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1 EINLEITUNG

1.1 Kindliche solide Tumoren

Solide Tumoren im Kindesalter beschreiben eine heterogene Gruppe von
nicht-hamatologischen, extrakraniellen Tumorentitaten, welche etwa 40 % aller
padiatrischen Krebserkrankungen ausmachen (siehe Abb. 1) (Allen-Rhoades et
al., 2018). In Deutschland erkranken rund 15 von 100 000 Kindern und

Jugendlichen pro Jahr an einem soliden Tumor (Fuchs, 2012).

Leukimien Solide

30% Tumoren
39%

3 Andere

3 Weichteilsarkome

3 Neuroblastome
Nephroblastome

Maligne Knochentumoren
Retinoblastom
Lebertumoren

Keimzell- / Gonadentumoren
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10% ZNS
Tumoren
21%

ongEon

Abbildung 1: Prozentuale Verteilung von padiatrischen Krebserkrankungen und soliden Tumoren
bei Kindern bis zum 14. Lebensjahr (modifiziert nach Allen-Rhoades et al., 2018)

Zu den haufigsten kindlichen soliden Tumoren (siehe Abb. 1) gehoéren
unter anderem  Weichteilsarkome,  Neuroblastome,  Nephroblastome
(Wilms-Tumoren), maligne Knochentumoren (Osteosarkome und
Ewing-Sarkome) und Lebertumoren (z.B. Hepatoblastom) (Allen-Rhoades et al.,
2018).

Insgesamt unterscheiden sich solide Tumorentitdten im Kindesalter sowohl in
klinischen Eigenschaften als auch im zellularen Ursprung grundlegend von
erwachsenen Tumorentitaten (Schmidt et al., 2018, Lee, 2018, Stewart et al.,
2016). Sie entstehen vor allem durch Alterationen wahrend des normalen
Wachstums oder der Organogenese und sind meist embryonalen Ursprungs.

Durch diese besondere Tumorbiologie ergeben sich eine grof3e morphologische



Heterogenitat und diverse therapeutische Herausforderungen (Schmidt et al.,
2018, Allen-Rhoades et al., 2018).

Die Therapie solider Tumoren im Kindesalter gestaltet sich abhangig der
Tumorentitat als multidisziplinares Konzept aus kurativer Chirurgie,
Radiotherapie und Chemotherapie (Lee, 2018, Schmidt et al., 2018). Dabei wird
in vielen padiatrischen = Behandlungsschemata eine neoadjuvante
Chemotherapie angewendet (Lewis and Benedetti, 1997, Fuchs, 2012, Schmidt
et al.,, 2018). Zudem wurden in das multidisziplindre Konzept weitere
Therapiemodalitaten wie beispielsweise die Hochdosis-Chemotherapie mit
autologer Knochenmarktransplantation oder zielgerichtete Therapien (engl.
targeted therapies) integriert (Fuchs, 2012). Insbesondere die Chirurgie hat in
den letzten Jahrzehnten eine Reihe von Innovationen erfahren wie
beispielsweise die nierenerhaltende Tumorresektion bei unilateralen
Wilms-Tumoren oder die thorakoskopische Resektion von Lungenmetastasen
mithilfe einer préoperativen CT-gestltzten Markierung (Schmidt et al., 2018).

In den letzten Jahrzehnten erfolgte eine  Verbesserung der
Gesamtuberlebensrate in nahezu allen kindlichen soliden Tumorentitaten von
20 auf etwa 75 % (Schmidt et al., 2018, Hudson et al., 2014), sodass zu keinem
anderem Zeitpunkt hohere Uberlebensraten dokumentiert sind als heute
(Marron et al., 2016, Smith et al., 2014, Deutsches Kinderkrebsregister, 2018).
Trotzdem stellen Tumorerkrankungen eine der haufigsten Todesursachen im
Kindesalter dar (Fuchs, 2012). Vor allem bei einem Tumorrezidiv oder
fortgeschrittenen Tumorleiden ist die Prognose mit Mortalitdtsraten von
mindestens 75 % bislang immer noch infaust (Marron et al., 2016, Ferrari et al.,
2015, Leary et al., 2013, Oberlin et al., 2008, Soft Tissue Sarcoma Committee
of the Children's Oncology et al., 2006, Lee, 2018). Darlber hinaus ist die
Therapie durch mutilierende Operationen sowie eminente Nebenwirkungen bei
Radiatio- und Chemotherapie trotz steigender Uberlebensraten mit einer
deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat verbunden (Dantonello et al.,
2009). AuRerdem stellt die Behandlung von nicht unerheblichen Spatfolgen



durch die bisherigen Therapien eine zusatzliche Herausforderung dar (Schmidt
et al., 2018).

Eine Etablierung neuer effektiver und gleichzeitig tolerabler Therapien ist daher
von dringender Notwendigkeit. Dies setzt das tiefergehende Verstandnis der
Tumorbiologie voraus (Lee, 2018).

Aktuell sind Zielgene bzw. Zielproteine (sog. Targets) und Signalwege von
Tumorzellen, welche kritische Funktionen wie eine Modifizierung von
Zelltodmechanismen oder das signifikante Proliferations- und
Metastasierungspotential beeinflussen, im Zentrum der medizinischen
Forschung. Ein neuer ubiquitarer und spezifischer Ansatzpunkt ist der purinerge
non-functional P2X7; (nf-P2X7) Rezeptor, welcher im Fokus dieser
Forschungsarbeit steht (Barden et al., 2014).

1.2 Purinerge Rezeptoren

Bei Purinen (siehe Abb. 2) handelt es sich um organische, heterozyklische,
aromatische Stoffe, welche aus einem Pyrimidin- und einem Imidazolring

zusammengesetzt sind (Franzen and Tois, 2003).

SRtAGY

Pyrimidin Imidazol Purin

Abbildung 2: Chemische Strukturformel von Purin und seiner Bestandteile Pyrimidin und Imidazol
(erstellt nach Franzen and Tois, 2003)

Purine und Pyrimidine sind als Grundkorper der organischen Basen der
Nukleinsauren fundamentale Bestandteile des lebenden Organismus. Zudem
stellt Purin das Grundgerust fur das unentbehrliche Purinnukleotid
Adenosin-5’-triphosphat (ATP) dar, welches aus einem Adeninrest, dem Zucker
Ribose und drei Phosphaten besteht (siehe Abb. 3) (Agteresch et al., 1999).
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Abbildung 3: Chemische Strukturformel von Adenosin-5'-triphosphat (ATP) (erstellt nach
Agteresch et al., 1999)

Das ATP hat als universeller Energietrager eine essentielle Bedeutung fur den
intrazellularen Stoffwechsel und ermoglicht zudem als Signalmolekul eine
interzellulare Kommunikation. Es ist vorrangig intrazellular, aber auch in
geringen Konzentrationen extrazellular vorhanden (Forrester, 1972, Johnsen,
2019, Allard et al., 2017, North, 2002). Dabei ist die nanomolekulare
Konzentration an extrazellularen ATP in gesundem Gewebe niedrig und steigt
z.B. bei Gewebeverletzung, Inflammation oder in der nachsten Umgebung von
entartetem Gewebe auf ein Vielfaches mikromolekularer Konzentrationen an
(Pellegatti et al., 2008, Eltzschig et al., 2012, Di Virgilio and Adinolfi, 2017, Di
Virgilio et al., 2017, Morciano et al., 2017, Galluzzi et al., 2017, Gilbert et al.,
2017, Gilbert et al., 2019, Di Virgilio et al., 2018, Lara et al., 2020).

Da es sich bei ATP um ein stark polares Molekul handelt, kann dieses die
Lipiddoppelschicht der Zellmembran unter physiologischen Bedingungen nicht
passieren (Johnsen, 2019). Fur die SignalUbertragung bindet ATP daher an
membranstandige Rezeptoren, welche als purinerge Rezeptoren bezeichnet
werden (Burnstock, 1972, Burnstock, 2007).



Purinerge Rezeptoren lassen sich in P1 und P2 Rezeptoren unterteilen
(Burnstock, 2007, Burnstock, 1978). Eine allgemeine Ubersicht bietet Abbildung

4.

Aktivierung durch

Aktivierung durch
Purine bzw.

/ Subtypen
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[ : 1
Pl P2
———
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Abbildung 4: Einteilung purinerger Rezeptoren (erstellt nach Burnstock, 2007)

Wie in Abbildung 4 dargestellt, werden P1 Rezeptoren durch Adenosin, dem

Spaltprodukt von ATP, aktiviert und unterteilen sich in vier Subtypen (A1, Aza,

A2, As3). Die P2 Rezeptoren hingegen werden durch Purine oder deren

Subtypen, wie beispielsweise Pyrimidin, aktiviert und differenzieren sich in P2X
und P2Y Rezeptoren (siehe Abb. 4). Bei den P2Y Rezeptoren handelt es sich

um G-Protein gekoppelte Rezeptoren, welche wiederum 8 Subtypen beinhalten.

Die P2X Rezeptoren sind Liganden-abhangige lonenkanale (sog. ionotrope

Rezeptoren) und unterteilen sich in 7 Subtypen (Burnstock, 2007).



1.2.1 P2X Rezeptoren

P2X Rezeptoren sind membranstandige, ATP-abhangige lonenkanale, welche
bislang exklusiv in Eukaryoten gefunden wurden (North, 2002, Hattori and
Gouaux, 2012, Kawate et al., 2009). Es gibt sieben Gene, welche die P2X
Rezeptor Subtypen (siehe Abb.4 in 1.2) in Wirbeltieren kodieren. Diese zeigen
die gleiche Struktur mit 11 bis 13 Exons und klaren Intron-Exon Grenzen
(Valera et al., 1994, Brake et al., 1994, North, 2002). Generell zeigen P2X
Rezeptoren in ihrer Sequenz keine Homologie mit anderen bekannten
Liganden-abhangigen lonenkanalen oder ATP-Bindungsproteinen (Kaczmarek-
Hajek et al., 2012, Habermacher et al., 2016).

Die einzelnen P2X  Subtypen differenzieren sich  durch ihre
Proteinuntereinheiten mit einer Lange von 384 bis 595 Aminosauren (Roberts et
al., 2006, Burnstock, 2007).

™1 [ ™2
< %OOH
NH,

Abbildung 5: Aufbau einer P2X Untereinheit (erstellt nach Burnstock, 2007)

Alle P2X Proteinuntereinheiten besitzen, wie in Abbildung 5 dargestellt, einen
intrazelluldaren ~ Amino-Terminus  (N-Terminus), einen intrazellularen
Carboxy-Terminus (C-Terminus), zwei Transmembrandomanen (TM1 und TM2)
und einen grof3en extrazellular lokalisierten, glykosylierten Loop, welcher tber
Disulfidbriicken (S-S) verknlpft ist. Die TM1 beinhaltet die Kanalsteuerung, die
TM2 bildet die Kanalpore des ionotropen Rezeptors, welche durch eine
nahegelegene hydrophobe H5 Region moduliert wird (Burnstock, 2007,
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Habermacher et al., 2016, Hattori and Gouaux, 2012, Valera et al., 1994, Brake
et al., 1994). Die C-Termini der einzelnen P2X Subtypen unterscheiden sich in
ihrer Lange zwischen 26 (P2Xs) und 239 (P2X7) Aminosauren, wobei lediglich
die ersten 25 Aminosauren ahnliche Sequenzen aufweisen. Die intrazellularen
Doméanen spielen eine wichtige Rolle in Bezug auf die Funktion und
Eigenschaften spezifischer P2X Subtypen (Surprenant and North, 2009,
Kaczmarek-Hajek et al., 2012, Habermacher et al., 2016, Allsopp and Evans,
2011, Allsopp et al., 2013, Boue-Grabot et al., 2000, Robinson and Murrell-
Lagnado, 2013, Schwarz et al., 2012, Xu et al., 2012).

In der raumlichen Anordnung sind P2X Rezeptoren aus drei
zusammengelagerten Untereinheiten aufgebaut (siehe Abb. 6A und 6B) und
werden daher als trimere Rezeptoren bezeichnet. Dabei sind sowohl
homotrimere als auch heterotrimere Komplexe beschrieben (Nicke et al., 1998,
North, 2002, Nicke et al., 2003, Aschrafi et al., 2004, Barrera et al., 2005,
Kawate et al., 2009, Hattori and Gouaux, 2012).

Abbildung 6: Raumliche Konfiguration der P2X Rezeptoren am Beispiel des Zebrafisch P2X,
Rezeptors (Kawate et al., 2009, Hattori and Gouaux, 2012)

Raumliche Anordnung des Zebrafisch P2X4 (zfP2X4) Rezeptors. (A) Ansicht von lateral auf den trimeren
zfP2Xs Rezeptor in  kelch-dhnlicher Form mit drei extrazellularen Domanen, sechs
Transmembrandomanen sowie den intrazellular lokalisierten N- und C-Termini. (B) Ansicht von kranial auf
die drei extrazellularen Domanen, welche die Form eines Dreiecks bilden. (C) Konfiguration einer zfP2X,
Untereinheit in delfin-dhnlicher Form.

In der lateralen Ansicht eines trimeren P2X Rezeptors (siehe Abb. 6A) zeigt
sich eine kelch-ahnliche Form. Von oben betrachtet ergibt sich durch die drei

rechts ineinander verdrehten extrazellularen Domanen die Form eines Dreiecks



(sieche Abb. 6B). Wie in Abbildung 6C dargestellt, wird die raumliche
Konfiguration einer Untereinheit mit der Form eines Delfins mit Kopf, Korper,
Ruckenflosse, zwei Seitenflossen und einer Schwanzflosse verglichen. Der
Kopf und Korper des Delfins stellen die grol3e, stark verknupfte extrazellulare
Domane in B-Faltblatt-Struktur dar. Die Schwanzflosse symbolisiert die zwei
antiparallel  ausgerichteten =~ Transmembrandomanen  aus  a-Helices
(Habermacher et al., 2016, Kawate et al., 2009, Hattori and Gouaux, 2012). In
der trimeren Rezeptor Konfiguration sind die sechs Transmembrandomanen
(zwei pro Untereinheit) in Linksrichtung ineinander rotiert, wobei sich die TM2
im geschlossenen Zustand Uberkreuzen (Kawate et al., 2009, Hattori and
Gouaux, 2012).

Abhangig von ihrer ATP Bindung, liegen P2X Rezeptoren in verschiedenen
Konfigurationen vor (Browne et al., 2010, Giniatullin and Nistri, 2013, Jiang et
al., 2013, Habermacher et al., 2016, Harkat et al., 2017, Peverini et al., 2018).
Eine Ubersicht hierzu bildet Abbildung 7.
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Abbildung 7: Konfigurationen des P2X Rezeptors (modifiziert nach Peverini et al., 2018)
Darstellung der P2X Rezeptor Konfigurationen (exemplarisch in Subtyp P2X3) mit sog. resting, open und
desensitized state aus lateraler Ansicht. Jede Untereinheit ist farblich markiert. Das ATP ist als rotes
Molekil dargestellt und die grauen Balken symbolisieren die Lipiddoppelschicht der Membran.

Wie in Abbildung 7 gezeigt, befindet sich der P2X Rezeptor ohne ATP Bindung
in einer geschlossenen, aktivierbaren Konfiguration, dem sogenannten resting
state. Bei der Bindung von ATP geht der P2X Rezeptor in eine gedffnete
Konfiguration (sog. open state) Uber (Mansoor et al., 2016, Peverini et al.,
2018). Hierfur gibt es pro Rezeptor drei extrazelluldre, voneinander
unabhangige ATP-Bindungsstellen, welche als Nukleotid Bindungstaschen in
der Schnittstelle zwischen zwei benachbarten Untereinheiten lokalisiert sind
(Hattori and Gouaux, 2012, Kawate et al., 2009, Schmid and Evans, 2019). Bei
ATP Bindung erfahrt der P2X Rezeptor innerhalb von Millisekunden eine
Konformationsanderung und ermoglicht dadurch einen Fluss von Natrium-,
Kalium- und Calciumionen entlang ihres elektrochemischen Gradienten
(Kawate et al., 2009, Hattori and Gouaux, 2012, Peverini et al., 2018,
Habermacher et al., 2016, Browne et al., 2010, Khakh and North, 2012, Egan
and Khakh, 2004, North, 2002). Dieser Vorgang wird als ,Gating“ bezeichnet
(Harkat et al., 2017, Peverini et al., 2018). Die Veradnderung des



lonengleichgewichts bedingt eine Initilerung von Signaltransduktionen, wodurch
P2X Rezeptoren eine Reihe von physiologischen und pathologischen
Prozessen beeinflussen (Harkat et al., 2017). Hierzu gehdren exokrine und
endokrine Sekretion, Immunmodulation, Modulation der Gewebehomdoostase,
Modulation von Neurotransmitterfreisetzung, Inflammation, Geschmack,
Schmerzwahrnehmung, Wundheilung, Plattchenaggregation, Vasodilatation,
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zelltod (Burnstock, 2007, Burnstock
and Knight, 2004, Burnstock, 2006, Abbracchio and Burnstock, 1998,
Habermacher et al., 2016, Kinnamon and Finger, 2013, Lalo et al., 2012, Khakh
and North, 2012, Di Virgilio and Adinolfi, 2017).

Eine verlangerte Applikation von ATP fuhrt, abgesehen vom Subtyp P2X7 zu
einer Inaktivierung des P2X Rezeptors, bei welcher trotz gebundenem ATP kein
lonenfluss mehr stattfindet (North, 2002). Dieser Prozess wird als
Desensibilisierung bezeichnet. Sobald die gebundenen ATP-Molekule
dissoziieren, geht der Rezeptor in den initial geschlossenen Zustand uber
(siehe Abb. 7). Dieser Prozess wird als Resensibilisierung bezeichnet. In der
daraus resultierenden geschlossenen Konfiguration kann der Rezeptor erneut

aktiviert werden (Habermacher et al., 2016, Peverini et al., 2018).

Die verschiedenen P2X Rezeptor Subtypen unterscheiden sich in ihrer ATP
Sensibilitat sowie ihrem zeitlichen Verlauf der desensibilisierten Konfiguration
(Schmid and Evans, 2019). Im starken Gegensatz zu den anderen P2X
Subtypen  bendtigt der P2X7; Rezeptor zur  Aktivierung  hohe
ATP-Konzentrationen, worunter er fortwahrende Strome mit geringer bis keiner
Desensibilisierung aufweist (North, 2002, Habermacher et al., 2016,
Kaczmarek-Hajek et al., 2012, Schmid and Evans, 2019, Karasawa and
Kawate, 2016, Yan et al., 2010).
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1.2.2 P2X7 Rezeptor

Der P2X7 Rezeptor nimmt in der Familie der P2X Rezeptoren aufgrund vieler
spezifischer Eigenschaften eine Sonderrolle ein (Karasawa and Kawate, 2016).
Gleichzeitig spielt er in einer Bandbreite verschiedener physiologischer und
pathologischer Prozesse eine wichtige Rolle. Dazu gehoren metabolische
Ereignisse, Inflammation, Phagozytose, Zellproliferation und Zelltod (Sluyter,
2017, Karasawa et al., 2017, Di Virgilio et al., 2017, Sluyter and Stokes, 2011).

Das Gen des P2X7 Rezeptors, bezeichnet als P2RX7, ist auf Chromosom 12
(12924.31) lokalisiert und kodiert die 595 Aminosauren (AS) lange
Proteinuntereinheit, welche dem in Abschnitt 1.2.1 und Abbildung 5
beschriebenen Aufbau entspricht. Im Gegensatz zu anderen P2X
Rezeptorsubtypen besitzt das P2X; Protein einen langeren intrazellularen
C-Terminus (239 AS), welcher eine zusatzliche hydrophobe Domane beinhaltet
(North, 2002, Burnstock, 2007, Di Virgilio et al., 2018, Sluyter, 2017). Zudem ist
die P2X7 Untereinheit unfahig heterotrimere Komplexe mit anderen P2X
Untereinheiten zu bilden, wodurch der P2X7; Rezeptor in der raumlichen
Konfiguration (siehe Abb. 6 in 1.2.1) lediglich als homotrimere Rezeptorform
vorliegt (Boumechache et al., 2009, Torres et al., 1999, Kaczmarek-Hajek et al.,
2012).

Besonders durch die Eigenschaft der Formung einer sogenannten Makropore,
welche durch eine Membrandepolarisation letztlich Zelltod induziert, hebt sich
der P2X7 Rezeptor von anderen P2X Rezeptorsubtypen ab (Lara et al., 2020).
Ursprunglich war der P2X7 Rezeptor daher unter der Bezeichnung P>z Rezeptor
bekannt, welcher als Eigenschaft eine grol3e, nicht selektive Pore aufzeigte
(Gordon, 1986, Burnstock, 1994). In intensiven Studien wurde gezeigt, dass der
P>z Rezeptor durch die Permeation grol3er, organischer Molekule in
Makrophagen zur Zytolyse fuhrt (Nuttle and Dubyak, 1994, Di Virgilio, 1995).
Surprenant et al. (1996) zeigte eine starke Homologie der P>z Sequenz mit P2X
Proteinen, sodass der P2z Rezeptor als P2X7 Subtyp der P2X Rezeptorfamilie
neu klassifiziert wurde (Surprenant et al., 1996). Heute sind weitere P2X
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Subtypen (P2X1, P2Xo, P2X4, P2X23, P2X25) bekannt, welche die Permeation
grofRer, organischer Molekile ermdglichen (Compan et al., 2012, Evans et al.,
1996, Schmid and Evans, 2019, Rokic and Stojilkovic, 2013, Wei et al., 2016,
Khakh and Lester, 1999, Virginio et al., 1999). Unter diesen besitzt der P2X7
Rezeptor den gréBten Durchmesser der Makropore (~ 8,5 Angstréom) und
ermdoglicht dadurch zusatzlich zum lonenfluss kleiner Kationen die hochste
Flussgeschwindigkeit fur grol’e Molekile bis zu ~ 900 Dalton (Steinberg et al.,
1987, Nuttle and Dubyak, 1994, Di Virgilio, 1995, Surprenant et al., 1996, Yan
et al., 2008, Alves et al., 2014, Karasawa and Kawate, 2016, Di Virgilio et al.,
2018, Karasawa et al., 2017, Peverini et al., 2018, Riedel et al., 2007).

Bezlglich des Aufbaus sowie der Offnung der P2X; Makropore stehen zwei
Hypothesen im Zentrum intensiver Forschungen (Karasawa et al., 2017,
Pelegrin, 2011, Peverini et al., 2018, Di Virgilio et al., 2018, Di Virgilio and
Adinolfi, 2017, Roger et al., 2015):

(1) Permeation groRer Molekule direkt durch P2X7
= Durch intrinsische Porendilatation formt der P2X7; Rezeptor selbst bei
verlangerter oder wiederholter ATP-Stimulation eine Membranpore
fur grof3e organische Kationen
(2) Permeation groRer Molekule indirekt durch P2X7
= Durch die Aktivierung von P2X7 werden weitere fur grof3e organische
Kationen permeable Kanalproteine (z.B. Pannexin-1 Hemikanale)

rekrutiert

Es gibt Studien fur und gegen beide Hypothesen wie auch Annahmen, dass
beide Hypothesen ko-existieren oder sogar fusionieren kénnten (Peverini et al.,
2018, Pelegrin, 2011). Laut aktueller Forschung wird mit starker Evidenz belegt,
dass der P2X7 Rezeptor selbst eine intrinsische Pore fur die Permeation grof3er
organischer Kationen formt. Dies wurde durch eine positive P2X7 Aktivitat ohne
das Vorhandensein anderer zellularer Komponenten in einer Rekonstruktion in
Liposomen nachgewiesen (Karasawa et al., 2017). Die intrinsische groRe Pore

entsteht allerdings nicht, wie ursprunglich beschrieben, durch Porendilatation,
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sondern unmittelbar nach P2X7 Aktivierung. Somit fuhrt eine Aktivierung von
P2X7 zu einem gleichzeitigen Fluss von kleinen und gro3en organischen
Kationen (Harkat et al., 2017, Peverini et al., 2018, Karasawa et al., 2017, Di
Virgilio et al., 2018, Pippel et al., 2017). Nichtsdestotrotz, sind weitere durch
P2X7 initiierte Permeationswege moglich, deren Identitdt und physiologische
Rolle bislang noch offen sind (Di Virgilio et al., 2018).

Die Permeation groRer Molekule bleibt eine sonderbare, aber wichtige
Eigenschaft des P2X; Rezeptors, da diese fur viele pathophysiologische
Funktionen, wie zum Beispiel die Aktivierung des Zelltods, verantwortlich ist
(Karasawa et al., 2017, Di Virgilio et al., 2018, Gilbert et al., 2019). Generell
wird der P2X; Rezeptor auf verschiedensten Zelltypen wie Stammzellen,
Immunzellen, Gliazellen und Zellen von Binde- und Stutzgewebe exprimiert
(Surprenant et al., 1996, Karasawa and Kawate, 2016, Collo et al., 1997,
Sluyter, 2017, Karasawa et al., 2017). Dabei wird angenommen, dass der P2X7
Rezeptor aufgrund der zur Aktivierung bendtigten hohen ATP-Konzentration
(sieche 1.2.1) unter physiologischen Bedingungen in geschlossener
Konfiguration vorliegt. Die dagegen unter pathologischen Bedingungen erhohte
ATP-Konzentration (siehe 1.2) ist in der Lage den P2X7 Rezeptor zu aktivieren
(Di Virgilio et al., 2018). Dementsprechend verursacht der P2X7; Rezeptor bei
Inflammation eine Freisetzung von Entzindungsmediatoren (Di Virgilio et al.,
2017). Auch die erhdhte ATP-Konzentration im Tumormikromilieu fuhrt zu einer
Aktivierung von P2X7 (Roger et al., 2015, Gilbert et al., 2017, Gilbert et al.,
2019, Lara et al., 2020). Der P2X; Rezeptor wird daher neben seiner
therapeutischen Rolle bei Inflammation, Schmerz und neurologischen
Erkrankungen haufig als Ansatzpunkt in Bezug auf maligne Erkrankungen
propagiert (Di Virgilio et al., 2009, Adinolfi et al., 2010, Adinolfi et al., 2012, Di
Virgilio, 2012, Hausmann et al., 2015, Roger et al., 2015, Di Virgilio et al., 2018,
Schmid and Evans, 2019).
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1.2.2.1 Der P2X7 Rezeptor in soliden Tumoren

Der P2X7 Rezeptor zeigt eine weit verbreitete Expression in verschiedensten
soliden Tumorentitdten (Lara et al., 2020). Dazu gehéren u.a. Mamma- ,
Prostata- , Lungen- , Pankreas- , papillares Schilddrisen- , Kolorektales- |,
Endometrium- und Ovarialkarzinom sowie Neuroblastome, Haut- und
Gehirntumoren (Roger et al., 2015, Gilbert et al., 2019). Die Uberexpression
des P2X7; Rezeptors gilt dabei in vielen Tumorentitaten, wie z.B. papillares
Schilddrisen- (Kwon et al., 2014), Prostatakarzinom (Ghalali et al., 2014) sowie
Neuroblastom (Amoroso et al., 2015), als negativ prognostischer Faktor (Di
Virgilio and Adinolfi, 2017).

Bezlglich der Rolle des P2X; Rezeptors existieren in der Tumorgenese
auffallend unterschiedliche, teilweise sogar gegensatzliche Hypothesen. Zum
einen ist eine pro-kanzerogene Aktivitat beschrieben, wobei der P2X7 Rezeptor
Zelliberleben, Zellproliferation, Zellmigration und Tumorwachstum unterstutzt,
pro-invasive Eigenschaften induziert und eine metabolische Adaptation an das
entartete Gewebe ermoglicht (Adinolfi et al., 2005, Adinolfi et al., 2012, Di
Virgilio and Adinolfi, 2017, Jelassi et al., 2011, Gilbert et al., 2019, Roger et al.,
2015). Zum anderen ist dem P2X7; Rezeptor eine anti-kanzerogene Aktivitat
postuliert, wobei die Aktivierung des P2X; Rezeptors Zelltod induziert, die
Migration und Proliferation der Tumorzellen inhibiert und das Tumorwachstum
hemmt (Roger et al., 2015, Johnsen, 2019). Der P2X7 Rezeptor spielt demnach
als Trigger sowohl fir Tumorprogression als auch fur Tumorregression eine
komplizierte, ambivalente Rolle (Roger et al., 2015, Di Virgilio and Adinolfi,
2017, Johnsen, 2019).

In einer Untersuchung im Neuroblastom fuhrte eine in vitro Aktivierung des
P2X7 Rezeptors zur Proliferation, nicht aber zum Zelltod der Tumorzellen. Dies
wurde durch eine Entkopplung des P2X7; Rezeptors von intrazellularen
Zelltod-induzierenden Signalwegen erklart (Raffaghello et al., 2006).
Tatsachlich mussen viele Tumorzellen Mechanismen entwickelt haben,
wodurch die trophischen Vorteile durch den P2X; Rezeptor gefordert, die
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schadlichen Effekte aber minimiert werden. Dementsprechend wurden viele
alternative Formen des P2X7 Rezeptors beschrieben, welche nicht in der Lage
sind durch die Permeation groRer Molekile einen Zelltod zu induzieren (Gilbert
et al., 2017, Gilbert et al., 2019, Lara et al., 2020). Eine Ubersicht (iber
verschiedene molekulare Mechanismen und Modifikationen, welche eine
fehlende oder beeintrachtigte Makroporenfunktion des P2X; Rezeptors
bedingen, ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Molekulare Mechanismen und Modifikationen des P2X7 Rezeptors mit fehlender oder
beeintrachtigter Makroporenfunktion

(Gu et al., 2001, Worthington et al., 2002, Barden et
al., 2003, Wiley et al., 2003, Shemon et al., 2006,
Einzelnukleotid-Polymorphismus Fuller et al., 2009, Roger et al., 2010, Sluyter and
Stokes, 2011, Burnstock and Di Virgilio, 2013,
Sluyter, 2017)

(Adinolfi et al., 2005, Cheewatrakoolpong et al.,
2005, Feng et al., 2006, Adinolfi et al., 2010,
Sluyter and Stokes, 2011, Giuliani et al., 2014,
Roger et al., 2015, Sluyter, 2017, Di Virgilio and
Adinolfi, 2017, Di Virgilio et al., 2018, Peverini et al.,
2018, Schmid and Evans, 2019)

Splicevarianten

Posttranslationale Modifikation:

- N-Glykoslierung (Lenertz et al., 2010, Wickert et al., 2013)
- Proteolytische Spaltung (Young et al., 2018)
- ADP-Ribosylierung (Adriouch et al., 2008)

(Barden et al., 2003, Guo et al., 2007, Gu et al.,

Intrazellulare Bindungspartner
2009, Barden et al., 2014, Sluyter, 2017)

(Guo et al., 2007, Biosceptre International Limited,

Interaktion mit anderen P2X Subtypen )
2017, Gilbert et al., 2019)

Lipidzusammensetzung der (Robinson et al., 2014, Karasawa et al., 2017)
Zellmembran

Bei der Untersuchung dieser alternativen P2X; Rezeptorformen wurde ein
Epitop namens E200, welches mit nicht funktionellen Formen des P2X7
Rezeptors  assoziiert  ist, identifiziert. Dementsprechend werden
P2X7 Rezeptoren, welche das Epitop E200 exponieren, als non-functional P2X7
Rezeptoren bezeichnet (Gidley-Baird A, 2003, Barden et al., 2003, Gilbert et al.,
2017).
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1.2.3 Non-functional P2X7 Rezeptor

Der non-functional P2X7 (nf-P2X7) Rezeptor ist somit eine Variante des P2X7
Rezeptors, welcher im Gegensatz zum Wildtyp P2X7 keine Makroporenfunktion
aufweist und daher keinen Zelltod induzieren kann (Gilbert et al., 2019, Barden
et al., 2016, Barden et al., 2014, Barden et al., 2003, Worthington et al., 2002).
Trotzdem ermoglicht der nf-P2X7; Rezeptor nachweislich einen Fluss von
Calciumionen und liegt deshalb hochstwahrscheinlich ebenfalls in der

raumlichen Anordnung als Trimer vor (Gilbert et al., 2019).

Es wird angenommen, dass es sich unabhangig vom zugrunde liegenden
Mechanismus (siehe Tab. 1 in 1.2.2.1) bei nf-P2X7 um eine fehlgefaltete Form
des Wildtyps P2X7 handelt, welche intrazellular sequestriert und bei Stimulation
(zum Beispiel durch ATP) in die Zellmembran eingebaut wird (Gilbert et al.,
2019, Lara et al., 2020). Ein dhnlicher Mechanismus ist beispielsweise fur den
mutierten CFTR (engl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
Kanal bei der zystischen Fibrose (Mukoviszidose) beschrieben (Robert et al.,
2008, Gilbert et al., 2019).

Durch diese Konformationsanderung exponiert der nf-P2X; Rezeptor das
beschriebene Epitop E200. Dieses ist sowohl im intrazellularen als auch
extrazellularen nf-P2X7 Rezeptor vorhanden und nahe der ATP-Bindungsstelle
lokalisiert (siehe Abb. 8) (Barden et al., 2003, Gidley-Baird A, 2003, Barden et
al., 2014, Barden et al., 2016, Gilbert et al., 2017, Gilbert et al., 2019).
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Abbildung 8: nf-P2X; Rezeptor mit ATP-Bindungsstellen und extrazelluldr lokalisiertem Epitop
E200 (Biosceptre International Limited, 2017)

Das Epitop E200 stellt ein selektives, spezifisches Target des nf-P2X7
Rezeptors dar und ist im Wildtyp P2X7 nicht exponiert (Barden et al., 2003,
Gidley-Baird A, 2003, Barden et al., 2014, Barden et al., 2016, Gilbert et al.,
2017, Gilbert et al., 2019). Es wird durch die Exons 6 und 7 kodiert und enthalt
in der spezifischen AS-Sequenz (200 - 216) im Gegensatz zum Wildtyp P2X7
an der Stelle 210 die Aminosaure Prolin in cis-Konfiguration (Worthington et al.,
2002, Barden et al., 2003, Barden and Gidley Baird, 2008, Barden and Gidley-
Baird, 2010b, Barden and Gidley-Baird, 2010a, Barden et al., 2015).

Es wurden spezifische Antikdrper gegen das Epitop E200 entwickelt (siehe
2.2.2), welche eine Differenzierung zwischen dem Wildtyp P2X7; und dem
nf-P2X7 Rezeptor ermdglichen (Barden et al., 2003, Gilbert et al., 2019). Durch
Verwendung dieser Antikorper wurde die starke nf-P2X7; Expression auf einer
Bandbreite verschiedener Tumorentitaten von Erwachsenen nachgewiesen
(Gilbert et al., 2019). Eine Ubersicht hierzu bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2: Ubersicht der nf-P2X7 Rezeptor Expression in Tumorentitaten von Erwachsenen

Epitheliale Tumoren

Plattenepithelkarzinome der Haut
(Basalzellkarzinom und Spinaliom)

(Gilbert et al., 2017, Gilbert
et al., 2019, Barden et al.,
2016)

Osophaguskarzinom

(Barden et al., 2014)

) (Barden et al., 2014,
Magenkarzinom ,
Gilbert et al., 2019)
(Gilbert et al, 2019,

Kolorektales Karzinom

Barden et al., 2014)

Hepatozellulares Karzinom

(Barden et al., 2014)

Pankreaskarzinom

(Kunzli et al., 2007, Barden
et al., 2016, Barden et al.,
2014)

Nicht-kleinzelliges Bronchialkarzinom

(Gilbert et al., 2019)

Papillares Schilddriisenkarzinom

Hypophysenkarzinom

(Barden et al., 2014)

Kopf-Hals-Karzinom

(Barden et al., 2014)

Invasives Mammakarzinom

(Gilbert et al., 2019, Gilbert
et al.,, 2017, Slater et al.,
2004b, Barden et al., 2014)

Seroses Ovarialkarzinom

(Gilbert et al., 2019,
Barden et al., 2014)

Endometriumkarzinom

Zervixkarzinom

(Barden et al., 2014)

Prostatakarzinom

(Barden et al., 2016,
Gilbert et al., 2017, Slater
et al., 2004a, Barden et al.,
2014)

. (Gilbert et al., 2019,
Blasenkarzinom
Barden et al., 2014)
Mesenchymale (Gilbert et al.,, 2019,
Sarkome i )
Tumoren Biosceptre International

- Fibrosarkom
- Ewing-Sarkom

Limited, 2017, Barden et
al., 2014)

Gastrointestinaler Stromatumor (GIST)

Endometrialer Stromatumor

Mesotheliom

(Barden et al., 2014)
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Sonderform Hodgkin Lymphom (Barden et al., 2014)

mesenchymaler Mantelzelllymphom (Barden et al, 2003,
Tumoren Chronisch lymphatische Leukamie Barden et al., 2016)
(CLL) (Barden et al., 2016)
Akute lymphatische Leukamie (ALL)
Neuroektodermale Gliome
Tumoren - Oligodendrogliom (Barden et al, 2014,
- Astrozytom Barden et al., 2016)
- Glioblastom

(Barden et al, 2016,
Gilbert et al., 2017, Gilbert

Malignes Melanom
et al., 2019, Barden et al.,

2014)
Neuroendokrine , , , , (Gilbert et al., 2019,
Kleinzelliges Bronchialkarzinom
Tumoren Barden et al., 2014)
Keimzelltumoren Seminom (Barden et al., 2014)
Trophoblasttumor
Embryonale Tumoren (Biosceptre  International
Limited, 2017, Raffaghello
Neuroblastom

et al., 2006, Amoroso et
al., 2015)

Wie in Tabelle 2 dargestellt, zeigt der nf-P2X7 Rezeptor eine weit verbreitete
Expression auf verschiedensten Tumorentitaten. Es ist zu betonen, dass im
Gegensatz dazu auf gesundem Gewebe kein nf-P2X7 Rezeptor exprimiert wird
(Gilbert et al., 2019, Slater et al., 2004a, Slater et al., 2004b, Barden et al.,
2014, Gilbert et al., 2017, Barden et al., 2016).

Durch Imitation der hohen ATP-Konzentration in der nachsten Umgebung von
entartetem Gewebe wurde von Gilbert et al. (2019) eine erhdhte nf-P2X7
Expression und eine herunterregulierte Wildtyp P2X7 Expression induziert. Dies
unterstitzt den in Abbildung 9 veranschaulichten Mechanismus, mit welchem
Tumorzellen Uberlebensvorteile durch die nf-P2X7 Expression aufrechterhalten
und gleichzeitig eine Zelltod—Initiierung durch die grof3e Porenfunktion des P2X7

Rezeptors umgehen (Gilbert et al., 2019).
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Abbildung 9: Mechanismus der Tumorzellen durch Aufrechterhaltung der Uberlebensvorteile und
Umgehung der Initiierung von Zelltod durch Expression von nf-P2X; bei erhohter
ATP-Konzentration im Tumormikromilieu (kurz TME von engl. tumour microenvironment )
(modifiziert nach Gilbert et al., 2019)

Der in Abbildung 9 dargestellte Switch vom funktionellen Wildtyp P2X7 zum
nf-P2X7 Rezeptor durch hohe ATP-Konzentrationen ist durch eine schnelle
Herunterregulation des Wildtyp P2X7 und einen langsamen Anstieg der nf-P2X7
Expression auf der Oberflache der Tumorzellen definiert. Es handelt sich
hierbei um einen aktiven Mechanismus mit neuer Proteinsynthese von nf-P2Xz.
AuBerdem erfolgt in Anwesenheit von P2X7 Inhibitoren kein Switch zu nf-P2X7
(Gilbert et al., 2019).

Die nf-P2X; Expression ist nachweislich essentiell fir das Uberleben von
Tumorzellen. Dies wurde in Tumorzelllinien mit einer hohen nf-P2X7 und
niedrigen Wildtyp P2X7; Expression mithilfe der Verwendung von siRNA (engl.
small interfering RNA) untersucht. Dabei wurde durch den Verlust von nf-P2X7
die Caspase 3/7 Aktivitat erhdht und Apoptose induziert. Gleichzeitig wurde
nachgewiesen, dass die Wildtyp P2X7 Form fiir das Uberleben der Tumorzellen
nicht relevant ist (Gilbert et al., 2019). Neben seinen essentiellen Eigenschaften
fur das Uberleben von Tumorzellen, unterstiitzt der nf-P2X; Rezeptor deren
trophische Aktivitat vermutlich Uber seine erhaltene lonenkanal-Funktion
(Gilbert et al.,, 2019, Barden et al., 2014, Jelassi et al., 2011). Auch das
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Metastasierungspotential wird wahrscheinlich Uber den nf-P2X7; Rezeptor
gefordert (Barden et al., 2014).

Durch  die  Verwendung von nf-P2X7  AntikOrpern  wurde in
immunhistochemischen Farbungen sowohl das diagnostische Potential als auch
mithilfe von in vitro und in vivo Studien mit ersten Hinweisen auf klinische
Wirksamkeit das therapeutische Potential der Ansteuerung des nf-P2X7
Rezeptors in erwachsenen Tumorentitaten verdeutlicht (Gilbert et al., 2017,
Barden et al., 2009, Barden et al., 2016, Barden et al., 2014, Slater et al.,
2004a, Slater et al., 2004b, Slater et al., 2003). Der nf-P2X7; Rezeptor stellt
daher ein neues auf Tumoren ubiquitares und vielversprechendes Zielprotein

dar.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bis heute stellen Tumorerkrankungen eine der haufigsten Todesursachen im
Kindesalter dar (Fuchs, 2012). Insbesondere bei fortgeschrittenem Tumorleiden
oder Tumorrezidiv ist die Prognose mit Mortalitatsraten von mindestens 75 %
bislang immer noch infaust (Marron et al., 2016, Ferrari et al., 2015, Leary et al.,
2013, Oberlin et al., 2008, Soft Tissue Sarcoma Committee of the Children's
Oncology et al., 2006, Lee, 2018). Auch die Lebensqualitat ist durch
mutilierende Operationen sowie schwere Nebenwirkungen bei Radio- und
Chemotherapie stark eingeschrankt (Dantonello et al., 2009). Zudem entstehen
durch bisherige Therapien erhebliche Spatfolgen (Schmidt et al., 2018). Daher
ist die Etablierung neuer Therapieverfahren dringend notwendig. Ein mogliches
Target hierfur ist der purinerge P2X7; Rezeptor, welcher verschiedene
Zellfunktionen, darunter auch den Zelltod, reguliert. Dieser ist auf einer
Bandbreite von erwachsenen Tumorentitdten in einer nicht funktionellen
Konformation, genannt non-functional P2X7; Rezeptor, exprimiert. Auf
gesundem Gewebe zeigt sich keine Expression des nf-P2X7; Rezeptors. Der
nf-P2X7 Rezeptor ermdglicht somit eine Differenzierung zwischen normalen und
maligne transformierten Zellen und bietet daher sowohl neue diagnostische
Maoglichkeiten als auch einen neuen Ansatzpunkt in der zielgerichteten Therapie
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(engl. target therapy) (Barden et al., 2016, Barden et al., 2014). In adulten
Tumorentitaten gibt es bereits erste Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit
von nf-P2X7 Rezeptor gerichteten Antikdrpern (Gilbert et al., 2017, Barden et
al., 2009, Barden et al., 2016).

Das Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit ist es, den nf-P2X7; Rezeptor
erstmalig auf kindlichen, extrakraniellen soliden Tumoren zu untersuchen.
Dabei soll die ubiquitdre Expression des nf-P2X7 Rezeptors auf der Oberflache
von padiatrischen soliden Tumorzellen bestatigt und sein Potential als neues,
weitreichendes diagnostisches und therapeutisches Target hinsichtlich
padiatrisch solider Tumoren nachgewiesen werden. Zudem sollen funktionelle
Assays die klinische Wirksamkeit einer AntikOrper Applikation gegen den

nf-P2X7 Rezeptor prufen.

Schlussendlich sollen die Ergebnisse dieser Arbeit als Grundlage fur eine neue
diagnostische und therapeutische Option bei der Behandlung von kindlichen

soliden Tumoren dienen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Gerite

Alle allgemein verwendeten Verbrauchsmaterialien und Gerate sind im
Folgenden aufgefuhrt. Speziell verwendete Materialien sind in der
entsprechenden Methode vermerkt. Abgesehen von explizit erwahnten
Landern, liegt der Firmensitz in Deutschland.

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Cellstar ® Polyporpylene Tube, conical bottom with Greiner Bio-One GmbH,

support kit, 50ml Frickenhausen
Cellstar ® Polyporpylene Tube, conical bottom, 15ml Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Desinfektionsspray Descosept AF
Einwegpinzetten, steril

Entsorgungsbeutel, PP autoklavierbar
Handschuhe nitrile, powder-free

Handschuhe Peha-soft nitrile GUARD
Multimark 1513 permanent Stift

Pasteur Capillary Pipettes (long size, 230mm)
Pipetten (Falcon Serologische Pipette) (2, 5, 10,
25ml)

Pipettenspitze (200pl)

Pipettenspitzen (0,5 — 20 pl, Kristall E)
Pipettenspitzen (100-1000 pl) Item Nr: 686290

Prazisionswischtlcher

Reaktionsgefalie (Safe Lock, 0,5ml)
Reaktionsgefalie (Safe Lock, 1,5-2 ml)

Zellkulturflaschen (cellstar® cell culture flasks 75cm?,

125cm?, 175cm?)

Zellkulturflaschen 25cm?

Zellkulturplatte (6-, 24 -, 96-Well, TC-Treated)
Zellkulturschale (TC-Schale 100, Cell+)

Dr. Schumacher GmbH, Malsfeld
Servoprax GmbH, Wesel

BRAND GmbH und Co KG, Wertheim
Abena GmbH, Zorbig

Paul Hartmann AG, Heidenheim
Faber Castell, Stein

Wilhelm Ulbrich GdbR, Mainz
Corning Incorporated, New York, USA

Sarstedt, Nirmbrecht

Ratiolab GmbH, Dreieich

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Kimberly-Clark Deutschland GmbH,
Mainz

Sarstedt, Nirmbrecht

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Corning incorporated, New York, USA
Corning Incorporated, New York, USA
Sarstedt, Nirmbrecht
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2.1.2 Gerate

Biofuge 15R

Brutschrank BBD 6220
Durchflusszytometer FACS Canto Il

(3 Laser: blau=488nm, rot=633nm und
violet=405nm)

Eismaschine

Kihl- und Gefrierschranke

Logic Shaker

Mikroskop Axioskop 40

Mikroskop Leica DMi1

MilliQ-Wasseraufbereitungsanlage
Odyssey Fc Imaging System
pH-Meter Lab850

Photometer (BioPhotometer D30)
Pipette, Eppendorf Reference
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra
Plattenspektralphotometer EL x 800
Plattformschattler Titramax 100

Spiegelreflex Kamera Canon EOS 550D
Sterilbank (Msc-Advantage)
Stickstofftank CryoSystem 4000 Chart
Stoppuhr TachoSil

Taschenrechner (Sharp EL-243S)

Tischabzug
Vakuumpumpe EcoVac
Vortex-Schittler VF2

Wasserbad Typ 1003

Zentrifuge Biofuge 15R
Zentrifuge Multifuge 1S-R

Heraeus Instruments GmbH , Hanau
Heraeus Holding GmbH, Hanau
Becton Dickinson, Heidelberg

Scotsman, Ipswich, GroRbritannien
Liebherr, Ochsenhausen

NeolLab, Heidelberg

Carl Zeiss, Oberkochen

Leica Microsystems CMS GmbH,
Wetzlar

Millipore, Molsheim, Frankreich
LI-COR Biosciences, Bad Homburg
S| Analytics GmbH, Mainz

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Bioscience AG, Chur, Schweiz
BioTek Instruments, Bad Friedrichshall
Heidolph Instruments Labortechnik,
Schwabach

Canon GmbH, Krefeld

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
MVE BioMedical, Ball Ground, USA
Inspirion GmbH, Bremen

Sharp Devices Europe GmbH,
Milnchen

Waldner Laboreinrichtungen GmbH &
Co. KG, Wangen

Schuett-biotec GmbH, Goéttingen
Janke & Kunkel, Labortechnik, Staufen
Gesellschaft fir Labortechnik GmbH,
Burgwedel

Heraeus Instruments GmbH , Hanau
Heraeus Instruments GmbH , Hanau
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2.1.3 Kulturmedien und Reagenzien

DMEM-Medium:
88 % DMEM Dulbecco’s Modified Eagl Medium-
high glucose
10 % FCS (fetales Kalbsserum)
1 % L-Glutamin (200 mM)
1 % Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin
(10.000 pg/ml)

DMEM-Medium ohne FCS
98 % DMEM Dulbecco’s Modified Eagl Medium-
high glucose
1 % L-Glutamin (200 mM)
1 % Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin
(10.000 pg/ml)

RPMI-Medium
89% RPMI-1640 Medium (mit L-Glutamin und
Natrium, Bikarbonat)
10% FCS (fetales Kalbsserum)
1% Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin
(10.000 pg/ml)

Reagenzien
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (ohne
Ca?'/ Mg?*) 1x-PBS
Trypsin (Trypsin/EDTA, 0,05 %, Gibco)

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim

Biochrom GmbH, Berlin
Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,
Steinheim
Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe

2.1.4 Programme

FACS Canto Il System Software

BD FACS Diva Software Version 8.0.1.
EndNote X8.2 (Bld 13302)

EOS Utility Ver.2

Fluorescence Spectra Analyzer
(https://www.biolegend.com/spectraanalyzer)
GraphPad Prism Version 8.2.1

ImageJ

LI-COR Image Studio Software
MarvinSketch

Microsoft 365 Education Plus
Picasa Version 3.9.141

SAP R/3 Software

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Clarivate Analytics, Boston (USA)
Canon GmbH, Krefeld
BioLegend ®, San Diego (USA)

GraphPad Software, La Jolla (USA)
Wayne Rasband, Bethesda,
National Institute of Health (USA)
LI-COR Biosciences, Bad Homburg
ChemAxon Ltd., Budapest (Ungarn)
Microsoft, UnterschleiRheim
Google Inc., Mountain View (USA)
SAP SE, Walldorf
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zelllinien

Im Nachfolgenden sind alle in der Arbeit verwendeten Zelllinien sowie das

verwendete Medium aufgelistet.

Tabelle 3: Zelllinien

Zelllinie Entitat Herkunft Medium
A204 maligner Rhabdoid Tumor | ATCC, Manassas (USA) DMEM
(mRT)
A673 Ewing-Sarkom ATCC, Manassas (USA) DMEM
AFW-1 Hepatozellulares Karzinom | Universitatsklinik fir Kinder- und DMEM
(HCC) Jugendmedizin Tubingen, Abteilung fir

Kinderchirurgie und Kinderurologie,
isoliert und etabliert von AG Fuchs

Fibroblasten benigne Zellen Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH, DMEM
Steinheim

HepG2 HCC Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche DMEM
Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig

HepT1 Hepatoblastom Abteilung fir Padiatrische Hamatologie DMEM
und Onkologie, Universitatsklinikum
Bonn (Pietsch et al., 1996)

HuH6 Hepatoblastom JCRB Cell Bank (Japanese Collection of | DMEM
Research Bioresources Cell Bank),
Osaka (Japan)

HuH7 HCC JCRB Cell Bank (Japanese Collection of | DMEM
Research Bioresources Cell Bank),
Osaka (Japan)

IMR32 Neuroblastom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche RPMI
Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig

LAN1 Neuroblastom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche RPMI

Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
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LS Neuroblastom Universitatsklinik fir Kinder- und RPMI
Jugendmedizin Tubingen, Abteilung
Allgemeine P&adiatrie, Hamatologie /
Onkologie, isoliert und etabliert von Prof.
Dr. Handgretinger
Makrophagen benigne Zellen Gesunde Spender RPMI
(speziell)
PBMCs benigne Zellen Gesunde Spender RPMI
RD embryonales ATCC, Manassas (USA) DMEM
Rhabdomyosarkom (RME)
RD-ES Ewing-Sarkom ATCC, Manassas (USA) DMEM
RH30 alveolares Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche DMEM
Rhabdomyosarkom (RMA) | Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
RMS33-2 RME Universitatsklinik fir Kinder- und DMEM
Jugendmedizin Tubingen, Abteilung fir
Kinderchirurgie und Kinderurologie,
isoliert und etabliert von AG Fuchs
RUCHS3 RME Swiss Federal Institute of Technology, DMEM
Zurich (Schweiz)
Sa0S Osteosarkom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche RPMI
Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
SH-SY5Y Neuroblastom Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche RPMI
Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Braunschweig
SKMC benigne PromoCell GmbH, Heidelberg DMEM
Skelettmuskulatur
SKNBE Neuroblastom ATCC, Manassas (USA) RPMI
SRH RME Universitatsklinik fir Kinder- und DMEM
Jugendmedizin Tubingen, Abteilung
Allgemeine P&adiatrie, Hdmatologie /
Onkologie, isoliert und etabliert von Dr.
Schleicher aus AG Handgretinger
U20S Osteosarkom ATCC, Manassas (USA) DMEM

Die Zelllinien RD und RH30 wurden auflierdem in funktionellen Assays

untersucht, weswegen sie im Folgenden naher beschrieben werden.
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RD

Die humane RD-Tumorzelllinie wurde aus einem siebenjahrigen kaukasischen
Madchen mit einem pelvinen Rhabdomyosarkom-Rezidiv etabliert. Das
Rhabdomyosarkom wurde vor der Biopsie mit Cyclophosphamid und
perkutaner Radiatio behandelt (McAllister et al., 1969). Bei der
RD-Tumorzelllinie handelt es sich histologisch um ein embryonales
Rhabdomyosarkom (Kang et al.,, 2011). Die Zellen weisen eine ausgepragte
Polyploidie mit 51-Hyperdiploid Chromosomen auf. Molekulargenetisch liegt das
n-myc Onkogen sowie die Q61H Mutation von NRAS und homozygote Mutation
von TP53 vor (Hinson et al., 2013).

Abbildung 10: Wachstumsmuster der Zelllinie RD
Tumorzelllinie RD eines embryonalen Rhabdomyosarkoms, exemplarisch fotografiert in Passage 29, mit
typisch adharentem Wachstum als Monolayer. Morphologisch zeigen sich spindelzellige Zellen. 5x
VergrofRerung.

RH30

Die RH30-Tumorzellinie wurde von einem unbehandelten sechszehnjahrigen
Jungen mit metastasiertem alveolarem Rhabdomyosarkom etabliert. Die Zellen
stammen hierbei aus einer Kultur tber Nacht (i.N.) aus dem Knochenmark. Im
Karyogramm zeigt sich eine t(2;13) Translokation und eine near-Triploidie
zwischen den Chromosomen 51 und 87. Im Gegensatz zum Xenograft, welcher
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den Wildtyp des Tumorsuppressorgens TP53 exprimiert, besitzt die Zelllinie zu
60 % die heterozygote Mutation. AuRerdem zeigt sich eine Amplifikation der
12913-915 Region, welche das Cyclin-Dependent Kinase 4 (CDK4) Gen
beinhaltet. Zudem sind hohe Expressionslevel der muskelspezifischen
Transkriptionsfaktoren Myogenin und MyoD1 vorhanden, welche die
Differenzierung zwischen Myoblasten und Fibroblasten ermdglichen (Hinson et
al., 2013, Rodriguez-Perales et al., 2004, Taylor et al., 2000).

Abbildung 11: Wachstumsmuster der Zelllinie RH30
Tumorzelllinie RH30 eines alveoldaren Rhabdomyosarkoms, fotografiert in Passage 17, mit typischem
adharenten Wachstum als Monolayer. 5x VergroRerung.

2.2.1.2 Arbeiten in der Zellkultur

In der Zellkultur wurde stets steril gearbeitet, um das Risiko einer Kontamination
der Zellen so gering wie moglich zu halten. Hierzu wurden alle Arbeitsschritte
unter einer Laminar-Flow-Sterilbank (siehe 2.1.2) durchgefihrt, welche vor und
nach Benutzung mit Descosept (siehe 2.1.1) desinfiziert wurde. Ebenso sind
alle verwendeten Materialien steril verpackt, autoklaviert oder wurden zuvor
grundlich desinfiziert. Auch wurde stets mit desinfizierten Handschuhen (siehe
2.1.1) gearbeitet.

Alle Zelllinien wurden zum Wachstum im Brutschrank (siehe 2.1.2) bei 37 °C,
5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen (siehe 2.1.1) kultiviert.
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Die bendtigten Nahrstoffe erhalten die Zellen hierbei durch das verwendete
Medium sowie durch dessen Zusatze aus fetalem Kalbsserum (FCS) und
L-Glutamin (siehe 2.1.3). Das Medium variiert abhangig von der verwendeten
Zelllinie (siehe Tab. 3 in 2.2.1.1) und wurde, wie in Kapitel 2.1.3 aufgefihrt, vor
erstmaligem Gebrauch mit weiteren Zusatzen, wie dem fetalen Kalbsserum

(FCS), Penicillin und Streptomycin sowie L-Glutamin erganzt.

Abhangig von der bendtigten Zellzahl sowie dem Wachstumsverhalten der
Zelllinie wurde mit verschiedenen Zellkulturflaschen gearbeitet, welche
unterschiedliche Volumina bendétigen. Die verwendeten Volumina an Medium

und Zellkulturflaschen konnen aus Tabelle 4 enthommen werden.

Tabelle 4: Volumen des Zellkulturmediums in entsprechenden Zellkulturflaschen

Bezeichnung | GroBe der Zellkulturflasche | Volumen des Mediums
T25 25 cm3 5ml
T75 75 cm3 12 ml
T175 175 cm?® 25 ml

2.2.1.3 Passagieren

Taglich wurde das Wachstum der Zellen unter dem Mikroskop (siehe 2.1.2)
beurteilt, um ein rechtzeitiges Passagieren der Zellen zu gewahrleisten und
einen zu dichten Zellrasen, welcher eine Kontakthemmung der Zellen bedingt,
zu vermeiden. Bei einer Konfluenz von etwa 80 % wurden die Zellen abhangig
von ihrem individuellen Wachstum im Verhaltnis von 1:2 bis 1:20 gesplittet.

Hierzu wurden die Zellen zunachst mit Phosphate Buffered Saline (PBS) (siehe
2.1.3) gewaschen, um entstandene Zelltrimmer und tote Zellen zu entfernen.
AnschlieBend wurde die Zelladharenz mittels kurzer Inkubation mit
Trypsin/EDTA-L6sung (siehe 2.1.3) im Brutschrank gelést. Zum Stoppen der
Reaktion wurde kurz nach dem Losen der Zellen das entsprechende Medium
(siehe 2.1.3) hinzugegeben und resuspendiert. Ein  Teil der
Zellsuspensionslosung wurde in die Zellkulturflasche zurlckpipettiert, die
ubrigen Zellen verworfen oder fur weitere Experimente verwendet. Die

Zellkulturflasche wurde mit der entsprechenden Menge Medium aufgefullt
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(siehe Tab. 4) und mit dem Namen der Zelllinie, Datum, Passagier-Verhaltnis

und mit der Nummer der Passage beschriftet.

2.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Um Versuche miteinander vergleichen zu konnen, mussen diese mit derselben
Zellzahl durchgefuhrt werden. Hierzu wurden die Zellen vor Beginn des
Versuches gezahlt. Es wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 upl Trypanblau
resuspendiert und 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Trypanblau ist
ein Farbstoff, welcher tote Zellen aufgrund ihrer durchlassigen Membran
tiefblau farbt. Lebende Zellen mit intakter Zellmembran nehmen den Farbstoff
nicht auf und heben sich daher hell hervor. Die vitalen Zellen kbnnen somit in
10-facher Vergroflerung unter dem Mikroskop gezahlt werden. Wahrend des
Zahlens wurde die restliche Zellsuspension 5 Minuten bei Raumtemperatur
(RT) zentrifugiert (1500 rounds per minute (rpm)).

Neubauer-Zahlkammer DHC-NO1 (C-Chip) NanoEnTek Inc., Seoul, Korea
Trypanblau (0,4%) Lonza Group AG, Basel, Schweiz

In der Zahlkammer wurden alle vier Quadrate ausgezahlt und die Zellzahl
mithilfe folgender Formel ermittelt:

Zellzahl S -V - 10%
ml 4

Dabei ist:

S  =Zellzahl aus 4 GroRquadraten der Neubauer-Zahlkammer
V = Verdlunnungsfaktor (= 2)
10* = Kammerfaktor der Neubauer-Zahlkammer

4 = Anzahl der Gro3quadrate

Der Uberstand wurde abgesaugt und mit dem entsprechenden Volumen
Medium resuspendiert, sodass eine Zellsuspension mit 1 x 10® Zellen pro
Milliliter vorliegt. Mit dieser genormten Zellsuspension konnten nun alle
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Versuche mit derselben Zellzahl angesetzt werden. Die verwendeten Zellzahlen

sind im Folgenden tabellarisch aufgefuhrt.

Tabelle 5: Verwendete Zellzahlen der einzelnen Tumorzelllinien in den jeweiligen Versuchen
1) alle verwendeten Zelllinien, 2) RD-Zelllinie, 3) RH30-Zelllinie

Versuch Zellzahl

FACS Messung 2 x 10° Zellen / Dish"

Transwell Migration Assay 15 x 10* Zellen / Well®
5 x 10* Zellen / Well®

Colony Forming Assay 7,5 x 102 Zellen / Well?®

2.2.1.5 Kryokonservierung und Auftauen

Alle Zelllinien wurden langfristig in einem Einfriermedium bei -196 °C in
Kryordhrchen in einem Stickstofftank (siehe 2.1.2) gelagert. Um die Zellen
einzufrieren, wurden diese wie in Punkt 2.2.1.4 gezahlt und in einer definierten
Verdinnung (1,5 - 2 x 108 Zellen / Kryorohrchen) im Einfriermedium
resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in Kryorohrchen mit einem
Endvolumen von 1,5 ml aliquotiert und mittels Kryo-Gefrierbehalter in
Isopropanol dber 24 Stunden (h) um circa (ca.) -1 °C/min auf - 80 °C gekuhlt
und anschlielend im Stickstoffstank gelagert.

Fir das erneute Auftauen der Zellen wurden diese im Wasserbad bei 37 °C
erwarmt. Um eine Zerstérung der Zellen durch Dimethylsulfoxid (DMSQO) zu
verhindern, wurden die Zellen unverzuglich mit 10 ml des entsprechenden
warmen Mediums vorsichtig resuspendiert. Daraufhin wurde die Suspension fur
finf Minuten zentrifugiert (1500rpm / RT) und der Uberstand abgesaugt. Das
resultierende Pellet wurde abhangig von der bendtigten Zellkulturflasche mit der
entsprechenden Menge Medium (siehe Tab. 4) resuspendiert und im
Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Die Adhéarenz der Zellen wurde nach ca. 24 h kontrolliert und der erste
Mediumwechsel inklusive Waschen mit PBS vorgenommen. Nach etwa zwei bis
drei Passagen waren die Zellen fur die darauffolgenden Experimente

einsetzbar.
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Einfriermedium

90 % FCS (fetales Kalberserum) Biochrom GmbH, Berlin

10 % Dimethylsulfoxid (DMSQO) AppliChem GmbH, Darmstadt
Kryoréhrchen Cryo's Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Gefrierbehalter (5100 Cryo ,Mr.Frosty®) Thermo Fisher Scientific,
Karlsruhe

2.2.1.6 Isolation von PBMCs

Bei PBMCs (von engl. peripheral blood mononuclear cells) handelt es sich um
eine Mischpopulation aus mononuklearen Zellen des peripheren Blutes. Hierzu
zahlen B- und T-Lymphozyten, naturliche Killerzellen sowie Monozyten. Die
Gewinnung von PBMCs erfolgte aus den Buffy-Coats von gesunden Spendern,
welche vom Institut fur klinische und experimentelle Transfusionsmedizin zur
Verfugung gestellt wurden. Fur die Isolation der PBMCs wird am haufigsten die
Dichtegradientenzentrifugation verwendet, bei welcher die PBMCs mithilfe
eines ungeladenen Sukrose-Polymers (Biocoll) anhand ihrer Dichte von
anderen Blutbestandteilen getrennt werden. Nach erfolgter Zentrifugation liegen
Erythrozyten sowie tote Zellen aufgrund ihrer geringen Grof3e in der unteren
Phase des Biocolls, wahrend sich Granulozyten in der Biocoll-Phase befinden
und das Blutplasma oberhalb des Biocolls. Die PBMCs sind aufgrund ihrer
Dichte von 1,077 g/ml in der Interphase zwischen Plasma und Biocoll lokalisiert

und konnen hierdurch abgenommen werden.
Durchfuhrung:

Fir die Isolation wurden die Buffy-Coats zu Beginn in einem 50 mil
Zentrifugenrohrchen mit derselben Menge PBS verdunnt und gemischt. Zudem
wurde in einem weiteren 50 ml Zentrifugenrohrchen 20 ml Biocoll vorgelegt.
Daraufhin wurde die Zellsuspension langsam auf das Biocoll aufgeschichtet und
bei RT und einer Radialbeschleunigung von 760 x g (g: Erdbeschleunigung) flr
20 Minuten zentrifugiert (siehe 2.1.2). Hierbei wurde bei der ersten
Zentrifugation die Zentrifugenbremse ausgeschaltet, um den Zellgradienten
nicht zu zerstéren. Nach erfolgter Zentrifugation wurde die Interphase mit den
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enthaltenen PBMCs entnommen, in ein neues Zentrifugenrohrchen uberfuhrt
und vier Mal mit 20 ml PBS gewaschen. Anschlieend wurden die PBMCs wie
in 2.2.1.4 gezahlt und bis zur Verwendung in RPMI Medium inkubiert.

BIOCOLL (1,077 g/ml, isotonisch) Biochrom GmbH, Berlin

2.2.1.7 Differenzierung von Makrophagen

Die in dieser Forschungsarbeit verwendeten Makrophagen wurden in vitro aus

isolierten Monozyten von PBMCs (siehe 2.2.1.6) differenziert.
Durchfuhrung:

Es wurden 1 x 107 PBMCs in sechs Wells einer 6-Well Platte vorgelegt und fiir
zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Adhasion folgten zwei
Waschschritte mit jeweils 2 ml PBS. Daraufhin wurden 3 ml
Differenzierungsmedium hinzugegeben und fur sieben Tage im Brutschrank
inkubiert, wobei an Tag drei und sechs ein Mediumwechsel erfolgte.
Anschlielend wurden die erhaltenen Makrophagen wie in 2.2.1.4 gezahlt und
dem Experiment entsprechend angelegt.

Differenzierungsmedium fiir Makrophagen

88 % RPMI Biochrom GmbH, Berlin
10 % FCS (fetales Kalbsserum) Biochrom GmbH, Berlin
1 % L-Glutamin (200 mM) Biochrom GmbH, Berlin
1 % Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin Biochrom GmbH, Berlin
(10.000 pg/ml)

1 x Natriumpyruvat; Gibco Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
1 x MEM Non-essential Amino Acids; Gibco Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe
100 ng/ml rh-M-CSF Immuno Tools GmbH, Friesoythe

2.2.2 Antikorper gegen den nf-P2X7 Rezeptor

Die Firma Biosceptre mit ihrem Hauptsitz in Sydney (Australien) entwickelte
eine Bandbreite an verschiedenen onkologischen Immuntherapeutika gegen
den non-functional P2X7 Rezeptor (nf-P2X7 Rezeptor) (siehe 1.2.3) (Biosceptre
international Limited, 2019c). In dieser Arbeit wurden die nf-P2X7 Antikdrper

BILO3s und BPM09 verwendet. Diese wurden durch eine Immunisierung mit
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dem Epitop E200 (siehe 1.2.3) entwickelt und zeigen eine spezifische Bindung
an den nf-P2X7 Rezeptor (Gilbert et al., 2019, Biosceptre International Limited,
2017, Barden and Gidley-Baird, 2010b).

2.2.2.1 BILO3s Antikérper

Der BILO3s ist ein humanisierter monoklonaler Antikorper gegen den nf-P2X7
Rezeptor (Gilbert et al., 2019). In Gilbert et al. (2019) wurde gezeigt, dass die
Bindung von BIL03s durch zusatzliche Verwendung des Epitops E200
kompetitiv gehemmt wird. Daraus lasst sich schlie3en, dass BILO3s uber seine
komplementaritatsbestimmenden Regionen (CDR) an den nf-P2X; Rezeptor
bindet (Gilbert et al., 2019).

Der BILO3s Antikorper findet in vitro Anwendung in soliden und
hamatologischen Tumoren. Eine Inkubation mit BILO3s verursacht in vielen
Tumorzelllinien ein inhibiertes Wachstum (Barden et al., 2009). Der Antikdrper
zeigt in toxikologischen und praklinischen Studien ein gutes Sicherheitsprofil
sowie in Mausen bereits Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit (Biosceptre
International Limited, 2017, Biosceptre International Limited, 2019a). Der
BILO3s Antikérper wurde mit dem Farbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) fur

durchflusszytometrische Messungen markiert.

BIL dAB 2-2-1hFC 20140228, Dispensed: Biosceptre (Aust) PTY LTD, Syndney
07102014, 11.5 mg/ml (Australien)
BILO3s FITC (SMG0117) — 2mg/ml — 26,6uM Biosceptre (Aust) PTY LTD, Syndney

(Australien)
E200 Peptide (2575406) — 5mg/ml — 2,7mM Biosceptre (Aust) PTY LTD, Syndney

(Australien)

2.2.2.2 BPMQ09 Antikérper

Der Antikorper BPMO09 ist ein mittels Hybridom-Technik synthetisierter,
monoklonaler IgG2a)\ Maus-Antikorper (Gilbert et al., 2019, Barden et al., 2014,
Biosceptre International Limited, 2017). Er stammt von der Hybridomzelllinie
Cellosaurus AB253, welche in der European Collection of Cell Cultures
(ECACC) unter der Nummer 06080101 hinterlegt ist (Barden and Gidley-Baird,
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2010b). Die Hybridom-Technik ist ein Verfahren, bei dem Hybrid-Zellen, welche
durch Fusion aus malignen Myelomzellen und B-Lymphozyten entstehen,
monoklonale Antikérper produzieren (Winter and Milstein, 1991, Griffiths and
Milstein, 1985). Monoklonale Antikdrper entstammen einer Population aus
wesentlich homogenen Antikorpern, welche abgesehen von kleinen naturlich
auftretenden Mutationen identisch und dadurch hoch spezifisch sind (Barden
and Gidley-Baird, 2010b).

Der BPMO09 Antikorper wurde als diagnostischer Antikorper entwickelt. In
immunhistochemischen Farbungen zeigt er eine starke Farbung von
Tumorgewebe und eine nur minimale Farbung von Normalgewebe (Slater et al.,
2004a, Slater et al., 2004b, Barden and Gidley-Baird, 2010b, Barden and
Gidley-Baird, 2010a, Barden et al., 2014, Barden et al., 2016, Gilbert et al.,
2019).

Anti-nfP2X7 antibody BPM09. 1FSM, Host: mouse Biosceptre (Aust) PTY LTD, Syndney
7,6 mg /ml, Stock: 100 pg/ml (Australien)

2.2.2.3 Ubersicht iiber verwendete nf-P2X7 Antikérper

Eine Ubersicht tber die verwendeten nf-P2X; Antikrper in den nachfolgenden
Methoden bietet Tabelle 6.

Tabelle 6: Ubersicht Giber verwendete nf-P2X7 Antikérper

Methode Antikorper Herkunft
Durchflusszytometrie BILO3s FITC
Immunhistochemie BPMO09
Calcium-Messung BILO3s Biosceptre (Aust) PTY LTD,
Transwell Migration BILO3s Syndney (Australien)
Assay
Colony Forming Assay BILO3s

2.2.3 Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur gleichzeitigen phanotypischen,
molekularen und funktionalen Charakterisierung von einzelnen Zellen in einer

Suspension. Die Methode selbst beruht auf der Messung optischer
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Eigenschaften von Zellen durch die Bestrahlung mit Licht. Durch die hohe
Messrate kann hierbei eine schnelle und reprasentative Stichprobe einer
Zellpopulation erfasst werden (Hawley and Hawley, 2004, Sack et al., 2007).

Fir eine akkurate Messung wird jede Zelle einzeln mit der gleichen Menge Licht
eines fokussierten Lasers bestrahlt. Durch Unterdruck wird die Zellsuspension
aus dem Proberohrchen in eine dunne Kapillare gesaugt und mithilfe einer
hydrodynamischen Fokussierungstechnik bis auf einen Mikrometer genau
positioniert. Hierbei werden die Zellen in einer Fluss-Kammer von einer
laminaren Stromung aus Hullflissigkeit umspult und aufgrund eines geringer
werdenden Durchmessers beschleunigt. Die Zellen passieren somit einzeln den
Messpunkt, in welchem der fokussierte Laserstrahl auf die Zelle trifft (siehe
Abbildung 12A) (Cossarizza et al., 2017, Sack et al., 2007).

I FSC-Sensor
Fluoreszenz
Signale -

Fokussierter

Laserstrahl

SSC-und Fluoreszenz -Sensoren

Abbildung 12: Prinzip der durchflusszytometrischen Messung (A) und Geometrie der Messung von
Lichtstreuung und Fluoreszenz (B) (Sack et al., 2007)

Einfach betrachtet ist das Durchflusszytometer ein Licht-Detektions-Gerat,
welches nachdem die Zellen mit Licht bestrahlt wurden, Photonen
unterschiedlicher Wellenldnge detektiert (sieche Abb. 12B). Hierzu sammeln
Linsen das emittierte Licht der Zellen und parallelisieren es in Richtung des
spektral breitbandigen Detektors, welcher durch optische Filter und

dichroitische Spiegel spezifiziert wird (Cossarizza et al., 2017).

Das =zu detektierende Streulicht einer Zelle wird durch strukturelle
Membraneigenschaften, intrazellulare Bestandteile und die ZellgroRe bestimmit.
Das Vorwartsstreulicht (kurz FSC von engl. forward side scatter), welches den
grolten Teil des Streulichts darstellt, ist ein MaR fir die Gré3e der Zellen (siehe

Abb. 12B). Einen kleineren Teil des Streulichts macht das im rechten Winkel
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gestreute Seitwartslicht (kurz SSC von engl. sideward light scatter) aus,
welches mit der Granularitéat der Zellen korreliert (siehe Abb. 12B). Durch die
Detektion von FSC und SSC koénnen die Zellen somit phanotypisch
unterschieden werden (Sack et al., 2007, Cossarizza et al., 2017).

Zusatzlich zur Detektion des Streulichts wurden die von der Zelle ausgehenden
Fluoreszenzsignale gemessen. Diese entstehen durch an spezifische
monoklonale Antikdrper gekoppelte fluoreszierende Farbstoffe (Fluorochrome).
Durch die Absorption der Lichtenergie geht das Fluorochrom in einen
energetisch hoheren Zustand Uber und emittiert bei Ruckkehr in den
Grundzustand Licht einer definierten Wellenlange, welches tber die Detektoren
gemessen wird. Die gemessenen Fluoreszenzsignale entsprechen dabei

beispielsweise der Menge an gebundenen Antikérpern (Sack et al., 2007).

Daruber hinaus wurden die Zellen mit dem Farbstoff 7-Amino-Actinomycin D
(7TAAD) gefarbt, welcher an die Desoxyribonucleinsdure (DNS) toter Zellen
bindet und eine Differenzierung zwischen lebenden und toten Zellen in der
Auswertung ermoglicht. Am Beispiel der Kombination der beiden Farbstoffe
FITC und 7AAD wird deutlich, dass Fluorochrome mit ahnlicher Wellenlange
angeregt werden und trotzdem gleichzeitig durch unterschiedliche
Emissionsspektren gemessen und differenziert werden kénnen (siehe Abb. 13).

¥

% Normalzed Excitation/Emission
a2
8

0 ,.."*’"

£
0

300 400 500 600 700 800 900

Wavelength (nm)
M 7AAD Excitation M amDEmission A TCExctation ~ [UF TC Emission

Abbildung 13: Exzitations- & Emissionspektren von 7AAD und FITC
Erstellt mit Fluorescence Spectra Analyzer von BioLegend (siehe 2.1.4)

2.2.3.1 Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

FUr die durchflusszytometrische Messung wurden die zu untersuchenden Zellen
am Vortag in Zellkulturschalen angelegt und im Brutschrank bei 37 °C fur 24 h
inkubiert. Die verwendeten Zellzahlen sind Tabelle 5 (siehe 2.2.1.4) zu
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entnehmen. Am Versuchstag wurden die Zellen zu Beginn mit 5 ml PBS
gewaschen und zur Lésung der Zelladhasion 5 - 30 Minuten (je nach Zelllinie)
mit 2 ml Cell Dissociation Buffer im Brutschrank inkubiert. Dabei gewahrleistet
die Verwendung des enzymfreien Cell Dissociation Buffers durch eine
langsame Dissoziation der Zellen intakte Zelloberflachenproteine. Die
dissoziierten Zellen wurden anschlielRend mit dem entsprechenden Medium
verdunnt, wie in Punkt 2.2.1.4 gezahlt und mit eisgekihltem FACS-Puffer auf

1 x 108 Zellen pro Milliliter eingestellt.

Fur die verschiedenen Behandlungsansatze wurden pro Zelllinie drei
FACS-Rohrchen mit 1 x 10° Zellen verwendet. Jedes FACS Rohrchen wurde
mit 3 ml FACS-Puffer bei 1500 rpm fur 5 Minuten bei RT zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem
Antikorper BILO3s fur eine Stunde bei 4 °C im Dunkeln. Um unspezifische
Bindungen des Antikorpers BILO3s nachzuweisen, wurde bei jeder Messung
eine Kontrolle verwendet, welche zusatzlich mit dem Epitop E200 (siehe
2.2.2.1) behandelt wurde. Dieser Nachweis beruht auf Gilbert et al. (2019),
welcher bei Verwendung des Epitops E200 die kompetitive Hemmung der
Bindung des Antikoérpers BIL03s zeigte (Gilbert et al., 2019). Fur die initiale
Einstellung der Achsenparameter der Dot-Plots (Gating) (siehe 2.2.3.2) anhand
unbehandelter Zellen wurde ein Behandlungsansatz lediglich mit FACS-Puffer
inkubiert. Die verschiedenen Behandlungsansatze sind Abbildung 14 zu

entnehmen.
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Abbildung 14: Behandlungsansaitze fiir durchflusszytometrische Messung

Nach erfolgter Inkubation wurde erneut drei Mal mit 3 ml FACS-Puffer
gewaschen und der Uberstand abgenommen. AnschlieRend wurden die FACS
Rohrchen geratscht, mit jeweils 2,5 pl 7AAD gefarbt und daraufhin sofort die

durchflusszytometrische Messung gestartet. Wahrenddessen wurden die FACS

100 nM BILO03s
100 1 FACS 100 nM +
Puffer BILO03s 10 M E200

Kontrolle

Gating
nf-P2X; Expression

N

1 x 10° Zellen

Rohrchen auf Eis im Dunkeln zwischengelagert.

Cell Dissociation Buffer
FACS-Puffer

- 98% Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

Life technologies ™, Carlsbad, USA

(ohne Ca2'/ Mg2*) 1x-PBS
- 2% FCS (fetales Kéalberserum)

7-AAD Viability Staining Solution

Sample Prep ready 40-tube rack

Cell WASH solution
FACS-Flow
FACS-Rinse

FACS-Réhrchen (5 ml Rundboden)

FACS-Safe

Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

Biochrom GmbH, Berlin

Thermo Fisher Scientific, Walthamm,
Massachusetts, USA

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Corning Incorporated, New York, USA
Becton Dickinson, Heidelberg



2.2.3.2 Auswertung der Durchflusszytometrie

Die Auswertung der Durchflusszytometrie erfolgte mit der BD FACS Diva

Software Version 8.0.1.
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Abbildung 15: Exemplarische Dot-Plots einer durchflusszytometrischen Messung der BIL03s FITC
und 7AAD (PerCP-Cy5-5-A) Farbung der RMA-Zelllinie RH30

Es sind zwei-dimensionale Dot-Plot Analysen dargestellt, welche jeweils aufeinander aufbauen.
(A) Dot-Plot mit den Kanalen FSC-H (height) und FSC-A (area). Mit Region 1 werden einzelne Zellen
identifiziert. Die auRerhalb der Region 1 liegenden Zellen haben, verglichen zu der Hohe (FSC-H) und
Flache (FSC-A) einer einzelnen Zelle, eine groRere Flache (FSC-A) und entsprechen somit Dubletten oder
Artefakten. (B) Der Dot-Plot stellt die definierten einzelnen Zellen aus Region 1 mit den Kanalen SSC-A
und PerCP-Cy5-5-A dar. In der hinzugefligten Region 2 werden vitale Zellen definiert. (C) Der Dot-Plot
stellt die aus Region 2 definierten einzelnen, vitalen Zellen mit den Kanalen SSC-A und FSC-A dar.
Region 3 definiert die gemessenen Zellen nach ZellgréRe und Granularitat.

Durch die in Abbildung 15 gezeigte Gating-Strategie konnte die vitale
Population, welche in Einzelzellen vorlag, herausgefiltert werden. AnschlielRend
erfolgte das Gating sowie die Auswertung auf FITC-positive bzw. -negative

Fluoreszenzsignale (siehe Abb. 16).
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Abbildung 16: Histogramme und Overlay einer exemplarischen durchflusszytometrischen Messung
der RMA-Zelllinie RH30

Es wurden Histogramme der Zellen aus Region 3 mithilfe der in Abbildung 15 dargestellten
Gating-Strategie zur Auswertung der FITC-Fluoreszenssignale erstellt. (A) zeigt das Histogramm einer
durchflusszytometrische Messung der RH30 Kontrolle mit BILO3s FITC und E200. Die nf-P2X7 positiven
Zellen wurden auf 1,5 % definiert. (B) zeigt das Histogramm einer durchflusszytometrischen Messung der
RH30 Zellen mit BILO3s FITC Behandlung. Mit demselben Gate wie in (A) sind 82,4 % nf-P2X7 positiv.
(C) zeigt das Overlay der Histogramme aus (A) und (B).

Fir die Detektion unspezifischer Bindungen des Antikdrpers BILO3s wurde bei
jeder Messung eine Kontrolle verwendet, welche zusatzlich mit dem Epitop
E200 (siehe 2.2.2.1) behandelt wurde. Dieser Nachweis beruht auf Gilbert et al.
(2019), welcher anhand des Epitops E200 die kompetitive Hemmung der
Bindung des Antikorpers BIL03s zeigte (Gilbert et al., 2019).

In Abbildung 16A ist das Histogramm einer Messung von RH30 Zellen
dargestellt, welche als Kontrolle mit BILO3s und E200 behandelt wurden. Die
Zellen wurden wie in Abbildung 15 und 16 beschrieben gegated. Das Gate der
gemessenen FITC Fluoreszenz wurde im Histogramm auf 1,5 % festgelegt und

die mit BILO3s inkubierten Zellen mit demselben Gate berechnet (siehe Abb.
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16B). Mit dieser Methode wurden die nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent

ermittelt. Ein Overlay beider Histogramme ist in Abbildung 16C dargestellt.

Fir die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) wurde in jeder Messung der
Median der gesamten Zellpopulation ermittelt. Anschlielend wurde der MFI der
BILO3s Behandlung in Bezug auf die entsprechende Kontrolle wie folgt

berechnet:

MFI (BILO3s)
MFI (BILO3s + E200)

2.2.4 Immunhistochemie (IHC)

FUr eine primare Beurteilung des Tumorgewebes wurden die Tumorschnitte
vorab mit einer Hamatoxylin—Eosin-Farbung (H&E) gefarbt. Anschlielend
erfolgte eine immunhistochemische Farbung, mit welcher Zell- oder
Gewebestrukturen durch  Verwendung von spezifischen Antikorpern
morphologisch charakterisiert werden konnen. Grundsatzlich werden die direkte
und indirekte Farbemethode unterschieden. Im Gegensatz zur direkten
Farbung, bei welcher der primare Antikorper mit einem Marker gekoppelt ist,
enthalt bei der hier verwendeten indirekten Farbung der sekundare Antikorper
einen gekoppelten Marker (hier Biotin). Der sekundare Antikérper bindet dabei
an die Fc-Region des primaren Antikdrpers (siehe Abb. 17 in 2.2.4.4).

2.2.4.1 Schneiden der Schnitte

Mit einem Mikrotom wurden die ausgewahlten Paraffinblocke 4 pm dick
geschnitten und im Streckbad bei 45 °C aufgezogen und auf Objekttrager
aufgetragen. Anschlieiend wurden die Schnitte auf einer 45 °C warmen

Heizplatte Uber Nacht getrocknet.
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Mikrotom Leica RM 2155 Leica, Wetzlar

Paraffinstreckbad HI1210 Leica, Wetzlar
Objekttrager-Strecktisch HI1220 Leica, Wetzlar
SuperFrost ® Plus Objekttrager R. Langenbrinck GmbH, Labor- und

Medizintechnik, Emmendingen

2.2.4.2 Entparaffinierung der Schnitte

Fir die Entparaffinierung wurden die Paraffinschnitte in Roti-Histol zwei Mal fur
10 Minuten inkubiert und anschlieend in einer absteigenden Alkoholreihe und
Aqua bidest hydrophilisiert (jeweils 3 Minuten in Ethanol 100% > 90% > 80%
> 70%). Ab diesem Zeitpunkt kann eine Farbung der Schnitte in wassrigen
Losungen unter der Beachtung erfolgen, dass die Schnitte nun nicht mehr

austrocknen dirfen.

Roti ® -Histol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Ethanol 99% vollstandig vergallt mit MEK (Bitrex) SAV Liquid production GMBH,
Flintsbach am Inn

»Assistent — Farbetrog Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sondheim
v.d.Réhn

2.2.4.3 Hamatoxylin-Eosin-Féarbung (H&E)

Zu Beginn wurden die bendtigten Hamalaun und Eosin Losungen vorbereitet.
Eine detaillierte Beschreibung ist in den folgenden Tabellen 7 und 8 dargestellt.
Beide Losungen sollten nach Gebrauch in ca. 1 - 2 Wochen erneuert werden.
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Tabelle 7: Herstellung einer Hamalaun Lésung

Reihenfolge | Reagenz Menge Anmerkung

1 Hamatoxilin 1,09 Hamatoxilin in Aqua dest.

2 Aqua dest. 600 ml I6sen

3 Natriumjodat 0,2¢g zugeben

4 Aluminiumkaliumsulfat 91,89 zugeben, l6st sich evtl.
nicht ganz auf

5 Chloralhydrat 50 g zugeben, es erfolgt ein
blau-violetter Farbumschlag

6 Zitronensaure 1,09 zugeben

7 Mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen

Tabelle 8: Herstellung einer 1 % wassrigen Eosin Vorratslosung

Reihenfolge | Reagenz Menge Anmerkung
1 Eosin 1049 Eosin in Aqua dest. I6sen
2 Aqua dest 1000 ml

Fur die Herstellung der Eosin-Gebrauchslosung wurde die in Tabelle 8
dargestellte Eosin-Vorratslosung im Verhaltnis 1:10 verdinnt. Hierzu wurden 20
ml Eosin Vorratslésung, 180 ml Wasser (H20) und 3 Tropfen hundertprozentige

Essigsaure gemischt. Die Essigsaure diente hierbei zur Intensivierung der

Farbung.

Hamatoxilin, A3865 AppliChem GmBH, Darmstadt
Natriumjodat, Nr. 1,06525 Merck, Darmstadt
Aluminiumkaliumsulfat, Nr. 1,04936 Merck, Darmstadt
Chloralhydrat, Nr. 1,02425 Merck, Darmstadt
Citronensaure, Nr.1,00244, Merck, Darmstadt
Eosin, Nr. 7089.2 Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
100 % Essigsaure, Nr. UN2789 VWR, Radnor (USA)

Fir die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) wurden die entparaffinierten Schnitte
4 Minuten in der Hamalaun-Losung gefarbt und anschlieRend uber 10 Minuten
unter flieBendem Leitungswasser geblaut. Nach einer kurzen Spulung mit Aqua
dest. folgte die Farbung mit Eosin fir 2 Minuten. Danach erfolgte eine kurze
Inkubation in 70 % Alkohol, anschlielRend mit 96 % Alkohol und daraufhin eine

zweimalige Inkubation mit 100 % Alkohol fir jeweils 1 Minute. Zum Schluss
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wurden die Schnitte zwei Mal fur jeweils 1 Minute in Xylol inkubiert und

anschlie3end eingedeckt.

2.2.4.4 Immunhistochemische Féarbung

Fir die immunhistochemische Farbung wurden entparaffinierte Schnitte
verwendet. Die durch die Paraffineinbettung maskierten Antigene wurden zu
Beginn demaskiert, sodass eine Bindung von Antikdrpern maoglich ist. Hierzu
wurden die Schnitte in einem Citratpuffer (Working Solution, siehe Tab. 9) auf
100 °C fur 20 Minuten aufgekocht, auf RT abgekuhlt und anschlieRend fur drei
Minuten in Aqua bidest gewaschen.

Tabelle 9: Herstellung eines Citratpuffers

Stock A Stock B Working Solution
4,2 g Zitronensaure 14,7 g Natrium-Dihydrat 9 ml Stock A
200 ml Aqua dest. 500 ml Aqua dest. 41 ml Stock B

450 ml Aqua dest.

Zitronensaure Monohydrat Merck, Darmstadt
tri-Natrium-Dihydrat Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Manueller Kleinautoklav ohne Heizung, 12I A. Wolf SANOclav, Bad Uberkingen-Hausen
Siebkorb flir 12| Autoklav A. Wolf SANOclav, Bad Uberkingen-Hausen
Heizplatte fir KL Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase Aktivitdt wurden die Schnitte in
frisch angesetztem 0,3 % Peroxid in Aqua dest. in Farbetrogen fur 5 Minuten
bei RT inkubiert und anschlief3end fur 5 Minuten bei RT in TRIS 1x Waschpuffer
(siehe Tab. 10) unter standiger Bewegung auf dem Logic Shaker gewaschen.

Tabelle 10: TRIS Waschpuffer

TRIS 10x (pH = 7,44) TRIS 1x

12 g Trizma ® Base 100 ml TRIS 10x
162 g NaCl 900 ml Agua bidest.
ad Aqua dest. 2 |

Die Schnitte wurden anschlieRend mit einem Fettstift umrandet und in 3 %
Ziegenserum (goat serum) (verdinnt mit TRIS 1x) fur 30 Minuten in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert, um mogliche unspezifische Bindungsstellen
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zu blockieren. Danach wurde erneut mit TRIS 1x fir 5 Minuten bei RT

gewaschen.

Hydrogen peroxide 30 % (Perhydrol) Merck, Darmstadt

Trizma ® base Sigma-Aldrich CHEMIE GmbH,

NaCl Steinheim
Carls Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe

Farbetrog, Hellendahl mit Erweiterung PMP, Brand, Darmstadt

glasklar

Goat Serum (Normal) Dako, Glostrup, Danemark

Inkubationskammer fiir Objekttrager Weckert Labortechnik, Kitzingen

Dako Pen, Code 2002 (Fettstift) Dako, Glostrup, Danemark

Als primarer Antikérper wurde der nf-P2X7; Antikbrper BPMQ9 (siehe 2.2.2.2)
verwendet. Nach einer zu Beginn der Arbeit durchgefuhrten Verdinnungsreihe

wurden die in Tabelle 11 dargestellten Konzentrationen verwendet.

Tabelle 11: Verwendete Antikdrper Konzentrationen in der IHC

nf-P2X7 IHC
Primarer Antikorper 1:166,67 in TRIS 1x
1:500 in TRIS 1
Sekundarer Antikorper |r1 X
(Anti-Maus)

Der primare Antikorper wurde nach dem Waschen auf die Schnitte aufgetragen
und bei 4 °C 0.N. in einer feuchten Kammer inkubiert. Fur die Kontrollen wurde
TRIS 1x verwendet. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte zwei Mal fur
5 Minuten in TRIS 1x bei RT gewaschen und der sekundare Antikorper
aufgetragen, welcher an die Fc-Region des primaren Antikorper bindet. Dieser
wurde fur 45 Minuten bei RT in der feuchten Kammer inkubiert. Danach wurden
die Schnitte mit TRIS 1x zwei Mal fur 5 Minuten gewaschen.

Der sekundare Antikorper ist zusatzlich an Biotin gekoppelt. Dieses Biotin bildet
im nachsten Schritt mit Avidin ein Avidin-Biotin-Enzym-Komplex, wodurch eine
Signalverstarkung erzielt wird (siehe Abb. 17). Hierzu wurde ein ABC Kit
verwendet, welches 30 Minuten zuvor nach Herstellerangaben gemischt und im
Dunkeln bei RT inkubiert wurde. Nach 30 Minuten Inkubationszeit in der
feuchten Kammer bei RT wurde das ABC Kit abgetropft und die Schnitte drei
Mal far 5 Minuten mit TRIS 1x gewaschen. Der Avidin-Biotin-Enzym-Komplex
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kann im nachsten Schritt mithilfe einer Peroxidase Reaktion und der daraus
resultierenden Braunfarbung detektiert werden.

Primérer Antikérper

biotinylierter
Sekundarer Antikorper

Biotin

‘ Avidin mit 4 Bindungsstellen fir Biotin

biotinylierte Peroxidase H

Abbildung 17: Indirekte immunhistochemische Farbung unter Verwendung der
Avidin-Biotin-Komplex (ABC) Methode

Im ersten Schritt der indirekten Farbung reagiert der primare Antikdrper mit dem zu detektierenden
Antigen, in diesem Fall das Epitop E200 des nf-P2X; Rezeptors. AnschlieBend bindet ein sekundarer
Antikdrper an die Fc-Region des Antigen-Antikdrper-Komplexes. Der sekundare Antikorper ist hierbei
selbst an Biotin gekoppelt. Durch Verwendung der ABC-Methode erhalt die im Anschluss verwendete
Peroxidase Reaktion eine Vervielfachung der Angriffsflache, wodurch eine starke Farbreaktion und somit
Detektion des gesuchten Epitops ermdglicht wird.

Fir die Peroxidase Reaktion wurde ein Peroxidase Substrat Kit verwendet,
welches fur etwa 5 - 10 Minuten auf die Schnitte aufgetragen wurde. Sobald
eine Braunfarbung der Kontrolle sichtbar war, wurde die Reaktion abgebrochen
und die Objekttrager in Aqua bidest Gberfihrt.

Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2, Fragment Jackson-Immuno-Research
Donkey Anti-Mouse-IgG (H+L) Laboratories, Inc., West Grove, USA
Vecatstain Elite ABC Kit Vector Laboratories, Inc. ; Burlingame
(USA)
DAB Peroxidase Substrate KIT SK-4100 Vector Laboratories, Inc. ; Burlingame
(USA)

AnschlieBend wurden die Schnitte fur etwa 30 Sekunden in Mayers
Hamalaunlosung gegengefarbt und fur 10 Minuten in einer Glasschale unter
flieRendem Leitungswasser geblaut. Daraufhin wurde mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe (identisch zu der des Vortags) gearbeitet und abschlieRend die
Schnitte fur 10 Minuten in Roti Histol inkubiert. Das Gewebe wurde am Ende

mithilfe von Pertex eingebettet und Uber Nacht unter dem Abzug getrocknet.
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MAYERS-Hamalaunlésung fir die Mikroskopie Merck, Darmstadt

Roti ® -Histol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe
Pertex ® Synthetisches Eindeckmittel medite GmbH, Burgdorf
Deckglaser 24x60mm, Glasdicke 0,13-0,16 R. Langenbrinck GmbH, Labor- und

Medizintechnik, Emmendingen

2.2.4.5 Auswertung der Immunhistochemie

Zur Auswertung der IHC wurden Tumorproben von Patienten mit
Rhabdomyosarkom (Anzahl n = 16), Neuroblastom (n = 9), Wilms Tumor
(n = 5), Hepatoblastom (n = 4) und hepatozellularem Karzinom (HCC) (n = 8)
untersucht. Ein entsprechendes Ethikvotum wurde von einer unabhangigen
Ethik-Kommission bewilligt und ist unter der Projekthnummer 354/2018A
hinterlegt.

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbung wurde durch das
Pathologische Institut Tabingen eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E) der
jeweiligen Tumorprobe angefertigt und der Anteil vitaler zu nekrotischer
Tumorareale ermittelt. Anschlie®Bend wurden nur Tumorschnitte mit einer
Vitalitdt > 50 % immunhistochemisch gefarbt. Auch die Auswertung der
immunhistochemischen  Farbungen  erfolgte  gemeinsam mit dem

Pathologischen Institut Tubingen.

Wie in Gilbert et al. (2019) beschrieben, wurden die immunhistochemischen
Farbungen anhand ihrer nf-P2X7; Expressionsstarke in Stadien -eingeteilt
(Gilbert et al., 2019). Dabei beschreibt Stadium 0 keine Expression, Stadium 1
eine geringe Expression, Stadium 2 eine mafRige Expression und Stadium 3
eine starke Expression des nf-P2X7 Rezeptors (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Einteilung der nf-P2X; Expressionsstédrke anhand der Stadien 0 bis 3
Immunhistochemische Farbungen mit dem Antikorper BPM09 gegen den nf-P2X; Rezeptor.
Stadieneinteilung der nf-P2X7; Expressionsstarke mit Stadium O (keine Expression), Stadium 1 (geringe
Expression), Stadium 2 (mafRige Expression) und Stadium 3 (starke Expression). (a) Stadium 0 (gesunde
Leber), (b) Stadium 1 (Neuroblastom), (c) Stadium 2 (HCC), (d) Stadium 3 (alveolares
Rhabdomyosarkom).

AuRerdem wurde die spezifische Bindung des Antikdrpers BPMO09 analysiert,
indem nicht-tumordse Areale (GefalRe, Bindegewebe, Muskulatur, Nekrose)
sowie gesundes Gewebe auf die Expression des nf-P2X7 Rezeptors untersucht

wurden.

2.2.5 Analyse von Patientencharakteristika von Patienten mit extrakraniellen

kindlichen soliden Tumoren

Es wurden Patientencharakteristika von Patienten mit Rhabdomyosarkom
(n =17), Neuroblastom (n = 9), Wilms Tumor (n = 5) und Lebertumoren (n = 9)
analysiert. Ein entsprechendes Ethikvotum wurde von einer unabhangigen
Ethik-Kommission bewilligt und ist unter der Projekthnummer 354/2018A
hinterlegt. Alle untersuchten Patientendaten befinden sich in digitalisierter Form
in der vom Universitatsklinikum Tubingen verwendeten SAP R/3 Software
(siche 2.1.4) und wurden mittels Excel tabellarisch pseudonymisiert
aufgetragen und ausgewertet. Bei Differenz der Summe zu n erfolgte keine
klinische Angabe. Alle erhobenen Parameter beziehen sich auf den Zeitraum
bis September 2019.
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Bei allen Tumorentitdten wurden die Kategorien Geschlecht und Alter bei
Erstdiagnose (ED) analysiert. Weitere analysierte Parameter sowie analysierte
Mutationen der einzelnen Tumorentitaten sind in Tabelle 12 angegeben.

Tabelle 12: Ubersicht (iber weitere analysierte Patientencharakteristika von kindlich soliden

Tumorentitaten
Tumorentitat Analysierte Parameter
Rhabdomyosarkom FOXO1-Bruch, PAX1-FOXO1 Genfusion, PAX7-FOXO1 Genfusion
Hepatoblastom und Alpha-Fetoprotein (AFP), Metastasen, praoperative Chemotherapie,
HCC positives Uberleben

Tumorstadium, Stadium nach Hughes, Differenzierungsgrad,
Regressionsgrad, Metastasen, n-myc Status, Chromosom 1(p36)
Neuroblastom Abberation, Anaplastische Lymphomkinase (ALK), meta-
lodobenzylguanidin (mIBG) Status, praoperative Chemotherapie,

NB2004 Studienprotokoll, positives Uberleben

Tumorstadium (nach SIOP), Metastasen, praoperative

Wilms Tumor . . .
Chemotherapie, positives Uberleben

2.2.6 Calcium-Messung

Als Grundlage fur funktionelle Assays wurde mithilfe von Calcium-Messungen
der ATP-induzierte Calciumhaushalt in den RMS-Zelllinien RD (RME) und
RH30 (RMA) untersucht. Hierfir wurden die Zellen im ersten Schritt mit 3
Millimol (mM) BzATP behandelt. In der darauf folgenden Untersuchung erfolgte
eine zusatzlich Inkubation mit dem nicht kompetitiven P2X7 Antagonisten KN62
(10 uM) und dem nf-P2X7 Rezeptor Antikdrper BILO3s (0,5 uM) (siehe 2.2.2.1)
(Brandao-Burch et al., 2012).

Die intrazellulare Konzentration von Calciumionen (Ca?*) wurde mithilfe des
inversen Phasen-Kontrast Mikroskops gemessen. Mittels eines dichromatischen
Spiegels des Mikroskops wurde die dabei entstandene Fluoreszenzintensitat
bei etwa 505 nm entweder in ein Objektiv oder in eine Kamera abgelenkt. Die
Datenerfassung erfolgte dabei alle 6 bis 10 Sekunden unter Verwendung der
Metafluor Computer Software. Die ermittelten Werte wurden in Excel
Ubertragen. Fur die Ermittlung der Veranderung der zytosolischen
Ca?*-Konzentration wurde sowohl der Anstieg, als auch die hochste
Ca?*-Konzentration durch das Verhaltnis 340 / 380 nm fiir jede Zelle und jedes
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Experiment analysiert. Die Differenz zwischen dem niedrigsten und hochsten
Punkt der Zunahme der zytosolischen Ca?*-Konzentration (delta Ratio) wurde
dabei als ,peak‘ bezeichnet und die maximale Ca?*-Einstromgeschwindigkeit

(,slope®) als delta Ratio pro Sekunde berechnet.

2°(3")-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine
5°-triphosphate triethylammonium salt
KN-62,4-[(2S)-2-[(5-
isoquinolinylsulfonyl)methylamino]-3-oxo-3-(4-
phenyl-1-piperazinyl)propyl] phenyl
isoquinolesulfonic acid ester

Kamera Proxitronic

Zentrifuge Rotifix 32

Discofix Stopcock fir Infusionstherapie
Filter Set fir FURA-2

Filterspitzen 10, 100, 1000 ul

Filterrad

Infusionsregulator Dosi-Flow 10
Lambda 10-2

Lamp XBO 75

Metafluor Software

Mikroskop Axiovert 100

Mikroskop Deckglaser (rund) 30mm Durchmesser,
0.13-0.16 mm

Neutral density Filter

Objective fluar 40x/1.3 Ol

Spritzen 10 ml, Luer-Lok Tip

Spritzen BD Perfusion 50 mi
Gewebekulturplatten 35x10 mm
Winged Needle Infusion Set Butterfly-21

Zellkulturwasser (EP-Grade)
Fura-2-AM

Immersol 518F

lonomycin
N-methyl-D-glucamine (NMDG)
Poly-L-Lysine

Silicone grease

Thapsigargin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen
Alomone Labs, Jerusalem, Israel

Proxitronic, Bensheim

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

B. Braun, Melsungen

AHF Analysetechnik AG, Tubingen
Biozym Scientific, Hess. Oldendorf
Sutter Intrument Firma, Novato
Dahlhausen, Koéln / Siirth

Sutter Instrument Firma, Novato
Leistungselektronik Jena GmbH, Jena
Universal Imaging, Downingtown, USA
Carl Zeiss, Oberkochen

Karl Hecht KG, Sondheim

AHF Analysetechnik AG, Tlbingen
Carl Zeiss, Oberkochen

Becton Dickison Labware, Franklin
Lakes, USA

Becton Dickison Labware, Franklin
Lakes, USA

Becton Dickison Labware, Franklin
Lakes, USA

Hospira Venisystems, Donegal Town,
Irland

PAA, Colble

Invitrogen, Karlsruhe

Carl Zeiss, Oberkochen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen (Molecular Probes), Karlsruhe
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2.2.7 Transwell Migration Assay

Der Transwell Migration Assay, nach seinem Entwickler Boyden auch Boyden
Chamber Assay genannt, ist eine gangige Methode fur die Untersuchung der
Zellmigration. Hierbei werden Zellen in eine obere Kammer gesetzt, welche
durch eine mikroporése Membran von einer unteren Kammer getrennt ist (siehe
Abb. 19). Diese enthalt einen chemotaktischen Wirkstoff. Nach entsprechender
Inkubationszeit wird die Membran entnommen und fixiert, wodurch die
migrierten Zellen auf der Unterseite der Membran gezahlt werden konnen
(Chen, 2005).

. >
/
/ obere Kammer mit
eingesetzten Zellen
mikropordse Membran \ — untere Kammer mit
............................. chemotaktischem
\/ erkStOff

Abbildung 19: Aufbau des Transwell Migration Assays

Durchfuhrung:

Zu Beginn wurden die Zellen wie in Punkt 2.2.1.4 gezahlt. AnschlieRend wurde
mit PBS gewaschen, um Uberreste des FCS zu entfernen, welches im Versuch
als chemotaktischer Wirkstoff fur die Zellen dient. Daraufhin wurden die Zellen
mit DMEM ohne FCS auf 1 x 108 Zellen pro Milliliter verdiinnt.

In eine 24-Well Platte wurde anschlieBend als chemotaktischer Wirkstoff
750 ul DMEM Medium mit FCS pro Well pipettiert, was der unteren Kammer im
Versuchsaufbau (siehe Abb. 19) entspricht. Um den Einfluss der Schwerkraft
auf die nach unten migrierenden Zellen zu berucksichtigen, wurde die untere
Kammer einer zweiten Kontrolle mit DMEM Medium ohne FCS Zusatz gefullt.
Danach wurden die Transwells eingesetzt, wobei auf ein blasenfreies Medium

unter der Membran zu achten ist.
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Im Anschluss wurden die Zellen mit entsprechender Behandlung in
Eppendorfreaktionsgefallen vorbereitet. Die verwendeten Zellzahlen sind
Tabelle 5 (siehe 2.2.1.4) zu entnehmen. Die Behandlung der Zellen erfolgte mit
0,5 uM Antikoérper BILO3s (siehe 2.2.2.1), sowie mit 0,2 mM BzATP und der
Kombination aus beidem. Die Behandlungen wurden entsprechend mit DMEM
Medium ohne FCS Zusatz verdunnt. Der unbehandelten Kontrolle wurde DMEM
Medium ohne FCS  Zusatz  zugegeben. Die resuspendierten
Behandlungsansatze mit einem Endvolumen von 500 ul wurden anschlielRend

in die Transwells pipettiert und fur 24 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Anschlielend erfolgte die Farbung der migrierten Zellen durch die mikroporose
Membran. Hierfur wurden in einer 24-Well Platte 600 ul siebzigprozentiges
Ethanol pro Behandlung vorgelegt und die mit einer Pinzette vorsichtig
herausgenommenen Transwells mit der Membranseite nach unten gerichtet 15
Minuten bei RT fixiert. Nachfolgend wurden die Einsatze entnommen und
erneut 15 Minuten bei RT getrocknet. In dieser Zeit wurde 600 ul 0,2 %
Kristallviolett Farbelosung pro Well vorgelegt und die Transwell Einsatze nach
abgeschlossener Trocknung fur 10 Minuten bei RT gefarbt. Daraufhin wurden
die Transwells entnommen, in destilliertem Wasser gewaschen und die nicht
migrierten Zellen auf der Innenseite der Membran mit einem Wattestabchen
entfernt. Nach Trocknung der Einsatze wurde die Membran vorsichtig mit einem
Skalpell entfernt und mithilfe von Pertex auf Objekttragern eingedeckt.

Die gefarbten Membranen wurden fotografiert und die migrierten Zellen mithilfe
des Programms ImagedJ (siehe 2.1.4) gezahlt. Die gezahlten Zellen wurden in

einer Excel Tabelle jeweils prozentual im Vergleich zur Kontrolle ausgewertet.
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Cell Culture Insert, Transparent PET Membrane, 24
Well 8.0um pore size
2°(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine
5°-triphosphate triethylammonium salt

Ethanol 99% vollstandig vergallt mit MEK (Bitrex)

1% Kristallviolett-Losung:
- 1g Kristallviolettpulver

- mit bidest. H20 auf 100ml auffullen
Surgical Disposable Scalpels
Pertex ® Synthetisches Eindeckmittel
SuperFrost ® Plus Objekttrager

Deckglaser 24x60mm, Glasdicke 0,13-0,16

Corning Incorporated, New York, USA

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis (USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
SAV Liquid production GMBH, Flintsbach

am Inn

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen

Braun Aesculap AG, Tuttlingen
medite GmbH, Burgdorf

R. Langenbrinck GmbH, Labor- und
Medizintechnik, Emmendingen

R. Langenbrinck GmbH, Labor- und

Medizintechnik, Emmendingen

2.2.8 Colony Forming Assay (CFA)

Der Colony Forming Assay ist die Methode der Wahl fur die Untersuchung der
Kolonienbildung von Zellen nach einer Behandlung mit ionisierender Strahlung
oder anderen zytotoxischen Reagenzien. Hierbei werden Zellen vor oder nach
Behandlung ausgesat und nach entsprechender Inkubationszeit (1 - 3 Wochen)
fixiert, gefarbt und gezahlt. Eine gebildete Kolonie besteht definitionsgemal} aus
mindestens 50 Zellen. Ist diese Kolonienbildung vermindert und dabei eine
einzelne Zelle nicht in der Lage sich unbegrenzt zu teilen, so wird dies
reproduktiver Zelltod genannt (Franken et al., 2006, Watanabe and Okada,
1967).

Durchfuhrung:

Zu Beginn wurden die Tumorzellen in einer definierten Zelldichte (siehe Tabelle
5 in 2.2.1.4) in einer 6-Well Platte angelegt und uUber Nacht inkubiert. Am
nachsten Tag folgte die Behandlung mit dem Antikorper in aufsteigender
Konzentration (0,1; 0,5; 1 und 2 uM), sowie nachfolgend mit 0,5 uM Antikdrper
und 0,2 mM BzATP in Kombination. Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit
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1x PBS gewaschen und frisches Medium in jedes Well pipettiert. Daraufhin
wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO:2 im Brutschrank inkubiert und die
Kolonienbildung regelmalig kontrolliert. Nach entsprechender Inkubationszeit
(10 — 14 Tage) wurde das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit PBS
gewaschen. Anschlieend wurde zur Fixierung 2 ml Methanol pro Well
hinzugefugt und auf dem Shaker 5 Minuten inkubiert. Daraufhin wurden die
Kolonien nach Wiederholung dieser Fixierung mit 1 ml 1 %
Kristallviolett-Losung pro Well gefarbt und diese Losung fur 90 Minuten auf dem
Shaker inkubiert. AnschlieBend wurde die Farbelésung abgesaugt und die
Platten in einer Wanne mit vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) von der
uberschussigen Farbung gereinigt. Nach Trocknung der Platten Uber Nacht
konnten die Kolonien gezahlt und mit der unbehandelten Kontrolle verglichen
werden. Die prozentuale Berechnung und Auswertung erfolgte mit Excel.

2°(3’)-O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine Sigma-Aldrich, Co., St. Louis (USA)
5’-triphosphate triethylammonium salt Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Methanol VWR International GmbH, Darmstadt
1% Kristallviolett-Losung:

1g Kristallviolettpulver Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen
mit bidest. H2O auf 100ml auffiillen

2.2.9 Statistische Auswertung

Die tabellarische Auftragung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel. Die
statistische Auswertung der Daten sowie die Erstellung der Graphen und
Abbildungen erfolgte mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 8.2.1. Die
statistische Prufung der Hypothese wurde mit einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA) gepruft, wobei als Testverfahren in der Regel der
Dunnett- oder Sidak-Test eingesetzt wurde. Alle Versuche wurden in
mindestens drei unabhangigen Einzelversuchen durchgefuhrt. Die berechneten
Mittelwerte wurden in den Graphen jeweils mit entsprechender
Standardabweichung angegeben. Als Signifikanzniveau wurde ein 95 %
Konfidenzintervall festgelegt, sodass alle p-Werte < 0,05 als signifikant gewertet
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wurden. Fur die Graphen gilt dabei *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 und
****p< 0,0001.

Die Verfassung der vorliegenden Dissertationsschrift erfolgte mit Microsoft
Word. Das Literaturverzeichnis wurde mithilfe von EndNote X8.2 angelegt und
verwaltet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Das Expressionsmuster des nf-P2X; Rezeptors in extrakraniellen

kindlichen soliden Tumoren

Das Expressionsmuster von nf-P2X; ist in einer Vielzahl diverser
Tumorentitaten bei Erwachsenen bekannt (siehe Tab. 2 in 1.2.3) (Barden et al.,
2009, Barden et al., 2016, Gilbert et al., 2017, Gilbert et al., 2019). Jedoch
wurden noch keine Untersuchungen zu kindlichen soliden Tumoren in Hinblick

auf den nf-P2X7 Rezeptor durchgefuhrt.

Daher ist Gegenstand dieser Arbeit ein Expressionsprofii des nf-P2X7

Rezeptors in extrakraniellen kindlichen soliden Tumoren zu erarbeiten.

3.1.1  Durchflusszytometrische Analyse des Expressionsmusters des
Membranrezeptors nf-P2X7 in kindlichen soliden Tumoren

Es wurden Zelllinien verschiedener, kindlich solider Tumorentitaten untersucht:
alveolares Rhabdomyosarkom (RMA), embryonales Rhabdomyosarkom (RME),
maligner Rhabdoid Tumor (mRT), hepatozellulares Karzinom (HCC),
Hepatoblastom (HB), Neuroblastom (NB), Ewing-Sarkom und Osteosarkom. Als
benigner Vergleich wurden Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten,
Fibroblasten und die benigne Skelettmuskelzelllinie SKMC untersucht.

3.1.1.1 Die nf-P2X7 Expression bei Zelllinien des Rhabdomyosarkoms und des
malignen Rhabdoid Tumors

Anhand durchflusszytometrischer Messungen mit dem nf-P2X7; Antikorper
BILO3s wurden embryonale (RD, SRH, RUCH3, RMS33-2) und alveolare
(RH30) Rhabdomyosarkom-Zelllinien sowie die maligne Rhabdoid
Tumorzelllinie (mMRT) A204 auf die Expression des nf-P2X7; Rezeptors
untersucht. Die Ergebnisse sind in der folgenden Abbildung 20 dargestellt.
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Abbildung 20: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors auf kindlichen soliden Tumorzelllinien
des Rhabdomyosarkoms und des malignen Rhabdoid Tumors

Farbung mit dem Antikérper BILO3s gegen den nf-P2X; Rezeptor der RME-Zelllinien
(RD, SRH, RUCH3, RMS33-2), der RMA-Zelllinie (RH30) und der mRT-Zelllinie (A204) mit anschlielender
durchflusszytometrischer Messung. Als interne Kontrolle fir jede Zelllinie wurde zusatzlich zum nf-P2X7
Antikérper mit dem Epitop E200 inkubiert. Als benigner Vergleich diente die Skelettmuskelzelllinie SKMC.
(A) zeigt die nf-P2X; positiven Zellen in Prozent. (B) zeigt die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle.

Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus mind. 3 Einzelversuchen, die statistische
Prifung der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, Dunnett-Test),
*p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001. P-Werte zeigen die statistische Signifikanz zu der Zelllinie SKMC.
Histogramme durchflusszytometrischer Messungen am Beispiel einer (C) RME-Zelllinie RD,
(D) RMA-Zelllinie RH30 und (E) Skelettmuskelzelllinie SKMC. nf-P2X; negative Zellen = blau. nf-P2X;
positive Zellen = rot.

Die durchflusszytometrische Analyse ergab, dass alle untersuchten malignen
Zelllinien des alveolaren und embryonalen Rhabdomyosarkoms sowie des
malignen Rhabdoid Tumors im Vergleich zur benignen Referenzzelllinie der
quergestreiften Skelettmuskulatur (SKMC) eine signifikant héhere Expression
des nf-P2X7 Rezeptors aufweisen (siehe Abb. 20A).

Wie in Abbildung 20B dargestellt, zeigen alle untersuchten malignen Zelllinien
eine hoéhere mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) als die gesunde Kontrolle
SKMC, wobei die Zelllinie RUCH3 den hochsten MFI aufweist.
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3.1.1.2 nf-P2X7; Expressionsanalyse auf Zelllinien des hepatozelluldren

Karzinoms und Hepatoblastoms

Im Folgenden (Abb. 21) sind die Ergebnisse der durchflusszytometrischen
Messungen zur Analyse der nf-P2X7; Expression in kindlichen soliden
Tumorzelllinien des hepatozellularen Karzinoms (HCC) sowie des

Hepatoblastoms (HB) dargestellt.
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Abbildung 21: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors auf kindlichen soliden Tumorzelllinien
des hepatozellularen Karzinoms (HCC) und Hepatoblastoms (HB)

Farbung mit dem Antikdrper BILO3s gegen den nf-P2X; Rezeptor der HCC-Zelllinien (AFW-1, HepG2,
HuH7) und der Hepatoblastom-Zelllinien (HepT1, HuH6) mit anschlieRender durchflusszytometrischer
Messung. Als interne Kontrolle fiir jede Zelllinie wurde zusatzlich zum nf-P2X; Antikdrper mit dem Epitop
E200 inkubiert. Als benigner Vergleich dienten Fibroblasten.

(A) zeigt die nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent. (B) zeigt die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus
mind. 3 Einzelversuchen, die statistische Prifung der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA, Dunnett-Test), ***p<0,001; ****p<0,0001. P-Werte zeigen die statistische
Signifikanz zu der Zelllinie Fibroblasten.

Histogramme durchflusszytometrischer Messungen am Beispiel einer (C) HCC-Zelllinie (HuH7),
(D) HB-Zelllinie (HuH6) und (E) benigner Fibroblasten. nf-P2X; negative Zellen = blau. nf-P2X; positive
Zellen = rot.

Die untersuchten malignen Zelllinien des hepatozellularen Karzinoms (AFW-1,
HepG2, HuH7) und des Hepatoblastoms (HepT1, HuH6) zeigen eine signifikant
erhohte Expression des nf-P2X7; Rezeptors im Vergleich zu den Fibroblasten.
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Auffallend ist zudem die signifikant hohe Expression und MFI bei der Zelllinie
HuH7 (siehe Abb. 21A, B, C).

3.1.1.3 Die nf-P2X7 Expression auf Tumorzelllinien des Neuroblastoms

In durchflusszytometrischen Messungen wurden diverse kindliche solide
Tumorzelllinien des Neuroblastoms (LS, LAN1, IMR32, SH-SY5Y, SKNBE)
anhand ihrer Expression des nf-P2X7 Rezeptors analysiert. Die Ergebnisse sind
in der folgenden Abbildung 22 veranschaulicht.
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Abbildung 22: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors in kindlichen soliden Tumorzelllinien
des Neuroblastoms

Farbung mit dem Antikdrper BILO3s gegen den nf-P2X; Rezeptor der Neuroblastom-Zelllinien (LS, LAN1,
IMR32, SH-SY5Y, SKNBE) mit anschlieRender durchflusszytometrischer Messung. Als interne Kontrolle
fur jede Zelllinie wurde zusatzlich zum nf-P2X; Antikérper mit dem Epitop E200 inkubiert. Als benigner
Vergleich dienten Fibroblasten.

(A) zeigt die nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent. (B) zeigt die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus
mind. 3 Einzelversuchen, die statistische Prifung der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA, Dunnett-Test), **p<0,01; ****p<0,0001. P-Werte zeigen die statistische
Signifikanz zu der Zelllinie Fibroblasten.

Histogramme durchflusszytometrischer Messungen am Beispiel einer NB-Zelllinie LS (C), SKNBE (D) und
benigner Fibroblasten (E). nf-P2X7 negative Zellen = blau. nf-P2X7 positive Zellen = rot.

Wie in  Abbildung 22A  dargestellt, zeigen alle untersuchten
Neuroblastom-Zelllinien eine mit Gber 90 % hohe Expressionsstarke des
nf-P2X7 Rezeptors. Hingegen ist der MFI nur bei den Zelllinien IMR32,
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SH-SY5Y und SKNBE signifikant gegenuber den Fibroblasten erhoht. Dabei
weist die SKNBE Zelllinie mit einem MFI von 23,64 den hochsten MFI Wert auf
(siehe Abbildung 22B).

3.1.1.4 Die nf-P2X; Expression auf Zelllinien des Ewing-Sarkoms und
Osteosarkoms

Die kindlichen soliden Tumorzelllinien des Ewing-Sarkoms (A673, RD-ES)
sowie des Osteosarkoms (U20S, SaOS) wurden in der Durchflusszytometrie

auf ihre nf-P2X7 Expression untersucht (siehe Abb. 23)
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Abbildung 23: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors auf kindlichen soliden Tumorzelllinien
des Ewing-Sarkoms und Osteosarkoms

Farbung mit dem Antikorper BILO3s gegen den nf-P2X7; Rezeptor der Zelllinien des Ewing-Sarkoms (A673,
RD-ES) und Osteosarkoms (U20S, SaOS) mit anschlielender durchflusszytometrischer Messung. Als
interne Kontrolle fir jede Zelllinie wurde zusatzlich zum nf-P2X7; Antikérper mit dem Epitop E200 inkubiert.
Als benigner Vergleich diente die Skelettmuskelzelllinie SKMC.

(A) zeigt die nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent. (B) zeigt die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus 3
Einzelversuchen, die statistische Prifung der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse
(ANOVA, Dunnett-Test), *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. P-Werte zeigen die statistische Signifikanz zu
der Zelllinie SKMC.

Histogramme durchflusszytometrischer Messungen am Beispiel einer (C) Ewing-Sarkom-Zelllinie A673,
(D) Osteosarkom-Zelllinie SaOS und (E) Skelettmuskelzelllinie SKMC. nf-P2X; negative Zellen = blau.
nf-P2X7 positive Zellen = rot.

Die durchflusszytometrische Analyse der Ewing-Sarkom und
Osteosarkom-Zelllinien zeigt mit Gber 80 % eine signifikant hdhere Expression
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des nf-P2X7 Rezeptors gegeniuber der benignen SKMC Zelllinie auf (siehe Abb.
23A). Auch der MFI ist insbesondere bei den Zelllinien A673 und SaOS
signifikant im Vergleich zur benignen Skelettmuskelzelllinie SKMC erhdéht (siehe
Abb. 23B).

3.1.1.5 Die nf-P2X7 Expression auf benignen Zellen

Fur den Vergleich zwischen malignen und benignen Zellen wurde von diversen
benignen Zellen, darunter Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten,
Fibroblasten sowie Skelettmuskelzellen, mithilfe durchflusszytometrischer
Messungen eine nf-P2X7 Expressionsanalyse durchgefihrt (siehe Abb. 24)
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Abbildung 24: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors in benignen Zellen

Farbung mit dem Antikdrper BILO3s gegen den nf-P2X; Rezeptor auf Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten,  Fibroblasten und der  Skelettmuskelzellinie = SKMC mit  anschlieRender
durchflusszytometrischer Messung. Als interne Kontrolle fir jede Zelllinie wurde zusatzlich zum nf-P2X7
Antikdrper mit dem Epitop E200 inkubiert.

(A) zeigt die nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent. (B) zeigt die mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus 3
Einzelversuchen (aul’er Makrophagen n=1).

Histogramme durchflusszytometrischer Messungen am Beispiel von (C) Monozyten, (D) Makrophagen und
(E) Lymphozyten. nf-P2X7 negative Zellen = blau. nf-P2X7 positive Zellen = rot.

Wie in Abbildung 24A gezeigt, exprimieren ca. 8,2 % aller untersuchten
benignen Zellen (Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Fibroblasten und
Skelettmuskelzellen SKMC) den nf-P2X7 Rezeptor. Auch der MFI, wie in
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Abbildung 24B gezeigt, ist insbesondere in Makrophagen und Lymphozyten

sehr gering ausgepragt.

3.1.1.6 Zusammenfassung der nf-P2X; Expression in kindlich soliden

Tumorzelllinien

AbschlieRend wurde die durchschnittliche nf-P2X7 Expression und mediane
Fluoreszenzintensitat aller durchflusszytometrisch untersuchten kindlichen
soliden Tumorzelllinien (siehe 3.1.1.1 - 3.1.1.4) sowie der analysierten benignen
Zellen aus 3.1.1.5 berechnet. Die errechneten Mittelwerte sind in Tabelle 13
dargestellt.

Tabelle 13: Durchschnittliche Expression und mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) des nf-P2X7
Rezeptors auf benignen Zellen und kindlichen soliden Tumorentitaten

Tumorentitat nf-P2Xs positive [x-facthljjlr E200
Zellen [%] Kontrolle]

Benigne 8,2 1,53
Neuroblastom 94,79 13,16
RMA 85,83 6,11
RME 75,42 9,16
Rhabdoid 89,13 8,16
Ewing-Sarkom 86,37 7,81
Osteosarkom 84,27 6,17
HCC 55,35 5,28
Hepatoblastom 45,83 3,55

Die in Tabelle 13 dargestellten Mittelwerte der nf-P2X7; Expression und
medianen Fluoreszenzintensitat sind in der folgenden Abbildung 25
zusammenfassend abgebildet.
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Abbildung 25: Expressionsanalyse des nf-P2X; Rezeptors auf kindlichen soliden Tumorentitidten
Die Abbildung 25 =zeigt die durchschnittlich berechnete nf-P2X; Expression und mediane
Fluoreszenzintensitat (MFI) von benignen Zellen (Monozyten, Makrophagen, Lymphozyten, Fibroblasten,
Skelettmuskelzellen SKMC) und den Tumorentitdten Hepatoblastom, hepatozellulares Karzinom,
Osteosarkom, Ewing-Sarkom, maligner Rhabdoid Tumor, embryonales Rhabdomyosarkom, alveolares
Rhabdomyosarkom und Neuroblastom. (A) Durchschnitt der nf-P2X; positiven Zellen aller
durchflusszytometrisch untersuchten benignen Zellen und Tumorentitaten. (B) Durchschnittlicher MFI in
x-facher Relation zur E200 Kontrolle. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus den
Einzelversuchen der untersuchten Zelllinien aus 3.1.1.1 - 3.1.1.5., die statistische Priifung der Hypothese
erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, Dunnett-Test), **p<0,01; ***p<0,001;
****n<(0,0001. P-Werte zeigen die statistische Signifikanz zu der durchschnittlichen Expression bzw. MFI
der benignen Zellen.

Im Vergleich zur durchschnittlichen nf-P2X7 Expression (s. Tab. 13, Abb. 25A)
stellen die Neuroblastom-Zelllinien mit 94,79 % die am starksten exprimierende
Tumorentitat dar. Die Hepatoblastom-Zelllinien zeigen im Gegensatz hierzu mit
45,83 % nf-P2X7 positiven Zellen die geringste Expression.

Wie in Abbildung 25B wund Tabelle 13 dargestellt, weisen die
Neuroblastom-Zelllinien die hochsten MFI-Werte auf und korrelieren somit mit
der hohen nf-P2X7 Expressionsstarke. Ebenso zeigen auch die
Hepatoblastom-Zelllinien bei geringster Expressionsstarke den geringsten
MFI-Wert.

Zusammengefasst ist die Expression sowie der MFI des nf-P2X7 Rezeptors in
allen untersuchten malignen Zelllinien um ein Vielfaches im Gegensatz zu
benignen Zellen erhoht. Insgesamt wurde eine geringe membranare Expression

des nf-P2X7in benignen Zellen nachgewiesen.
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3.1.2 Immunhistochemische Analyse des Expressionsmusters des nf-P2X7
Rezeptors in kindlichen soliden Tumoren

Mithilfe von immunhistochemischen Farbungen mit dem nf-P2X7; Antikorper
BPMO09 zeigte Slater et al. (2004) zum ersten Mal die Expression des nf-P2X7
Rezeptors in verschiedenen Stadien des Prostata Karzinoms (Slater et al.,
2004a).

Fir die erstmalige Untersuchung von kindlichen soliden Tumorentitaten auf die
nf-P2X7 Rezeptorexpression wurde in der vorliegenden Forschungsarbeit
Paraffin-Gewebe von Patienten mit Rhabdomyosarkom, Neuroblastom,
Wilms-Tumor, Hepatoblastom und hepatozellularem Karzinom verwendet. Als
benigne Kontrollen wurde Skelettmuskulatur und Lebergewebe herangezogen.
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3.1.2.1 Die nf-P2X7 Expression in Gewebeproben des Rhabdomyosarkoms und
gesunder Skelettmuskulatur

RME RMA Skelettmuskulatur

ey

H&E

BPM09 '
B

Abbildung 26: Immunhistochemische Farbungen auf den nf-P2X; Rezeptor im embryonalen (links)
und alveolaren Rhabdomyosarkom (mittig) sowie in gesunder Skelettmuskulatur ohne
Farbreaktion (rechts)

Exemplarische Bilder der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikérper BPM09 im embryonalen
(links) und alveolaren Rhabdomyosarkom (mittig). Die gesunde Skelettmuskulatur (rechts) zeigt durch
fehlende Farbreaktion keine Expression des nf-P2X; Rezeptors. Auch nekrotische Areale (*) werden nicht
angefarbt, wodurch eine spezifische Bindung des Antikdrpers gegeben ist. Zusatzlich wurden
entsprechende H&E-Farbungen zur Charakterisierung des Gewebes angefertigt. Angabe der
VergroRerung links unten.

Die Abbildung 26 zeigt exemplarisch eine immunhistochemische Farbung auf
den nf-P2X7 Rezeptor im embryonalen und alveoldaren Rhabdomyosarkom. Die
braun gefarbten Zellen reprasentieren hierbei die nf-P2X7 positiven Zellen.
Beide RMS Tumoren in Abbildung 26 exprimieren den nf-P2X;7; Rezeptor. Die
gesunde Skelettmuskulatur ist nf-P2X7 negativ.

Bei dem embryonalen Rhabdomyosarkom handelt es sich um einen nach dem
CWS-Guidance-Protokoll  vortherapierten =~ Tumor  mit  ausgepragter
Regressionszone (siehe Markierung Abb. 26 links), welche nf-P2X7 negativ ist
(Sparber-Sauer et al., 2017). In der Tumorzone zeigt sich eine Expression des
nf-P2X7; Rezeptors auf der Zellmembran und im Zytoplasma. Auch das
alveolare Rhabdomyosarkom (RMA) zeigt mit 50 % vitalen Anteilen eine starke
Plasmaexpression des nf-P2X7; Rezeptors. Im Gegensatz zu den nf-P2X7
exprimierenden malignen Geweben zeigt die untersuchte gesunde

Skelettmuskulatur keine Expression des nf-P2X7 Rezeptors.
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3.1.2.2 Die nf-P2X7 Expression in Gewebeproben des hepatozelluldren

Karzinoms, Hepatoblastoms und gesunder Leber

HCC HB Leber

H&E

Abbildung 27: Immunhistochemische Farbung auf den nf-P2X; Rezeptor im hepatozellularen
Karzinom (links), Hepatoblastom (mittig) und gesunder Leber ohne Farbreaktion (rechts)
Exemplarische Bilder der immunhistochemischen, zytoplasmatischen Farbung mit dem Antikérper BPM09
im hepatozellularen Karzinom (links) und Hepatoblastom (mittig). Das Gewebe einer gesunden Leber
(rechts) zeigt keine Farbreaktion und ist daher nf-P2X7; negativ. Auch vernarbte Areale (*) zeigen keine
Farbreaktion, wodurch eine spezifische Bindung des Antikdrpers gegeben ist. Zur Charakterisierung des
Gewebes wurden entsprechende H&E-Farbungen angefertigt. Angabe der VergroRerung links unten.

Die Abbildung 27 zeigt die immunhistochemische Farbung auf den nf-P2X7
Rezeptor im hepatozellularen Karzinom (HCC) und Hepatoblastom (HB), wobei
beide malignen Tumoren eine starke zytoplasmatische Expression des nf-P2X7
Rezeptors aufweisen. Im Gegensatz hierzu ist die immunhistochemische
Farbung der Gewebeprobe der gesunden Leber in Abbildung 27 (rechts)
nf-P2X7 negativ. Bei dem HCC in Abbildung 27 (links) handelt es sich um ein
Karzinom eines 10-jahrigen Madchens ohne neoadjuvante Chemotherapie. Es
ist ein vitaler Tumor abgebildet, welcher eine deutliche Expression von nf-P2X7
zeigt. Angrenzende narbige Areale (*) sind ohne Reaktionsprodukt. Das
Hepatoblastom in Abbildung 27 (mittig) zeigt den Tumor eines 16 Monate alten
Jungen, welcher mit Cisplatin und Adriamycin praoperativ behandelt wurde. In
der Histologie zeigt sich ein vitaler Tumor mit einer starken zytoplasmatischen
Expression des nf-P2X7 Rezeptors.
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3.1.2.3 Die nf-P2X7 Expression in Gewebeproben des Neuroblastoms
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Abbildung 28: nf-P2X; Immunhistochemie und vergleichende H&E-Farbung in verschiedenen
Neuroblastomen
Exemplarische Bilder der immunhistochemischen, zytoplasmatischen Farbung mit dem Antikérper BPMO09

im Neuroblastom unterschiedlicher Reifungen mit entsprechender H&E-Farbung zur Charakterisierung des
Gewebes. Schwarzer Pfeil = Ganglienzelle. Angabe der VergrofRerung links unten.

In Abbildung 28 sind immunhistochemische Farbungen des nf-P2X7 Rezeptors
in verschiedenen Neuroblastomen dargestellt. Alle drei Gewebeschnitte weisen
eine nf-P2X7 Expression auf, welche durch die starke zytoplasmatische
Farbreaktion zu erkennen ist. Insbesondere das NB128 (Abb. 28 Mitte) zeigt
eine starke Expression des nf-P2X; Rezeptors. Im Folgenden werden die
verschiedenen Falle naher erlautert.

NB99 (Abb. 28 links): Im kleinen Becken lokalisiertes Neuroblastom eines
2-jahrigen Jungen im Stadium lll. Die Behandlung erfolgte nach dem NB2004
Studienprotokoll (Observation group) (Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie
und Hamatologie, 2004). Praoperativ fand dementsprechend eine
Chemotherapie statt. In der Histologie zeigt sich ein vitaler Tumor mit einer
Reifung zu Ganglienzellen (schwarze Pfeile). Diese zeigen eine schwache
zytoplasmatische Expression des nf-P2X7 Rezeptors.

NB128 (Abb. 28 Mitte): 9 Monate altes Madchen mit im linken Abdomen
lokalisiertem Neuroblastom im Stadium Illl. Es wurde nach dem NB2004

Studienprotokoll behandelt, neoadjuvant chemotherapiert und ist im Gegensatz
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zu NB99 und NB122 n-myc positiv. Histologisch zeigt sich in dem vitalen Tumor
eine Reifung zu Ganglienzellen (schwarze Pfeile), welche eine starke
zytoplasmatische nf-P2X7; Expression aufweisen. In den nekrotischen Arealen
wird hingegen kein nf-P2X7 Rezeptor exprimiert.

NB122 (Abb. 28 rechts): Atypisches noduldres Ganglioneuroblastom im
Stadium |V eines 10-jahrigen Madchens. Die Behandlung wurde nach dem
NB2004 Studienprotokol in der High Risk Group durchgefihrt. Entsprechend
erfolgte eine praoperative Chemotherapie. In der Histologie zeigt sich eine
Reifung zu Nervenfasern, welche in der immunhistochemischen Farbung

nf-P2X7 positiv sind.

3.1.2.4 Die nf-P2X7 Expression in Gewebeproben eines Wilms-Tumors

H&E BPMO09

R A

Abbildung 29: Immunhistochemische Farbung auf den nf-P2X; Rezeptor im Wilms-Tumor mit
vergleichender H&E-Farbung

Exemplarische Bilder der immunhistochemischen, zytoplasmatischen Farbung mit dem Antikérper BPM09
(rechts) im Wilms-Tumor mit entsprechender H&E-Farbung (links) zur Charakterisierung des Gewebes.
Pfeil = Stroma, * = tubulére Differenzierung. Angabe der VergroRerung links unten.

In Abbildung 29 ist die immunhistochemische, zytoplasmatische Farbung des
nf-P2X7 Rezeptors eines Wilms-Tumors im Stadium | (nach SIOP) dargestellt.
Er stammt von einem neun Monate alten Jungen und wurde nach SIOP 2001
neoadjuvant chemotherapeutisch vorbehandelt (Gesellschaft flir Padiatrische
Onkologie und Hamatologie, 2007). In der H&E-Farbung wurde vollstandig
vitales Tumorgewebe ohne Nekrosen festgestellt, welches sowohl embryonal
als auch tubular differenzierte Anteile aufweist. In der Abbildung 29 sind gereifte
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tubular differenzierte (*) und nicht gereifte Anteile zu sehen, wobei
ausschlieBlich die nicht gereiften Tumorareale eine starke zytoplasmatische
nf-P2X7 Expression aufweisen.

3.1.2.5 Zusammenfassung der nf-P2X7 Expression in kindlichen soliden

Tumorproben

Insgesamt wurden 42 Tumorproben von Patienten mit embryonalem
Rhabdomyosarkom (n=9), alveolarem Rhabdomyosarkom (n=7), Neuroblastom
(n=9), Wilms-Tumor (n=5), Hepatoblastom (n=4) und hepatozellularem
Karzinom (n=8) mithilfe immunhistochemischer Farbungen mit dem nf-P2X7
Antikorper BPMO09 auf die nf-P2X7 Rezeptor Expression untersucht.

A 104 B
B 3

2 |nf-P2X;
mm 1 |Expressionsstarke

o

Anzahl Tumorproben

RME RMA HCC HB NB WT

Abbildung 30: Stadien der nf-P2X; Expressionsstérke in kindlichen soliden Tumorproben
Immunhistochemische Farbung mit dem nf-P2X7 Antikérper BPMO9 von kindlichen soliden Tumoren: RME
(n=9), RMA (n=7), HCC (n=8), HB (n=4), NB (n=9) und WT (n=5). Die Expressionsstarke des nf-P2X7
Rezeptors wurde in die Stadien 0 = keine Expression (weil}), 1 = geringe Expression (blau), 2 = maRige
Expression (orange) und 3 = starke Expression (rot) eingeteilt. (A) Verteilung der Stadien der nf-P2X7
Expressionsstarke in kindlichen soliden Tumorproben. (B) Exemplarische Immunhistochemiefarbungen zur
Unterscheidung der nf-P2X; Expressionsstarke: (a) Stadium 0 (gesunde Leber), (b) Stadium 1 (NB),
(c) Stadium 2 (HCC), (d) Stadium 3 (RMA).

In Abbildung 30A ist die Verteilung der verschiedenen Stadien der nf-P2X7
Expressionsstarke in den immunhistochemisch untersuchten Tumorentitaten
embryonales Rhabdomyosarkom, alveolares Rhabdomyosarkom,
hepatozellulares Karzinom, Hepatoblastom, Neuroblastom und Wilms-Tumor
dargestellt. Alle untersuchten Tumorentitaten exprimieren in der Mehrzahl den
nf-P2X7 Rezeptor. Lediglich eine Tumorprobe des HCC und Wilms-Tumors
weisen keine nf-P2X7; Expression auf. Abgesehen der Expressionsstarke

Stadium 1 (blau) im HCC, sind alle Stadien der Rezeptorexpressionsstarke in
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den verschiedenen Tumorentitaten vertreten. Das embryonale
Rhabdomyosarkom hat dabei die hochste Anzahl an stark exprimierenden
nf-P2X7 Tumorproben (Stadium 3). Die Abbildung 30B zeigt exemplarische
Bilder flr die Stadien Einteilung O bis 3 der nf-P2X7 Expressionsstarke (fur eine
detailliertere Darstellung siehe Abb. 18 in 2.2.4.5).

4.8 %

[ ] nf-P2X, negativ

EE nf-P2X, positiv

nf-P2X,
Expressionsstirke

W N =

Abbildung 31: nf-P2X; Expression in immunhistochemisch untersuchten kindlichen soliden
Tumoren

Kreisdiagramme mit prozentualer Berechnung der in Abbildung 30A dargestellten Daten. Es wurden
insgesamt 42 Tumorproben mit dem nf-P2X; Antikérper BPM09 immunhistochemisch untersucht. RME
(n=9), RMA (n=7), HCC (n=8), HB (n=4), NB (n=9) und WT (n=5). Die Expressionsstarke des nf-P2X7
Rezeptors wurde in die Stadien 0 = keine Expression (weil3), 1 = geringe Expression (blau), 2 = maRige
Expression (orange) und 3 = starke Expression (rot) eingeteilt.

Insgesamt sind 95,2 % der 42 untersuchten Tumorproben nf-P2X7 positiv (siehe
Abb. 31). Davon haben 25 % Stadium 1, 32,5 % Stadium 2 und 42,5 % das
Stadium 3 der Expressionsstarke des nf-P2X7 Rezeptors. Lediglich 4,8 % der
untersuchten Tumorproben zeigen keine nf-P2X7 Expression.

3.2 Analyse von Patientencharakteristika von Patienten mit extrakraniellen

kindlichen soliden Tumoren

Es wurden Patientencharakteristika der Tumorentitaten embryonales

Rhabdomyosarkom, alveolares Rhabdomyosarkom, Neuroblastom,
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Wilms-Tumor, Hepatoblastom und hepatozellulares Karzinom analysiert. Im

Folgenden sind diese aufgefuhrt.

3.2.1 Patientencharakteristika bei Patienten mit Rhabdomyosarkom

In Tabelle 14 sind diverse Patientencharakteristika der Tumorentitaten

alveolares und embryonales Rhabdomyosarkom dargestellt.

Tabelle 14: Auflistung der Patientencharakteristika bei Patienten mit alveoldrem (links) und
embryonalem Rhabdomyosarkom (rechts)

Charakteristika Patienten-Anzahl Charakteristika Patienten-Anzahl
n=8* n=9

Alter bei ED (Monate) Alter bei ED (Monate)

& 106,5 (range 24 - 204) & 59,4 (range 12 - 144)
Geschlecht Geschlecht

Mannlich 4 Mannlich 5

Weiblich 4 Weiblich 4
FOXO1 Bruch

positiv 3

negativ 1
PAX3-FOXO1 Genfusion

negativ 3

positiv 1
PAX7-FOXO1 Genfusion

ja 1

nein 1

*bei Differenz der Summe: keine klinische Angabe
1) ED = Erstdiagnose

Die Tabelle 14 zeigt in beiden Rhabdomyosarkom Tumorentitaten eine
ausgewogene Verteilung der Geschlechter sowie ein im Durchschnitt jungeres
Alter der Patienten mit embryonalem Rhabdomyosarkom bei Erstdiagnose.
Zudem zeigten einige Patienten die mit dem alveolaren Rhabdomyosarkom
assoziierten Translokationen, welche zur PAX-FOXO1 (von engl. forkhead box
O1) Genfusion fihren (Schlag et al., 2011, Ramadan et al., 2020).
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3.2.2 Patientencharakteristika bei Patienten mit Lebertumoren

Die Tabelle 15 gibt eine Ubersicht (iber verschiedene Patientencharakteristika
bei Patienten mit Hepatoblastom (HB) oder hepatozellularem Karzinom (HCC).

Tabelle 15: Auflistung der Patientencharakteristika bei Patienten mit Lebertumoren im
Vergleich: Hepatozellulares Karzinom (links) und Hepatoblastom (rechts)

Charakteristika Patienten-Anzanhl Charakteristika Patienten-Anzanhl
n=5* n=4*
Alter bei ED (Monate) Alter bei ED (Monate)
& 159 (range 83 - 212) & 27,3 (range 5 - 61)
Geschlecht Geschlecht
Mannlich 2 Mannlich 3
Weiblich 3 Weiblich 1
AFP AFP
normal 2 normal 0
erhoht 2 erhoht 3
Metastasen Metastasen
negativ 1 negativ 2
positiv 3 positiv 2
préaop. Chemotherapie préaop. Chemotherapie
ja 3 ja 2
nein 2 nein 1
Uberleben Uberleben
positiv 4 positiv 3
negativ 1 negativ 0

*bei Differenz der Summe: keine klinische Angabe
1) ED = Erstdiagnose
2) AFP = Alpha-Fetoprotein
Wie in Tabelle 15 dargestellt, lag in der Mehrzahl der Falle eine Erh6hung des
Alpha-Fetoproteins (AFP) vor. Aulerdem zeigten funf von neun Patienten

Metastasen. Lediglich ein Patient verstarb aufgrund des Tumorleidens.

74



3.2.3 Patientencharakteristika bei Patienten mit Neuroblastom

Es wurden verschieden

Patientencharakteristika

von Patienten

Neuroblastom analysiert. Diese sind in Tabelle 16 dargestellt.

Tabelle 16: Auflistung der Patientencharakteristika bei Patienten mit Neuroblastom

mit

Charakteristika Patienten-Anzahl Charakteristika Patienten-Anzahl
n=9* n=9*
Alter bei ED (Monate)
& 43,8 (range 9 - 127)
Geschlecht n-myc Status
Mannlich 4 negativ 8
Weiblich 5 positiv 1
Stadium Chromosom 1 (p36)
I 0 negativ 4
Il 0 positiv 1
1 3 ALK"Y
v 5 negativ 0
Stadium (Hughes) positiv 3
la 2 mIBG?
Ib 4 negativ 0
I 1 positiv 4
1l 0 Chemotherapie
v 0 nein 2
Differenzierungsgrad ja 7
1 0 NB2004 Studienprotokoll
2 0 High Risk 4
3 5 Intermediate 1
4 3 Observation 2
Regressionsgrad Uberleben
1 0 positiv 7
2 0 negativ 2
3 0
4 8
Metastasen
negativ 0
positiv 9

*bei Differenz der Summe: keine klinische Angabe
1) ED = Erstdiagnose
2) ALK = Anaplastische Lymphomkinase

3) mIBG= meta-lodobenzylguanidine positives Tumorgewebe
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Die Tabelle 16 zeigt eine Ubersicht tber die Patientencharakteristika der neun
analysierten Neuroblastome, wobei alle Tumoren ein hoheres Stadium Ill oder
IV aufwiesen. Ebenso sind hohe Differenzierungs- und Regressionsgrade
auffallig. Lediglich ein untersuchtes Neuroblastom war n-myc positiv. Die
Mehrzahl der Falle wurde nach dem NB2004 Studienprotokoll behandelt.

Sieben untersuchte  Patienten zeigten ein  positives  Uberleben.

3.2.4 Patientencharakteristika bei Patienten mit Wilms-Tumor

Die Tabelle 17 zeigt eine Ubersicht Uber analysierte Patientencharakteristika

von Patienten mit Wilms-Tumor.

Tabelle 17: Auflistung der Patientencharakteristika bei Patienten mit Wilms-Tumor

Charakteristika Patienten-Anzahl
n=5*

Alter bei ED (Monate)
& 13 (range 9 — 23)

Geschlecht
Mannlich 3
Weiblich 2
Stadium (nach SIOP)
| 4
I 0
1l 0
v 1
\Y, 0
Metastasen
negativ 4
positiv 1
préaop. Chemotherapie
ja 5
nein 0
Uberleben
positiv 5
negativ 0

*bei Differenz der Summe: keine klinische Angabe
1) ED = Erstdiagnose

Wie Tabelle 17 darstellt, wiesen alle funf analysierten Wilms-Tumore bei
praoperativer Chemotherapie ein positives Uberleben auf. Gleichzeitig lagen die
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Tumoren vorwiegend in Stadium | nach SIOP vor. Lediglich ein Tumor

metastasierte.

3.3 Analyse des Effektes von Antikérpern gegen den nf-P2X7 Rezeptor

Die Firma Biosceptre mit ihrem Hauptsitz in Sydney (Australien) untersuchte
erste klinische Effekte einer Antikorper Applikation gegen den nf-P2X7
Rezeptor. Dabei konnten Gilbert et al. (2017) in einer klinischen Phase | Studie
durch topische Gabe des nf-P2X7 Antikorpers BILO10t beim Basalzellkarzinom
(BZK) eine Reduktion der BZK Lasionsgrofde und eine histologisch bestatigte
partielle, teilweise komplette, Regression und somit erste Hinweise fur eine
klinische Wirksamkeit feststellen (Gilbert et al., 2017).

Um diese ersten Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit der Antikorper
Applikation gegen den nf-P2X7; Rezeptor genauer zu prufen, wurden in dieser
Forschungsarbeit  funktionelle = Assays durchgefihrt. Hierzu wurden
exemplarisch die RMS-Zelllinien RD (RME) und RH30 (RMA) verwendet. Wie in
3.1.1.1 dargestellt, zeigen beide RMS-Zelllinien eine signifikant erhohte
Expression des nf-P2X; Rezeptors (siehe Abb. 20A) und sind somit flr
funktionelle Assays des nf-P2X7 Rezeptors geeignet.
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3.3.1 Calcium-Messung

Wie in 1.2.2 dargestellt handelt es sich beim P2X7; Rezeptor um einen
Liganden-abhangigen lonenkanal, welcher durch die Bindung von ATP aktiviert
wird. Bei Bindung von ATP geht der Rezeptor in einen offenen Zustand Uber, in
welchem unter anderem ein lonenfluss von Calcium stattfindet (Egan and
Khakh, 2004, Habermacher et al.,, 2016). Fur die Untersuchung des
ATP-induzierten intrazellularen Calciumhaushaltes in Hinblick auf den nf-P2X7
Rezeptor wurden die Tumorzelllinien RD und RH30 untersucht. Hierfir wurde
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP), ein starker, spezifischer Agonist
des P2X7 Rezeptors, verwendet (Hibell et al., 2000, North and Surprenant,
2000).
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Abbildung 32: ATP-induzierte Calcium-Messung der RMS-Zellinien RD und RH30

Nach Zugabe von 3 mM ATP wurde die maximale Calcium-Konzentration (peak) (links) sowie die
maximale intrazelluldre Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope) (rechts) in der RME-Zelllinie RD (weil})
und der RMA-Zellinie RH30 (schwarz) gemessen. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und
Standardfehler aus mind. 3 Einzelversuchen, die statistische Priifung der Hypothese erfolgte mit einer
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, T-Test), *p<0,05.

Wie in Abbildung 32 (links) dargestellt zeigen beide untersuchten malignen
RMS-Zelllinien RD und RH30 nach einer Behandlung mit 3 mM ATP gleiche
intrazellulare Calcium-Konzentrationen (peak) in der Zelle. Gleichzeitig ist aber
die maximale Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope) der RH30 Zelllinie
signifikant gegenlber der RD Zelllinie vermindert (siehe Abb. 32 rechts).
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Abbildung 33: Einfluss des P2X; Antagonisten KN62 und nf-P2X; Antikorper auf den
ATP-induzierten Calciumhaushalt in den RMS-Zelllinien RD und RH30

Nach Zugabe von 3 mM ATP wurde die maximale Calcium-Konzentration (peak) (links) sowie die
maximale Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope) (rechts) in der RME-Zelllinie RD und der RMA-Zelllinie
RH30 gemessen. Zusatzlich wurden die Zellen mit P2X7 Antagonist KN62 oder nf-P2X7 Antikorper BILO3s
(hier: AB) behandelt.

Die Daten reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus mind. 3 Einzelversuchen, die statistische
Prifung der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, Bonferroni-Test),
**p<0,01; ***p<0,001.

Die Abbildung 33 stellt den Einfluss des P2X7 Rezeptor Antagonisten KNG62
(Brandao-Burch et al., 2012) sowie des nf-P2X7 Antikdrpers BILO3s auf den
ATP-induzierten Calciumhaushalt in RMS-Zelllinien dar. Beide Zelllinien (RD
und RH30) weisen bei einer Behandlung mit dem P2X7 Antagonisten KN62 eine
signifikant verminderte intrazellulare Calcium-Konzentration (peak) (Abb. 33
links) und eine signifikant verminderte Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope)
(Abb. 33 rechts) im Gegensatz zur unbehandelten Kontrolle auf. Auch die
Behandlung mit BILO3s fuhrt in der RD-Zelllinie zu einer signifikant erniedrigten
intrazelluldaren Calcium-Konzentration (peak) und einer signifikant erniedrigten
Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope). Im Gegensatz hierzu zeigt die
Zelllinie RH30 bei Behandlung mit BILO3s keine signifikante Veranderung des

Calciumhaushaltes.
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3.3.2 Transwell Migration Assay

Im Transwell Migration Assay kann der mogliche Einfluss von intrazellularen
Signalwegen oder Zelloberflachenproteinen auf die Migration unter
verschiedenen Stimuli gemessen werden. Die migratorische Antwort der Zellen
schliel3t hierbei Chemotaxis, Haptotaxis und Chemokinese mit ein, ohne dabei
durch den Effekt von Zellproliferation und Zell-Zell-Interaktionen beeinflusst zu
sein (Chen, 2005).

Mit dem Transwell Migration Assay soll der Einfluss des nf-P2X7 Rezeptors auf

die Zellmigration untersucht werden.
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Abbildung 34: Transwell Migration der RMS-Zelllinien RD (A) und RH30 (B) bei unterschiedlichen
Behandlungen mit nf-P2X; Antikorper und BzATP

Die RMS-Zelllinien RD (RME) und RH30 (RMA) wurden mit 0,5 uM nf-P2X7; Antikérper BILO3s, 0,2 mM
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP) sowie der Kombination aus beidem behandelt. Nach 24 h
wurde die Migration durch die mikroporése Membran gemessen und im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle in Prozent berechnet.

(A) Transwell Migration RME-Zelllinie RD. (B) Transwell Migration RMA-Zelllinie RH30. Hinzugefiigt sind
exemplarische Bilder der mikroporésen Membran nach 24h Behandlung. Die Daten reprasentieren die
Mittelwerte und Standardfehler aus mind. 3 Einzelversuchen, die statistische Prifung der Hypothese
erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, Sidak-Test), *p<0,05; **p<0,01.

Die Abbildung 34 stellt die Transwell Migration der RMS-Zelllinien RD und
RH30 nach der Behandlung mit dem nf-P2X7 Antikorper BILO3s, BZATP sowie
der Kombination aus beidem dar. Beide RMS-Zelllinien (RD und RH30) zeigen
bei der Kombinationsbehandlung von BzATP mit dem nf-P2X7 Antikorper
BILO3s eine signifikant verminderte Migration im Vergleich zu den mit BzZATP
behandelten Zellen.
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3.3.3 Colony Forming Assay (CFA)

Mit dem Colony Forming Assay soll der Einfluss des nf-P2X7 Rezeptors auf die

Kolonienbildung untersucht werden.
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Abbildung 35: Colony Forming Assay (CFA) der RMS-Zelllinien RD (A&B) und RH30 (C&D) mit
nf-P2X7; Antikorper und BzATP-Behandlung

Es wurde die Kolonienbildung der RME-Zelllinie RD und RMA-Zelllinie RH30 bei verschiedenen
Behandlungsansatzen nach entsprechender Inkubationszeit gezahlt und relativ zur unbehandelten
Kontrolle in Prozent ausgewertet.

(A) CFA RD-Zelllinie mit aufsteigender nf-P2X; Antikdrper (BILO3s) Behandlung. (B) CFA RD-Zelllinie mit
0,5 uM nf-P2X7 Antikdrper (BILO3s) Behandlung, 0,2 mM BzATP-Behandlung & Kombinationsbehandlung.
(C) CFA RH30-Zelllinie mit aufsteigender nf-P2X; Antikorper (BILO3s) Behandlung. (D) CFA RH30-Zelllinie
mit nf-P2X7; Antikorper (BILO3s) Behandlung, 0,2 mM BzATP-Behandlung & Kombinationsbehandlung.
Hinzugefligt sind exemplarische Bilder der CFA nach entsprechender Inkubationszeit. Die Daten
reprasentieren die Mittelwerte und Standardfehler aus mind. 3 Einzelversuchen, die statistische Prifung
der Hypothese erfolgte mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA, Dunnett-Test & Sidak-Test),
*p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001. # = statistische Analyse in Bezug auf unbehandelte Kontrolle (weild).
#p<0,05; ##p<0,01; #####p<0,0001.

Die Abbildung 35 zeigt die Messung der Kolonienbildung der RMS-Zelllinien RD
(RME) und RH30 (RMA) bei verschiedenen Behandlungsansatzen mit dem
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nf-P2X7 Antikérper (BILO3s) und BzATP. Die RD-Zelllinie zeigt bei einer
Inkubation mit 1 puM und 2 puM BILO3s eine signifikant verminderte
Kolonienbildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (siehe Abb. 35A).
Die Abbildung 35B stellt die zusatzliche Behandlung der RD-Zelllinie mit BZATP
dar. Hierbei zeigt eine alleinige Behandlung mit BzATP eine signifikant
verminderte Kolonienbildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Wird
diese BzATP-Behandlung mit 0,5 uM nf-P2X7 Antikorper kombiniert, sinkt die
Kolonienbildung der Zelllinie RD signifikant.

Die Zelllinie RH30 zeigt bei einer Inkubation mit 0,5 uM nf-P2X7 Antikorper
BILO3s eine signifikant verminderte Kolonienbildung im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Es zeigt sich jedoch im Gegensatz zur Zelllinie RD
keine verminderte Kolonienbildung bei steigender nf-P2X7 Antikorper
Konzentration (siehe Abb. 35C). Die Abbildung 35D stellt die Behandlung der
RH30-Zelllinie mit BzATP dar. Die Kolonienbildung ist bei Behandlung mit
BzATP signifikant vermindert. Auch bei der Behandlung von BzATP und 0,5 uM
nf-P2X7 Antikorper zeigt die Zelllinie RH30 eine signifikant verminderte
Kolonienbildung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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4 DISKUSSION

Die aktuellen Herausforderungen in der Behandlung solider Tumoren im
Kindesalter sind insbesondere Falle mit lokal fortgeschrittenem Tumorstadium,
vorhandener Metastasierung oder Tumorrezidiv sowie erhebliche Spatfolgen
bisheriger Therapien (Schmidt et al., 2018). Die Bewaltigung dieser erfordert ein
tiefergehendes Verstandnis der Tumorbiologie fur die Erforschung neuer
effektiver sowie tolerabler Therapien (Lee, 2018).

Ein potentieller Ansatzpunkt ist der purinerge non-functional P2X7; (nf-P2X7)
Rezeptor, dessen weitreichende Expression durch die Entwicklung spezifischer
Antikorper auf adulten Tumorentitaten bestatigt wurde (siehe Tab. 2 in 1.2.3).
Eine Ansteuerung des nf-P2X; Rezeptors durch zielgerichtete Antikorper
verursachte dabei einen Zelltod in vitro sowie einen Ruckgang von
Metastasierung und Tumorgrofie in vivo (Barden et al., 2016). Zudem erlangte
man in einer Phase | Studie bei hoher Sicherheit und Tolerabilitat erste
Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit einer nf-P2X7; Antikorper Applikation
(Gilbert et al.,, 2017). Der nf-P2X; Rezeptor stellt somit ein neues
weitreichendes therapeutisches sowie spezifisches Target fur Tumorentitaten
von Erwachsenen dar (Barden et al., 2014, Barden et al., 2016, Gilbert et al.,
2017, Gilbert et al., 2019). Bislang erfolgte keine Untersuchung des nf-P2X7
Rezeptors in Hinblick auf solide Tumoren im Kindesalter.

Das Ziel der vorliegenden Forschungsarbeit ist es daher erstmalig kindliche
solide Tumoren hinsichtlich des nf-P2X7 Rezeptors zu untersuchen. Dabei sollte
die ubiquitdre Expression des nf-P2X; Rezeptors auch auf der Oberflache
kindlicher solider Tumorentitaten bestatigt und sein Potential als neues
diagnostisches und therapeutisches Target untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit zeigen erstmals eine ubiquitare
Expression des nf-P2X; Rezeptors auf verschiedensten padiatrischen
Tumorentitaten in vitro. Zudem bestatigt sich durch fehlende Expression auf
gesundem Gewebe das Potential des nf-P2X7; Rezeptors als diagnostisches
Target. Die Ergebnisse funktioneller Assays mit signifikanten in vitro Effekten
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unterstitzen aulRerdem das mogliche therapeutische Potential einer nf-P2X7

Antikorper Applikation.

4.1 Expressionsmuster des nf-P2X; Rezeptors in extrakraniellen

kindlichen soliden Tumoren

Erstmals wurde das Expressionsprofil des nf-P2X7 Rezeptors in extrakraniellen
kindlichen soliden Tumoren analysiert. Dabei zeigte sich eine ubiquitare
Membranexpression auf einer Bandbreite verschiedener kindlicher solider
Tumorzelllinien. Die untersuchten Tumorzelllinien umfassen hierbei die
Tumorentitaten embryonales und alveolares Rhabdomyosarkom, maligner
Rhabdoid Tumor, hepatozellulares Karzinom (HCC), Hepatoblastom (HB),
Neuroblastom, Ewing-Sarkom und Osteosarkom. Die Expression des nf-P2X7
Rezeptors zeigte sich auf allen Zellen der untersuchten malignen
Tumorentitaten um ein Vielfaches im Gegensatz zu gesunden Referenz-Zellen
erhoht. Generell wurde eine nur geringe membranare Expression des nf-P2X7
auf den gesunden Referenz-Zellen (Fibroblasten, Monozyten, Makrophagen,
Lymphozyten, SKMC) nachgewiesen. Die Ergebnisse schliefen sich somit
vorherigen Untersuchungen erwachsener solider Tumorzelllinien an, bei
welchen eine Uberexpression des nf-P2X; Rezeptors auf malignen Zellen
nachgewiesen wurde (Gilbert et al., 2019, Biosceptre International Limited,
2017, Barden et al., 2016, Barden et al., 2009, Barden et al., 2003, Worthington
et al., 2002, Gu et al., 2000). Das membranare Expressionsprofil des nf-P2X7
Rezeptors wurde in den durchflusszytometrischen Untersuchungen durch
Verwendung des nf-P2X7; Antikorpers BILO3s erstellt, fur welchen eine
spezifische Bindung an den nf-P2X7; Rezeptor Uber das Epitop E200 bestatigt
ist. Dies wurde von Gilbert et al. (2019) anhand von siRNA (von engl. small
interfering RNA) und ELISA (von engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
Analysen untersucht. Eine Bindung des Antikorpers BILO3s an den Wildtyp
P2X7 ist dabei ausgeschlossen (Gilbert et al., 2019).

Im Vergleich der durchschnittlichen membranaren nf-P2X7; Expression wurde
das Neuroblastom als starkste exprimierende untersuchte kindliche solide
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Tumorentitat definiert (siehe Kap. 3.1.1.6, Abb. 25A und Tab. 13). Warum
kindliche solide Tumorentitaten derart unterschiedliche Expressionsstarken an
nf-P2X7 Rezeptoren auf der Zelloberflache aufweisen, ist bislang nicht geklart.
Zumindest der Ursprung der Tumorentitat erlaubt hierfur keinen
Zusammenhang, da sowohl die starkste nf-P2X7; exprimierende Tumorentitat,
das Neuroblastom, als auch das Hepatoblastom mit der geringsten nf-P2X7
Expressionsstarke, embryonalen Ursprungs sind (Tulla et al., 2015).

Betrachtet man das Neuroblastom aus klinischer Sicht, ist ein Ruckschluss von
der hohen nf-P2X7 Expression auf eine beispielsweise korrelierende
schlechtere Prognose schwierig, da schon innerhalb der Tumorentitat die
Prognose stark vom persoénlichen Risikoprofil (z.B. n-myc Amplifikation) des
Patienten abhangt (Gesellschaft fir Padiatrische Onkologie und Hamatologie,
2019). Innerhalb der untersuchten malignen Zelllinien des Rhabdomyosarkoms
zeigt das alveoldre Rhabdomyosarkom (RMA) eine durchschnittlich héhere
nf-P2X7 Expression als das embryonale Rhabdomyosarkom (RME) (siehe Kap.
3.1.1.6, Abb. 25A und Tab. 13). Vergleicht man die beiden Tumorentitaten
anhand ihrer Prognose, zeigt das RMA mit einer 5-Jahresuberlebensrate von
< 30 % eine deutlich schlechtere Prognose als das RME mit einer
5-Jahresuberlebensrate von > 70 % (Amer et al., 2019). Desgleichen weist der
maligne Rhabdoid Tumor (mRT) wie das alveoldre Rhabdomyosarkom eine
hohe nf-P2X7; Expressionsstarke sowie eine geringe 5-Jahresuberlebensrate
von < 30 % auf (Tekautz et al., 2005, Bartelheim et al., 2016, Reinhard et al.,
2008). Analysiert man die untersuchten malignen Zelllinien der Lebertumoren,
zeigt das hepatozelluldre Karzinom (HCC) eine im Durchschnitt héhere nf-P2X7
Expression als das Hepatoblastom (siehe Kap. 3.1.1.6, Abb. 25A und Tab. 13).
Aus Kklinischer Sicht zeigt das HCC ebenfalls im Vergleich eine deutlich
schlechtere Prognose. Insbesondere nicht resektable HCC sprechen im
Gegensatz zum Hepatoblastom nahezu Uberhaupt nicht auf eine
Chemotherapie an und ziehen eine dementsprechend schlechte Prognose mit
sich (Katzenstein et al., 2002, Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und

Hamatologie, 2016). Zusammengefasst korreliert voraussichtlich beim RMA,
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mRT und HCC die hohe nf-P2X7 Expression mit einer klinisch schlechteren
Prognose. Vergleicht man hingegen die Tumorentitaten der malignen
Knochentumoren, zeigen sich ahnliche nf-P2X7 Expressionsstarken (siehe Kap.
3.1.1.3, Abb. 23A) der Ewing-Sarkom und Osteosarkom Zelllinien, wobei sich
auch diese Tumorentitaten sowohl in ihrer Prognose als auch beispielsweise
ihrem Ansprechen auf Strahlentherapie unterscheiden (Gesellschaft fir
Padiatrische Onkologie und Hamatologie, 2014, Gesellschaft fur Padiatrische
Onkologie und Hamatologie, 2010).

Inwieweit die nf-P2X7 Expressionsstarke auf der Oberflache von Tumorzellen
mit der Prognose der Tumorentitat sowie deren Ansprechrate auf verschiedene
Therapieformen korreliert, bedarf daher weiterer Untersuchungen mit einer
hoheren Patientenanzahl. Gleichzeitig konnen die verschiedenen Eigenschaften
der Tumorentitdten ein Ansatzpunkt fur die Erklarung der unterschiedlichen

nf-P2X7 Expressionsstarken sein.

Neben der Ermittlung der nf-P2X7 positiven Zellen in Prozent wurde die
mediane Fluoreszenzintensitat (MFI) gemessen. Dabei war festzustellen, dass
eine starke membranare Expression des nf-P2X7 Rezeptors nicht zwingend mit
einem hohen MFI korreliert. Im durchschnittichen Vergleich korreliert die
nf-P2X7 Expression bei der Halfte der untersuchten Tumorentitaten
(Neuroblastom, Osteosarkom, hepatozellulares Karzinom, Hepatoblastom) mit
dem MFI (siehe Kap. 3.1.1.6, Abb. 25A,B und Tab. 13). Schlussendlich bleibt
offen, ob eine hohe membranare nf-P2X; Expressionsstarke mit einem
gleichzeitig hohen MFI zusammenhangt. Eine dahingehende Analyse fand in
erwachsenen Tumorentitdten bislang nicht statt und bedarf einer weiteren

Analyse mit hdoheren Patientenzahlen.

Gilbert et al. (2019) untersuchte daflir adulte Tumorzelllinien auf das
intrazelluldre Vorhandensein des mMRNA (von engl. messenger RNA)
Transkripts des P2X7 Rezeptorgens P2RX7. Hierbei korrelierten die Level an
P2X7 mRNA nicht mit der durch BILO3s untersuchten Expressionsstarke des
nf-P2X7 Rezeptors. Es wird angenommen, dass die P2ZRX7 mRNA abhangig
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vom Zelltyp in den Wildtyp P2X7 oder den nf-P2X7; Rezeptor translatiert wird
(Gilbert et al., 2019). Des Weiteren zeigte Gilbert et al. (2019), dass
Tumorzellen mit fehlender Porenfunktion fur groRe Molekile eine starke
membranadre Expression des nf-P2X7; Rezeptors und eine nur geringe
membranare Expression des Wildtyps P2X7 aufweisen. Auch umgekehrt wurde
bei einer hohen membranaren Expression des Wildtyp P2X7; Rezeptors eine
erhaltene Porenfunktion fur gro3e Molekule sowie eine geringe Expression des
nf-P2X7; Rezeptors bestatigt (Gilbert et al., 2019). Aufgrund dieser
Untersuchungen kann angenommen werden, dass auch die in dieser
vorliegenden Arbeit untersuchten kindlichen soliden Tumorzelllinien mit hoher
nf-P2X7 Expression eine fehlende Porenfunktion fur grol3e Moleklle aufweisen.
Dennoch stellt sich die Frage, ob diese Annahme bedingungslos auf kindliche
solide Tumorzellen Ubertragen werden kann, sodass durch eine Analyse der
Porenfunktion sowie der Untersuchung der P2X; Membranexpression auf
kindlichen soliden Tumorzellen diese Annahme in weitergehenden
Experimenten bestatigt werden sollte. Trotzdem belegt die im Gegensatz zu
benignen Zellen um ein Vielfaches erhohte membranare nf-P2X7; Expression
die mogliche Differenzierung zwischen gesunden und maligne transformierten

Zellen auch bei kindlichen soliden Tumoren in vitro.

Zusatzlich wurde die Expression des nf-P2X; Rezeptors auf verschiedenen
kindlich soliden Tumorentitaten analysiert. Auf 95,2 % der immunhistochemisch
gefarbten Tumorschnitte konnte der nf-P2X7; Rezeptor nachgewiesen werden
(siehe Kap. 3.1.2.5, Abb. 31). Gleichzeitig zeigten untersuchtes gesundes
Gewebe sowie nekrotische Areale innerhalb der Tumoren keine nf-P2X7
Expression. Es bestatigte sich daher eine spezifische Bindung des Antikorpers
BPMO09, welche ebenfalls von Gilbert et al. durch ELISA und siRNA
nachgewiesen wurde (Gilbert et al., 2019). Die vorliegenden Ergebnisse
schlieBen sich somit den bisherigen Veroffentlichungen hinsichtlich der
immunhistochemisch ermittelten nf-P2X7 Expression an (Gilbert et al., 2019,
Gilbert et al., 2017, Biosceptre International Limited, 2017, Barden et al., 2016,
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Barden et al., 2014, Barden et al., 2009, Slater et al., 2004a, Slater et al.,
2004b).

Anhand der vorher beschriebenen Expressionsstadien des nf-P2X7; Rezeptors
(Gilbert et al., 2019), wurde die Expressionsstarke des nf-P2X; Rezeptors
anhand der Stadien 0 bis 3 analysiert, wobei sich eine in etwa gleichmaRige
Verteilung der Stadien in allen untersuchten Tumorentitaten zeigte (siehe Kap.
3.1.2.5, Abb. 30). Auch der Vergleich verschiedener Patientencharakteristika in
Bezug auf das nf-P2X7; Expressionsstadium erbrachte keine sichtbare
Korrelation wie beispielsweise eine erhohte Mortalitat bei Expressionsstadium
3.

Neben den nf-P2X7; Expressionsstadien sind verschiedene intrazellulare und
membranare Expressionsmuster des nf-P2X7; Rezeptors beschrieben. Dabei
wird mit steigendem Tumorstadium ein progressiver Transport von nf-P2X7 aus
dem Zytoplasma an die Zellmembran vermutet: Im niedrigen Tumorstadium
liegt der nf-P2X7; Rezeptor Uberwiegend intrazellular vor, wohingegen
fortgeschrittene Tumorstadien vor allem eine membranare nf-P2X7 Expression
und korrespondierend wenig zytoplasmatische Expression aufweisen. Es wird
daher angenommen, dass das Expressionsmuster mit dem Tumorstadium
korreliert (Barden et al., 2016, Barden et al., 2014, Slater et al., 2003, Slater et
al., 2004a, Slater et al., 2004b). In den immunhistochemischen Farbungen der
vorliegenden Arbeit zeigen alle nf-P2X7; positiven Tumorschnitte eine
zytoplasmatische Expression, unabhangig davon, ob es sich um einen niedrig-
oder hoher gradigen Tumor handelt. Die sichere Abgrenzung zwischen
zytoplasmatischem und membranarem Expressionsmuster war aufgrund
erhohter Kern-Plasma-Relation bei schmalem Zytoplasmasaum der
Tumorzellen nicht mdglich. Auch die bislang beschriebene Feldwirkung (engl.
field effect) des nf-P2X7 Rezeptors in Tumor-benachbartem gesunden Gewebe
konnten nicht festgestellt werden. Diese nf-P2X7 Expression wurde zuvor beim
nicht invasiven Brustkrebs (lobuldres und ductales Carcinoma in situ) als auch
auf normal erscheinendem Gewebe in der nachsten Umgebung von

Prostatakrebszellen beschrieben und durch von Tumorzellen sekretierende
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Wachstumsfaktoren, welche das umliegende gesunde Epithel durchdringen,
begrindet (Barden et al., 2014, Slater et al., 2004a, Slater et al., 2004b).
Naturlich sind abweichende verwendete Protokolle sowie unterschiedliche
Ergebnisse aufgrund der storanfalligen immunhistochemischen Farbung nicht
ausgeschlossen. Eine Verwendung von standardisierten Testablaufen sowie
vollautomatisierten Farbeautomaten konnte eine bessere Vergleichbarkeit der
immunhistochemischen Farbungen in erwachsenen und kindlichen soliden
Tumorentitaten gewahrleisten. Ob letztendlich das bisherig postulierte
Tumorstadium-abhangige nf-P2X7; Expressionsmuster missinterpretiert wurde
oder sich grundlegend von dem nf-P2X7; Expressionsmuster in kindlichen
soliden  Tumorentitaten  unterscheidet, bleibt offen.  Schlussendlich
widersprechen unsere Ergebnisse der Annahme, anhand verschiedener
nf-P2X7 Expressionsmuster zwischen latenten und aggressiven Tumorformen
unterscheiden zu konnen, sowie dem Vorhandensein einer Feldwirkung in
gesundem Gewebe. Nichtsdestotrotz zeigen auch die immunhistochemischen
nf-P2X7 Antikorper Farbungen der vorliegenden Arbeit eine sichere

Unterscheidung zwischen gesundem und maligne transformiertem Gewebe.

Zusammenfassend  bestatigen unsere  Expressionsanalysen  anhand
durchflusszytometrischer und immunhistochemischer Untersuchungen erstmals
die Rolle des nf-P2X7; Rezeptors als hoch spezifisches, ubiquitar exprimiertes

Target auf kindlichen soliden Tumoren.

4.2 Patientencharakteristika von Patienten mit extrakraniellen kindlichen

soliden Tumoren

Insgesamt zeigt die Analyse der Patientencharakteristika von Patienten mit
extrakraniellen kindlichen soliden Tumoren in allen analysierten Tumorentitaten
hohe Uberlebensraten. Allerdings ist dabei der begrenzte
Beobachtungszeitraum bis September 2019 sowie die heterogene
Studiengruppe zu berucksichtigen. Aul3erdem ist die Reprasentativitat aufgrund
des niedrigen Stichprobenumfangs erheblich eingeschrankt. Nichtsdestotrotz

entsprechen viele der analysierten Patientencharakteristika der allgemeinen
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epidemiologischen Datenlage. So zeigt sich auch in unseren Daten beim
Hepatoblastom (siehe Kap. 3.2.2, Tab. 15) ein Altersgipfel im Vorschulalter bei
mannlicher Pradisposition (Tulla et al., 2015, Gesellschaft fir Padiatrische
Onkologie und Hamatologie, 2016) sowie beim hepatozellularen Karzinom
(HCC) (siehe Kap. 3.2.2, Tab. 15) ein Altersgipfel im Schul- und Jugendalter
(Uber dem 10. Lebensjahr) bei einer Mehrzahl von weiblichen Patientinnen
(Khanna and Verma, 2018, Katzenstein et al., 2002). Dahingegen grenzt sich
die  ausgewogene  Geschlechterverteilung  unserer  Patienten  mit
Rhabdomyosarkom (siehe Kap. 3.2.1, Tab. 14) von der von Amer et al. (2019)
beschriebenen signifikanten mannlichen Pradisposition far alle
Rhabdomyosarkom Subtypen ab (Amer et al.,, 2019). Auch zeigen die
Patientencharakteristika der Neuroblastomgruppe (siehe Kap. 3.2.3, Tab. 16)
ein deutlich héheres mittleres Erkrankungsalter von 43,8 Monaten im Vergleich
zu den in der Literatur angegeben 14 Monaten (Gesellschaft fur Padiatrische
Onkologie und Hamatologie, 2019).

Betrachtet man die Todesfalle (n = 2) in der Neuroblastomgruppe (siehe Kap.
3.2.3, Tab. 16), zeigt sich der einzige in unseren Patientencharakteristika
analysierte positive n-myc Status. Ein weiterer verstorbener Patient zeigte die
einzige nachgewiesene Chromosom 1 Abberation. Zudem war bei einem Dirrittel
der analysierten Patienten mit Neuroblastom eine Mutation des ALK
(Anaplastische Lymphomkinase) Gens nachweisbar, welche haufig beim
familiaren Neuroblastom vorliegt und bei der Verfugbarkeit von ALK Inhibitoren
Therapierelevanz besitzt (Mosse et al., 2008, Gesellschaft fir Padiatrische
Onkologie und Hamatologie, 2019). Auch zeigt die Analyse der
Patientengruppe mit alveolarem Rhabdomyosarkom (siehe Kap. 3.2.1, Tab. 14)
in einigen Fallen das Vorliegen von Translokationen mit der Fusion des
Onkogens PAX3- bzw. PAX7-FOXO1. Diese sogenannten Fusions-positiven
Rhabdomyosarkome sind mit einer hoheren Metastasierungsrate assoziiert
(Ramadan et al., 2020). Des Weiteren ist in der Hepatoblastomgruppe (siehe
Kap. 3.2.2, Tab. 15) die Erhéhung des Alpha-Fetoproteins (AFP) bei

Erstdiagnose, dem wichtigsten Hepatoblastom Tumormarker, zu betonen
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(Gesellschaft fur Padiatrische Onkologie und Hamatologie, 2016). Im
Gegensatz dazu zeigten die Patienten mit HCC (siehe Kap. 3.2.2, Tab. 15)
sowohl normale als auch erhohte AFP-Werte bei Erstdiagnose. Dies schlief3t
sich der in der Literatur diskutierten limitierten Rolle des AFP beim kindlichen
HCC an, wobei im Gegensatz zum adulten HCC eine geringe Sensitivitat sowie
erhohte Werte bei Regeneration des HCC beschrieben sind (Khanna and
Verma, 2018). Der eingeschrankte Nutzen des AFP im kindlichen HCC spiegelt
den Bedarf an neuen sensitiven und spezifischen Tumormarkern fur kindliche

solide Tumoren wider.

Insgesamt unterstreicht unsere Analyse die Wichtigkeit der Bestimmung von
molekulargenetischen Faktoren sowie die notwendige Etablierung neuer
Biomarker zur besseren Diagnostik und Therapiestratifizierung von soliden

Tumoren im Kindesalter.

4.3 Effekte der nf-P2X; Antikorper Applikation in kindlichen soliden

Tumoren

In den letzten Jahren erlangte der nf-P2X7; Rezeptor eine zunehmende
Bedeutung bei Tumorentitaten erwachsener Patienten. Fur ein tiefergehendes
Verstandnis des nf-P2X7; Rezeptors als Ansatzpunkt in der zielgerichteten
Therapie wurden praklinische in vitro und in vivo Studien mit einer Applikation
von nf-P2X7 gerichteten Antikorpern durchgefuhrt. Dabei wurde bei diversen
unterschiedlichen Tumorzelllinien ein signifikant inhibiertes Wachstum sowie bei
humanen, malignen Gliomzellen ein signifikant erhOhter Zelltod in vitro
nachgewiesen (Barden et al., 2009, Barden et al., 2016). Im Xenograft
Mammakarzinom Mausmodell verursachte die intravendse (i.v.) nf-P2X7
Antikérper Gabe eine signifikant reduzierte Lungenmetastasierung (Barden et
al., 2016). Auch im Xenograft Melanom Mausmodell wurde bei topischer
nf-P2X7 Applikation ein signifikant reduziertes Tumorwachstum sowie eine gute
Sicherheit und Vertraglichkeit festgestellt (Barden et al., 2016, Gilbert et al.,
2017). Des Weiteren wurde bei der i.v. Behandlung einer Katze mit nf-P2X7
Antikorpern eine komplette Auflosung des Plattenepithelkarzinoms der Haut mit
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Bildung von neuem epithelialisiertem Gewebe erreicht. Dabei zeigte sich eine
gute Vertraglichkeit sowie kein Rezidiv im periodischen Follow-up uber zwei
Jahre hinweg (Barden et al., 2016). Im Anschluss an die praklinischen Studien
erfolgte eine erste offene, multizentrische Phase | Studie mit einem topischen
nf-P2X7 Antikdrper (BILO10t) bei Patienten mit Basalzellkarzinom (BZK). Neben
einer hohen Compliance der Patienten mit lediglich milden bis moderaten,
lokalisierten Nebenwirkungen, wurde erstmals eine Reduktion der Lasionsgrofie
bis hin zur kompletten histologischen Regression durch topische nf-P2X7
Antikdrper Applikation im Menschen nachgewiesen (Gilbert et al., 2017).
Zusammengefasst ist fur nf-P2X7 Antikorper bislang ein signifikant verursachter
Zelltod in vitro, eine signifikant reduzierte Metastasierung in vivo und ein
signifikant verringertes Tumorwachstum in vivo bis hin zur Regression bei
gutem Nebenwirkungsprofil bekannt (Barden et al., 2009, Barden et al., 2016,
Gilbert et al., 2017).

Trotz dieser vielfachen Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit der nf-P2X7
Antikorper Applikation sind die damit verbundenen Mechanismen im nf-P2X7
Rezeptor sowie den exprimierenden Zellen bislang nicht bekannt. Da der
nf-P2X7 Rezeptor aufgrund unserer nachgewiesenen Expression auch fur
kindliche solide Tumoren ein potentielles therapeutisches Target darstellt,
wurden in dieser Forschungsarbeit tiefergehende funktionelle Analysen in vitro
in den Rhabdomyosarkom Zelllinien RD (embryonales Rhabdomyosarkom
(RME)) und RH30 (alveolares Rhabdomyosarkom (RMA)) erstellt.

Hierbei wurde zu Beginn der Einfluss des nf-P2X; Rezeptors auf den
Calciumhaushalt von Tumorzellen untersucht, da der nf-P2X7; Rezeptor trotz
fehlender Makroporen Funktion einen bestehenden Fluss von Calciumionen
(Ca?*) entlang ihres elektrochemischen Gradienten in den Intrazellularraum
erm@glicht (Gilbert et al., 2019, Egan and Khakh, 2004). Intrazellular wird das
Ca?*-Signal (iber eine Vielzahl verschiedener Ca?*-Bindungsproteine
weitergeleitet (Heizmann and Cox, 1998, Slater et al., 2003). Das divalente
Kation ist einer der wichtigsten sekundaren Messenger der zellularen

Signalgebung und in multiple physiologische Prozesse integriert (Swulius and
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Waxham, 2008). Eine Veranderung des Calciumhaushaltes hat demnach einen
grolBen Einfluss auf viele zellulare Effekte (Slater et al., 2003). Auch in
Tumorzellen korrelieren essentielle Vorgange wie Zellmigration, Zellproliferation
und Zelltod nachweislich mit der zytosolischen Ca?*-Konzentration (Schmid et
al., 2016, Becchetti and Arcangeli, 2010, Orrenius et al., 2003, Roderick and
Cook, 2008). Dabei wird vermutet, dass eine Hochregulation von
Ca?*-Signalwegen mit der Therapieresistenz von Tumorzellen zusammenhéangt
(Schmid et al., 2016, Schmidt et al., 2014). Demnach ist die Ca?*-Porenfunktion
des P2X7 und nf-P2X7; Rezeptors fur essentielle Vorgange in Tumorzellen
wichtig. Zudem wird angenommen, dass der nf-P2X7 Rezeptor die trophische
Aktivitat der Tumorzellen vermutlich Uber seine erhaltene lonenkanal-Funktion
unterstitzt (Gilbert et al., 2019, Barden et al., 2014, Jelassi et al., 2011).

In unseren Untersuchungen wurde der Calciumhaushalt der Tumorzelllinien RD
und RH30 unter Einfluss von nf-P2X7 Antikorpern und
Benzoylbenzoyl-Adenosintriphosphat (BzATP), einem starken Agonisten des
P2X7 Rezeptors (Hibell et al., 2000, North, 2002, Burnstock, 2007), untersucht.
Bei der Behandlung mit BZATP zeigten beide Tumorzelllinien eine gleichwertige
Zunahme der intrazellularen Ca?*-Konzentration (siehe Kap 3.3.1, Abb. 32). Da
BzATP vor allem den P2X; Rezeptor aktiviert, ist anzunehmen, dass die
Veranderung der Ca?*-Konzentration dem P2X; Rezeptor zuzuschreiben ist.
Zudem zeigt die Inhibition des P2X7 Rezeptors durch KN62 in beiden Zelllinien
eine Abnahme der Ca?*-Konzentration und Ca?*-Einstromgeschwindigkeit
(siehe Kap. 3.3.1, Abb. 33). Jedoch wurde in RD und RH30 Tumorzellen bisher
lediglich die nf-P2X7 Form nachgewiesen, ohne die membranare Expression
des Wildtyp P2X7 zu berlcksichtigen. Es kann deshalb keine sichere Aussage
darUber getroffen werden, welche Form des P2X; Rezeptors fur die starke
Zunahme der zytosolischen Ca?*-Konzentration verantwortlich ist. Dies muss in
weiteren Untersuchungen noch geklart werden. Allerdings lasst der innerhalb
kurzer Zeit durch ATP-induzierte Switch der Wildtyp P2X7 in die nf-P2X7
Rezeptorform (siehe Kap. 1.2.3, Abb. 9) stark vermuten, dass es sich auch in

unserer Messung um nf-P2X7 induzierte Calciumstréme handelt (Gilbert et al.,
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2019). Es ist daher anzunehmen, dass der P2X7 Antagonist KN62 auch eine
antagonisierende Wirkung auf den nf-P2X7; Rezeptor hat. Die weiterfUhrende
Untersuchung der Wildtyp P2X7; Expression sowie Bestatigung eines
ATP-induzierten Switch in den Tumorzelllinien RD und RH30 ist daher fur ein
differenzierteres Bild der verantwortlichen P2X7 Rezeptorform hinsichtlich des

Calciumhaushalts notig.

Interessanterweise unterscheiden sich die embryonale und alveolare
Rhabdomyosarkom Tumorzelllinie in ihrer ATP-induzierten maximalen
Ca?*-Einstromgeschwindigkeit (siehe Kap 3.3.1, Abb. 32), wobei diese bei der
RME Zelllinie RD im Vergleich zu RH30 signifikant erhoht ist. Auch in ihrem
Effekt durch den nf-P2X7 Antikorper sind signifikante Unterschiede trotz
ahnlicher nf-P2X7; Expressionsstarke ersichtlich (siehe Kap 3.3.1, Abb. 33).
Wahrend die RD Zellen eine signifikant verminderte Ca?*-Konzentration und
Einstromgeschwindigkeit durch nf-P2X7; Antikorper zeigen, weist die RH30
Zelllinie keine signifikanten Veranderungen bei Antikorper Applikation auf. Das
Ansprechen der RD Zellen auf den nf-P2X7 Antikorper sowie die signifikant
erhohte Einstromgeschwindigkeit konnte durch die vielfach hohere
Rezeptordichte des nf-P2X7 Rezeptors im Gegensatz zu RH30 begrindet sein
(siehe Kap. 3.1.1.1, Abb. 20B). Des Weiteren sind diverse Splicevarianten des
P2X7 Rezeptors beschrieben (siehe Kap. 1.2.2.1, Tab. 1), welche Einfluss auf
die P2X7 Rezeptorfunktion ausuben. Es konnten daher auch unterschiedliche
Splicevarianten wie beispielsweise die Splicevariante P2X;B mit einer
verstarkten Formung der Makropore sowie einer hdheren Affinitat fur ATP (Di
Virgilio et al., 2018) fur das Ansprechen der RD Zelllinie auf den nf-P2X7
Antikérper und die erhohte Ca?*-Einstromgeschwindigkeit ursachlich sein.
Zusammenfassend unterstutzen unsere Ergebnisse der RD Zellen, jedoch nicht
der RH30 Zellen, einen Einfluss des nf-P2X; Antikorper auf den
ATP-induzierten Calciumhaushalt.

Diese unterschiedlichen Effekte des nf-P2X7; Antikorpers auf den
Calciumhaushalt wurden daraufhin durch Untersuchung der Zellmigration im

Transwell Assay tiefergehend analysiert. Dabei reguliert unter anderem der
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Calciumhaushalt die Aktin Zytoskelett abhangige Zellmotilitat und Migration
(Becchetti and Arcangeli, 2010). Hierzu wurde ein funktioneller Assay zur
Uberpriifung der oben genannten These durchgefiihrt. Hierbei sollten die RD
Zellen unter dem Einfluss des nf-P2X7 Antikorpers eine verminderte Migration
durch Beeinflussung des Calciumhaushalts aufweisen. Im Gegensatz zum nicht
vorhandenen Effekt des nf-P2X7; Antikorpers auf den Calciumhaushalt der
Tumorzelllinie RH30 zeigten beide RD und RH30 Tumorzelllinien
gleichermal3en in Anwesenheit von BzATP und des nf-P2X7; AntikOrpers eine
signifikant verminderte Zellmigration (siehe Kap. 3.3.2, Abb. 34).

VerknUpft man die Ergebnisse des Calciumhaushaltes und der Zellmigration
von RH30 Zellen, so kann der Einfluss des nf-P2X7; AntikGrpers mit einer
verminderten Zellmigration nicht auf die Beeinflussung des Calciumhaushaltes
zuruckgefuhrt werden. Auch im P2X7; Wildtyp ist bei Aktivierung eine
unabhangig vom Calciumhaushalt schnelle Umlagerung des Zytoskeletts durch
Formung eines P2X7; Signalkomplexes beschrieben (Kim et al., 2001). Des
Weiteren ist zu betonen, dass unser nachgewiesener Effekt des nf-P2X7
Antikorpers in beiden Zelllinien nur in Kombination mit BzATP auftritt. Eine
alleinige nf-P2X7 Antikorper Applikation fuhrt in keiner der beiden Zelllinien RD
und RH30 zu einer signifikant veranderten Migration. Der signifikante Effekt auf
die Zellmigration des nf-P2X7 Antikorpers in Anwesenheit von ATP konnte auf
der Grundlage des von Gilbert et al. (2019) beschriebenen ATP-induzierten
Switch vom Wildtyp P2X7 zum nf-P2X7; Rezeptor (siehe 1.2.3) basieren (Gilbert
et al, 2019). Dabei liegt erst bei hoher ATP-Konzentration eine hohe
Rezeptordichte des nf-P2X7; Rezeptors vor, sodass in unseren Versuchen bei
einer hohen BzATP-Konzentration der nf-P2X7; Antikorper in ausreichender
Konzentration binden und eine signifikant verminderte Zellmigration bewirken
kann. Die Applikation von BzATP ohne nf-P2X7 Antikorper fuhrt, entsprechend
der Hypothese von Gilbert et al. (2019), durch héhere nf-P2X7; Expressionslevel
zu einer gesteigerten Migration. Der Hohepunkt der nf-P2X7 Expression wurde
von Gilbert et al. (2019) nach 24 Stunden (h) ATP-Inkubation beschrieben

(Gilbert et al., 2019). Dementsprechend wurden unsere Transwell Assays nach
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24 h Inkubationszeit ausgewertet. Fur ein tiefergehendes Verstandnis des
Verlaufs der nf-P2X7 Expressionslevel unter ATP-Applikation in RD und RH30
Zellen ware auch hier eine wie in Gilbert et al. (2019) durchgefiihrte Analyse
des ATP-induzierten Switch sowie eine durchflusszytometrische Analyse Uber
eine mogliche Zunahme von nf-P2X7 an der Membran interessant. Auch eine
Untersuchung der Migration Uber 24 h hinaus konnte den Einfluss von ATP auf
den nf-P2X; Rezeptorstatus genauer differenzieren. Zusammengefasst
verursacht eine nf-P2X7 Antikorper Applikation bei hohen ATP-Konzentrationen
in beiden Tumorzelllinien RD und RH30 eine signifikant verminderte

Zellmigration.

Aufgrund unserer These, dass sich der Effekt des nf-P2X7 Antikorpers unter
hohen ATP-Konzentrationen bei der Zellmigration auch auf andere
Zellfunktionen Ubertragen lasst, wurde im Anschluss die Kolonienbildung
(Colony Forming Assay, kurz: CFA) der Tumorzelllinien RD und RH30 unter
dem Einfluss von nf-P2X7 Antikorper und BzATP untersucht. Durch den
Nachweis der signifikant geringsten Kolonienbildung unter Behandlung mit
nf-P2X7 Antikorper und BzATP in beiden Tumorzelllinien RD und RH30
(siehe Kap. 3.3.3, Abb. 35) bestatigt sich die These. Auch laut Barden et al.
(2014) wird eine Forderung des Metastasierungspotential von Tumorzellen
durch den nf-P2X7 Rezeptor vermutet (Barden et al., 2014). Im Gegensatz zum
Transwell Assay, bei welchem beide Zelllinien einen ahnlichen Effekt der
Behandlung aufweisen, zeigt die RME Zelllinie RD einen starkeren Effekt der
Behandlung auf die Kolonienbildung als die RMA Zelllinie RH30. Allerdings ist
die Kolonienbildung im Gegensatz zur Migration nicht Calcium-abhangig.

Zudem verursachte die alleinige Inkubation mit BzZATP in beiden Zelllinien eine
signifikant verminderte Kolonienbildung im Gegensatz zur verstarkten
Zellmigration unter BzATP. Dies konnte auf die im Vergleich zum Transwell
Assay bendtigte langere Behandlungsdauer (72 h) zurlckzuflihren sein. Eine
derartige Abnahme der Kolonienbildung unter alleiniger BzATP-Behandlung
nach 72 h kénnte durch die von Gilbert et al. (2019) beschriebene Abnahme der
Zellviabilitat von 40 — 50 % unter BzATP erklart werden. (Gilbert et al., 2019).
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Des Weiteren weisen die RD Tumorzellen auch bei alleiniger Inkubation mit
dem nf-P2X7 Antikbrper eine konzentrationsabhangige, signifikante
Verminderung der Kolonienbildung im Gegensatz zum Transwell Assay auf.
Dieser Effekt wurde in der RH30 Tumorzelllinie nicht beobachtet und zeigt, dass
der nf-P2X7; Rezeptor auch ohne das Vorhandensein von ATP signifikante

Effekte erzielen kann.

Zusammenfassend beweisen alle drei funktionellen Assays (Calcium-Messung,
Transwell Assay, CFA Assay) eine Wirksamkeit des nf-P2X; Antikorpers
in vitro. Zudem zeigt sich ein starkerer Effekt des nf-P2X7 Antikorpers bei hoher
ATP-Konzentration. Diese entspricht dabei der erhdhten ATP-Konzentration in
der nachsten Umgebung von entartetem Gewebe (Gilbert et al., 2019, Roger et
al., 2015, Gilbert et al., 2017) und Iasst daher eine starkere Wirksamkeit des
nf-P2X7 Antikorpers im Tumorgewebe vermuten. Aullerdem zeigen die
vorliegenden Ergebnisse, dass die nachgewiesene Wirksamkeit des nf-P2X7
Antikorpers nicht allein Uber eine Beeinflussung des Calciumhaushaltes
begriindet werden kann. Der Ca?*-Signalweg scheint daher ein mdglicher, aber
nicht essentieller Angriffspunkt des nf-P2X7; Antikorper Effekts zu sein. Eine
eindeutige Beantwortung des zugrunde liegenden Mechanismus, welcher den
nf-P2X7 Antikorper Effekt in vitro verursacht, ist in dieser Form nicht mdglich
und bedarf weiterer Untersuchungen. Auch in erwachsenen Tumorentitaten

sind bislang keine nachgewiesenen Mechanismen veroffentlicht.

Im Fokus der durchgefuhrten funktionellen Assays lag der erstmalige Nachweis
einer Wirkung der nf-P2X7 Antikorper Applikation in vitro in kindlichen soliden
Tumoren. Durch diese Arbeit lasst sich nun erstmals das mogliche
therapeutische Potential des nf-P2X7 Rezeptors in kindlichen soliden Tumoren
unterstreichen. Dies bietet eine Grundlage und Argumentation fur tiefergehende

Analysen.
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4.4 Limitation

Grundsatzlich lasst der P2X7 Rezeptor mit seiner nicht funktionellen Variante,
dem non-functional P2X7 Rezeptor (nf-P2X7), viele Fragen offen, welche sich
insbesonders auf dessen Aufbau, Form und Funktion beziehen (Karasawa et
al., 2017, Gilbert et al., 2019). Insbesondere ist es auch mdglich, dass es sich
beim nf-P2X7 Rezeptor um eine heterotrimere Form bestehend aus Wildtyp und
non-functional P2X7 Untereinheiten handelt (Gilbert et al., 2019). Ein Beispiel
einer heterotrimeren P2X7 Form ist die gekurzte Splicevariante J, fur welche
ebenfalls eine fehlende grofe Porenbildung und Apoptoseinduktion
beschrieben ist (Feng et al., 2006). Leider ermdglichen die nf-P2X7 gerichteten
Antikorper keine Differenzierung zwischen monomeren und trimeren

Rezeptorformen (Barden and Gidley-Baird, 2010a).

Trotz der nachgewiesenen ubiquitaren Expression von nf-P2X7; auf einer
Bandbreite von Tumoren (siehe Tab. 2 in 1.2.3) ist der kausale
Pathomechanismus zur Ausbildung des nf-P2X7 Rezeptors nicht bekannt (Lara
et al., 2020). Dahingegen ist der durch hohe ATP-Konzentrationen induzierte
Switch (siehe Abb. 9 in 1.2.3) vom Wildtyp P2X7 in die nicht funktionelle
Rezeptorvariante detailliert untersucht. Die hochste nf-P2X7 Expression zeigte
sich bei einmaliger Inkubation mit ATP nach 24 Stunden und fallt innerhalb von
vier Tagen nahezu auf die anfanglichen Expressionslevel ab. Eine
Untersuchung mit wiederholter ATP-Applikation gibt es aktuell nicht, sodass
keine Ruckschlisse auf die nf-P2X7; Expressionslevel bei andauernder
Anwesenheit von ATP gezogen werden konnen, wie es insbesondere im
Tumormikromilieu der Fall ist (Di Virgilio and Adinolfi, 2017, Di Virgilio et al.,
2017, Gilbert et al., 2019, Morciano et al., 2017, Di Virgilio et al., 2018, Gilbert
et al., 2017, Pellegatti et al., 2008).

Neben der Induzierung einer nf-P2X7 Expression auf Tumorzellen spielt ATP
als sensitives danger associated molecular pattern (DAMP) eine wichtige Rolle
in der Modulation des Immunsystems im Tumormikromilieu (Allard et al., 2017,
Gilbert et al.,, 2019, Cekic and Linden, 2016, Johnsen, 2019). Auch in der
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klinischen Phase | Studie von Gilbert et al. (2017) zeigte sich bei allen mit
nf-P2X7 Antikorper behandelten enthommenen Tumorproben eine Inflammation
mit einer Akkumulation von Lymphozyten in der nachsten Umgebung des
Tumors (Gilbert et al., 2017). Der Nachweis einer lokalen Entziindungsreaktion
bei topischer nf-P2X7; Antikdrper Applikation unterstitzt die Hypothese des
Einflusses von nf-P2X7; auf die Regulation von Immunzellen im
Tumormikromilieu. Trotzdem ist weder das Ausmal® noch der zugrunde
liegende Mechanismus bekannt. Auch in unserer Arbeitsgruppe wurde bei der
Untersuchung einer nf-P2X7; antikdrpervermittelten zellularen Zytotoxizitat
(antibody dependent cellular cytotoxicity, kurz ADCC) keine immunologische
Reaktion festgestellt. Die Modulation des Immunsystems durch nf-P2X7 bedarf
insbesondere im Hinblick auf eine klinische, systemische Anwendung von
nf-P2X7 Antikorpern weiterer Untersuchungen. Nicht zuletzt ist zu betonen,
dass der Wirkmechanismus der nf-P2X7 zielgerichteten Antikorper bislang
ungeklart ist, obwohl es vielfache Evidenzen fur eine klinische Wirksamkeit in
vitro und in vivo gibt (Barden et al., 2009, Barden et al., 2014, Barden et al.,
2016, Gilbert et al., 2017, Gilbert et al., 2019).

Es liegt auf der Hand, dass die Ergebnisse der vorliegenden Forschungsarbeit
sich auf in vitro Untersuchungen beschranken. Eine Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in zukunftigen in vivo Studien ist daher
zwingend notwendig. Auch wurden in den bisherig veroffentlichten in vivo
Studien lediglich erwachsene Tumorentitaten untersucht (Barden et al., 2016,
Gilbert et al., 2017). Dabei ist die intravendse nf-P2X7 Applikation bislang nur im
Mausmodell erfolgt (Barden et al., 2016), die topische Applikation in der
einzigen veroffentlichte Phase | Studie beschrankte sich zeitlich auf 28 Tage
(Gilbert et al., 2017). Zusammenfassend ist die aktuelle Datenlage nicht
ausreichend, um eine fundierte Aussage uber die Wirksamkeit einer
systemischen nf-P2X7 gerichteten Therapie im Patienten zu treffen. Da aber
insbesondere die systemische Antikorpertherapie umfangreiche Mdoglichkeiten
auch in der Behandlung kindlicher solider Tumoren bietet, sollte nach
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gesicherter Wirksamkeit in vivo das Spektrum Kklinischer nf-P2X7; Studien

erweitert werden.

4.5 Ausblick

Der ursprungliche P2X7; Rezeptor Wildtyp erschwert aufgrund seiner
heterogenen Expression auf diversen Tumoren sowie gesunden Zellen
(siehe 1.2.2) die P2X; zielgerichtete Therapie maligner Erkrankungen (Di
Virgilio and Adinolfi, 2017). Im Gegensatz dazu ist zu betonen, dass die
fehlende Expression des nf-P2X; Rezeptors auf gesundem Gewebe sowie
dessen ubiquitare Expression auf diversen Tumorentitaten ideale
Voraussetzungen flur die Ansteuerung von entarteten Tumorzellen mithilfe des

nf-P2X7 Rezeptors bieten.

Die Exposition des Epitops E200 ermdglichte der Firma Biosceptre die
Entwicklung einer Bandbreite an verschiedenen onkologischen, nf-P2X7
zielgerichteten Therapeutika (Biosceptre international Limited, 2019c). Dabei
konnte die zielgerichtete Ansteuerung maligner Zellen durch Antikorper eine
Minimierung sog. off-target Effekte sowie eine hohere therapeutische
Sicherheit, langere Wirksamkeit, niedrigere Dosis und geringere Toxizitat
ermoglichen (Constantinou et al., 2010, Chen et al., 2011, Barden et al., 2014,
Barden et al., 2016, Danquah et al., 2016, Hutchings et al., 2019). Dies ist
insbesondere bei der Behandlung padiatrischer solider Tumoren ein hohes Ziel,
welche bislang durch eminente Nebenwirkungen mit einer deutlichen
Einschrankung der Lebensqualitdt verbunden ist (Dantonello et al., 2009).
Zudem konnte eine spezifische Ansteuerung des soliden Tumors eine
Minderung der erheblichen Spatfolgen der bisherigen Therapien fordern
(Schmidt et al., 2018).

Wahrend bislang in der zielgerichteten Therapie abhangig von der kindlichen
Tumorentitat verschiedene Zielstrukturen angesteuert werden, konnte der

nf-P2X7 Rezeptor auf Grundlage unserer nachgewiesenen ubiquitaren
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Expression auf kindlichen soliden Tumorentitaten ein universelles Target

darstellen.

Zusatzlich zu den beschriebenen nf-P2X7 zielgerichteten Antikorpern wurde von
der Firma Biosceptre ein Vakzin (BILO6v) fir die Therapie von soliden Tumoren
entwickelt, welches aktuell bei Erwachsenen eine klinische Phase 1 Studie
(Studiennummer: ACTRN12618000838213) in Australien durchlauft. Dabei
handelt es sich um eine Konjugation an das Peptid E200, wodurch das
Immunsystem selbst flr eine nf-P2X7 zielgerichtete Antikorper Produktion
stimuliert wird. Neben geringeren Produktionskosten sind Vakzine vor allem
aufgrund einer niedrigeren Dosierung und geringeren Toxizitdt von Vorteil
(Biosceptre International Limited, 2019b, Oliphant et al., 2019, Lara et al.,
2020). Der Einsatz des Vakzins BILO6v bei der Behandlung padiatrischer
solider Tumoren stellt somit ein mogliches, vollig neues Behandlungskonzept
dar.

Neben den oben dargestellten Therapien mit nf-P2X7 gerichteten Antikorpern
sowie dem Einsatz von Vakzinen entwickelt Biosceptre weitere nf-P2X7
zielgerichtete Therapiemodalitaten, wobei auch die CAR-T-Zelltherapie
(chimare Antigenrezeptor-T-Zelltherapie) eine Rolle spielt (Biosceptre
international Limited, 2019c). Daruber hinaus ware auch eine Markierung der
nf-P2X7 Antikorper mit Radioisotopen oder anderweitigen toxischen
Komponenten denkbar (Fichna and Janecka, 2003, Hutchings et al., 2019).
Dabei wurde theoretisch durch die hohe spezifische Bindung von entarteten
Zellen eine gezielte Ansteuerung und Freisetzung geringer Dosen ionisierender
Strahlung im Tumorgewebe erreicht werden. Hierdurch konnte der nf-P2X7
Rezeptor auch in der Immunszintigraphie oder Radioimmuntherapie
Anwendung finden. Ein ahnlicher angewandter Mechanismus ist beispielsweise
bei der Kopplung von meta-lodobenzylguanidin (mIBG) mit radioaktivem lod in
der Diagnostik und Therapie des Neuroblastoms bekannt (Hoefnagel et al.,
1994, Lewington et al., 2017, Piccardo et al., 2019).

101



Gleichzeitig eroffnet der nf-P2X7 Rezeptor neue weitreichende diagnostische
Maoglichkeiten. Durch seine spezifische Expression auf malignen Zellen konnte
er ein neuer Ansatzpunkt fur die Entwicklung eines diagnostischen
Tumormarkers sein. In erster Linie steht aktuell die immunhistochemische
Farbung unter Verwendung des diagnostischen nf-P2X7 Antikdrpers BPM09 im
Vordergrund. Hierbei weisen diverse Tumorentitaten eine spezifische nf-P2X7
Expression auf, wohingegen gesundes Gewebe keine Farbreaktion zeigt
(Gilbert et al., 2019, Gilbert et al., 2017, Biosceptre International Limited, 2017,
Barden et al., 2016, Barden et al., 2014, Barden et al., 2009, Slater et al.,
2004a, Slater et al., 2004b). Besonders bei histologisch morphologisch unklaren
Ergebnissen konnte die zusatzliche Verwendung einer immunhistochemischen
nf-P2X7 Antikorperfarbung die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitat von
kindlichen soliden Tumoren optimieren und die Diagnosestellung
beschleunigen. Daruber hinaus wird bei erwachsenen Tumorentitaten eine
Differenzierung verschiedener Tumorstadien anhand unterschiedlicher nf-P2X7
Expressionsmuster angenommen (Barden et al., 2016, Barden et al., 2014,
Slater et al., 2003, Slater et al., 2004a, Slater et al., 2004b). Eine zuséatzliche
nf-P2X7 Antikérperuntersuchung konnte somit eine neue, wichtige Erweiterung
der aktuellen Krebsdiagnostik sein (Barden et al., 2014).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Behandlung insbesondere fortgeschrittener Stadien kindlicher solider
Tumoren erfordert tiefergehende grundlagenwissenschaftliche Erkenntnisse fur
die Entwicklung neuer Behandlungskonzepte (Fuchs, 2012). Ein mdglicher
Angriffspunkt ist der purinerge P2X7 Rezeptor, welcher auf Tumorzellen in einer
nicht funktionellen Variante, genannt non-functional P2X7 (nf-P2X7) Rezeptor,
vorliegt. Durch die Exposition eines spezifischen Epitops (E200) wurde Uber
nf-P2X7 zielgerichtete Antikorper der Firma Biosceptre eine ubiquitare
Uberexpression von nf-P2X7 auf einer Bandbreite erwachsener Tumorentitaten
im Gegensatz zu gesunden Zellen nachgewiesen (Gilbert et al., 2019, Gilbert et
al., 2017, Barden et al.,, 2016, Barden et al., 2014). In der vorliegenden
Forschungsarbeit wurden zum ersten Mal extrakranielle, kindliche solide
Tumoren hinsichtlich des nf-P2X7 Rezeptors untersucht.

Es zeigte sich auch in kindlichen soliden Tumorentitaten eine vielfach hohere
nf-P2X7 Expression als in untersuchten benignen Zellen. In den
durchflusszytometrischen Expressionsanalysen in vitro wurden Zelllinien
verschiedener, kindlich solider Tumorentitaten untersucht: Alveolares
Rhabdomyosarkom, embryonales Rhabdomyosarkom, maligner Rhabdoid
Tumor, hepatozellulares Karzinom, Hepatoblastom, Neuroblastom,
Ewing-Sarkom und Osteosarkom. Dabei erwiesen sich alle untersuchten
malignen Zelllinien als nf-P2X7 positiv und zeigten im Gegensatz zu gesunden
Zelllinien eine vielfach hohere mediane Fluoreszenzintensitat. Diesen
Ergebnissen schlossen sich immunhistochemische Farbungen an, welche in
Uber 95 % der Tumorproben von Rhabdomyosarkom, Neuroblastom,
Wilms-Tumor, Hepatoblastom und hepatozellularem Karzinom eine Expression
des nf-P2X7 Rezeptor aufwiesen. Zudem zeigte sich keine Farbreaktion in

gesundem Gewebe und nekrotischen Arealen.

In der aktuellen Literatur werden fur den nf-P2X; Rezeptor neben seiner
ubiquitdren Expression auf malignen adulten Tumorzellen auch essentielle
Eigenschaften fiir deren Uberleben beschrieben (Gilbert et al., 2019). Auch
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zeigen sich in einer klinischen Phase | Studie bei erwachsenen Patienten mit
Basalzellkarzinom erste klinische Hinweise auf die Wirksamkeit einer topischen
nf-P2X7 Antikorper Applikation (Gilbert et al., 2017). Daran anknipfend wurden
als Vertreter fur kindliche solide Tumoren die beiden Rhabdomyosarkom (RMS)
Zelllinien RD (alveolares RMS) und RH30 (embryonales RMS) unter

nf-P2X7 Antikorper Applikation in funktionellen Assays untersucht.

Wahrend bei RH30 Zellen kein signifikanter Einfluss der nf-P2X7 Antikorper auf
den Calciumhaushalt nachgewiesen wurde, zeigte sich bei RD Zellen eine
signifikante Abnahme der maximalen Calcium-Einstromgeschwindigkeit (slope)
sowie der maximalen intrazellularen Calcium-Konzentration (peak). Gleichzeitig
wurde in beiden Zelllinien (RD und RH30) eine signifikant verminderte
Kolonienbildung und Migration durch nf-P2X7 Antikorper Applikation unter
hohen ATP-Konzentrationen festgestellt. Insgesamt geben die funktionellen
Assays Hinweise auf eine Wirksamkeit der nf-P2X7 AntikOrper Applikation in
kindlichen soliden Tumoren in vitro, wobei der zugrunde liegende Mechanismus
nicht allein auf die Beeinflussung des Calciumhaushaltes zurtckgefuhrt werden
kann. Zudem zeigten sich die Effekte unter der von Gilbert et al. (2019)
beschriebenen hohen ATP-Konzentration, welche die Expression des nf-P2X7
Rezeptors auf Tumorzellen stimuliert (Gilbert et al., 2019).

Die vorliegende Forschungsarbeit zeigt erstmalig das Vorhandensein eines in
kindlichen soliden Tumorentitadten Ubergreifenden spezifischen Targets. Unsere
Untersuchungen bestatigen dabei die bislang in erwachsenen Tumorentitaten
dargestellten Vorteile des nf-P2X; Rezeptors auch in kindlichen soliden
Tumoren. Der nf-P2X7 Rezeptor bietet daher mit seinem Epitop E200 sowie
seiner spezifischen Expression auf malignen Zellen eine neue Grundlage fur
sowohl diagnostische als auch therapeutische Optionen fiir kindliche solide
Tumoren. Weitergehende Studien zur tieferen Analyse der Bedeutung des
nf-P2X7 Rezeptors in kindlichen soliden Tumoren erscheinen auf der Basis
dieser Forschungsarbeit gerechtfertigt.
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