen
Resistenz und einer EN-Expression aufgrund der quantitativen Unterschiede hergestellt
werden.

Zusitzlich zu den Ovarialkarzinomzelllinien wurde die Mammakarzinomzellllinie MDA-MB-
231 als Vertreter der aggressiven und schwer therapierbaren TNBC hinsichtlich eines
moglichen Zusammenhangs zwischen EN-Expression und Zytostatikaresistenz untersucht.
Neben der Exposition des indizierten Zytostatikums Doxorubicin sollte ebenfalls die
Auswirkung des resistenzfordernden Faktors Kollagen auf die EN-Induktion betrachtet werden.
Hierbei zeigte sich, dass vor allem Kollagen eine verstirkte Enzyminduktion der exprimierten
EN hervorrief. Die Exposition mit Doxorubicin forderte die EN-Expression nur in geringem
MaBe, wenngleich sich dieser geringe Effekt mit dem des Kollagens bei einer simultanen
Exposition synergistisch ergénzte. Unter diesen fiel besonders die signifikante NPP1-Induktion
auf, da diese sich mehr als verdoppelte. Inwieweit die NPP1-Induktion als resistenzfordernder
Faktor gewertet werden kann, bleibt jedoch unklar und bedarf ausfiihrlicherer Untersuchungen.
Weitere Untersuchungen an der Zelllinie sollten aufkldren, inwieweit die exprimierte EN-
Enzymkaskade die Sensitivitit der MDA-MB-231-Zellen gegeniiber Doxorubicin reguliert.
Hierbei wurde festgestellt, dass neben Kollagen als bereits bekanntem Resistenzinduktor die
purinerge Signaltransduktion iiber die EN-Aktivitét ebenfalls regulative Auswirkungen besitzt.
Es wurde ersichtlich, dass eine Blockade der EN insbesondere von CD73 als zentraler Regulator
der ADO-Homoostase die TNBC sensitiver werden lie. Der Einfluss von NPP1 lie sich in
dieser Versuchsanordnung in seiner Vollstdndigkeit nicht bemessen, da mit NTPD3 ein
weiteres ATP-degradierendes Enzym exprimiert wurde.

Bei den MDA-MB-231-Zellen spielt die ABC-Transporteraktivitdt eine wichtige Rolle zur
Steigerung der Resistenz gegeniiber Doxorubicin, wodurch sich die Fragestellung ergab, ob die

EN-Aktivitdt mit derjenigen der Transporter korreliert (445). Die ABC-Transporterkapazitit
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wurde in zwei Konzentrationen betrachtet, um mogliche Effekte der purinergen
Signaltransduktion sowie der EN-Inhibitoren hervorzuheben. Jedoch wurden unter beiden
eingesetzten Konzentrationsstufen von WKX-34 keine signifikanten Unterschiede festgestellt.
In Folge der Untersuchungen zur EN-Induktion und Zytostatikaresistenz kann abschlieBend die
Aussage getroffen werden, dass die erhohte Resistenz der MDA-MB-231 Zellen gegeniiber
Doxorubicin durch die Zugabe von ATP nicht auf einer verédnderten ABC-Transporteraktivitit

durch die purinerge Signaltransduktion beruht.
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5.6 Immunmodulatorische Eigenschaften der Ektonukleotidasen in der
T™MU

5.6.1 Modulation der CD4" T-Zelldifferenzierung in regulatorische T-Zellen anhand
der Purinderivate ADO und ATP sowie deren nukleosidischen Analoga

Obwohl die EN-Aktivititen in keinem eindeutigen Zusammenhang mit der Zytostatikaresistenz
der Tumorzellen stehen, ist anzunehmen, dass die lokale Aktivitdt des Immunsystems in der
TMU durch die EN-Aktivitit beeinflusst wird. Um diesen Sachverhalt zu verifizieren, war es
maflgebend, die Schnittstellen zwischen Immunzellen und Tumor zu identifizieren, an denen
die EN und die purinerge Signaltransduktion entscheidend beteiligt sind und auf diese Weise
die Immunevasion des Tumors begiinstigen. Dementsprechend riickten auf der zelluldren Ebene
die Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in immunsuppressive Tr, als repridsentativer
Mechanismus der adaptiven Immunantwort und die Aktivitit zytotoxischer NK-Zellen als
antitumoraler Parameter der angeborenen Immunantwort in den Fokus.

Zur Voruntersuchung der Immunmodulation der CD4" T-Zelldifferenzierung durch die
purinerge Signaltransduktion an Tumorzellen wurde in einem ersten Schritt der direkte Effekt
des P1-Agonisten ADO und des P2-Agonisten ATP beleuchtet. Die Aktivitdten von ADO und
ATP wurden mit den jeweiligen synthetischen Analoga NECA fiir die P1-Rezeptoren A2AR
und A2BR sowie BzATP fiir den P2X7R verglichen, um metabolische Effekte der
Umwandlung von ADO oder ATP selektiv erfassen zu konnen. Dabei wurden die potentiell
immunsuppressiven Aktivititen von ADO und dessen Analogon NECA in den molaren
Konzentrationen von jeweils 10 uM und 1 uM auf die CD4" T-Zelldifferenzierung in
Vollmedium getestet. Demgegeniiber wurden die Effekte des regulatorischen Gegenspielers
ATP und dessen Derivat BZATP in den jeweiligen molaren Konzentrationen 10 uM und 5 uM
ebenfalls in Vollmedium untersucht. Hierfiir wurden die isolierten, vorbehandelten naiven
CD4" T-Zellen zunichst iiber einen Zeitraum von 48 h mit den vier Testsubstanzen in den
angegebenen Konzentrationen inkubiert, bevor nach abermaliger Zugabe diese fiir weitere 48 h
inkubiert wurden. Anhand der durchflusszytometrischen Untersuchungen zur Bestimmung des
Anteils der Trwe an der CD4" Te-Population wurden die in Abbildung 46 dargestellten

Ergebnisse erhalten.
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Abbildung 46: Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der in-vitro-Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in den
immunsuppressiven Subtyp T., nach unterschiedlichen purinergen Stimuli. Die Behandlungen wurden jeweils mit der DP und
EHNA behandelten Kontrollgruppe verglichen. Die Vorbehandlung mit stimulierendem Antikorper sowie DP und EHNA
erfolgt sowohl zur Aktivierung der T-Zellen als auch um den Einfluss des Zellmetabolismus der CD4" T-Zellen auf die
Purinderivate ADO und ATP gering zu halten. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=3 Versuchen.

Die Resultate sind auf die Bezugsgruppe normalisiert, die im in-vitro-Modell die
physiologische Menge Tres nach Aktivierung der naiver CD4" T-Zellen am Ende des
Versuchsintervalls repriasentieren soll. Durch die Behandlung der naiven CD4" T-Zellen mit
ADO 10 pM wurde die Differenzierung in Treg um 28,5 % verstérkt induziert. Der Anteil der
iTreg wurde ebenfalls unter Einfluss von NECA gesteigert. Hierbei fiel der Effekt mit 4,4 %
allerdings deutlich geringer aus und liegt somit innerhalb der Schwankungsbreite der
gemessenen Resultate.

Genau gegenteilig verhilt es sich bei der Behandlung mit proinflammatorischem ATP und
dessen Derivat BZATP. Bei aufgewendeten 10 uM ATP sank der Anteil der iTw.g an der
Gesamtpopulation im Verhiltnis zur Referenzgruppe um 15 %. Durch den Einsatz von 5 uM
des P2X7R-Agonisten BZATP wurde der Anteil um 43 % reduziert. Dies konnte mit der
Tatsache zusammenhingen, dass BzATP nicht metabolisiert wird und folglich durch eine
lingere Bindungszeit an dem Rezeptor eine hdhere instrinsische Aktivitidt als das

physiologische Analogon ATP besitzt.
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Tabelle 25: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse aus der in-vitro-Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in den

immunsuppressiven Subtyp T,.q bei unterschiedlichen purinergen Stimuli.

Behandlung Konzentration [uM] Inhibition [%] Verianderung [%]
Kontrolle / 100 +0
ADO 10 128,5 + 28,5
NECA 1 104,4 + 4,4
ATP 10 84,47 — 15,53
BzATP 5 56,73 —43,27

5.6.2 Modulation der CD4" T-Zelldifferenzierung in regulatorische T-Zellen anhand
heparinisierter Tumorzelliiberstinde
Im Anschluss an die Testung der Einzelsubstanzen erfolgte die eigentliche Analyse, inwieweit
Zelliiberstinde von U87-Zellen sowie deren Vorbehandlung mit NPP1-Inhibitoren auch einen
sichtbaren Einfluss auf die CD4* T-Zelldifferenzierung entfalten. Dieser Ansatz wurde gewéhlt,
um zu ermitteln, ob sich die festgestellten Effekte der purinergen Signaltransduktion auf ein
aktives geeignetes Zellmodell tibertragen lassen. Als Eingriffspunkt zur Beeinflussung der EN-
Kaskade und der purinergen Signaltransduktion dienen die kommerziellen Heparine sowie das
synthetische Pentasaccharid Fondaparinux auf Basis der Experimente in Kapitel 5.4.
Im Rahmen des Versuchansatzes wurden die isolierten CD4" T-Zellen nach Kapitel 4.8.4 mit
den heparinisierten Uberstinden der Zelllinie U87 (Kap. 4.8.3) behandelt. Dabei betrugen die
Konzentrationen von UFH und der LMWH jeweils 5 LLE./ml, und die des Fondaparinux
10 ug/ml. Als Referenzpunkte der Messung diente ein unbehandelter U87-Uberstand. Hier
wurden lediglich analog zu den Behandlungen mit ATP sowie der Testverbindungen der ENT-
Inhibitor DP und der ADA-Inhibitor EHNA zugesetzt. Hierbei wird die unbeeinflusste TMU
der U87 Zellen in vitro modelliert [U87 (-)].
Die zweite Bezugsgruppe wurde in Folge der Behandlung der U87 Zellen mit 20 uM ATP
ebenfalls unter der Kokultivierung von DP und EHNA generiert [U87 (+)]. Sie simuliert in
diesem Zellmodell den zusitzlichen Effekt des enthemmten aktiven immunsupprimierenden
Purinmetabolismus der EN in der TMU auf die CD4" T-Zelldifferenzierung
In Abbildung 47A sind reprisentative Dotplots der aktiven Referenzgruppe [U87 (+)] sowie
der heparinisierten Uberstinde ausgewiesen. Die Achsen der Dotplots geben die gemessenen
Fluoreszenzintensititen des Treg—spezifischen Transkriptionsfaktors FoxP3 sowie der a-

Untereinheit CD25 des IL2R an. Folglich wurde der Anteil der induzierten CD25"FoxP3™" Treg
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mittels Populationsanalyse im oberen rechten Quadranten der Dotplots identifiziert. Hierbei

wurden die FMO-Kontrollen (Abb. 18B) der Fluorophore entsprechend beriicksichtigt.
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Abbildung 47: Graphische Darstellung der Analyse potenzieller immunmodulierender Eigenschafien der Heparine iiber die
EN NPPI1 sowie der purinergen Signaltransduktion auf CD4* T-Zelldifferenzierung. In der oberen Hilfte (A) sind

reprdsentative Dotplots von den jeweiligen Einzelmessungen der Bezugsgruppe mit ATP 20 uM sowie der vier kommerziellen

Heparine ausgewiesen. In der unteren Hilfte sind die Resultate der Messungen abgebildet. Angegeben ist jeweils der

normalisierte prozentuale Anteil induzierter Tyeg-Zellen an der Gesamtpopulation der ausdifferenzierten CD4* T-Zellen. Die

dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=7 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way

ANOVA und Dunnett Post-hoc Test bestimmt. ns: nicht signifikant *: p<0,05; ***: p<0,001; ****: p<0,0001 (466)
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Zur Vereinheitlichung der Messreihen wurden alle Gruppen auf den ATP behandelten U87-
Uberstand normalisiert, da unter dieser Behandlung gemiB den postulierten Hypothesen zu den
immunsuppressiven Eigenschaften des ADO der hochste Anteil an iTwg zu erwarten war.
Folglich wurde die als [U87 (+)] bezeichnete Referenz als Wert mit 100 % fiir den maximalen
1Treg-Anteil festgesetzt.

Durch den Zusatz von 20 puM ATP konnte der Anteil der 1Tz im Verhéltnis zur unbehandelten
Vergleichsprobe um 13,50 % gesteigert werden. Dieser Umstand kdnnte darauf hindeuten, dass
der Grofteil des zugesetzten ATP in ADO umgewandelt wurde und folglich die Tieg-Induktion
in der modellierten TMU verstarkt. Die zusitzliche Behandlung der Zellen mit kommerziellen
Heparinen driickte allerdings den Anteil der iTw.g unter das Niveau der purinfreien
Referenzgruppe, womit der Effekt zur Induktion der T, in Nukleosid-haltigen Uberstinden
vollstdndig nivelliert wurde. Bei UFH wurde der Anteil der iTreg um 20,71 % auf 79,29 % in
Bezug auf die [U87 (+)] Referenz abgesenkt. Unter Einsatz der beiden LMWH Tinzaparin und
Enoxaparin wurde dieser um 26,76 % sowie 28,60 % im Verhdltnis zur maximalen Treg-
Induktion vermindert. Fondaparinux vermag es, die Differenzierung in immunsuppressive Treg
noch weiter zu inhibieren. Unter Einfluss des Pentasaccharids betrug der Anteil iTrwg noch
65,49 % im Vergleich zur ATP-haltigen heparinfreien Referenzgruppe. Unterzieht man die
ermittelten Resultate einem einarmigen ANOVA, so zeigt sich ein signifikanter Effekt als
Absenkung der CD4" T-Zelldifferenzierung in Tr, bei allen heparinisierten Uberstéinden

inklusive Fondaparinux.

Tabelle 26: Tabellarische Zusammenfassung der Resultate der in-vitro-Differenzierung naiver CD4" T-Zellen in den

immunsuppressiven Subtyp T,.q nach derBehandlung mit heparinisierten Tumoriiberstinden.

Bezeichnung Konzentration der 1Treg = SD[%] Veranderung zur
Testverbindung Bezugsgruppe [%]
US87 (-) / 86,50 + 9,89 -13,50
U87 (+) / 100,0 + 1,7 /

UFH 5 LE./ml 79,29 +2,59 -20,71
Tinzaparin 51.E./ml 73,24 + 9,64 -26,76
Enoxaparin 51.E./ml 71,40 + 9,86 - 28,60

Fondaparinux 10 pg/ml 65,49 + 8,26 -34,51
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5.6.3 Modulation der Zytotoxizitit der natiirlichen Killerzellen anhand der purinergen
Signaltransduktion

Neben der CD4' T-Zell-Differenzierung als zentralem Mechanismus der adaptiven
Immunantwort sollen die Auswirkungen der EN-Enzymkaskade und der purinergen
Signaltransduktion auf antitumorale Prozesse des angeborenen Immunsystems untersucht
werden. Dabei représentiert die zytolytische Aktivitit der natiirlichen Killerzellen den
wichtigsten antitumoralen Akteur der angeborenen Immunantwort. In Kapitel 2.2.2 wurden die
effektorischen Funktionen der NK-Zellen zur Beseitigung maligner Zellen bereits erldutert.

In der Folge wurde deren zytolytische Aktivitdt hinsichtlich der Leukémiezelllinie K562
untersucht, die als spezifische Targetzelllinie in diesem Assay durch die Abwesenheit von

MHC-Komplexen fungiert und etabliert ist.
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Abbildung 48: Graphische Darstellung der Zytoxizitdt unterschiedlicher E:T-Verhdltnisse auf die Zielzelllinie K562 (4) und
der Resultate zur Beeinflussung der NKZ-Zytotoxizidt durch die purinerge Signaltransduktion (B). Zur Evaluation eines
geeigneten E:T-Verhdltnisses fiir den Modellansatz wurden Mittelwerte und SD aus zwei Versuchsansdtzen abgebildet (4). Die
Auswirkung der beiden funktionellen Gegenspieler ADO und ATP sowie deren Rezeptoragonisten NECA und BzATP sind in B
aufgefiihrt. Fiir alle Messungen wurde anhand der Erkenntnisse des Vorversuchs ein E:T-Verhdltnis von 50:1 gewdhlt. Die

dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten += SD aus N=4 Versuchen.

Mittels eines Vorversuchs wurde ein addquates Verhéltnis der Effektorzellen E (PBMC) zu den
Targetzellen T (K652) evaluiert. Hierbei wurden die verschiedenen untersuchten Effektor-
Target-Verhiltnisse (E:T) hinsichtlich der zytolytischen Kapazitit betrachtet, die in der Folge
divergierende Zytolyseaktivititen der NKZ aufwiesen. Die maximale Zytolysekapazitit wurde
durch den Zusatz von IL-2 bei einem fiinfzigfachen Uberschuss der PBMC (50:1 + IL-2)
erreicht. Insgesamt nahm die zytolytische Kapizitit der NKZ korrelierend mit der Hohe des
E:T-Verhiltnisses ab. Die K562 (0:1) wiesen eine durchschnittliche Autoapoptose von

ungefdhr 5 % auf. Durch die erhaltenen Resultate sind die Validitdt und Plausibilitdt des
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Versuchsmodells gewihrleistet, weshalb die Betrachtung des purinergen Einflusses auf die
Funktionalitit der NKZ erfolgen kann.

Zur Evaluation des immunmodulierenden Effektes durch die purinerge Signaltransduktion
wurden die isolierten PBMC zunidchst mit den funktionellen Gegenspielern der purinergen
Signalkaskade ADO und ATP sowie deren Rezeptoragonisten NECA und BzATP inkubiert.
Nach der Behandlung mit 10 uM ADO und 5puM mit dessen nukleosidischem
Strukturanalogon NECA sank die Zytotoxizitit der NKZ leicht auf 21,97 % und 22,58 % ab. In
Bezug auf die unbehandelte Vergleichsprobe sind diese Anderungen der Aktivitiit jedoch nicht
signifikant. Gegensitzlich verhielt es sich unter den jeweiligen Stimuli des Nukleotids ATP
sowie dessen P2X7R-Agonisten BZATP, da die Zytotoxizitidt der NKZ leicht auf 26,93 % und
26,13 % angehoben wurde. In Hinblick auf die Zytotoxizitit der Bezugsprobe [NKZ] konnte

jedoch ebenfalls keine Signikanz in der Differenz nachgewiesen werden.

Tabelle 27: Ubersicht der Analyse der zytolytischen Kapazitit der NKZ nach verschiedenen Stimuli der purinergen
Signaltransduktion. Angegeben sind die prozentualen Werte der abgetoten Zielzelllinie K562 in Bezug auf deren

Gesamtpopulation.

Probe Zytolytische Aktivitét [%] SD
NKZ 24,15 +1,58
ADO 10 pM 21,97 + 1,686
NECA 5 uM 22,58 + 1,746
ATP 10 upM 26,93 +3,113
BzATP 26,13 +2,798
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5.6.4 Modulation der Zytotoxizitit der natiirlichen Killerzellen anhand der purinergen
Signaltransduktion durch heparinisierte U87-Tumorzelliiberstinde

Im Anschluss an die Untersuchung der Auswirkungen der purinergen Signaltransduktion auf

die Zytotoxizitit der NKZ wurde die Thematik auf heparinisierte U87-Uberstiinde iibertragen.

Hiermit wurde zusétzlich der Einfluss der EN-Kaskade auf die NKZ-Zytototoxizitét analysiert.
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Abbildung 49: Zusammenfassung der Untersuchung der intrinsischen Effekte der Heparine auf die PBMC (A) sowie der
Verdnderung der NKZ-Zytotoxizitit durch heparinisierte US7-Uberstinde (B). Zur Betrachtung einer moglichen intrinsischen
Aktivitdt der Heparine und Fondaparinux wurden diese in den bereits anderweitig getesteten Konzentrationen von 5 LE./ml
bzw 10 ug/ml zugesetzt (A). Die Resultate aus den entsprechenden Testungen sind in Diagramm B abgebildet. Die dargestellten
Daten entsprechen den Mittelwerten = SD aus N=5 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und

Dunnett Post-hoc Test bestimmt. ns: nicht signifikant *: p<0,05; **: p<0,01 ***: p<0,001; ****: p<0,0001

In einem ersten Schritt wurden mdgliche intrinsische Effekte der Heparine auf die isolierten
PBMC untersucht. In Vorbereitung zur Testung der U87-Uberstinde nach Kap. 4.8.3 wurde als
Konzentration fiir UFH und die beiden LMWH 5 L.E./ml und fiir das Pentasaccharid 10 pg/ml
gewdhlt. Diese liegt damit in etwa doppelt so hoch wie die finale Konzentration zur Behandlung
der U87-Uberstinde. Zur Vereinheitlichung und Ubersichtlichkeit der Daten wurden die
absolute Zytolysekapazitit der einzelnen Messldufe auf die unbehandelte Probe normalisiert,
deren Aktivitdt auf den Wert von 100 % definiert wurde. Wie man Abbildung 49A entnehmen
kann, besitzen UFH, die LMWH und Fondaparinux einen intrinsischen Effekt, bezogen auf die
NKZ-Zytotoxizitit. Es wurde eine sinkende zytolytische Aktivitit der NKZ bei UFH, den
LMWH und Fondaparinux im Vergleich zur unbehandelten Probe beobachtet. Die intrinsisch
ermittelte Reduktion schwankte in einem Bereich von 10 —25 %, wobei Fondaparinux mit
10 % eine niedrigere und UFH mit 25 % die stirkste Reduktion bewirkte.

Im eigentlichen Versuch wurde insbesondere durch die Zugabe des U87-Uberstandes die

Aktivitdt der NKZ herabgesetzt. In Folge der Behandlung der U87 mit 20 uM ATP wurde
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dieser Befund sogar noch verstirkt, weshalb diese als Bezugsgruppe fiir die
Zusatzbehandlungen mit den Heparinen und Fondaparinux definiert wurde. Diese beobachtete
Reduktion der NKZ-Zytotoxizitdt durch die EN-Aktivitidt auf den U87 Zellen wurde unter
Zusatz von UFH und Tinzaparin partiell und unter Enoxaparin und Fondaparinux vollstindig
nivelliert. Bei den zwei Letzteren wurde der immunsuppressive Synergismus aus U87 und ADO
nicht nur aufgehoben, sondern es wurde die Zytotoxizitit der NKZ in Relation zur
unbehandelten Kontrollgruppe Medium womdglich leicht gesteigert. Hierbei wiesen sowohl
UFH, beide LMWH Tinzaparin und Enoxaparin sowie das Pentasaccharid Fondaparinux
signifikante Steigerungen der NKZ-Aktivitdt im Verhéltnis zum ATP behandelten U87-
Uberstand auf.

Tabelle 28: Zusammenfassung der Resultate der Zytotoxizititsanalyse der NKZ nach Behandlung mit U87-Tumoriiberstinden

mit und ohne Heparin. Angegeben sind die normalisierten Mittelwerte, als deren Bezugsgruppe die unbehandelten NKZ

fungieren.
Behandlung Relative SEM [%] Differenz zur
der PBMC NKZ-Zytotoxizitét unbehandelten
[%] Referenz [%]
Medium 100 / /
us87 79,79 + 8,81 -20,21
U87+ ATP 20 uM 65,93 + 9,46 —34,07
UFH 91,93 + 6,67 - 8,07
Tinzaparin 94,95 + 5,00 -5,05
Enoxaparin 103,89 +6,51 + 3,89
Fondaparinux 109,16 +5,59 +9,16

5.6.5 Zusammenfassung der immunmodulatorischen Eigenschaften der EN in der TMU
Insgesamt konnte der Einfluss der purinergen Signaltransduktion mit den funktionellen
Antipoden ADO und ATP iiber die regulierte Aktivitit der EN anhand zweier in-vitro-Modelle
der adaptiven als auch der angeborenen Immunantwort aufgezeigt werden. In beiden
Zellmodellen wurde nachgewiesen, dass der Zelliiberstand der U87 die Aktivitdt der adaptiven
und angeborenen Immunantwort durch Induktion der immunsuppressiven Trg sowie
Absenkung der NKZ-Zytotoxizitdt limitiert. Ein zusétzlicher synergistischer Einfluss der
purinergen Signaltransduktion mit den Tumorzellen konnte anhand einer weiteren Zugabe und

Koinkubation mit 20 uM ATP und der folgenden Immunsuppression dokumentiert werden.
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Diese ldsst sich im Verhiltnis zu den im Rahmen der Vorversuche beobachteten Effekten der
purinergen Signaltransduktion lediglich mit der EN-Aktivitit der Tumorzellen erkléren.

Erst die Heparinisierung der U87-Uberstinde und damit die partielle Inhibition von NPP1
konnte die Treg-Induktion abschwéchen. Hierbei war auffillig, dass die heparinisierten
Uberstéinde eine #hnliche Tendenz hinsichtlich der NPP1-Inhibition sowie der verminderten
Differenzierung in Try aufwiesen. Somit unterdriicken die Heparine und insbesondere das
Pentasaccharid Fondaparinux durch Inhibition des ATP-Abbaus auf Tumorzellen mit der CD4*
T-Zelldifferenzierung in immunsuppressive Trg einen zentralen Mechanismus, der die
Immunevasion des Tumors ermoglicht. In diesem Fall kann durch eine stirkere Differenzierung
der T-Zellen in andere Subtypen wie den Tul-Zellen das immunsupprimierende Milieu der
TMU insgesamt in eine antitumorale Richtung gedriickt werden. Folgerichtig liefert dieses
zellbiologische Versuchsmodell ein experimentelles Indiz zur Einordnung der EN-Enzymachse
aus NPP1 und CD73 als mogliche Immuncheckpoints zur Immunregulation. Besonders in dem
Fall der CD39-unabhidngigen ATP-Degradation kommt NPPI als Initiator der ATP-
Degradation eine regulatorische Funktion der purinergen Signaltransduktion innerhalb der
TMU zu. Somit koénnen die Heparine, Fondaparinux und weitere Sulfopolysaccharide mit
dhnlichem Anforderungsprofil auf Basis der in-vitro-Inhibition von NPP1 als
Immuncheckpoint-Inhibitoren  charakterisiert werden. Inwieweit der Befund der
zellbiologischen Immunmodulation der Heparine deren Einsatz als ICI erlaubt, miisste zuvor
durch weitergehende in-vivo-Modelle untersucht werden, bevor der Sachverhalt auf klinische
Studien iibertragen werden kann.

Selbige Tendenz konnte nicht nur betreffend der CD4" T-Zelldifferenzierung in Tree, sondern
auch hinsichtlich der NKZ-Zytotoxizitit innerhalb der PBMC-Population ermittelt werden.
Wihrend UFH und Tinzaparin den immunsuppressiven Synergismus auf die Zytolyse stark
reduzierten, nivellierte Enoxaparin diesen bzw. induzierte Fondaparinux die Zytolyse sogar
leicht. Insgesamt konnten innerhalb des immunologischen NK-Zytotoxizitdtsassays stirkere
Effekte einerseits bezliglich der protumoralen Immunsuppression und andererseits hinsichtlich
der antitumoralen Immunstimulation als bei der CD4* T-Zelldifferenzierung in Tree beobachtet
werden. Dieser Befund kdnnte mit der Komplexitidt des PBMC-Modells zusammenhéngen, da
die NK-Zellen hierin nur einen kleineren Anteil zwischen 5 — 15 % der Gesamtpopulation
ausmachen. Neben diesen bestehen die PBMC aus weiteren Zelltypen wie den Lymphozyten,
Monozyten, Makrophagen und Neutrophilen Granulozyten (468). Diese interagieren iiber
Zytokine wechselseitig untereinander sowie mit den NK-Zellen, sodass es durch gegenseitige

Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen wie IFN-y insbesondere mit Makrophagen
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und T-Zellen zu einer positiven Riickkopplungsschleife kommen kann. Das immunsuppressive
Zytokinmilieu der TMU bewirkt iiber eine negative Riickkopplungsschleife einen
antagonisierenden Effekt.

Es gilt jedoch zu beriicksichtigen, dass die Heparine selbst die zytolytische Kapazitit der NKZ
in signifikantem Mafle herabsetzen. Dieser beobachtete intrinsische Effekt korreliert
auffilligerweise ebenfalls mit der Kettenldnge der vier kommerziellen Antikoagulantien, indem
UFH die NKZ-Zytotoxizitdit am stirksten beeintrachtigt. Ein Erkldrungsansatz fiir die
Beobachtung konnte die hohe Bindungsaffinitidt der Heparine zu positiv geladenen Zytokinen
und weiterer Oberflachenstrukturen der NK-Zellen sein. Die Bindungsfahigkeit von Heparinen
an verschiedensten Zytokinen ist Inhalt verschiedener Untersuchungen der letzten zwei
Jahrzehnte, aber aus struktureller Sicht sind hierfiir nur ansatzweise klare Erkenntnisse fiir
einzelne Komponenten publiziert. So wurde in einer Studie von Rajarathnam und Kollegen die
Interaktion der Heparine mit den Chemokinen CXCR1 und CXCR?2 adressiert und gezeigt, dass
inbesondere die anionischen Sulfatgruppen des Heparins die basischen Aminosduren Arginin
(Arg) und Lysin (Lys) binden (469,470). Durch frithere Untersuchungen konnte eine
spezifische Abfolge basischer Aminosduren aus Arg und Lys sowie einer hydrophoben
Aminoséure identifiziert werden, die nach ihren Entdeckern Cardin und Weintraub CW-Motiv
benannt wurde. Das CW-Motiv ist fiir eine Vielzahl an elektrostatischen Interaktionen zwischen
Heparinen und Proteinen verantwortlich (471).

Allerdings liefert das strukturell definierte CW-Motiv allein keine ausreichende Antwort auf
die mannigfaltigen Heparin-Protein-Bindungen. In einer jiingeren Vergleichsstudie von Vallet
et al. wurde das Interaktionspotenzial sdmtlicher endogener Glykosaminoglykane (GAG)
aufgezeigt und hinsichtlich der Anzahl der Bindungspartner und evaluiert. Hierbei wurde
aufgezeigt, dass Heparin die hochste Anzahl an proteinischen Interaktionen aller endogenen
GAG hat (472). Ebenfalls deckte sich der Befund mit fritheren Untersuchungen, dass das CW-
Motiv allein nicht ausreichend ist, eine solch hohe Zahl an Interaktionspartnern zu generieren.
So sind neben dem CW-Motiv und den ionischen WW auch H-Briicken, van-der-Waals-Krifte,
polare Substituenten, Konformation und Kettenldnge des Molekiils fiir Interaktionen
verantwortlich, auch wenn die elektrostatischen Interaktionen in der Intensitdt liberwiegen
(470,473,474). Indem vor allem das langkettige UFH einige sezernierte Chemokine und
proinflammatorische Zytokine wie IFN-y bindet, fehlt dieses zur autokrinen Stimulation der
NK-Zellen. Ebenso wird die wechselseitige Kommunikation und Stimulation der PBMC
untereinander durch Blockade der Rezeptoren herabgesetzt, was in diesem Ansatz zusétzlich

die Zytolyse der NKZ beeintrichtigt.
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Insgesamt untermauern die Befunde zur Stimulation der NK-Zytotoxizitit unter NPP1-
Inhibition auf Tumorzellen durch Heparine die Akzeptanz der EN NPP1 als moglichen
Immuncheckpoint. Neben dem passiven antitumoralen Effekt iiber eine verminderte Treg-
Induktion zeigt dieses in-vitro-Versuchsmodell in Form der Zytolyse der K562 einen direkten
antitumoralen Effekt. In weiteren Versuchen konnte intensiver analysiert werden, inwieweit die
gesteigerte NK-Zytotoxizitdt auf den NK-Zellen allein oder auf einem mdglichen

wechselseitigen Synergismus mit anderen PBMC beruht.
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5.7 Beeinflussung der IL-10-Sekretion durch den purinergen Metabolismus

in der TMU

Zusitzlich zur CD4" T-Zelldifferenzierung in immunsuppressive Tre wurde mit Hilfe eines
ELISA deren Aktivitdit unter verschiedenen Stimuli der TMU und der purinergen
Signaltransduktion untersucht. Dies geschieht in Form der Quantifizierung der Freisetzung des
Zytokins IL-10. Dieses fungiert als Suppressor anderer immunkompetenten CD4" T-Zellen und
insbesondere der antitumoralen Tul-Zellen. Der Ansatz soll die Aktivitét der induzierten Treg
nachweisen und somit die Befunde der Untersuchungen zur vorangegangenen Tree-Induktion
bekréftigen.

Analog zu den vorherigen immunologischen Untersuchungen wurde vor der Behandlung mit
heparinisierten Tumoriiberstinden die Effekte der purinergen Signaltransduktion in Form von
ADO und ATP auf die IL-10-Liberation der CD4" T-Zellen in Medium untersucht. Das Resultat
zur Evaluation der funktionellen Antipoden auf die Treg-Aktivitdt ist in Abbildung 50

dargestellt.
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Abbildung 50: Zusammenfassung der ermittelten IL-10-Konzentration verschieden behandelter CD4" T-Zellen. Nach der T-
Zrellaktivierung durch einen Anitkérpermix wurden diese zusdtzlich mit ADO und ATP versetzt um die Auswirkung der
purinergen Signaltransduktion zu bestimmen. Die Daten stellen die Mittelwerte mitsamt der SD fiir einen Ansatz N=3 dar.

Auftillig war, dass bereits die ruhenden T-Zellen einen geringen Ausstol von IL-10
verzeichneten (115 pg/ml). Durch die Stimulation mit dem aktivierenden Antikorpermix wurde
dieser entsprechend deutlich auf 651 pg/ml gesteigert. Die Zugabe von ADO bewirkte eine
weitere Zunahme auf 780 pg/ml, die durch ATP jedoch auf 462 pg/ml abgesenkt wurde.
Aufgrund der hohen Standardabweichungen wurden diese festgestellten Tendenzen allerdings

nicht als statistisch signifikant gewertet.
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Im Anschluss an den Vorversuch zur Analyse der purinergen Signaltransduktion auf die IL-10-
Freisetzung der CD4" T-Zellen wurde der Versuchsansatz durch Addition der Uberstinde um
die Tumorkomponente ergénzt. Vor der Evaluation der nach 4.8.3 hergestellten U87-
Uberstéinde galt es, in einem Vorversuch eine potenzielle intrinsische Aktivitit der Heparine
und Fondaparinux auf die IL-10-Freisetzung zu evaluieren. Auch in diesem Versuchsmodell

wurden die mit stimulierendem Antikérpermix (mAb) behandelten CD4" als Bezugsgruppe

definiert.
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Abbildung 51: Graphische Darstellung der gemessenen IL-10-Konzentration der alleinig heparinisierten CD4* Uberstinde
(A) und der jeweils mit heparinisierten US7-Uberstinde behandelten CD4" (B). Die Inkubation der CD4* aussschlieflich mit
den Heparinen dient der Untersuchung potentieller intrinsischer Effekte auf die IL-10-Freisetzung. Die dargestellten Daten
entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=4 Versuchen (4) und N=6 Versuchen (B). Die Signifikanz wurde mittels einer One-

Way ANOVA und Dunnett-Post-hoc-Test bestimmt. ns: nicht signifikant; ***: p<0,001; ****: p<0,0001

Aus der Inkubation der CD4" T-Zellen mit den drei Heparinen und Fondaparinux ergab sich
eine leichte Reduktion der ermittelten IL-10-Konzentrationen in Relation zur Bezugsgruppe
(Abbildung 51A). Diese Tendenz wurde bei allen vier getesteten kommerziellen
Antikoagulantien festgestellt. Allerdings weist die verdnderte IL-10-Freisetzung keine
Signifikanz auf. Im Gegensatz zur CD4" T-Zelldifferenzierung zeigten die Heparine in diesem
Versuchsansatz dhnlich der Evaluation der NKZ-Zytoxozitit anhand eines PBMC-Modells eine
leichte intrinsische Reduktion des betrachteten Surrogatparameters. Dies ldsst sich
moglicherweise auf die Affinitdt der Heparine zu positiv geladenen Proteinen und insbesondere
Zytokine wie IL-10 zuriickzufiihren. Es ist jedoch hervorzuheben, dass die hierbei betrachtete
intrinsische Reduktion der IL-10-Sekretion den gegenteiligen Effekt der verminderten NKZ-
Zytotoxizitéit auf die Immunantwort zur Folge hat.

Diese Erkenntnis galt es fiir den Hauptversuch zu beriicksichtigen. Die Behandlung mit U87-

Uberstand erzeugte eine verstirkte IL-10-Sekretion der CD4" T-Zellen, die wiederum durch
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eine Ergdnzung mit 20 uM ATP leicht gesteigert wurde. Im Gegensatz hierzu fiel die IL-10-
Sekretion der differenzierten CD4" T-Zellen bei den heparinisierten U87-Uberstéinden deutlich
von 925 pg/ml auf ~360 pg/ml ab. Auffillig ist, dass die jeweiligen gemessenen IL-10-
Konzentrationen fiir UFH, Enoxaparin und Fondaparinux mit ~ 360 pg/ml im gleichen Bereich
liegen. Einzig Tinzaparin verbleibt mit durchschnittlich 426 pg/ml auf einem leicht hoheren
Niveau, auch wenn der Unterschied zu den anderen Vertretern der kommerziellen
Antikoagulantien nicht signifikant ausfallt.

Die deutliche Reduktion der IL-10-Produktion wurde in dem Ausmal nicht erwartet, da diese
stirker als die Tendenzen des vorgeschobenen Versuchsansatzes zur purinergen
Signaltransduktion ausfiel. Die Reduktion des IL-10-Spiegels im Vorversuch kann partiell aus
der Inkubation mit Heparinen als intrinsischer Effekt abgeleitet werden, da diese
bekanntermafBlen eine gewisse elektrostatisch begriindete Affinitit zu positiv geladenen
Zytokinen besitzen. Aus diesem Grund ldsst sich der deutliche Effekt des Hauptversuchs
hauptsédchlich auf die blockierte NPP1-Enzymaktivitdt zuriickfithren und kann in der Folge
nicht allein aus der elektrostatischen Bindungsfahigkeit der Heparine resultieren. Die
elektrostatische Absorption des IL-10 der Heparine bewirkt in diesem Falle einen zwar
geringen, aber nicht zu vernachldssigenden Synergismus (472). Folglich steht wéhrend der
richtungsweisenden Stimulation in der Differenzierung naiver CD4" T-Zellen weniger IL-10
zur Verfiigung, sodass der Anteil der Tree an der CD4" Te-Gesamtpopulation sinkt. In diesem
Fall steht das gebundene/komplexierte IL-10 nicht mehr fiir die Bindung an den vorgesehenen
Capture-Antikorper zur Verfiigung. Intensivierte Untersuchungen explizit zur Aufkldrung
dieses Zusammenhangs stehen allerdings noch aus.

Ebenso bleibt es unklar, inwieweit die unterbundene NPP1-Enzymaktivitit und purinerge
Signaltransduktion alleinig die Reduktion des immunsupprimierenden IL-10 bewirkt, oder ob
sich das Zytokinprofil der TMU in groferem Ausmall von Immunsuppression in Richtung eines

immunstimulatorischen, antitumoralen Milieus verschiebt.
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5.8 Modulation des CD4" Zytokinprofils durch Intervention des purinergen
Metabolismus in der TMU

Die bisherigen Daten zur Untersuchung der tumoralen NPP1-Blockade durch die Heparine und
Fondaparinux zeigten in Bezug auf die adaptive Immunantwort eine deutliche Reduktion der
Tree mitsamt deren immunsupprimierenden Zytokin IL-10 auf. Hinsichtlich der anderen
Subtypen der effektorischen Tu-Zellen konnte bisher keine Aussage getroffen werden. Zur
Evaluation, inwiefern die NPP1-Inhibition der Tumorzelllinie U87 neben der Reduktion der
Treg-Induktion und der IL-10-Sekretion zusétzlich zur Stimulation effektorischer Tu-Zellen und
vor allem der antitumoralen Ty1-Zellen beitrdgt, wurde eine Multiplex-Analyse durchgefiihrt.
Entsprechend der Ausfiihrungen in Kapitel 2.4 lassen sich die betrachteten Zytokine im
Rahmen eines vereinfachten Modells der Aktivitit einer Subpopulation der Tu-Zellen
zuordnen, wobei [FN-y die Tul, IL-4 die Tu2, IL-17A die Tu17 und IL-10 die T, reprisentiert.
Dabei konnen IFN-y, IL-4, IL-17A vereinfacht als proinflammatorisch und IL-10 und TGF-B1
als antiinflammatorisch sowie protumoral charakterisiert werden. Es gilt zu beriicksichtigen,
dass IFN-y und IL-4 sowie IFN-y und IL-10 in der CD4" T-Zelldifferenzierung einen
regulatorischen Antagonismus darstellen. Das Zytokin TGF-B1 tritt als Treg-Induktor ebenfalls
antagonistisch gegeniiber einer antitumoralen adaptiven Tul-Immunantwort auf. Durch eine
Kombination von TGF-B1 in niedrigeren Konzentrationen und IL-6 wird jedoch eine
Differenzierung in Tul7-Zellen angestoBen, was auf die Verwandtschaft zu den Ty hindeutet.
Somit stehen die CD4" Ter-Subpopulationen iiber verschiedene Stimuli in wechselseitiger
Regulation, die von dueren Einfliissen in der TMU gesteuert wird.

Ein hier nicht aufgefiihrter Vorversuch wurde durchgefiihrt, um mogliche intrinsische Effekte
der Heparine sowie Purinderivate ADO und ATP auf die U87-Zellen zu betrachten. Es zeigte
sich, dass die U87 Zellen das IFN-y mit 0,1 ng/ml nur in sehr geringem Maf3e produzieren. IL-
4 und IL-17A lagen mit 0,4 ng/ml nur leicht dariiber. Auf diese drei Zytokine hatten auch die
Behandlungen mit den Heparinen keine nennenswerten Auswirkungen. Unter Einfluss von
ADO und ATP wurde IFN-y tendenziell leicht reduziert, wohingegen die detektierte
Konzentration von IL-17A unverindert blieb. Die Sekretion von IL-10 und TGF-B1 fiel mit
0,5 ng/ml und respektive 0,65 ng/ml in etwa doppelt so hoch aus. Die Zugabe der Heparine
zeigte wie zuvor keine Anderung der Parameter an. Erst durch die Behandlung mit ADO und
ATP wurden die Zytokinspiegel bei IL-10 auf 0,68 ng/ml sowie 0,81 ng/ml bei TGF-f1 erhoht.
In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, inwieweit die eingesetzten Heparine,
Fondaparinux sowie ADO und ATP Effekte auf die Zytokinproduktion und -freisetzung der
CD4" Teir besitzen. Zusétzlich wurde die Zytokinproduktion mit Zellmedium, den U87 und den
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ruhenden CD4" verglichen. Aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen Behandlungen
keine nennenswerten Effekte auf die Expression und Sezernierung von IL-4 hatten, wurde auf

dessen Darstellung in allen weiteren Graphiken verzichtet.
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Abbildung 52: Graphische Darstellung der Konzentrationen der reprisentativen Zytokine der T g~Subpopulationen IFN-y (A),
IL-174 (B), IL-10 (C) sowie TGF-p1 (D) in Uberstinden aus verschieden behandelten CD4* T-Zellkulturen zur Evaluation
intrinsischer Effekte. Als Referenzbehandlung wurden die aktivierten CD4" T-Zellen (CD4 aktiv) ausgewdhlt. Die dargestellten
Daten entsprechen den Mittelwerten = SD aus N=2 Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und

Dunnett Post-hoc Test bestimmt. ns: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ****: p<0,0001

Hinsichtlich der Zytokinproduktion der CD4" T-Zellen kann vermerkt werden, dass diese durch
die Aktivierung und Differenzierung im Vergleich zu den naiven ruhenden CD4" mindestens
um den Faktor 10 (IL-10) und im Fall von IFN-y und TGF-B1 bereits um den Faktor 20 steigt.
Insgesamt liegt bei den aktivierten CD4" IFN-y mit 2,91 ng/ml tiber IL-17A mit 2,26 ng/ml und
TGF-B1 mit 2,14 ng/ml. Dagegen féllt IL-10 mit einem gemessenen Gehalt von 1,54 ng/ml
etwas ab. Werden die Behandlungen mit den Heparinen und Fondaparinux betrachtet, so sind
kaum Unterschiede festzustellen. Stattdessen sind leichte Tendenzen zu beobachten, die bei IL-

17A eine Reduktion des Zytokingehalts nach Kettenlinge der Heparine aufzeigen und
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hinsichtlich IL-10 die umgekehrte Tendenz erkennen lassen. Bei IFN-y und TGF-B1 waren
kaum bzw. keine Schwankungen der Zytokinkonzentrationen feststellbar.

Ein signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung der Zytokinsekretion machte sich nach
der Behandlung mit ADO 20 uM bemerkbar. Der Gehalt der beiden proinflammatorischen
Zytokine wurde im Falle des IFN-y auf 1,24 ng/ml sehr stark und hinsichtlich IL-17A leicht auf
1,71 ng/ml reduziert. Umgekehrt verhielt es sich bei beiden antiinflammatorischen Zytokinen.
Beziiglich IL-10 wurde eine gesteigerte Zytokinsekretion auf 2,13 ng/ml und hinsichtlich TGF-
B1 auf 2,66 ng/ml detektiert. Neben dem Nukleosid wurde ATP als dessen physiologischer
Antagonist der purinergen Signaltransduktion untersucht. Unter der 20 uM ATP-Inkubation
reduzierte sich der IFN-y-Gehalt leicht auf 2,46 ng/ml, wohingegen IL-17A unbeeinflusst blieb.
Bezogen auf TGF-B1 konnte abermals ein gegenteiliger Effekt zu IFN-y beobachtet werden,
dessen Konzentration signifikant auf einen Wert von 2,41 ng/ml anstieg. Im Gegensatz dazu
lieB sich bei IL-10 keine signifikante Anderung feststellen.

Somit kann nach Abschluss der Voruntersuchungen vermerkt werden, dass die Heparine keine
oder nur geringe intrinsische Aktivitdten hinsichtlich der Zytokinproduktion der CD4" Tesr
aufweisen. Diese lassen sich moglicherweise auf elektrostatische WW zuriickfiihren, die bereits
beim IL-10-ELISA auftraten. Es ist auffdllig, dass der Effekt dort groBBer zu sein schien als im
Multiplex. Dies kann moglicherweise damit erkldrt werden, dass im ELISA Avidin anstatt
Streptavidin zur Kopplung eines Biotin-Protein-Konjugats eingesetzt wurde. Avidin weist
durch mehr Basenfunktionen bei neutralem pH-Wert im Verhéltnis zu seinem Homologon
Streptavidin deutlich mehr positive Ladungen auf. Dieser Umstand bewirkte mdglicherweise
eine Komplexierung der negativ geladenen Heparinketten durch das positive geladene, basische
Avidin-MRP-Konjugat, was folglich zu einer erhohten falsch-positiven Detektion fiihrt (460).

Im Vergleich zu diesem Befund war der Einfluss von ADO recht deutlich zu erkennen und
bestitigte somit die gewonnenen Erkenntnisse des IL-10 ELISA. Ebenfalls wurde ein erstes
Indiz darauf gegeben, dass in einer reinen CD4" Teg-Population vor allem zwischen IFN-y auf
der einen sowie IL-10 und TGF-B1 auf der anderen Seite ein funktioneller Antagonismus
besteht. Inwieweit die wechselseitige Regulation der genannten Zytokine auch unmittelbar IL-
17A beeinflusst, bedarf weitergehender Untersuchungen. Das Nukleotid ATP bewirkte
dahingehend kaum Effekte auf das Zytokinmilieu. Lediglich die leichte Reduktion von IFN-y
und die Steigerung von TGF-B1 konnten ein Indiz auf eine schwache EN-Aktivitdt innerhalb
der CD4" Te-Population sein.

Nach diesen gewonnenen Erkenntnissen galt es, der eigentlichen Fragestellung der tumoralen

NPP1-Aktivitdt und deren Auswirkungen auf die CD4" T.sr nachzugehen. Hierzu wurden
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Uberstéinde der U87 mit den drei Heparinen und Fondaparinux in Kokultivierung mit ATP

20 uM generiert (Kap.4.8.3), bevor diese auf naive CD4" T-Zellen gegeben wurden. Als

Referenzbehandlungen, um die moglichen Auswirkungen der Heparin-modulierten NPP1-

Blockade auf die komplexe CD4" Tes-Population zu portrétieren, wurden die Behandlung mit
U87-Uberstand allein und der Koinkubation mit ATP 20 uM festgelegt. Als Bezugspunkt der
Statistik wurde alleinig die Behandlung [CD4+U87+ATP] festgesetzt. Der Vollstindigkeit

halber wurde eine weitere Koinkubation aus U887 und ADO 20 uM als zusitzliche

Referenzbehandlung hinzugefiigt. Zur verbesserten Ubersicht und erleichterten Einordnung des

Effektes der Heparine wurden die Zytokinmilieus der unbehandelten aktivierten CD4" Tesr

ebenfalls aufgefiihrt. Die Ergebnisse dieses Versuchsdesigns sind in Abbildung 53 aufgefiihrt.
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Abbildung 53: Graphische Darstellung der Konzentrationen der reprisentativen Zytokine der Tg~Subpopulationen IFN-y (A),
IL-174 (B), IL-10 (C) sowie TGF-B1 (D)in Uberstinden aus verschieden behandelten CD4" T-Zellkulturen zur Evaluation
immunonkologischer Effekte der Heparine durch die NPPI-Inhibition. Als Referenzbehandlung wurden die CD4" mit der

Koinkubation aus US7 und ATP 20 uM ausgewdhlt. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten + SD aus N=2

Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und Dunnett-Post-hoc-Test bestimmt. ns: nicht signifikant;

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001

186



Ergebnisse und Diskussion

Versetzte man die CD4" Ter mit U87-Uberstand, war eine starke Verinderung des
Zytokinmilieus zu beobachten. Die Sekretion des proinflammatorischen, antitumoralen IFN-y
wurde in einem deutlichen, signifikanten MaBstab von 2,91 ng/ml auf 0,64 ng/ml reduziert.
Dies galt ebenfalls hinsichtlich IL-17A, das von 2,26 ng/ml auf einen Wert von 0,88 ng/ml
abfillt. Im Gegenzug stiegen die gemessenen Konzentrationen der antiinflammatorischen,
protumoralen Zytokine fiir IL-10 von 1,54 ng/ml auf 2,34 ng/ml und betreffend TGF-B1 von
2,14 ng/ml auf 3,28 ng/ml an. Auch die weiteren Referenzbehandlungen mit den Zusétzen
ADO und ATP gaben ein dhnliches Bild ab. Dabei liegen die Werte fiir [FN-y mit 0,7 ng/ml bei
beiden Behandlungen auf demselben signifikant niedrigen Niveau, konnten dieses jedoch nicht
unterschreiten. Die detektierten Gehalte von IL-17A divergierten zwischen den drei
Behandlungen mit einer Schwankungsbreite von 0,1 ng/ml ebenfalls nur unwesentlich. Diese
Tendenz wurde beziiglich IL-10 nicht bestdtigt. Im Falle des antiinflammatorischen Zytokins
fihrten die Zusdtze ADO und ATP zur deutlichen Steigerung der Zytokinsekretion um
0,9 — 1,1 ng/ml im Verhéltnis zu den 0,8 ng/ml resultierend aus der alleinigen U87-Behandlung
(Abb. 53C). Gegensitzlich verhielt sich in diesem Fall TGF-f1, das analog zu IFN-y und IL-
17A unter den Zusitzen ADO und ATP nur minimale Anderungen aufwies.

Nimmt man nun den Einfluss der Heparine auf die NPP1-Inhibition als Aspekt auf das
Zytokinmilieu hinzu, so werden starke Verdnderungen deutlich. Die beiden
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-17A erfahren unter der zusitzlichen Inkubation
mit Heparin eine deutliche Steigerung ihrer Sekretion. Beziiglich IFN-y konnte fiir UFH und
Tinzaparin eine Steigerung auf 1,31 ng/ml und 1,70 ng/ml verbucht werden. Dieser Effekt
wurde unter Prasenz von Enoxaparin und Fondaparinux mit detektierten Werten von 2,63 ng/ml
und 3,0 ng/ml deutlich verstirkt beobachtet (Abb. 53A). In letzterem Ansatz wurde damit sogar
das Ausgangsniveau der unbehandelten aktivierten CD4" Tegr erreicht. Dieselbe Tendenz konnte
auch hinsichtlich IL-17A beobachtet werden, auch wenn diese nicht in derselben Intensitét
ausgepriagt war. Hierbei wurde fiir UFH und Tinzaparin ein Anstieg auf 1,14 ng/ml und
1,47 ng/ml vermerkt. Bei Enoxaparin sowie Fondaparinux stieg die Sekretion &dhnlich IFN-y
auf hohere Niveaus von 1,88 ng/ml und 1,98 ng/ml an. Das detektierte Aufkommen der beiden
antiinflammatorischen Zytokine und physiologischen Antagonisten IL-10 und TGF-B1 verhielt
sich unter der Kokultivierung der Heparine reziprok zu IFN-y und IL-17A. So fiel der Gehalt
von IL-10 unter UFH und Tinzaparin auf 1,98 ng/ml und 1,79 ng/ml ab. Die beiden Werte
wurden durch die Behandlung mit Enoxaparin und Fondaparinux mit 1,51 ng/ml und
1,15 ng/ml deutlich unterboten. Selbige Tendenz wurde ebenfalls beziiglich TGF-B1

festgestellt. Bereits durch Inkubation mit UFH entstand mit 1,98 ng/ml im Aufkommen von
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TGF-B1 ein grofBeres Delta zur Referenzbehandlung als bei IL-10. Fiir die beiden Vertreter der
LMWH wurden ebenfalls verringerte Konzentrationen von 1,57 ng/ml und 1,45 ng/ml im
Uberstand detektiert. Fondaparinux wies erneut die deutlichste Reduktion mit einem
detektierten Wert von 1,14 ng/ml auf.

Insgesamt wirkte sich die Koinkubation der U87-Zellen mit ATP und Heparin sehr deutlich auf
die Zusammensetzung des CD4" Tei-Zytokinmilieus aus. Ebenfalls auffillig war die
wechselseitige Regulatorik der proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokine, die
die Aktivitét ihrer jeweiligen CD4" Ter-Subpopulation innerhalb dieses Modells représentieren.
Hierbei wurde der immunregulatorische Antagonismus der CD4" Ter-Subpopulationen und
ihrer Zytokine besonders deutlich. Als wichtigster Aspekt stellt sich die Effektivitit der NPP1-
Inhibition der Heparine heraus, da sich anhand der Daten ein direkter Zusammenhang zwischen
der NPP1-Aktivitit und der CD4" gesteuerten, antitumoralen Aktivitit der adaptiven
Immunantwort ableiten ldsst. Dieser Befund sticht insbesondere dadurch hervor, dass die
detektierten Gehalte von IFN-y und IL-17A in demselben Malle ansteigen wie die Effektivitét
der NPP1-Blockade der vier Testverbindungen. Hiermit kommt der Effektivitit der NPP1-
Blockade und der daraus resultierenden ADO-Reduktion in Bezug auf die CD4" T-
Zelldifferenzierung und der antitumoralen Funktionalitdt der CD4" Tesr eine iibergeordnete
Rolle zu.

Aus der CE-Analytik ergab sich abgestuft nach der Potenz zur Inhibition die Reihenfolge
Fondaparinux, Enoxaparin, Tinzaparin und UFH, die sich umgekehrt in der gesteigerten
Expression und Sekretion von IFN-y ausdriickt. Somit ist anhand dieses in-vitro-Modells ein
Nachweis erbracht, dass nicht nur die Anzahl der Ty, und deren Aktivitit (IL-10) abnimmt,
sondern im Zuge dessen auch die Aktivitit der Tul-Zellen (IFN-y) zunimmt. Ebenfalls
bemerkenswert ist der Umstand, dass neben IFN-y auch hinsichtlich IL-17A dieselben Effekte
zu verbuchen sind. Dies spielt insofern eine Rolle, da IL-17A und den Tul7 ohne deren
ausfiihrliche Analyse keine eindeutige Rolle in der TMU zugewiesen werden kann. Fiir diesen
Subtyp wurden in der Literatur sowohl protumorale als auch antitumorale Effekte beschrieben
(269,270). Dieser Umstand konnte unter anderem aus dem schwankenden TGF-B1-Spiegel
resultierend durch die Heparinbehandlungen resultieren. Denn einerseits differenzieren naive
T-Zellen unter einem geringeren TGF-B1-Spiegel in Kombination mit IL-6 bevorzugt in Tul7-
Zellen, wohingegen unter hohen Konzentrationen Tr; entstehen. Des Weiteren konnte eine
verdnderte Zusammensetzung des CD4" T-Zytokinmilieus ein Stimulus fiir das plastische
Verhalten der Tu17 und Tre, darstellen. Untersuchungen zeigten, dass die beiden Subtypen nach

einem ausreichend langen und persistenten Stimulus entgegen fritheren Thesen ineinander
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umwandelbar waren (475). Ob der Inkubationszeitraum von 96 h, wie fiir die naiven CD4" T-
Zellen und U87-Uberstiinde veranschlagt, fiir eine solche Entwicklung lang genug ist, bleibt
fraglich. Somit diirfte die Differenz hauptsédchlich von der variablen Verfiigbarkeit des TGF-$1
wihrend der CD4" T-Zelldifferenzierung abhingen. Vor dem Hintergrund, dass sich die
Aktivitdt der januskopfigen Tul7-Zellen unter dem entsprechenden Zytokinstimulus in
Richtung einer antitumoralen Tul-Aktivitit &dndert, erscheint die Fragestellung im Kontext
eines immunstimulatorischen Effektes als relevant. Hierzu konnte anhand einer Untersuchung
der Koexpression der determinierenden Transkriptionsfaktoren RORYT und FoxP3 oder
RORYyT und T-bet der Immuntypus der Tul7 und das plastizititsbestimmende Zytokinmilieu
ndher bestimmt werden (475). Umgekehrt gilt dieser Effekt auch fiir das plastische Verhalten
der immunsuppressiven Tre, die sich unter dem entsprechenden Zytokinstimulus einer
modifizierten TMU zu Tul7 mit antitumoraler Tul-Aktivitdit reprogrammieren lassen
(283,476,477).

Die elektrostatischen WW konnten beziiglich des Abfangens der Zytokine durch Heparine eine
zusitzliche Rolle spielen. Da hierbei unterschiedliche Affinititen zu den einzelnen Zytokinen
vorliegen, konnte dieser Effekt Auswirkungen auf die Zusammensetzung des Zytokinmilieus
haben. Zur Verifizierung dieser Thesen wiren weitergehende Untersuchungen hinsichtlich
verschiedener Affinititen der Heparine zu einzelnen Zytokinen vonnéten.

Neben den Heparinvertretern wurden zwei weitere Verbindungen aus der Substanzklasse der
vollsynthetischen ~Heparinmimetika als Vergleich herangezogen. Hinsichtlich der
Heparinmimetika wurden bereits verschiedene immunonkologische Effekte auf Basis der
Thrombozytenaktivierung beschrieben. So demonstrierten Gockel et al. eine stirkere Reduktion
der Ty innerhalb der CD4" Teg-Population durch das Zusammenspiel aus Heparinmimetika
und Thrombozyten als durch Heparine. Dieser Befund wurde ebenfalls anhand der Reduktion
des immunsuppressiven Zytokins IL-10 bestitigt (183).

Daher war es die Zielsetzung zu analysieren, inwiefern der immunregulatorische Effekt durch
eine mogliche NPP1-Inhibition der Mimetika auch auf ein breiteres Zytokinmilieu des CD4*
Tes-Zellsystem iibertragbar war. Hierzu wurden die bekannten Uberstinde der U87 mit zwei
ausgewdhlten Heparinmimetika versetzt, die Strukturanaloga darstellen, und zuséitzlich in
Prisenz von ATP koinkubiert. Vereinfachend wurden die beiden Verbindungen nach ihrer
numerischen Listung in der Substanzbibiliothek als Derivat 46 und 47 und entprechend ihrem
Molekulargewicht von 20 kDa als 46-20 und 47-20 bezeichnet. Dabei handelt es sich um
synthetische Polymere, die aus alternierenden Monomeren der Itaconsdure (IA) und Natrium-

4-Styrensulfonat im Verhéltnis 1:1 bei 46-20 und 2:1 bei 47-20 aufgebaut die Heparinstruktur
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simulieren. Die eingesetzten Konzentrationen zur Generierung der Uberstiinde betrug 20 uM.
Die Proben wurden wie bei den Heparinbehandlungen mit analog generierten Referenzen

statistisch verglichen. Die Daten sind in Abbildung 54 aufgefiihrt.

A B [ | I | I I I I 1
4 I T T T T T T T ] 2.5 wkkk kxkk NS NS Fkkk kkk ko dkkk
skxk xxxk NS NS Kk Kk Rk ok
5l _ 2.0
£ E
£ S 1.5-
g )" 2 1.5
3 < 1.0
i A\
N 3
ninin ]
IR e S B B B B s e e ¢ 0.0-
DA R AORND DO D QS RAOR DS D
&S LRSS o™ ST E RSO P a0
N 00 00 00 \)Q’ \)‘b Bt g g o ~ (,ob‘c,ou (;0 \)Q;\ \)Q;\ xvfo xv‘:o xvfo xv'6
PR &R AR A
S EPE D F ST DT
SO SIS
o o Y 8
S & & &
C [ | I I | I I I 1 D
3 #k% *xkk NS NS E R Kk * 4 *L, *I* nls nls ! **l** **I** **I** *l**
T
T o = 3]
- E
E 2 5
=) £
£ - 2-
e Q.
= O 4]
-
00— ’T‘ B R s e s e e e B 0-
A DS RAOR D S S S C ST RA PR DD D D
< 00 00 00 3 Nig xv’% ¥ xv'% M s Go ()o 00 5 x\)%,\xv. xv',\xv' &
PR FLER GRS
& & b‘x\> ,\xV' b‘x\) ,\xv' Lo o «"vh e /\"v.
TSP TS
X obt obt
L & & <

Abbildung 54: Graphische Darstellung der Konzentrationen der reprisentativen Zytokine der T.g~Subpopulationen IFN-y (4),
IL-174 (B), IL-10 (C) sowie TGF-B1 (D) in Uberstinden aus verschieden behandelten CD4" T-Zellkulturen zur Evaluation
immunonkologischer Effekte der Heparine durch die NPP1-Inhibition. Als Referenzbehandlung wurde daher die CD4" mit der
Kombination aus US7 und ATP 20 uM ausgewdhlt. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten = SD aus N=2
Versuchen. Die Signifikanz wurde mittels einer One-Way ANOVA und Dunnett-Post-hoc-Test bestimmt. ns: nicht signifikant;

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001

Als erste Information kann die erneut gegenldufige Tendenz der proinflammatorischen
Zytokine IFN-y und IL-17A gegentiiber den antiinflammatorischen Zytokinen IL-10 und TGF-
B1 extrahiert werden. Jedoch ist es offensichtlich, dass anders als bei den Heparinen bereits die
Inkubation der CD4" T-Zellen alleinig mit U87-Uberstand und Mimetikum auf der
inflammatorischen Seite eine signifikante Steigerung und auf der immunsuppressiven eine
Reduktion bewirkte. So stiegen die detektierten Gehalte vor allem von IFN-y deutlich an,
wohingegen dieser Effekt bei IL-17A eher moderat ausfiel.
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Beziiglich der Zytokinreduktion von IL-10 und TGF-B1 lieBen sich unterschiedlich ausgeprégte
Intensititen feststellen. So sank der Spiegel von TGF-B1 im Vergleich zu IL-10 wesentlich
stairker ab und wurde in etwa halbiert. Das Mimetikum 46-20 wies fiir alle betrachteten
Zytokine etwas stirkere Effekte als 47-20 auf. Zieht man zu diesen Befunden die Koinkubation
mit ATP hinzu, wird ersichtlich, dass der bisherige Effekt hinsichtlich des Zytokinmilieus unter
Priasenz der Mimetika abermals verstirkt wird. In Bezug auf IFN-y und IL-10 fillt die Differenz
durch die zusétzliche ATP-Koinkubation deutlich geringer aus. Beziiglich IL-17A und TGF-$1
kann erneut ein gegenldufiger Effekt vermerkt werden. So nahm der detektierte IL-17A-Gehalt
durch die Koinkubation unter beiden Mimetika und ATP um das Doppelte zu. Betreffend TGF-
B1 wurde eine starke Reduktion vor allem durch die Koinkubation von 46-20 mit ATP erzielt.
Abermals wurde durch die Koinkubation von 46-20 die deutlicheren Effekte im Vergleich zu
47-20 verbucht.

Da im Gegensatz zu den Heparinen keine Daten hinsichtlich der EN-Blockade vorliegen,
konnen die resultierenden Effekte nicht unmittelbar auf die Inhibition von NPP1 zuriickgefiihrt
werden. Jedoch geben die stirkeren Effekte unter Koninkubation von ATP moégliche Indizien,
dass NPP1 und die purinerge Signaltransduktion neben weiteren Aspekten eine relevante Rolle
zukommt. Wahrscheinlicher ist, dass unterschiedlich starke elektrostatische WW mit den
Zytokinen und die daraus resultierenden Konsequenzen jedoch ausschlaggebender sind. Des
Weiteren ist es offensichtlich, dass im Verhéltnis zu den Heparinen neben IFN-y vor allem IL-
17A stark induziert wird. Dies konnte damit begriindet werden, dass unter den Mimetika die
Aktivitdt der Treg mit IL-10 weniger stark gesenkt und somit Tyl mit IFN-y etwas starker
antagonisiert wird. In der Folge werden durch den wesentlich niedrigeren TGF-f1-Spiegel
moglicherweise in Kombination mit IL-6 die naiven CD4" T-Zellen verstiarkt zur
Differenzierung in Tul7 angeregt, worauf die verstirkte Sekretion von IL-17A hindeutet.
Ahnlich zur vorgelagerten Fragestellung mit den Heparinen bedarf es hier einer tieferen
Analyse bspw. der TMU, des Zytokinmilieus und der Transkriptionsfaktoren, um einen
mdglichen phinotypischen Funktionsshift der Tul7 und Treg zu charakterisieren (475-477).
Insgesamt ldsst sich abschlieBend an die Untersuchung der Multiplexanalyse anhand der in-
vitro-Modellierung der TMU festhalten, dass eine moglichst erfolgreiche NPP1-Inhibition
einen relevanten Einfluss auf das Zytokinmilieu der CD4" T-Zellen hat. So wurden nicht nur
die zuvor gewonnenen Eindriicke bestétigt, dass eine reduzierte Anzahl an Treg (5.6) und IL-10
(5.7) auf der verringerten Enzymaktivitidt beruhen, sondern auch, dass den antitumoralen
Komponenten der Immunantwort mehr Freiraum gegeben wurde. In demselben Mafle wie die

NPP1-Aktivitét durch die Inhibitoren zuriickging, reduzierte sich die Sekretion von IL-10 durch
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die immunsuppressiven Tree. In der Folge stieg die Expression und Sekretion von IFN-y, dessen
Hauptquelle die antitumoralen Tul darstellen. Somit wurde im Rahmen dieser in-vitro-
Modellierung der TMU ein unmittelbarer Bezug zwischen der metabolischen Aktivitét der EN-
Achse auf Tumorzellen und der Effektivitdt der adaptiven Immunantwort hergestellt. Ein
weiterer Aspekt ist die Reduktion von TGF-f1, die sich sowohl in der Aktivitdt der Treg als auch
der Tul7 niederschldgt. Welche Rolle die Tul7 in der TMU spielen und inwiefern sie entweder
die antitumoralen Tul oder die Trg unterstiitzen, bleibt vorerst unklar und miisste zur
Verfikation der These tiefergehend analysiert werden. Selbiges kann hinsichtlich der Plastizitét
der Treg in Richtung der Tu17 in der TMU vermerkt werden. Des Weiteren ist es bemerkenswert,
dass die Sekretion von IL-4 durch die Behandlungen kaum beeinflusst wird.

Neben den Heparinen sowie Fondaparinux erfuhr das Zytokinmilieu unter den beiden
Heparinmimetika ebenfalls eine deutliche Verdnderung, deren Ursache nur partiell auf den
reduzierten ATP-Abbau zuriickzufiihren ist. Es liegt nahe, dass andere nicht untersuchte
Parameter hier den Ausschlag gaben. Jedoch ermdglicht der Ansatz eine breitere Analyse des
Zytokinmilieus und Evaluation der immunonkologischen Auswirkungen der NPP1-CD73-

Achse auf das CD4" T-Zellsystem.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel der Arbeit war es, neue Beitrige {iber die potenzielle Verkniipfung des
Purinmetabolismus in Abhédngigkeit der EN-Aktivitdt zur Aufkldrung der Immunevasion von
Tumoren sowie deren Resistenzentwicklung gegeniiber Zytostatika zu leisten. Hierzu wurde
als verbindender Aspekt der beiden Fragestellungen der Purinmetabolismus in Form der
Enzymklasse der Ektonukleotidasen sowie deren Substrat ATP und dessen Abbauprodukt ADO
adressiert. SchwerpunktméBig sollte mittels diverser Verbindungen aus der Substanzklasse der
Sulfopolysaccharide das Potenzial zur NPP1-Blockade ermittelt werden. Ziel war es, die
Purinhomdgostase unabhéngig vom bekannten CD39 in Richtung eines proinflammatorischen
antitumoralen Milieus zu verschieben und so die Immunevasion zu unterbinden.

Als Grundlage diente ein Tumorzellmodell, das durch die konzertierte, stabile Expression der
beiden EN NPP1 und CD73 die direkte Bildung des immunsuppressiven ADO aus ATP
ermoglicht. Dabei galt es zu beriicksichtigen, dass die parallele Expression von NPP1 und
CD39 moglichst ausgeschlossen ist, um das Verhalten des Zellmodells hinsichtlich der
Untersuchung von NPP1-Inhibitoren simpel zu halten. Mittels qPCR wurde eine adéquate
Zelllinie anhand der U87 Glioblastomzellen identifiziert. Es erscheint auf den ersten Blick
widerspriichlich, Glioblastomzellen als Therapieansatz fiir anionische Makromolekiile
heranzuziehen, da diesen der Zugang in einem vollstindigen Organismus durch die Blut-Hirn-
Schranke verwehrt wird. Jedoch zeigten verschiedene Studien, dass Heparine insbesondere als
LMWH und weitere kurzkettigere Derivate diese passieren konnen (478,479). Zusétzlich
wurden die TNBC MDA-MB-231 aufgrund ihrer parallelen Expression von CD39, NPP1 und
CD73 als geeignet fiir Untersuchungen einer Korrelation der EN-Expression und
Zytostatikaresistenz befunden. Nachdem mit den U87 eine ddaquate Zelllinie identifiziert
wurde galt es, ein zweckmaifiges, robustes Assaysystem zu entwickeln. Dies gelang in Form
der CE, die durch die funktionelle Modifikation mit der MEKC eine simultane Analytik der
anionischen Molekiile und EN-Substrate ATP und AMP sowie des immunonkologisch
relevanten Produkts und Neutralstoffs ADO ermoglichte. Mit Hilfe einer cDNA-
Sequenzanalyse wurde sichergestellt, dass iiber den Verwendungszeitraum der Zelllinie
einerseits eine stabile Expression von NPP1 gewéhrleistet war, andererseits etwaige Mutationen
mit nachfolgender Funktionsbeeintrichtigung des Enzyms exkludiert wurden.

Betrachtet man die breitgeficherte Auswahl an getesteten moglichen NPP1-Inhibitoren am
Zellmodell der U87, so wird deutlich, dass die Substanzklasse der Sulfopolysaccharide potente
Eigenschaften hinsichtlich der NPP1-Hemmung besitzen. So weisen Verbindungen

unterschiedlichster Substanzklassen und Heterogenitit der Strukturen eine Varianz an
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inhibitorischer Effektivitit auf. So stachen als besonders potent Algenextrakte, LMWH und das
Pentasaccharid Fondaparinux hervor. Auch chemische Abwandlungen und Modifikationen der
Heparine wie die Reduktion der Antikoagulation beeintréchtigten das inhibitorische Profil auf
NPP1 kaum. Auch wenn mittels in-vitro-Zellmodell keine direkten Einblicke in die Struktur-
Wirkungs-Beziehungen der NPP1-Inhibition gewonnen werden konnten, ldsst sich restimieren,
dass die vorangegangenen Annahmen von Hosoda et al. zu Heparin und seinen GAG-
Abkommlingen bestétigt wurden (402). Somit wurden auf der Basis der Potenz insbesondere
die Heparine zu weitergehenden Untersuchungen hinsichtlich der immunonkologischen
Auswirkungen herangezogen, die eine mogliche Einordnung von NPP1 als Immuncheckpoint
erlauben.

Wird auf den Zusammenhang zwischen einer Resistenzentwicklung aufgrund einer EN-
Enzyminduktion durch Zytostatikaexposition geschaut, ldsst sich ein gemischtes Fazit ziehen.
An den Ovarialkarzizomzellpdrchen A2780/A2780cis und W1/W1CR lieB3 sich bei der jeweils
inhdrent cisplatinresistenten Variante in Relation zum jeweiligen Wildtyp eine leicht erhdhte
Expression beziiglich von CD73 bzw. NPP1 feststellen. Allerdings wurde entweder keine
vollstdndige Enzymkaskade zum ATP-Abbau exprimiert, oder es wurde beziiglich anderer EN
keine Differenz zwischen Wildtyp und resistentem Subtyp ermittelt. Auch die wiederholte
Exposition mit Cisplatin bei beiden Zellpdrchen hatte keine Induktion der EN-Expression zur
Folge. Somit war eine vollstindige Betrachtung der Purinhomdostase in Form von ATP und
ADO in Bezug auf die Resistenz hier nicht moglich. Gegensitzlich hierzu verhielten sich die
TNBC MDA-MB-231 unter @hnlichen Bedingungen. So wurde die EN-Expression unter
Doxorubicin leicht und vor allem unter dem bekannten Resistenzfaktor Kollagen stark
induziert. Durch die Kombination beider Faktoren wurde die Expression insbesondere von
NPP1 zusétzlich induziert. Auf Basis dessen wurde iiber die Blockade der NPP1-Aktivitdt und
die purinerge Signaltransduktion mit POM-141 eine Reduktion der Resistenz aufgezeigt und
eine Korrelation mit dem ABC-Transportersystem ausgeschlossen.

Zur Fokussierung der Fragestellung, inwiefern es sich bei der alternativen NPP1-CD73-Achse
und der purinergen Signaltransduktion um einen Immuncheckpoint handelt, wurden die CD4"
T-Zelldifferenzierung und NK-Zytotoxizitdt als zentrale, antitumorale Mechanismen der
adaptiven und angeborenen Immunantwort analysiert. Betreffend der immunsuppressiven Tef-
Subpopulation Tr; wurde durch die Heparinintervention gegen NPPI eine signifikante
Reduktion der Treg-Anzahl an der Gesamtpopulation ermittelt. Es wurde ebenfalls aufgedeckt,
dass sich die Aktivitdt der Treg in Form ihrer IL-10 Sekretion analog zu ihrer Anzahl absenkt.

Bemerkenswerterweise korrelierte die Stirke des Effektes mit der Effektivitit zur NPP1-
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Hemmung. Hinsichtlich der NK-Zytotoxizitidt wurde ebenfalls eine signifikante Restimulation
der NK-Zytotoxizitét innerhalb einer PBMC-Population basierend auf der Heparinintervention
gegen NPP1 detektiert. Auch hier kann restimierend geschlussfolgert werden, dass die Stéirke
der Immunstimulation mit der Effektivitdt der Substanzen zur NPP1-Inhibition korreliert. Somit
werden zwei entscheidende antitumorale Mechanismen des Immunsystems durch gezielte
Beeinflussung der NPPI1-Funktion als Urheber der purinergen Degradation in der TMU
wiederhergestellt.

Der Einfluss der NPP1-Hemmung auf den CD4" Subtyp Tre wurde bereits im Rahmen des
zelluldren Modells demonstriert. Um jedoch das Gesamtbild hinsichtlich der CD4" T-
Differenzierung und damit die Funktionalitit der zelluldren adaptiven Immunantwort
vollstédndig zu illustrieren, war es notwendig, weitere Mediatorstoffe reprasentativ fiir ihren Tu-
Subtyps in die Betrachtung einzuschlieen. Die Multiplex-Analyse ermoglichte iiber die fiinf
repriasentativen Zytokine IFN-y, IL-4, IL-17A, IL-10 und TGF-B1 die Bewertung der Aktivitét
der CD4" Teg-Subtypen Tul, Tu2, Tul7 sowie der Treg. Die Behandlung der CD4" T-Zellen mit
U87-Uberstand erzeugte eine deutliche Reduktion der proinflammatorischen Zytokine IFN-y
und IL-17A und in der Konsequenz einen Anstieg der protumoralen IL-10 und TGF-f1.
Dagegen wurde nach der Heparinintervention eine deutliche Steigerung der
proinflammatorischen Zytokine IFN-y und IL-17A sowie die entsprechende Reduktion der
protumoralen IL-10 und TGF-f1 ermittelt. Bemerkenswerterweise spiegelte sich die
Effektivitdt zur NPP1-Hemmung der Heparine und Fondaparinux in demselbem Ausmaf3 auch
in der Reaktivierung der antitumoralen Tul-Zellen als IFN-y wider. Somit zeigt sich anhand
des in-vitro-Modells die immunonkologische Potenz der Heparine durch Blockade der NPP1-
Inhibition, auch wenn weitere Aspekte hinsichtlich der Tul7 und Tieg Vorerst unbeantwortet
bleiben. Ebenso wiirde eine breitere Analyse des Zytokinmilieus ein vollstdndigeres Bild zur
Charakterisierung eines pro- oder antitumoralen Shifts der Immunantwort durch die NPP1-
Inhibition liefern. Der Vergleich mit den Heparinmimetika zeigt abermals auf, dass dieser
immunonkologische Effekt nicht ultimativ auf eine definierte Struktur begrenzt ist, sondern
weitere Substanzklassen ebenfalls in Betracht gezogen werden konnen. Allerdings gilt es zu
evaluieren, inwieweit der Effekt durch die NPP1-Inhibition hervorgerufen wird oder andere
Aspekte hierzu beitragen.

Abschliefend konnte mittels dieser Arbeit aufgezeigt werden, dass die vorangegangenen
Untersuchungen von Hosoda und Kollegen zur Affinitidt der GAG beziiglich NPP1 bestitigt
wurden. So wiesen sdmtliche betrachtete Vertreter zumindest eine partielle Aktivitdt an NPP1

auf. Zwar konnte hinsichtlich der Resistenz kein eindeutiges Reslimee gezogen werden,
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allerdings bewirkte die Heparinintervention bezogen auf NPP1 und die purinerge
Signaltransduktion einen immunstimulatorischen, antitumoralen Effekt in der TMU. Somit
kann NPP1 als entscheidender Interferenzpunkt im Kontext der purinergen Signaltransduktion
in der TMU als Immuncheckpoint charakterisiert werden. Jedoch ist festzuhalten, dass es sich
hierbei ausschielich um in-vitro-Erkenntnisse handelt, die keinen vollstindigen Organismus
erfassen und daher im Rahmen von in-vivo-Versuchen bestétigt werden miissen. Des Weiteren
wire es interessant, liber Strukturoptimierungen einerseits die Inhibition von NPP1 zu
verbessern und andererseits die pharmokologische Aktivitét als Antikoagluans zu eliminieren,
sofern dies aufgrund des Nebenwirkungsprofils erforderlich ist. Des Weiteren sollte gepriift
werden, inwieweit die makromolekularen, anionischen Strukturen der Sulfopolysaccharide
neben ihrer Eigenschaft als ICI von NPP1 iiber ihre Bindung elektrostatische WW inhérent die

Sekretion der Zytokine und weiterer Mediatoren regulieren.
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