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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Vom Primum in die Zirkulation entlassene disseminierte Tumorzellen werden als eine der
Hauptursachen flir die hdmatogene Metastasierung von Malignomen angesehen. Ausgehend
von der Pramisse, dass eine Reduktion der Anzahl zirkulierender Tumorzellen im peripheren
Blut von Krebspatienten mit einer Abnahme des Metastasenrisikos verbunden ist, erscheint es
erstrebenswert, Verfahren zur Depletion dieser Zellpopulation zu entwickeln. Insbesondere
die magnetbasierte Zellseparation unter Verwendung polysaccharidumbhiillter eisenhaltiger
Nanopartikel hat sich fiir diese Zwecke als geeignet erwiesen. Es ist bekannt, dass Partikel mit
einer Grofe im Nanometerbereich von Zellen iiber endozytotische Vorgédnge inkorporiert
werden konnen. Dabei fiihrt die Umhiillung der Nanoteilchen mit Dextran-Derivaten zu einer
zelltypspezifischen Interaktion. So zeigen Tumorzellen in der Regel eine rasche
Aufnahmekinetik fiir derartige Partikel, wahrend Leukozyten durch eine vergleichsweise
langsame Interaktion mit denselben charakterisiert sind, wodurch eine magnetbasierte
Separation der beiden Zellpopulationen moglich wird.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die nach der Magnetseparation von Tumorzellen
»gereinigten Leukozyten, die zusammen mit den Malignomzellen abgereicherten Leukozyten
und den Einfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und der sich anschliefenden
Separationsprozedur auf die weillen Blutzellen ndher zu analysieren, da eine groBtmdgliche
Schonung der immunkompetenten Zellen eine der grundlegenden Voraussetzungen flir die
Anwendbarkeit eines solchen Verfahrens am Patienten darstellt. Die Untersuchungen
erfolgten an mittels Erythrozytenlyse isolierten Leukozyten aus dem Vollblut gesunder
Spender sowie an Leukozyten aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen.

Um die Kinetik der Partikelaufnahme durch die weilen Zellen und diesbeziiglich bestehende
Unterschiede zwischen den verschiedenen Subklassen ndher zu charakterisieren und um zu
iiberpriifen, ob die Verteilung der Leukozyten- und Lymphozytensubpopulationen durch
Inkubation und Separation veridndert wird, wurden zunédchst Inkubationsversuche mit CMD-
umbhiillten Nanopartikeln an Leukozyten gesunder Spender vorgenommen. Die Zellen wurden
dazu {iber definierte Zeitrdume mit den Partikeln inkubiert und anschlieBend mittels MACS
(Magnetic Activated Cell Sorting) separiert. In der FACS-Analyse wurden die erhaltenen
Negativ- (unmarkierte Zellen) und Positivfraktionen (mit Partikeln beladene Leukozyten)
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aus Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten
untersucht. Es zeigte sich, dass die Verteilung der Leuko- und Lymphozytensubpopulationen

in der Negativfraktion durch die Separationsprozedur nicht wesentlich veréndert wird, womit



Zusammenfassung

man der Moglichkeit einer Retransfusion dieser von Tumorzellen ,,gereinigten” Leukoyzten
an den Patienten ohne schwerwiegende Beeinflussung des Immunstatus deutlich niher kéme.
Der Abgleich dieser Daten mit unter Verwendung von Leukozyten aus dem Blut von
Mammakarzinompatientinnen gewonnenen Ergebnissen zeigte ein sehr dhnliches Bild fiir den
Zeitverlauf von Negativfraktion, Positivfraktion und Verlustrate bei der MACS-Separation.
Die FACS-Analyse wies dann jedoch mehrere, wahrscheinlich durch Krankheit oder Therapie
bedingte, Unterschiede in der Verteilung der Leukozyten- und Lymphozytensubpopulationen
zwischen beiden Gruppen nach. Daher erscheint es ratsam, Daten, welche ausschlielich
unter Verwendung peripheren Blutes gesunder Probanden gewonnen wurden, weiterhin
anhand von Patientenstichproben zu verifizieren.

Da bekannt ist, dass die Art und die Struktur der Polysaccharidhiille das Interaktionspotential
zwischen magnetischen Nanopartikeln und Tumorzellen bzw. Leukozyten mitbestimmen,
sollte des Weiteren untersucht werden, ob verschiedene Hiillstrukturen auch innerhalb der
Leukozytenpopulation zu Unterschieden beziiglich der Beladung der Zellen mit den Partikeln
fihren oder die Verteilung der Leukozytensubpopulationen nach der magnetischen
Zellseparation beeinflussen. Dabei kamen die Polysaccharide Carboxymethyl-Dextran
(CMD), Carboxymethyl-Cellulose (CMC) und Carboxymethyl-Curdlan (CMCu) als
Hiillstoffe zum Einsatz. Die Ergebnisse der im Anschluss an die MACS-Separation
durchgefiihrten FACS-Analyse wiesen deutliche Unterschiede beziiglich der Beladungsraten
der Leukozyten zwischen den jeweiligen Partikelarten auf. Die im Vergleich mit CMD
hoheren (CMC) oder deutlich niedrigeren (CMCu) Aufnahmeraten fanden sich dann jedoch
fiir alle Leukozytensubpopulationen bei Inkubation mit der jeweiligen Partikelart wieder. In
der Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Arbeiten unterstreicht auch die vorliegende
Dissertation die Favorisierung von Carboxymethyl-Dextran als Hiillstoff fiir zur magnetischen
Tumorzelldepletion verwendete Nanopartikel.

Eine Anwendung der magnetischen Tumorzelldepletion in vivo miisste die zelluldre Integritat
der Leukozyten in der Negativfraktion und deren biologische Aktivitdt nach der Separation
gewihrleisten. Deshalb sollte in der vorliegenden Arbeit erstmals versucht werden, die T-
Lymphozyten der Negativfraktion nach Inkubation und Separation unter Einsatz des
Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders weiterzukultivieren, was bedingt gelang. Die
erzielten Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass die Leukozyten nach der Separation vital
und funktionstiichtig sind. Um diesbeziiglich eine definitive Aussage treffen zu konnen,

miissen jedoch noch umfassendere Untersuchungen erfolgen.



Einleitung

1. Einleitung

In den letzten Jahren werden die Mitglieder der Arzteschaft zunehmend hiufiger mit der
schwierigen Aufgabe konfrontiert, einem Patienten mitteilen zu miissen, dass dieser an einem
malignen Tumorleiden erkrankt ist. So erhielten allein im Jahr 2006 insgesamt 426800
Menschen in Deutschland (Husmann et al. 2010) die Diagnose ,,Krebs*. Bei den Betroffenen
und ihren Angehdrigen weckt diese Nachricht neben Angsten vor -eingreifenden
therapeutischen MaBBnahmen und deren Nebenwirkungen auch Befiirchtungen um das eigene
Leben oder das eines geliebten Menschen. Tatsdchlich nehmen die malignen Erkrankungen
den zweiten Platz der Todesursachenstatistik hinter Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems ein. So erlagen laut statistischem Bundesamt im Jahr 2008 insgesamt 221920
Patienten ihrem Tumorleiden, was 26,3% aller Todesfille desselben Jahres ausmacht.
Weiterhin ist die Inzidenz der Neuerkrankungen in den letzten 25 Jahren drastisch
angestiegen (seit 1980 bei Frauen um 35%, bei Ménnern sogar um 80%) (Bertz et al. 2010).
Diese Zahlen verdeutlichen, dass maligne Tumoren eines der grofiten medizinischen
Probleme in der westlichen Welt darstellen. Neben der besonderen Heimtiicke der
Erkrankung mit ihrem oft symptomarmen Beginn, welcher dazu fiihrt, dass am
Diagnosezeitpunkt hdufig schon der gesamte Organismus angegriffen und mit Metastasen
besiedelt ist, wird die Problematik durch das Fehlen ,,DER Therapie gegen Krebsleiden*
verkompliziert. So stehen heute zwar zahlreiche etablierte und wirksame Strategien zur
Bekidmpfung von Tumoren zur Verfligung (neben operativem Vorgehen, Radiotherapie und
Chemotherapie mit Zytostatika auch neuere Substanzen, wie z.B. monoklonale Antikorper
oder Tyrosinkinaseinhibitoren) und vielen Patienten kann dadurch geholfen werden, es gibt
jedoch keine standardisierte Therapie, die eine Heilung garantiert. Ein besonderes Problem
stellen dabei die Tochtergeschwiilste der malignen Tumore dar, welche auch noch Jahre nach
erfolgreicher Behandlung der Primédrerkrankung zu Rezidiven und damit hiufig auch zum
Tod der Betroffenen fiihren kénnen. Angesichts dieser Fakten wird verstidndlich, warum die
Aufkldrung von Mechanismen der Tumorentstehung und Metastasierung, die Verbesserung
der diagnostischen Mdglichkeiten und nicht zuletzt die Suche nach neuen therapeutischen
Ansidtzen und Strategien bei malignen Erkrankungen weiterhin Gegenstand intensiver

Forschung sind.



Einleitung

1.1. Tumorentstehung und Metastasenbildung

1.1.1. Tumorigenese

Die Tumorigenese ist ein dullerst komplexes und multifaktorielles Geschehen (Weinberg
1989, Sugimura 1992). Maligne Neoplasien entstehen durch klonale Teilung aus einer
einzigen entarteten Zelle. Die Vermehrung von Tumorzellen ist durch eine Stérung des
physiologischen Gleichgewichtes zwischen normaler Zellteilung, daraus resultierendem
Wachstum und dem programmierten Zelltod, der Apoptose, gekennzeichnet. AuBerdem
entziechen sich bosartige Tumore jeglicher Steuerung durch Kontroll- und
Regulationsmechanismen des physiologischen Wachstums, wie z.B. der Kontakthemmung
(Folsch et al. 2000). Die Ursachen, welche die Umwandlung einer normalen Zelle in eine
Krebszelle bedingen konnen, sind vielfiltig. Neben diversen chemischen Verbindungen (z.B.
polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe oder Nitrosamine), physikalischen Noxen (v.a.
ionisierende Strahlen und UV-Strahlen) und biologischen Kanzerogenen (v.a. onkogene
Viren), kann auch eine ererbte Disposition (z.B. das APC-Gen oder die Gene BRCA1 und
BRCA2 betreffend) bedeutsam sein. Letztendlich wird die maligne Transformation einer
Zelle durch die Akkumulation von genetischen Verdnderungen, aufgrund der Einwirkung der
zuvor genannten Faktoren, bei gleichzeitigem Versagen der physiologischen DNA-
Reparaturmechanismen ausgeldst. Wihrend dieses oft Jahre oder auch Jahrzehnte dauernden
Vorgangs konnen Onkogene aktiviert werden oder es kommt zum Ausfall von
Tumorsuppressorgenen. Diesen in der Evolution hoch konservierten Genen werden wichtige
Funktionen als Rezeptoren, Signalmolekiile oder Zellzyklus-Kontrollproteine bei der
Regulation des physiologischen Wachstums und der normalen Entwicklung zugeschrieben
(Croce 2008). Deshalb fiihren Verdnderungen im Bereich dieser Gene zu anomaler
Gewebedifferenzierung und anomaler Zellproliferation (Riede et al. 2004). Die typischen
Kennzeichen der Malignome sind daher schnelles, unkontrolliertes und destruierendes
Wachstum mit Infiltration des umgebenden Gewebes und Invasion in entfernte Regionen des
Organismus (Metastasierung), Immortalisierung der Zellen, Ausbildung entdifferenzierter
Gewebemuster, Vorhandensein vieler Mitosen, Aneuploidie und eine zu Gunsten des Nukleus

verschobene Kern-Plasma-Relation.

1.1.2. Metastasierung
Der grofite Teil der Krebspatienten (ca. 90%) verstirbt nicht am Priméirtumor, sondern an
dessen Metastasen (Fidler 2002, Gupta und Massague 2006). Diese entstehen im Verlauf

eines komplexen kaskadenartigen Prozesses, der bis heute noch nicht in allen Einzelheiten

-4 -



Einleitung

verstanden ist (Chambers et al. 2002, Vlems et al. 2003, Wittekind und Neid 2005). Die
Absiedlung maligner Zellen aus dem Primértumor und Verschleppung derselben iiber Blut-
oder Lymphbahnen in andere Regionen des Kdorpers flihren bei Auffinden einer Nische mit
geeignetem Mikromilieu zum Anwachsen der disseminierten Tumorzellen (Fidler et al. 2007,
Fidler und Poste 2008, Geiger und Peeper 2009). Durch klonale Proliferation der
abgesiedelten Zellen kommt es iiber die Zwischenstufe der nur histologisch nachweisbaren
Mikrometastase zur Ausbildung manifester Makrometastasen fern vom Ort der priméren
Neoplasie. Insgesamt ist der Prozess der Metastasierung jedoch hochgradig ineffizient.
Weniger als 0,01% der millionenfach in die Zirkulation entlassenen Tumorzellen sind in der
Lage, alle Schritte der Metastasenkaskade erfolgreich zu durchlaufen, dabei der Abwehr
durch das menschliche Immunsystem zu entgehen und schlieBlich neoplastische
Absiedlungen in anderen Korperregionen zu bilden (Liotta und Stetler-Stevenson 1991,
Castells und Rustgi 1995). Wihrend dieses Vorganges kommt es infolge des hohen
Selektionsdruckes zur Akkumulation weiterer Verdnderungen im Genom der malignen
Zellen, sodass sich die entstehenden Tochtergeschwiilste in ihrer Differenzierung und
Aggressivitidt deutlich vom Priméirtumor unterscheiden koénnen, was hiufig auch ihre

Resistenz gegentiber primér angewandten Therapiestrategien bedingt.

1.2. Zirkulierende Tumorzellen

Disseminierte vom Primum in die Zirkulation entlassene Tumorzellen werden heute als eine
Hauptursache der Metastasenbildung angesehen (Liotta et al. 1974, Vlems et al. 2003, Gupta
und Massague 2006). Dabei handelt es sich um Zellen epithelialer Herkunft, welche nicht im
Blut von gesunden Probanden nachweisbar sind (Pachmann et al. 2005). Im Blut von
Krebspatienten finden sie sich zwischen den normalen hdmatogenen Zellen in einer
Hiufigkeit von 10~ bis 107 (Pachmann et al. 2001). Sobald das Tumorgewebe Anschluss an
die Blut- oder Lymphbahnen des Wirtsorganismus gefunden hat, konnen maligne Zellen in
die Zirkulation gelangen und dort ldngerfristig verweilen oder sich in anderen Regionen des
Korpers absiedeln. Im Tierversuch konnten Butler und Gullino bereits 1975 nachweisen, dass
selbst kleine Neoplasien (1-2 cm im Durchmesser) pro Tag mehrere Millionen Zellen in die
Blutbahn abgeben (Butler und Gullino 1975). Die Zahl der disseminierten Tumorzellen steigt
mit der Zunahme des Tumorgewichtes kontinuierlich an (Liotta et al. 1974). Auch erhoht sich
die Menge maligner Zellen in der Zirkulation nach Manipulationen am Tumor, wie z.B.
operativen Eingriffen (Camara et al. 2006). Bereits der Nachweis einer einzigen

neoplastischen Zelle pro Kubikmillimeter Blut entspricht etwa fiinf Millionen Tumorzellen im
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Gesamtblut des Patienten (Weiss et al. 1982). Ein GroBteil der epithelialen Zellen geht im
Blutstrom rasch zu Grunde. Einige haben jedoch stammzelldhnliche Eigenschaften, die sie
befdhigen, auch nach vollstindiger Entfernung des Primértumors iiber lingere Zeitrdume
(unter Umsténden tliber Jahre) in einer Art Ruhezustand in der Zirkulation zu verweilen (Meng
et al. 2004, Pachmann 2005). Diese Zellpopulation diirfte somit eine Ursache fiir
Erkrankungsrezidive nach erfolgreicher Therapie des Primums und jahrelanger Tumorfreiheit
darstellen. Ein Hinweis darauf ist ein Wiederanstieg der disseminierten epithelialen Zellen im
peripheren Blut der Patienten (Lobodasch et al. 2007, Pachmann et al. 2008a, Pachmann et al.
2008b). Der Nachweis von zirkulierenden Tumorzellen im Venenblut ist heute {iber
verschiedene Verfahren relativ einfach realisierbar. Dazu gehdren zytometrische Methoden,
wie Laser Scanning Cytometry (LSC) (Compucyte Corporation), CellSearch (Veridex ™)
oder EPISPOT. Auch die Analyse von Alterationen der DNA mittels RT-PCR ist mdglich.
Oft ist zuvor eine Anreicherung der Tumorzellen {iber eine magnetische Zellseparation
(MACS) (Miltenyi Biotec GmbH) oder mittels einer Dichtegradientenzentrifugation von
Noten (Mostert et al. 2009). Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass der Nachweis von
zirkulierenden Tumorzellen im peripheren Blut von Malignompatienten sowie regelmiBige
Kontrollen derselben im Therapieverlauf wichtige diagnostische und prognostische Hinweise
geben konnen. So ist beispielsweise ein Wiederanstieg der disseminierten epithelialen Zellen
zum Ende einer adjuvanten Chemotherapie als Zeichen fiir eine schlechte Prognose des
Patienten, verbunden mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fiir ein friithes Rezidiv, zu werten
(Lobodasch et al. 2007, Pachmann et al. 2008a, Pachmann et al. 2008b). Fiir zahlreiche
Tumoren, darunter das Mamma- und das Kolonkarzinom, ist ein negativer Zusammenhang
zwischen einer hohen bzw. im Therapieverlauf nicht riicklaufigen Zahl an zirkulierenden
Tumorzellen und einer verminderten Uberlebensrate belegt (Diel et al. 1996, Braun und
Pantel 2000, Cohen et al. 2008, Molnar et al. 2008). Cristofanilli et al. definieren die Anzahl
der im Blut zirkulierenden Tumorzellen vor Behandlungsbeginn sogar als unabhingigen
prognostischen Faktor beziiglich der Liange der krankheitsfreien Zeit und der absoluten
Uberlebenszeit bei Patientinnen mit metastasierendem Brustkrebs (Cristofanilli et al. 2004).
Auch ist das regelmiBige Monitoring der epithelialen Zellen im peripheren Blut geeignet, um
frithzeitig Therapieversager zu erkennen, entsprechend zu reagieren und damit
moglicherweise das Outcome fiir die betreffenden Patienten zu verbessern. Da nach dem
aktuellen Stand der Forschung die Reduktion der Menge an zirkulierenden Tumorzellen im

Blut von Krebskranken mit einer Abnahme des Metastasenrisikos einhergehen sollte,
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erscheint es sinnvoll, Verfahren zu entwickeln, die in der Lage sind, die disseminierten Zellen

aus der Zirkulation herauszufiltern.

1.3. Nanotechnologie

Teilchen und Strukturen mit einer Grée im Nanometerbereich, ihre Herstellung, die Analyse
und Nutzung ihrer spezifischen Eigenschaften sowie ihre Weiterbearbeitung und Anwendung
sind in den letzten Jahrzehnten in den Fokus der wissenschaftlichen Arbeit und Forschung
unterschiedlichster Fachgebiete geriickt. Dabei stehen die einzigartigen Eigenschaften der
Nanomaterialien im Mittelpunkt des Interesses. So sind bestimmte optische Besonderheiten,
der Superparamagnetismus oder auch das besonders hohe Oberflichen-Volumen-Verhéltnis
und die daraus resultierende hohe chemische Reaktivitit nur bei nanoskaligen Partikeln
anzutreffen (Mailédnder und Landfester 2009). Der Begriff des Nanopartikels findet sich in der
Literatur etwa seit den 1970er Jahren. Bis heute ist allerdings nicht klar definiert, bis zu
welcher GroBBe man von einem Nanopartikel sprechen sollte. So bezeichnen einige Autoren
lediglich Teilchen im Bereich von 1 bis 10 nm als Nanopartikel, andere schlieBen Teilchen bis
zu einer GroBe von 1000 nm in diese Definition mit ein (Huber 2005). Am haufigsten wird
der Begriff jedoch fiir Partikel mit einem Durchmesser zwischen 1 und 200 nm verwendet.
Damit liegen die meisten Nanomaterialien groBenméfBig in Dimensionen, die mit denen
biologischer Strukturen, wie z.B. Zellen (10-100 pm), Viren (20-450 nm). Proteinen (5-50
nm) oder Genen (2-100 nm), vergleichbar sind (Pankhurst et al. 2003). Vielfiltige
Anwendungsmoglichkeiten erhofft man sich zukiinftig auf den Gebieten der Elektonik, der

Biotechnologie und Pharmakologie sowie in der Medizin (Salata 2004, Lu et al. 2007).

1.3.1. Nanomaterialen

Unterschiedlichste Arten von Materialien mit einer Grofe im Nanometerbereich miissen
voneinander differenziert werden. Zunichst kann man die Teilchen hinsichtlich ihrer
geometrischen Formgebung unterscheiden. Neben Nanopartikeln in Kugelform finden sich
Nanokristalle, Nanoprismen und zylindrische Nanotubes. Des Weiteren kann man die
Materialien auf Basis ihrer chemischen Grundstruktur verschiedenen Gruppen zuordnen. Weit
verbreitet sind Nanopartikel aus Metallen, wie Gold, Silber und Eisen, ebenso Teilchen aus
Metall- oder Halbmetalloxiden, wozu z.B. Aluminiumoxide, Eisenoxide, Zinkoxide,
Siliciumdioxid und Titandioxid gehdren. Goldhaltige Nanomaterialien zeichnen sich durch
eine hohe Stabilitit sowie einzigartige optoelektrische Eigenschaften aus und werden

beispielsweise zur Analyse von Vorgédngen an der Zelloberfliche auf molekularer Ebene
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eingesetzt (Liu et al. 2007, Sperling et al. 2008, Wilson 2008). Magnetische Nanopartikel aus
Eisenoxidverbindungen sind vor allem im Bereich der Biomedizin weit verbreitet. Klinische
Anwendung finden sie als Kontrastmittel fiir Magnet-Resonanz-Tomografie-Untersuchungen
(Anzai et al. 1994, Bonnemain 1998, Vigor et al. 2009) und im Rahmen magnetbasierter
Zellseparationsverfahren (Liberti et al. 2001, Jing et al. 2006, Schwalbe et al. 2006b). Andere
Nanomaterialien bestehen aus Halbleiterverbindungen, wie Cadmiumtellurid und -selenid
oder Silicium. Sie besitzen die spezielle Eigenschaft, in Abhéngigkeit von ihrer GroBe,
Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenldnge zu emittieren, weshalb sie hdufig zur
Detektion von Proteinen, Nukleinsduren oder Bakterien im Rahmen von Immunoassays
eingesetzt werden (Nirmal und Brus 1999, Hu et al. 2001). Kohlenstoffhaltige Nanopartikel
lassen sich in kugelférmige Strukturen, die Fullerene, und zylindrische Nanotubes unterteilen.
Letztere besitzen durch ihren rohrenformigen Aufbau die Féhigkeit, andere Molekiile
einzuschliefen und sind damit fiir eine Anwendung zum Transport verschiedener Wirkstoffe
pradestiniert (Katz und Willner 2004, Lu et al. 2009). Eine weitere Gruppe bilden
Nanopartikel aus Polymeren, wie z.B. Polyglykolsdure. Auch sie werden héufig zum
Transport von Wirkstoffen eingesetzt, da sie FEigenschaften wie Biokompatibilitét,
Bioabbaubarkeit und die Moglichkeit der Funktionalisierung auf sich vereinen. Der
Einschluss von Wirkstoffen in Tragermolekiile bietet die Vorteile der besseren Erreichbarkeit
eines Wirkortes und der gezielten sowie verzogerten Freisetzung der gespeicherten
Substanzen (Schnabelrauch und Clement 2007). Eine gemeinsame und in vielen
Anwendungsgebieten genutzte Eigenschaft aller Nanomaterialien ist ihr besonders hohes
Oberflachen-Volumen-Verhéltnis. Dieses bedingt jedoch auch die intrinsische Instabilitét
vieler Partikel iiber einen ldngeren Zeitraum, da diese bestrebt sind, die hohe
Oberflachenspannung durch das Ausbilden von Agglomeraten zu reduzieren (Lu et al. 2007).
Ein weiteres Problem ist die hohe Reaktivitidt metallischer Nanopartikel. Durch Oxidation
verlieren die Teilchen ihre magnetischen Eigenschaften und ihre Dispersibilitdt (Huber 2005,
Lu et al. 2007). Beiden Phidnomenen wird iiber eine Umhiillung der Nanopartikel mit
verschiedensten Stoffen begegnet. Modifizierte Oberflichen aus Polysacchariden oder
anderen polymeren Strukturen dienen neben der Stabilisierung von Nanopartikeln auch ihrer
Funktionalisierung mittels Kopplung an Liganden oder funktionelle Gruppen (Labhasetwar

und Leslie-Pelecky 2007).
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1.3.2. Anwendungsbereiche in der Biomedizin

Vor allem magnetische Nanopartikel haben sich in den letzten Jahren in der biomedizinischen
Anwendung etabliert. Wichtige Voraussetzungen fiir einen Einsatz der Nanoteilchen im
medizinischen Bereich sind Nontoxizitdt, Biokompatibilitit und Injizierbarkeit des
verwendeten Materials sowie eine geniigende Anreicherung der Partikel im Zielgewebe oder
-organ (Ito et al. 2005). Im klinischen Alltag finden magnetische Nanoteilchen als
Kontrastmittel im Rahmen der Magnet-Resonanz-Tomografie Anwendung (Hadjipanayis
2008). Beim Bio-Imaging bestehen die genutzten MR-Kontrastmittel aus eisenoxidhaltigen
Nanopartikeln, welche mit Liganden fiir bestimmte Rezeptoren auf der Zelloberfliche
gekoppelt sind, was die genaue Markierung molekularer Strukturen ermoglicht und somit die
Moglichkeit einer frithzeitigen Diagnose von pathologischen Verdnderungen (z.B. Tumoren)
bietet (Glockl und Weitschies 2007). Ein &hnliches Prinzip kommt im Rahmen des
sogenannten Tumor-Cell-Targeting zum Tragen. Mit den Nanoteilchen gekoppelte Antikorper
binden an spezifische Strukturen der Zellmembran maligner Zellen, wodurch diese lokalisiert
und von gesundem Gewebe differenziert werden konnen (Fortina et al. 2007). Einen Ansatz
zur Therapie maligner Tumoren bietet die Magnetic-Fluid-Hyperthermia. Schon lange ist
bekannt, dass Tumorzellen durch Applikation von Temperaturen iiber 42°C direkt geschadigt
werden konnen (Nielsen et al. 2001). AuBerdem erhoht die Warmeeinwirkung die Sensibilitét
maligner Zellen gegeniiber Radio- und Chemotherapie (Jordan et al. 2007). Das
nanomaterialbasierte Konzept beinhaltet das Einbringen magnetischer Fliissigkeiten in die
Geschwulst und die anschlieBende Induktion der Hyperthermie durch Einwirkung eines
magnetischen Wechselfeldes (Jordan et al. 1999, Johansen et al. 2005). Mittels dieser
Methode wird es moglich, ausschlieBlich das Tumorgewebe zu erwédrmen und gesunde nicht
mit Partikeln infiltrierte und damit durch das magnetische Wechselfeld unbeeinflusste
Strukturen zu schonen (Gupta und Gupta 2005). Eine weitere Moglichkeit fiir den Einsatz der
Nanotechnologie im therapeutischen Bereich (u. a. zur Behandlung von Malignomen) stellt
das Magnetic-Drug-Targeting dar. Dabei werden die Nanopartikel als Carrier flir Arzneimittel
eingesetzt, die an die Partikeloberfliche gekoppelt oder innerhalb der Nanoteilchen
eingeschlossen sind (Gupta und Gupta 2005). Die Wirkstoffe konnen so gezielt und in hohen
Dosen an den gewlinschten Wirkort transportiert werden. Dazu erfolgt die intravendse
Injektion des Materials, das nun, gesteuert durch Einwirkung eines externen Magnetfeldes, im
Zielgewebe angereichert werden kann. So wird eine effiziente und nebenwirkungsarme lokale
Therapie von Tumoren mit Zytostatika mdglich (Goodwin et al. 1998, Plank et al. 2007).

Auflerdem bietet das Einbringen der Arzneimittel in die Partikel Schutz gegen einen
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vorzeitigen Abbau im Organismus und ermdglicht die konstante Abgabe von Wirkstoffen
iiber einen ldngeren Zeitraum. Auch die Anwendbarkeit von Nanomaterialien im
Zusammenhang mit Tissue-Engineering ist Gegenstand der Arbeit verschiedener
Forschungsgruppen. Dabei wird beispielsweise die Tatsache genutzt, dass mit
eisenoxidhaltigen Partikeln markierte Zellen in Kultur iiber magnetische Krifte beeinflussbar
sind (Ito et al. 2004, Ito et al. 2005). Die Separation unterschiedlicher Zelltypen stellt ein
weiteres groBBes Einsatzgebiet fiir magnetische Nanopartikel dar. Dabei hat sich die
magnetische Zellseparation als hochsensitives Verfahren zur Detektion und Abtrennung
kleiner Zellpopulationen aus einem groflen Zellpool, wie z.B. im peripheren Blut
zirkulierenden Tumorzellen, erwiesen (Molday und Mackenzie 1982, Martin et al. 1998,
Liberti et al. 2001, Clement et al. 2006, Schwalbe et al. 2006b). Um eine Trennung der Zellen
im Magnetfeld zu erzielen, miissen die Zielzellen zunichst mit eisenoxidhaltigen
Nanopartikeln markiert werden. Das kann {iber eine antikorpervermittelte Bindung der
Nanoteilchen an die Zelloberfliche geschehen oder mittels endozytotischer Aufnahme
derselben in die Zielzellpopulation. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden magnetische
Nanopartikel, bestehend aus einem Eisenoxidkern und einer Polysaccharidhiille, zur

Depletion von Tumorzellen aus peripherem Blut eingesetzt.

1.3.3. Interaktion von Nanoteilchen mit zelluliiren Strukturen

Um eine gezielte Separation von Zellpopulationen oder die Markierung bestimmter Zellen mit
magnetischen Nanopartikeln fiir andere Zwecke zu realisieren, ist eine spezifische Bindung
der Partikel an die Zielzellen unabdingbar. Verschiedene erwiinschte und unerwiinschte Arten
der Interaktion von Nanopartikeln und biologischen Strukturen sind in der Literatur
beschrieben und werden hinsichtlich ihrer Nutzbarkeit und Optimierung weiter untersucht. So
ist bekannt, dass Nanoteilchen mit einem Durchmesser zwischen 50 und 200 nm von
verschiedensten Zelltypen aufgenommen werden konnen (Rejman et al. 2004, Mailédnder und
Landfester 2009). Fast alle Nutzungskonzepte fiir Nanopartikel im medizinischen Bereich
basieren auf Einbringung derselben in die Zirkulation. Dazu muss das Material injizierbar,
steril, frei von Agglomerationen und vor allem biokompatibel sein (Alexiou et al. 2006). Bei
einer Grofe zwischen 5 und 20 nm wiren derart applizierte Teilchen in der Lage, die
Blutbahn iiber Diffusion durch die Interzellularspalten der GefaBwéande zu verlassen (Gref et
al. 1994, Moghimi et al. 2001). Grof3ere Partikel verbleiben zunichst in der Zirkulation und
werden innerhalb kurzer Zeit von Plasmaproteinen, u. a. Komplementfaktor C3, Vitronektin

und Fibronektin, umhiillt (Moore et al. 1997). Dieser als Opsonisierung bezeichnete Vorgang
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fiihrt zur raschen Elimination der Partikel durch die Zellen des retikuloendothelialen Systems
(= gewebsstindige Makrophagen in Leber, Milz und Lymphknoten) (Davis 1997). Uber eine
Modifikation der Partikeloberfliche wird versucht, diesen Prozess zu unterdriicken.
Hydrophile Hiillen wie Dextrane und ihre Derivate, Polyethylenglykol oder Polyethylenoxid
sind geeignet, die Opsonisierung zu verhindern und ermdglichen so die Zirkulation der
Nanopartikel im Blutstrom {iber ldngere Zeitrdume (Shen et al. 1996, Portet et al. 2001,
Brigger et al. 2002). Die Spezifitit der Interaktion von Nanopartikeln und Zellen der
Zielpopulation kann iiber zwei Wege realisiert werden. Meist erfolgt eine Kopplung der
Nanoteilchen an Molekiile (z.B. Antikorper), die bestimmte Strukturen auf der Oberflache der
Zielzellen erkennen und an diese binden konnen (Miltenyi et al. 1990, Hancock und
Kemshead 1993, Martin et al. 1998). Ein Nachteil dieser Methode ist die Tatsache, dass
spezifische Oberflaichenmarker in der Regel auf den meisten, nie jedoch auf allen Zellen der
Zielpopulation vorhanden sind (Clement et al. 2006). Somit ist es zwar mdglich, hochreine
Fraktionen aus einem Zellgemisch abzutrennen, aber es werden nicht alle Zielzellen erreicht
(Owen und Sykes 1984), was insbesondere im Rahmen der Tumorzelldepletion problematisch
erscheint. Auch mittels Modifikation der Hiillstrukturen konnen gezielte Wechselwirkungen
zwischen Partikeln und Zellen realisiert werden (Gupta und Gupta 2005, Clement et al. 2006,
Schwalbe et al. 2006a, Schwalbe et al. 2006b). Diese Methode ermdglicht die Abtrennung
von Zellen der Zielpopulation in groBerer Quantitit, was insbesondere bei der Depletion von
im peripheren Blut zirkulierenden Tumorzellen von Vorteil ist. Die Interaktion von
Nanopartikeln mit Zellen ist nicht auf eine Bindung an die Zelloberfliche beschriinkt. Uber
endozytotische Mechanismen (Phagozytose, rezeptorvermittelte Endozytose und Pinozytose)
ist auch die Aufnahme der Partikel ins Zellinnere moglich, wo sie dann in endosomalen
Strukturen im Zytoplasma vorliegen (Jordan et al 1996, Schoepf et al. 1998, Berry et al. 2003,
Berry et al. 2004).

1.4. Zellseparationsverfahren und Detektion zirkulierender Tumorzellen

Ausgehend von der Pramisse, dass eine Reduktion der Anzahl der im peripheren Blut
zirkulierenden Tumorzellen eine Abnahme des Metastasenrisikos bedeutet, erscheint es
erstrebenswert, Verfahren zur Detektion und Depletion von disseminierten Tumorzellen zu
entwickeln. Es existieren viele verschiedene Methoden der Zellseparation (Safarik und
Safarikova 1999, Pappas und Wang 2007), jedoch sind nicht alle zur Abreicherung von
Tumorzellen aus peripherem Blut geeignet. Neben immunzytologischen Verfahren und PCR-

basierten Technologien haben sich insbesondere zytometrische Methoden, wie FACS (siche
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3.5.) und MACS (siehe 3.4.), zur Detektion und Selektion maligner Zellen bewidhrt (Wong et
al. 1995, Berois et al. 1997, Mapara et al. 1997, Martin et al. 1998). Die Durchflusszytometrie
(FACS) als ein bedeutendes Verfahren zur Separation von Zellen ist durch vergleichsweise
geringe Sortierraten (10° bis 10* Zellen/Sekunde) limitiert (Nakamura et al. 2001) und deshalb
fiir eine effiziente Abreicherung zirkulierender Tumorzellen aus peripherem Blut ungeeignet.
Dagegen stellt die magnetbasierte Separation von Zellen einen vielversprechenden Ansatz fiir
dieses Vorhaben dar und wird hdufig auf experimenteller Ebene in verschiedenen
Ausfiihrungen (Racila et al. 1998, Safarik und Safarikova 1999, Schwalbe et al. 2006b, Naoe
et al. 2007) und auch im Rahmen dieser Arbeit zur Detektion und Depletion von Tumorzellen

angewandt.

1.4.1. Ausblick: Zukiinftige Krebstherapie mittels magnetischer Tumorzelldepletion

Im Hinblick auf die vorangestellten Ausfithrungen wire das zukiinftige Ziel die Entwicklung
eines in vivo anwendbaren Verfahrens zur Depletion disseminierter maligner Zellen aus dem
peripheren Blut von Tumorpatienten. Visiondre Therapieansédtze gehen dabei von einer Art
Dialyse mit umhiillten magnetischen Nanopartikeln basierend auf der Methode der
magnetischen Zellseparation aus. Das periphere Blut des behandelten Patienten wiirde dazu
zundchst einer Leukapherese unterzogen werden. Die angereicherten weillen Blutzellen und
die in dieser Fraktion enthaltenen Tumorzellen wiirden dann iiber einen definierten Zeitraum
mit den magnetischen Nanopartikeln inkubiert und anschlielend einer magnetischen
Separation zugefiihrt werden. Da bekannt ist, dass Tumorzellen die Partikel schneller und in
hoherem Malle als Leukozyten aufnehmen (Schwalbe et al. 2006a, Schwalbe et al. 2006b,
Clement et al. 2006), sollte so eine Abreicherung der malignen Zellen moglich sein. Die nach
der Separation erhaltene PF (Positivfraktion), welche die angereicherten Tumorzellen
beinhalten sollte, wiirde entfernt, wihrend die NF (Negativfraktion), welche die Leukozyten
enthalten und frei von Tumorzellen sein sollte, zum Patienten zuriickgefiihrt werden wiirde
(Abb. 1). Deshalb ist es von grofiter Bedeutung, dass insbesondere die Leukozyten der NF
nach der Prozedur intakt und in ihrer biologischen Funktion unbeeintréchtigt sind. Man weil3,
dass die magnetischen Nanopartikel immer auch mit den Leukozyten interagieren, was zur
Folge hat, dass diese im Rahmen der ,,Dialyse* zusammen mit den Tumorzellen abgereichert
und verworfen werden wiirden. Das wiederum wiirde sich ungiinstig auf das ohnehin durch
Krankheit und Therapie geschwichte Immunsystem des Patienten auswirken. Daher ist es

notwendig, die Polysaccharidhiillen der Partikel und die Inkubationsbedingungen so zu
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modifizieren, dass bei einer moglichst hohen Tumorzellausbeute moglichst wenig Leukozyten

verloren gehen.

8o
SR 3'
SPPX) ‘...

Entfernung
Retransfusion der angereicherten Tumorzellen
der tumorzell-freien Leukozyten (Positivfraktion)
(Negativfraktion)

Magnetische
Leukapherese TumOl"Z.ell -
IrPahen% - deple'hon
I k :
{{ )
) o 00

®e o
Konzentrierte weile Blutzellen
mit den darin enthaltenen Tumorzellen

Abb. 1: Prinzip der magnetbasierten Tumorzelldepletion. (aus: Schwalbe M, Pachmann K,
Clement J. 2006. Magnetic tumor cell depletion from peripheral blood does not affect lymphocytes
[Vortrag]. Jena: Friedrich-Schiller-Universitit, Klinik fiir Innere Medizin II.)

1.5. Leukozyten

Die Leukozyten (= weifle Blutkdrperchen) stellen eine von drei Zellpopulationen im Blut.
Neben den Erythrozyten (4,5 bis 5 Mio/ul Blut, 93 bis 96% aller Blutzellen) und den
Thrombozyten (200.000 bis 300.000/ul Blut, 4 bis 7% aller Blutzellen) sind sie die kleinste
(4000 bis 8000/ul Blut, 0,1 bis 0,2% aller Blutzellen) und gleichzeitig heterogenste Gruppe.
Die Tatsache, dass sich die Leukozyten als gewebsstindige Zellen nur voriibergehend in der
Zirkulation aufhalten, erklart ihren geringen Anteil im peripheren Blut. So befinden sich zu
einem gegebenen Zeitpunkt nur etwa 5% der im menschlichen Organismus vorhandenen
Leukozyten im Blut, wéhrend 95% auf die Gewebe (v. a. Knochenmark und lymphatische
Organe) verteilt sind (Lippert 2003). Als zellulire Bestandteile des menschlichen
Immunsystems sind sie die Trager der unspezifischen und spezifischen Abwehrvorgénge. Ihre
mannigfaltigen Funktionen im Rahmen von Entziindungsreaktionen und Immunabwehr
umfassen die Phagozytose von Erregern, die Produktion unspezifischer Kampfstoffe (z.B.

Sauerstoffradikale, antivirale und zytotoxische Substanzen) sowie die Synthese von
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Antikorpern. Die verschiedenen Aufgabenbereiche werden von unterschiedlich spezialisierten
Leukozytensubpopulationen wahrgenommen. Hier unterscheidet man die Granulozyten, die

Monozyten und die Lymphozyten.

1.5.1. Granulozyten

Die Granulozyten sind mit 35-80% die zahlenmiBig gréffte Subpopulation der weillen
Blutzellen. Es handelt sich hierbei um Zellen myeloischer Herkunft, die wegen ihres
gelappten Zellkerns auch als polymorphkernige Leukozyten bezeichnet werden. Das
Zytoplasma der Granulozyten ist reich an spezifischen und Azurgranula (=Lysosomen),
woraus sich auch ihr Name ableitet. Weiterhin ldsst insbesondere der Reichtum an
lysosomalen Strukturen Riickschliisse auf eine der Hauptaufgaben dieser Zellpopulation, die
Phagozytose, zu. Man unterscheidet anhand der spezifischen Granula zwischen neutrophilen,
eosinophilen und basophilen Granulozyten. In ihrer Funktion als Immunzellen stehen die
Granulozyten an ,,vorderster Abwehrfront“ gegen eindringende Keime (Hof und Déorries

2005).

1.5.1.1. Neutrophile Granulozyten

Die Neutrophilen stellen 30-80% aller im Blut zirkulierenden Leukozyten und damit auch den
Hauptteil der Granulozyten. Der Durchmesser dieser polymorphkernigen Zellen liegt im
Bereich zwischen 9 und 12 pm. Thre Lebensdauer betrdgt in der Regel nur wenige Tage. Die
Hauptaufgabe der Neutrophilen ist das Phagozytieren und Abtdten von bakteriellen
Krankheitserregern, weshalb sie auch als Mikrophagen bezeichnet werden (Lippert 2003). Zu
diesem Zweck enthdlt ihr Zytoplasma hauptsdchlich die mit hydrolytischen und
antibakteriellen Enzymen angefiillten Azurgranula, neben denen die spezifischen neutrophilen

Granula in den Hintergrund treten.

1.5.1.2. Eosinophile Granulozyten

Die Eosinophilen sind eine eher kleine Zellpopulation (0-7% der Leukozyten im peripheren
Blut). Die Zellen mit einem Durchmesser zwischen 11 und 14 pm haben eine mittlere
Lebensdauer von ein bis zwei Wochen. Im Gegensatz zu den neutrophilen Granulozyten
enthilt ihr Zytoplasma wesentlich mehr spezifische eosinophile, mit hydrolytischen Enzymen,
Zytokinen, Lipidmediatoren und kationischen Proteinen gefiillte Granula und die Lysosomen
treten demgegeniiber in den Hintergrund. Die eosinophilen Granulozyten sind in der Lage,

ihre Inhaltsstoffe durch Degranulation nach auBlen abzugeben (Renz-Polster et al. 2004), was
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sie dazu befdhigt, auch groBere extrazelluldr gelegene Organismen wie z.B. Parasiten
abzutdten. AuBlerdem zdhlt die Phagozytose von Antigen-Antikdrper-Komplexen zu den
Aufgaben dieser Zellpopulation, welcher auch eine entscheidende Rolle im Rahmen von

allergischen Immunantworten zukommt.

1.5.1.3. Basophile Granulozyten

Basophile sind die seltenste Leukozytensubklasse im peripheren Blut (0-2% der Leukozyten)
und haben einen Durchmesser von 8 bis 9 um. Ihr Zytoplasma ist reich an spezifischen
basophilen Granula, welche Histamin, Heparin, andere gefdaBBwirksame Substanzen und
verschiedene Zytokine enthalten. Lysosomale Strukturen finden sich nur vereinzelt, was
darauf schlieen lésst, dass die basophilen Granulozyten zwar zur Phagozytose befdhigt sind,
diese jedoch nicht zu ihren wesentlichen Aufgaben gehdrt. Thre Rolle im Immungeschehen
stiitzt sich viel mehr auf ihre Fahigkeit zur Abgabe granulaassoziierter Mediatoren nach auflen
(Renz-Polster et al. 2004). Basophile weisen starke Ahnlichkeiten mit den gewebsstindigen
Mastzellen auf, obwohl sie von unterschiedlichen Zelllinien abstammen. Beiden Zellarten
kommt eine zentrale Aufgabe im Rahmen der IgE-vermittelten allergischen Sofortreaktion

und eine komplementére Rolle bei der Abwehr von Parasiten zu.

1.5.2. Monozyten

Die Monozyten sind die zahlenméBig kleinste der drei Leukozytensubpopulationen im
peripheren Blut (2-12% aller Leukozyten). Die mononukleédren Zellen myeloischer Herkuntft,
deren Kern in der Regel eingedellt oder hufeisenformig ist, haben einen mittleren
Durchmesser von 12 bis 20 pum und sind damit die grofSten der weilen Blutkorperchen. Thre
Lebensdauer kann sich unter Umstinden iiber mehrere Monate oder Jahre ausdehnen. Auch
die Monozyten besitzen ein lysosomenreiches Zytoplasma, was sie als phagozytierende
Zellen ausweist. Zu ihren Hauptaufgaben im Rahmen der Immunantwort zdhlen neben der
Phagozytose von Krankheitserregern auch ihre Funktion als antigenpridsentierende Zellen
(APC’s) sowie die Produktion und Freisetzung antiviraler und zytotoxischer Substanzen. Sie
zerstoren infizierte, gealterte oder entartete Zellen und helfen beim Wiederauftbau des
geschiadigten Gewebes im Rahmen der Wundheilung (Renz-Polster et al. 2004). Im
peripheren Blut halten sich die Monozyten in der Regel nur kurzzeitig auf. Sie nutzen es als
Transportmedium auf ithrem Weg ins Gewebe, wo sie zu sessilen Makrophagen (z.B.
Alveolarmakrophagen in der Lunge, Mikrogliazellen im ZNS oder Kupffer-Zellen in der

Leber) ausreifen. In ihrer Funktion als antigenprisentierende Zellen stellen die Monozyten
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bzw. Makrophagen als Element der unspezifischen Abwehr ein wesentliches Bindeglied zur

spezifischen iiber die Lymphozyten vermittelten Immunantwort dar (siehe 1.6.1.).

1.5.3. Lymphozyten

Die Lymphozyten stellen 14-47% der Leukozyten im peripheren Blut. Im Gegensatz zu den
zuvor beschriebenen Subpopulationen der Granulozyten und Monozyten leiten sich diese
mononukledren Zellen von einer eigenen lymphatischen Stammzelllinie ab (Vogler und Pearl
1978). Mit einem Durchmesser im Bereich von 6 bis 9 um sind die Lymphozyten die
kleinsten unter den weilen Blutzellen. Es finden sich jedoch auch sogenannte ,,grof3e*
aktivierte Lymphozyten mit einem Durchmesser von 9 bis 15 pm. Sie besitzen einen runden
dichten Zellkern, welcher von einem schmalen Zytoplasmasaum mit vereinzelten Azurgranula
umgeben ist. Der tiberwiegende Teil dieser Zellpopulation (etwa 98%) halt sich nicht im Blut,
sondern im Knochenmark und in den lymphatischen Organen auf (Lippert 2003). Dabei
unterliegen die Lymphozyten jedoch einer stdndigen Rezirkulation mit dem Blutstrom, ohne
die sie ihre Funktionen im Rahmen von Abwehrvorgéngen nicht wahrnehmen konnten. Thre
Lebensdauer umfasst je nach Funktion der einzelnen Zelle eine Spanne von wenigen Tagen
bis hin zu einem Zeitraum von mehreren Jahren (betrifft die sogenannten Gedichtniszellen).
Die Lymphozyten sind die zentralen Trager der spezifischen Abwehr (siehe 1.6.1.). Sie sind
in der Lage, Antigenstrukturen spezifisch zu erkennen und anschlieend zu eliminieren. Zu
diesem Zweck besitzen die Lymphozyten hochst individuelle Antigenrezeptoren auf ihrer
Oberfliche. Man unterscheidet bei den Lymphozyten zwischen drei Hauptgruppen mit
unterschiedlichen Aufgaben, die wiederum in diverse Subklassen unterteilt werden kdnnen.
Die Untergruppen konnen anhand von spezifischen Oberflichenmolekiilen (= CD- [cluster of
differentiation] Marker) klassifiziert werden. Die CD3-positiven T-Zellen (ca. 80% aller
Lymphozyten) bewirken zusammen mit den Makrophagen die zellulire Immunantwort am
Ort des Antigenreizes. Die B-Zellen (ca. 15% der Lymphozyten) dienen nach Stimulation
durch die T-Lymphozyten und durch Antigenreize der Produktion von Antikérpern und
realisieren so die humorale Immunantwort. Sie tragen CD19- und CD20-Molekiile auf ihrer
Zelloberfliche. Die kleinste Gruppe unter den Lymphozyten sind mit etwa 5% die natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen). Sie besitzen im Gegensatz zu T- und B-Zellen keine
antigenspezifischen Rezeptoren und haben das Abtéten von virusbefallenen Zellen und
Tumorzellen zur Aufgabe. CDI16- und CDS56-Oberflichenmolekiile sind fiir diese
Zellpopulation spezifisch.
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1.5.3.1. T-Lymphozyten

Die T-Zellen stellen mit 80% aller Lymphozyten deren grofite Untergruppe (entspricht etwa 7
bis 24% der Leukozyten im peripheren Blut). Sie tragen CD3-Molekiile als kennzeichnende
Marker auf ihrer Zelloberfliche. Die T-Lymphozyten sind Triager der zellvermittelten
erworbenen Immunitdt und leiten sich von den lymphatischen Stammzellen des fetalen
Knochenmarks ab. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation und Steuerung aller
Immunprozesse im menschlichen Organismus und iiben daneben auch direkte
Abwehrfunktionen aus (Hickling 1998). Die Reifung und Differenzierung der T-
Lymphozyten erfolgt in Knochenmark und Thymus. Die T-Vorlduferzellen wandern aus dem
Knochenmark in den Thymus ein und reifen dort zur naiven T-Zelle. Im Rahmen dieses
Prozesses kommt es durch die zufdllige molekulare Anordnung verschiedener Gensegmente
zur Ausbildung von Milliarden verschiedener Rezeptorstrukturen, welche anschlieBend durch
positive und negative Selektion so ausgelesen werden, dass einerseits keine autoreaktiven
Zellen vorliegen, andererseits jedoch ein T-Zell-Rezeptor fiir praktisch jedes denkbare
Antigen vorhanden ist (Renz-Polster et al. 2004). Die naiven T-Zellen halten sich vorwiegend
in den lymphatischen Organen (Milz, Lymphknoten und Knochenmark) auf und unterliegen
einer stindigen Rezirkulation mit dem Blutstrom, ohne die eine addquate Ausiibung ihrer
Funktion unmoglich wire. Die membranstindigen T-Zell-Rezeptoren sind im Gegensatz zu
den spezifischen Antigenrezeptoren der B-Lymphozyten nicht in der Lage, losliche
unprozessierte Antigene zu binden. Sie erkennen nur an MHC-I- oder MHC-II-Molekiile
gebundene antigene Peptide, die ihnen auf der Oberfliche von antigenprisentierenden Zellen
(z.B. Makrophagen oder dendritische Zellen) dargeboten werden. Zur vollstindigen
Aktivierung einer T-Zelle bedarf es weiterer kostimulatorischer Signale neben der Erkennung
des MHC/Peptid-Komplexes iiber den T-Zell-Rezeptor, welche ebenfalls durch Interaktion
des Lymphozyten mit der antigenprisentierenden Zelle realisiert werden. Dazu exprimieren
die T-Zellen nach Bindung des MHC/Peptid-Komplexes verstirkt CD28-Molekiile auf ihrer
Oberflache, die mit den B7-Molekiilen der antigenpréisentierenden Zellen interagieren, was zu
Proliferation und klonaler Expansion der stimulierten T-Zelle fiihrt (June et al. 1990, Jenkins
und Johnson 1993). Ein weiteres kostimulatorisches Signal wird iiber die Interaktion von
CD40-Molekiilen mit den entsprechenden Liganden (CD40L) realisiert. Auf diesem Wege
aktivierte T-Zellen produzieren vermehrt Interleukin 2 (IL2), welches als autokriner
Wachstumsfaktor fungiert und die Differenzierung zur jeweiligen Effektor-T-Zelle
vorantreibt. Hinsichtlich der Effektorfunktion und anderer Eigenschaften lassen sich diverse

Subklassen von T-Lymphozyten unterscheiden. So unterteilt man sie anhand der Expression
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weiterer Oberflaichenmarker in eine CD4-positive (etwa 66% aller T-Lymphozyten) und eine
CDS8-positive (etwa 33% aller T-Lymphozyten) Population. Nur etwa 5% der T-Zellen, die
sogenannten ,,Null-Zellen*, exprimieren weder CD4 noch CD8 auf ihrer Zellmembran (Renz-
Polster 2004). AuBlerdem kann man die T-Lymphozyten nach der Struktur ihres T-Zell-
Rezeptors zur Erkennung der MHC/Peptidkomplexe klassifizieren. Dieser besteht immer aus
zwel Aminosdureketten (sog. Dimer), dem CD3-Komplex und einem Kalziumkanalprotein.
Das Dimer setzt sich bei 90% der T-Zellen aus einer a- und einer B-Kette zusammen (o/p-
TZR), 10% besitzen eine y/6-Konfiguration. Letztere sind nicht von der Antigenprisentation
iiber die MHC-Molekiile abhingig und scheinen breit gegen diverse Antigene wirken zu
konnen. Des Weiteren wird ihnen eine Rolle im Rahmen der angeborenen Immunitit sowie
bei der Entstehung von Autoimmunitit und Graft-versus-host-Reaktionen zugeschrieben. Die
Einteilung der T-Lymphozyten nach funktionellen Gesichtspunkten unterscheidet zwischen
den CD4-positiven T-Helferzellen, den meist CD8-positiven zytotoxischen T-Zellen, den
regulatorischen T-Zellen (auch: T-Suppressorzellen) und den Gedéchtniszellen. Im Rahmen
der Tumorabwehr spielen vor allem die zytotoxischen T-Lymphozyten, unterstiitzt von den T-

Helferzellen, eine zentrale Rolle.

CD4-positive Zellen/T-Helferzellen

Die Hauptaufgabe dieser T-Zell-Subklasse ist die Verstirkung der Immunantwort der B-
Zellen und der zytotoxischen T-Lymphozyten. Ihre Effektorfunktionen realisieren sie mittels
Sekretion von Zytokinen und {iber eine direkte Interaktion des TZR/MHC/Peptid-Komplexes
mit Molekiilen auf der Oberfliche anderer Zellen (z.B. B-Zellen, Makrophagen und CD8"-
Zellen). Sie erkennen nur antigene Peptide, welche ihnen gekoppelt an die ausschlielich auf
der Oberfldche der antigenprésentierenden Zellen vorhandenen MHC-II-Molekiile préasentiert
werden. Anhand der unterschiedlichen Muster der von ihnen sezernierten Zytokine
unterscheidet man zwischen TH1- und TH2-Zellen mit differenter Funktion (Abbas et al.
1996, Woodland und Dutton 2003). TH1-Lymphozyten produzieren vorwiegend IFN-y, TNF-
B und Interleukin 2. Sie sind die zentralen Regulatorzellen bei Entziindungsreaktionen. Im
Rahmen der Immunabwehr stimulieren und verstérken sie sowohl die phagozytotische und
antibakterielle Aktivitdt von Makrophagen, als auch die Aktivitét der zytotoxischen T-Zellen.
Aullerdem unterstiitzen sie die B-Lymphozyten bei deren Differenzierung und Ausreifung zu
antikérperbildenden Plasmazellen und induzieren die Bildung von Immunglobulin G (IgG).
Daneben wird ihnen eine Rolle bei der Entstehung von Hypersensitivitdtsreaktionen des

verzogerten Typs und Autoimmunerkrankungen zugeschrieben. TH2-Zellen sezernieren
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hauptsidchlich die Interleukine 4, 5, 9 wund 13. Ilhre Hauptaufgabe im Rahmen
immunologischer Prozesse ist die Unterstiitzung der B-Lymphozyten bei deren Ausreifung
und Differenzierung. IL-4 induziert den Isotypenwechsel von IgM zu IgG1 und IgE, wihrend
IL-5 die IgA-Synthese steigert. Daneben unterstiitzen die TH2-Zellen auch die Abwehr

parasitdrer Krankheitserreger und vermitteln die allergische Sofortreaktion.

Zytotoxische T-Zellen

Diese in der Regel CD8-positiven T-Lymphozyten richten ihre zytotoxische Effektorfunktion
vor allem gegen extra- und intrazelluldre Bakterien und virusbefallene Zellen sowie gegen
Fremdgewebe und entartete Korperzellen. Sie sind das entscheidende Werkzeug der adaptiven
Immunitét zur Zerstérung von Zellen, in deren Zytoplasma sich Krankheitserreger vermehren
(Hof und Dérries 2005). Um dieser Aufgabe gerecht zu werden, erkennen die zytotoxischen
T-Lymphozyten nur antigene Peptide, welche von den auf allen kernhaltigen Korperzellen
vorhandenen MHC-I-Molekiilen préasentiert werden. Nach Ausbildung des TZR/MHC/Peptid-
Komplexes kann die T-Zelle iiber verschiedene Mechanismen die Apoptose der attackierten
Zielzelle einleiten. Dazu gehort die Ausschiittung von Granula mit zytotoxischem Inhalt
(Perforine und Granzyme), welche nach Perforation der Zielzellmembran und Eindringen in
deren Zytosol die Signalkaskade der Apoptose auslosen. Des Weiteren sind die zytotoxischen
T-Lymphozyten auch zur Induktion der rezeptorvermittelten Apoptose liber den von ihnen
exprimierten Fas-Liganden befdhigt. Daneben besitzen diese Lymphozyten mit der
Produktion und Sekretion von IFN-y, TNF und Lymphotoxin auch direkte zytotoxische
Wirkmechanismen (Meuer und Dienes 1989). Neuere wissenschaftliche Publikationen
postulieren, dass auch die zytotoxischen T-Zellen anhand der Sekretion unterschiedlicher
Zytokinmuster, dhnlich den T-Helferzellen, nochmals in Subgruppen eingeteilt werden

konnen (Mosmann et al. 1997, Woodland und Dutton 2003).

Regulatorische T-Zellen/T-Suppressorzellen
Diese CD4-positive Subklasse der T-Lymphozyten (etwa 10% aller CD4 -Zellen) iibt

vorwiegend eine die Immunantwort didmpfende Funktion aus, was unter anderem der
Verhinderung von Autoimmunreaktionen und dem Beenden des Abwehrvorganges nach
erfolgreicher Elimination des Antigens dient. Neben den CD4-Molekiilen tragen diese Zellen
auf ithrer Oberfliche CD25 und CD62L (Renz-Polster et al. 2004).
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Geddchtniszellen

Diese T-Zell-Population zeichnet sich durch ihre Langlebigkeit {iber einen Zeitraum von
mehreren Jahren aus. Sie entstehen im Zuge der Differenzierung und klonalen Expansion
einer naiven T-Zelle nach Kontakt mit ihrem Antigen und sind in der Regel durch CD45RO-
Molekiile auf ihrer Zelloberflaiche gekennzeichnet. Bei erneutem Kontakt mit dem gleichen
Antigen erfolgt die Immunantwort dann, getriggert durch die Gedéchtniszellen, schneller und

in stirkerem Ausmal (Dutton et al. 1998).

1.5.3.2. B-Lymphozyten

Die B-Zellen stellen 15% der gesamten Lymphozytenpopulation (entspricht etwa 1 bis 7% der
Leukozyten im peripheren Blut). Kennzeichnend sind ihre spezifischen Oberflaichenmarker,
die CD19- und CD20-Molekiile. Sie sind die Trdger der humoralen durch Antikérper
vermittelten Immunitét und leiten sich, ebenso wie die T-Zellen, von den lymphatischen
Stammzellen des fetalen Knochenmarks ab. Die Reifung und Differenzierung der B-
Lymphozyten findet in der fetalen Leber und postnatal im Knochenmark statt. Anschliefend
wandern sie in die peripheren lymphatischen Organe (dazu gehdren die Milz, die
Lymphknoten und das schleimhautassoziierte Lymphgewebe) ein. Hier erfolgt dann die finale
Ausreifung zu naiven B-Lymphozyten, deren Hauptaufenthaltsorte Knochenmark, Milz,
Lymphknoten und die lymphatischen Plaques der Darmmukosa sind. Die sténdige
Rezirkulation der B-Zellen zwischen den lymphatischen Organen und dem Blutkreislauf ist
jedoch fiir die Ausiibung ihrer immunologischen Funktionen unerlédsslich. Die Produktion
spezifischer Antikorper ist die Hauptaufgabe der B-Lymphozyten. Daneben fungieren sie als
antigenprisentierende Zellen. Zur Erkennung von Antigenstrukturen tragen die B-Zellen
membranstindige Immunglobuline (= B-Zell-Rezeptor) auf ihrer Oberfliche. Diese sind im
Gegensatz zu den Rezeptoren der T-Zellen in der Lage, 19sliche unprozessierte Antigene, also
auch komplette Viruspartikel oder eine Bakterienzelle, zu binden. Aulerdem besitzen die B-
Lymphozyten Oberfldchenrezeptoren fiir Zytokine und Strukturen zur Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten, tiber die sie hemmende oder fordernde Einfliisse von Seiten des T-Zell-
Systems erfahren. Bindet ein passendes Antigen an den B-Zell-Rezeptor, so kommt es zur
Aktivierung des Lymphozyten. Der Komplex aus Rezeptor und Antigen wird von der Zelle
internalisiert und hydrolysiert. Die dabei entstehenden Peptidstrukturen konnen nun,
gebunden an MHC-II-Molekiile, an der Oberfliche des B-Lymphozyten prasentiert und dort
von aktivierten T-Helferzellen (CD4") erkannt werden. Die kostimulatorischen Signale,

welche die B-Zelle tiber die Interaktion mit dem T-Lymphozyten erfahrt, ermoglichen ihr die
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finale Differenzierung und klonale Expansion zu antikorperproduzierenden Plasmazellen. Im
Rahmen dieses Vorganges entsteht neben den Plasmazellen auch eine kleine Population von
B-Gediachtniszellen, die bei erneutem Kontakt mit dem gleichen Antigen schnell aktiviert
werden konnen und damit zu einer deutlich beschleunigten und stirkeren Immunantwort
fiihren. Die Gedéchtniszellen zeichnen sich durch ihre Langlebigkeit iiber einen Zeitraum von
mehreren Jahren aus. Die von den Plasmazellen produzierten Antikdrper sind spezifisch
gegen das zu Beginn erkannte Antigen gerichtet. Die Bindung der Immunglobuline an die
Antigenstrukturen setzt eine Reihe von Reaktionen in Gang, die zur Elimination des Antigens
fiihren. Neben Inaktivierung des Antigens und Neutralisierung durch Ausbildung unléslicher
Immunkomplexe kommt es zur Aktivierung des Komplementsystems. Des Weiteren werden
die mit Antikdrpern beladenen Antigenstrukturen (z.B. Bakterien) besser von den Phagozyten
aufgenommen (= Opsonierung) und mit Antikdrpern markierte antigene Zielzellen werden
leichter von zytotoxischen T-Lymphozyten oder NK-Zellen erkannt und vernichtet (= ADCC
[antibody dependent cellular cytotoxicity]) (Renz-Polster et al. 2004).

1.5.3.3. Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)

Die NK-Zellen sind mit 5% die kleinste unter den Lymphozytensubpopulationen. Ihre
spezifischen Oberflichenmarker sind die CD16- und CD56-Molekiile. Morphologisch stellen
sich die NK-Zellen als groe lymphoide Zellen mit zahlreichen zytokingefiillten Granula im
Zytoplasmasaum dar. Sie leiten sich ebenfalls von der lymphatischen Stammzelllinie des
fetalen Knochenmarks ab. Die NK-Zellen gehoren, wie auch die T-Zellen, zum zelluldren
Abwehrsystem, tragen aber im Gegensatz zu anderen Lymphozyten keine antigenspezifischen
Rezeptoren auf ihrer Oberfliche, weshalb sie auch als ,,Grenzginger zwischen dem
spezifischen und dem unspezifischen Immunsystem angesehen werden (Hof und Déorries
2005). Thre Hauptaufgabe als zytotoxische Zellpopulation ist das Erkennen und Eliminieren
virusinfizierter oder entarteter Zellen. Diese lytische Aktivitit ist ,,natiirlich®, das hei3t sie
wird nicht liber die Erkennung eines spezifischen Antigens induziert und ist somit eher der
angeborenen unspezifischen, als der erworbenen spezifischen Immunitit zuzurechnen
(Wallraph 2001). Die NK-Zellen erkennen im Gegensatz zu den T- und B-Zellen keine
korperfremden Antigene, sondern Auffilligkeiten korpereigener Zellen hinsichtlich des
Expressionsmusters der MHC-Molekiile (Waldhauer und Steinle 2008). So werden diese
Lymphozyten aktiviert, wenn sie auf eine Zelle mit MHC-I-Molekiilen in zu geringer Anzahl
(,,missing-self-recognition*) oder verdnderter Struktur (,,altered-self-recognition®) treffen.

Dazu bendtigen sie keine Unterstiitzung durch antigenprédsentierende Zellen, was eine
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schnelle Aktivierung des NK-Zellsystems binnen Minuten ermoglicht. Aktive NK-Zellen
sezernieren zytotoxische (u.a. Perforin, Granzyme und TNF-f) und diverse regulatorische
(u.a. IFN-y, IL1, ILS, IL8, IL10 und GM-CSF) Zytokine, die eine Zerstorung der maligne
entarteten oder virusinfizierten Zielzelle einleiten. Des Weiteren sind die NK-Zellen wichtige
Trager der antikérperabhingigen zelluldren Zytotoxizitit (= ADCC), welche die natiirliche
Zytotoxizitét in ihrer Wirksamkeit um den Faktor 10 bis 20 tibertreffen kann (Wallraph 2001,
Lippert 2003). Bei der immunologischen Bekdmpfung von Tumorzellen spielen die NK-
Zellen eine zentrale Rolle (Chiorean und Miller 2001, Waldhauer und Steinle 2008). Eine
Sonderform der natiirlichen Killerzellen sind die natural-killer-T-Zellen (NKT-Zellen),
welche sowohl T-Zell-Rezeptoren als auch die fiir die NK-Zellen typischen Rezeptoren auf
ihrer Zelloberflache tragen. Thnen kommt wahrscheinlich eine Funktion bei der Regulation
von Autoimmunitdt und Immunantworten gegen Mikroben und Tumoren zu (Renz-Polster et

al. 2004).

1.6. Immunsystem und Tumorabwehr

1.6.1. Uberblick iiber den Aufbau des menschlichen Immunsystems

Das Immunsystem wird traditionell in zwei Arme unterteilt, die sich im Rahmen der
Abwehrvorgédnge gegenseitig unterstiitzen und ergénzen. Man unterscheidet die angeborene
nicht antigenspezifische Immunitit und die erworbene antigenspezifische Immunitat. Beide
Systeme entfalten ihre Wirkung {iber humorale und zellulire Komponenten, welche sich
wechselseitig regulieren. Die zelluldren Triger beider Abwehrsysteme sind die Leukozyten.
Aufgabe des Immunsystems ist das Erkennen und Zerstoren einer Vielzahl korperfremder,
pathogener Substanzen und Organismen, bei gleichzeitiger Wahrung der Toleranz gegeniiber
korpereigenen Bausteinen. Die unspezifische Immunitét ist die phylogenetisch dltere ,.erste
Linie* der Abwehr (Renz-Polster et al. 2004). Dieses System ist schnell aktivierbar,
unterscheidet aber lediglich zwischen kdrpereigenen und korperfremden Strukturen, ohne den
Erreger spezifisch zu identifizieren, weshalb sich anders als bei der erworbenen Immunitét
auch kein erregerspezifisches Gedichtnis entwickelt. Zu den humoralen Faktoren der
angeborenen Abwehr gehoren das Komplementsystem, verschiedene Zytokine, Lysozym und
Akute-Phase-Proteine. Zelluldire Komponenten sind die natiirlichen Killerzellen, die
Mastzellen und die Phagozyten. Letztere unterteilt man in Mikrophagen (Granulozyten) und
Makrophagen (Monozyten und Gewebsmakrophagen). Die Makrophagen stellen in ihrer
Funktion als antigenpréisentierende Zellen ein zentrales Bindeglied zwischen der angeborenen

und der erworbenen Immunitéit dar. Die spezifische Abwehr ist phylogenetisch jiinger und
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agiert als ,,zweite Linie* im Kampf gegen pathogene Strukturen. Da die Erreger hier vor
Wirksamwerden der Effektorfunktionen erst spezifisch identifiziert werden miissen, verlauft
die Induktion der Immunantwort langsamer als im angeborenen System. Das spezifische
Erkennen eines Antigens mittels der entsprechenden Rezeptoren auf der Zelloberflache der
Lymphozyten fiihrt zur Differenzierung der immunologischen Effektorzellen der erworbenen
Immunitit. Im Rahmen dieses Prozesses kommt es zur Ausbildung von Gedéchtniszellen.
Diese ermdglichen bei erneutem Kontakt mit dem gleichen oder einem &hnlichen Antigen
eine beschleunigte und verstirkte Rekrutierung spezifischer Immunzellen und bilden die
Basis fiir eine zum Teil lebenslange Immunitédt. Zu den humoralen Faktoren der erworbenen
Abwehr gehdren die von den B-Zellen sezernierten Antikdrper und diverse Zytokine. Die
Lymphozyten mit all ihren Untergruppen und Subklassen (siche 1.5.3.) stellen die zelluldren
Komponenten des spezifischen Immunsystems. Obwohl humorale und zelluldre Effektoren
stets gemeinsam aktiv werden, sind bestimmte Aktionsschwerpunkte erkennbar. Bei viralen,
mykobakteriellen und mykotischen Infektionen stehen die zelluliren Komponenten im
Vordergrund, wihrend bei der Bekdmpfung bakterieller Erreger die humoralen Faktoren

iiberwiegen.

1.6.2. Immunologische Vorginge bei der Abwehr von Tumoren

Die Hypothese, dass das Immunsystem in der Lage ist, maligne entartete Zellen zu erkennen
und zu eliminieren, wurde bereits 1967 von F. M. Burnet aufgestellt (Burnet 1967).
Verschiedene Tatsachen, die in spateren Studien erforscht und bestétigt wurden, stiitzen diese
Vermutung. So ist bekannt, dass Individuen mit angeborenen Immundefekten haufiger
maligne Tumoren entwickeln als immunkompetente Menschen (McClain 1997, Dunn et al.
2004). Das Gleiche trifft auf Patienten zu, die sich iiber lange Zeitrdume einer intensiven
immunsuppressiven Therapie, z. B. nach Organtransplantationen, unterziehen mussten
(Hiesse et al. 1997, Dunn et al. 2004). Ebenso weil man, dass die Aktivitit des
Immunsystems im hoheren Lebensalter abnimmt, einer Lebensphase mit hoher
Malignompréivalenz. Des Weiteren konnten unterschiedliche durch Tumoren induzierte
Reaktionen des Immunsystems nachgewiesen werden. An der Bekdmpfung maligner Zellen
sind immer beide Arme, der unspezifische und der spezifische, des Immunsystems mit ihren
humoralen und zelluliren Komponenten beteiligt (Diefenbach und Raulet 2002, Dunn et al.
2004, Whiteside 2010). Besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang die NK-
Zellen, die zytotoxischen T-Lymphozyten und die Zytokinmediatoren IFN-y und TNF. Die

Aktivierung des Immunsystems erfolgt, wie auch bei durch Viren oder Bakterien
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hervorgerufenen Abwehrvorgdngen, liber die Erkennung antigener Strukturen, welche in
diesem Fall auf der Oberfliche der Tumorzelle exprimiert werden. Makrophagen und NK-
Zellen werden iiber die von den Tumorzellen produzierten proinflammatorischen Zytokine
und die durch das invasive Tumorwachstum bedingte lokale Gewebszerstorung alarmiert.
NK-Zellen konnen die als fremd erkannten malignen Zellen mittels ihrer lytischen Aktivitét in
den apoptotischen Zelltod zwingen (Diefenbach und Raulet 2002, Waldauer und Steinle
2008). Daneben produzieren sie IFN-y, ein Zytokin, das iiber seine antiproliferative,
proapoptotische und angiostatische Wirkung ebenfalls der Etablierung und dem Wachstum
von Tumoren entgegen wirkt. Eine Antwort des spezifischen Immunsystems wird tiber die auf
der Oberfliche der entarteten Zellen exprimierten Tumorzellantigene induziert.
Antigenspezifische T-Helferzellen erleichtern die Entwicklung und Proliferation
tumorspezifischer zytotoxischer T-Lymphozyten. Diese wandern ins Tumorgewebe ein und
tragen tiber direkte und indirekte Mechanismen der Induktion des Zelltodes zur Elimination
der malignen Zellen bei. Das Ausmal} der Infiltration eines Tumors mit Lymphozyten stellt
einen unabhdngigen prognostischen Faktor fiir das Outcome eines Patienten dar (Whiteside
1993, Pages et al. 2005). All diese Strategien zur Tumorabwehr scheinen nicht effektiv genug
zu sein, da es regelmdBig zur Entwicklung von Malignomen kommt. Das liegt einerseits
daran, dass maligne Tumore diverse Mechanismen entwickelt haben, um die Abwehr durch
das Immunsystem ihres Wirtes zu umgehen. So maskieren einige Malignome ihre
tumorspezifischen Antigene mittels neuraminsdurehaltiger Glykoproteine, die vom
menschlichen Immunsystem nicht als fremd erkannt werden (Folsch et al. 2000). Des
Weiteren haften die Antigene mitunter schlecht auf der Oberfliche der Tumorzellen.
Abgeloste Antigene konnen dann gegen sie gerichtete Antikorper binden und so deren
Wirkung auf die malignen Zielzellen blockieren. Ein anderer Mechanismus zur Umgehung
der Immunabwehr ist das sogenannte ,,Shedding®. Hierbei werden die Antigen-Antikdrper-
Komplexe aktiv von den Tumorzellen abgestofen, um eine Zelllyse iiber die durch NK-Zellen
vermittelte ADCC zu verhindern. Andererseits kann auch das Immunsystem selbst paradoxe
das Tumorwachstum fordernde Wirkungen auf unterschiedlichsten Ebenen entfalten (Restifo
et al. 2002, de Visser et al. 2006). Unter anderem fiihrt die Elimination immunogener
Tumorzellen im Frithstadium der Malignomentwicklung zur selektiven Vermehrung von
nicht-immunogenen Tumorzellen, die dann, unbeeinflusst von Abwehrprozessen, in der Lage

sind, eine maligne Geschwulst auszubilden.

-24 -



Einleitung

1.7. Zielstellung der Arbeit

Zirkulierende Tumorzellen konnen iiber ein in unserem Labor entwickeltes Verfahren aus
dem peripheren Blut entfernt werden. Die Methode basiert auf der zelluldren Aufnahme
magnetischer polysaccharidumhiillter Nanopartikel und der anschlieBenden Separation
markierter und unmarkierter Zellen mittels MACS. Dabei zeigen Tumorzellen in der Regel
eine schnellere Partikelaufnahme als Leukozyten. Fiir die klinische Anwendbarkeit des
Verfahrens ist es von grofiter Bedeutung, dass moglichst viele Malignomzellen mit den
Nanoteilchen interagieren bei gleichzeitig moglichst geringer Aufnahme der Partikel durch
die weiflen Blutzellen. Dies wiirde eine effektive Elimination der zirkulierenden Tumorzellen
aus dem peripheren Blut der Patienten ohne eine weitere Schwichung des ohnehin durch
Krankheit und Therapie angegriffenen Immunsystems ermoglichen. Alle bisher
durchgefiihrten Untersuchungen konnten bestitigen, dass die verwendeten Nanopartikel von
den Tumorzellen in hoherem Ausmall und mit groBerer Geschwindigkeit aufgenommen
werden als von den Leukozyten. Von Letzteren wird jedoch immer auch ein Teil magnetisch
markiert und damit bei der Separation abgereichert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollen daher die von Tumorzellen ,,gereinigten” Leukozyten der NF, die abgereicherten
Leukozyten der PF sowie der Einfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und
der anschlieBenden Separationsprozedur auf die weillen Blutzellen ndher charakterisiert
werden. Dabei gilt es die nachfolgenden Fragestellungen zu kléren:

- Wird die Verteilung der Leukozytensubpopulationen durch die Inkubation mit
magnetischen Nanopartikeln und die anschlieBende Separation verdndert?

- Welche Unterschiede gibt es zwischen den einzelnen Populationen der weillen
Blutzellen und zwischen den Lymphozytensubpopulationen?

- Gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster der Leukozyten- bzw. Lymphozyten-
subpopulationen bei Verwendung von Partikeln mit verschiedenen Hiillen?

- Bestehen Unterschiede im Verteilungsmuster der Leukozyten- bzw. Lymphozyten-
subpopulationen zwischen Proben gesunder Probanden und Patientenproben? Gibt es
patientenspezifische Besonderheiten?

- Sind die Leukozyten der NF nach der Separation intakt und lassen sich diese
weiterkultivieren?

- Welche Zukunftsaussichten bestehen fiir die Anwendbarkeit des Verfahrens in vivo

bzw. welche Hiirden gilt es bis dahin noch zu iiberwinden?
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2. Materialien

Die verwendeten Materialien wurden von verschiedenen Firmen bezogen. Eine vollstindige

Auflistung der verwendeten Chemikalien, Laborgerite und Hilfsmittel findet sich im Anhang.

2.1. Leukozyten

Die fiir die Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Leukozyten wurden aus mit
Heparin antikoaguliertem Vollblut gesunder Spender sowie aus mit EDTA antikoaguliertem
Vollblut von Mammakarzinompatientinnen kurz vor Durchfiihrung der jeweiligen Versuche
isoliert. Die Population der gesunden Probanden (n=25) setzte sich aus 21 weiblichen und 4
méinnlichen Individuen zusammen, deren Lebensalter zwischen 22 und 80 Jahren (Mittelwert:
30,8 Jahre, Median: 25 Jahre) lag. Die Patientenproben stammten aus der
Universititsfrauenklinik Jena. Diese Gruppe (n=10) rekrutierte sich aus weiblichen
Mammakarzinompatientinnen unter Herceptintherapie, deren Lebensalter 51 bis 82 Jahre

(Mittelwert: 67,1 Jahre, Median: 66,5 Jahre) betrug.

2.2. Nanopartikel und Hiillstoffe

2.2.1. Struktur und Eigenschaften der Nanopartikel

Die verwendeten Nanopartikel bestehen jeweils aus einem superparamagnetischen
Eisenoxidkern (Magnetit (Fe;O4)/Maghemit (y-Fe,O3), Durchmesser zwischen 3 und 15 nm)
und einer spezifischen Polysaccharidhiille (Abb. 2).

Kern
Eisenoxid — Magnetit (Fe;0,4)/Maghemit (y-Fe,Os)
TEM-size zwischen 3 und 15 nm

Hiille
Carboxymethyl-Dextran (ohne gekoppelte Antikorper)

Abb. 2: Modell eines magnetischen Nanopartikels mit CMD-Hiille.

(aus: Schwalbe et al. 2006. Magnetic tumor cell depletion from peripheral blood
does not affect lymphocytes [Vortrag]. Jena: Friedrich-Schiller-Universitit, Klinik
fiir Innere Medizin I1.)
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden sie zur Depletion von im peripheren Blut zirkulierenden
Tumorzellen mittels magnetischer Zellseparation eingesetzt. Dextran und Dextranderivate
haben sich fiir diesen Zweck als gut geeignete biokompatible Hiillstrukturen erwiesen (Lacava
et al. 2001), weshalb mit Carboxymethyl-Dextran (CMD) umbhiillte Nanopartikel fiir die

meisten Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit als Standard genutzt wurden.

2.2.2. Hiillstoffe
Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Nanopartikel besitzen eine Umhiillung
ihres Eisenoxidkerns mit spezifischen Glucosederivaten. Die in Tab. 1 aufgelisteten

Polysaccharide kamen dabei als Hiillstoffe zum Einsatz.

Tab. 1 Verwendete Materialien zur Umhiillung von Nanopartikeln

Polysaccharid/Hiillstoff Hersteller

Carboxymethyl-Dextran Innovent e. V.
Carboxymethyl-Cellulose Innovent e. V.
Carboxymethyl-Curdlan Innovent e. V.

2.2.2.1. Dextran

Dextrane sind hochmolekulare, verzweigtkettige, wasserlosliche Polysaccharide. Als
Homoglykane bestehen sie ausschlieBlich aus D-Glucose-Molekiilen, welche iiber a-(1,6)-
glycosidische Bindungen miteinander verkniipft sind (Abb. 3). Die Molekiilmasse der
natiirlichen Dextrane liegt im Bereich zwischen 10.000 und 50.000.000 Dalton. Sie werden
von Bakterien der Gattung Leuconostoc (L. mesenteroides und L. dextranicum) extrazellulér
aus Saccharose hergestellt. Verwendung finden Dextrane in der Medizin, unter anderem als
Plasmaersatzmittel, sowie in der chemischen und kosmetischen Industrie. Im Zusammenhang
mit der Nanotechnologie scheint Dextran bis dato das bestgeeignete Polysaccharid fiir die
Umbhiillung magnetischer Eisenoxidpartikel und deren Interaktion mit menschlichen Zellen zu
sein (Schwalbe et al. 2006a). Durch Derivatisierung der einfachen Dextranmolekiile mit
Carboxylgruppen (-COOH) und Methylgruppen (-CH3) entsteht der hier genutzte
Abkommling Carboxymethyl-Dextran (CMD).
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HO

OH

Abb. 3: Strukturformel des a-(1,6)-glycosidisch verkniipften Dextrans.
(aus: Wotschadlo et al. 2009. Specific interaction of polysaccharide-coated
nanoparticles with human cells [Poster]. Jena: Friedrich-Schiller-
Universitéit, Kompetenzzentrum Polysaccharidforschung.)

2.2.2.2. Cellulose

Bei der Cellulose handelt es sich um ein unverzweigtes nicht im Wasser losliches
Polysaccharid, welches aus mehreren hundert bis zehntausend [-(1,4)-glycosidisch
verkniipften D-Glucose-Molekiilen aufgebaut ist (Abb. 4). Die miteinander verbundenen
Glucoseeinheiten sind bei diesem Homoglycan zueinander um jeweils 180° verdreht, sodass
das Polymer eine lineare Struktur erhidlt. Die langen Ketten lagern sich mittels
Quervernetzungen iiber Wasserstoffbriickenbindungen zu sehr reiBfesten Faserstrukturen
zusammen. Cellulose als hiufigste organische Verbindung ist der Hauptbestandteil
pflanzlicher Zellwidnde. Neben ihrer Bedeutung als Ballast- und Zusatzstoff in der
Lebensmittelindustrie, ist Cellulose der wichtigste Rohstoff fiir die Papierherstellung.
Unterschiedlichste Verwendung finden auch diverse Abkommlinge des Polysaccharids in
Bau-, Textil- und chemischer Industrie. Im Bereich der Nanotechnologie zeichnet sich die in
Form von Nanokristallen verwendete Cellulose durch ihre Biokompatibilitit aus (Jean et al.
2008). AuBerdem ist das Polysaccharid gut zur Herstellung definierter Mikro- und
Nanostrukturen geeignet (Hornig und Heinze 2008). Das im Rahmen dieser Arbeit zur
Anwendung kommende Derivat Carboxymethyl-Cellulose (CMC) entsteht ebenfalls durch
Substituierung der einfachen Cellulosemolekiile mit Carboxylgruppen (-COOH) sowie

Methylgruppen (-CH3).
OH

0O HO O---

" HO o)
OH HO

Abb. 4: Strukturformel der p-(1,4)-glycosidisch verkniipften Cellulose.
(aus: Wotschadlo et al. 2009. Specific interaction of polysaccharide-coated
nanoparticles with human cells [Poster]. Jena: Friedrich-Schiller-
Universitdt, Kompetenzzentrum Polysaccharidforschung.)
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2.2.2.3. Curdlan

Curdlan ist ein unverzweigtes nicht wasserlosliches Polysaccharid mit hohem
Molekulargewicht. Auch dieses Homoglykan besteht aus D-Glucoseeinheiten, die iiber -
(1,3)-glycosidische Bindungen miteinander verkniipft sind (Abb. 5). Das im alkalischen
Milieu 16sliche und 1966 von Professor Harada entdeckte Polymer wird von Bakterien der
Gattung Agrobacterium (Agrobacterium sp. Alcaligens faecalis) produziert. Curdlan ist nicht
toxisch und nicht kanzerogen. Wird eine wassrige Losung des Polysaccharids erhitzt, kommt
es zur Bildung eines elastischen Gels, welches sich auch bei erneutem Erhitzen nicht wieder
verfliissigt (Harada et al. 1968). Dabei lagern sich mehrere Ketten aus Curdlanmolekiilen zu
Mikrofibrillen zusammen. Neben den fiir die B-Glucane typischen immunstimulatorischen
Effekten, werden Curdlan auch Anti-Tumor-Eigenschaften zugeschrieben (Nono et al. 1989,
Badulescu et al. 2009). Anwendung findet das Polysaccharid derzeit vor allem als Zusatzstoff
in der Lebensmittelindustrie. Durch Derivatisierung mit Carboxylgruppen (-COOH) und
Methylgruppen (-CH3) entsteht der hier angewendete Abkommling Carboxymethyl-Curdlan
(CMCu).

OH OR

0] 0]
HO HO
- 0 O---

OH OH
Abb. 5: Struktur des B-(1,3)-glycosidisch verkniipften Curdlans.
(aus: Wotschadlo et al. 2009. Specific interaction of polysaccharide-

coated nanoparticles with human cells [Poster]. Jena: Friedrich-
Schiller-Universitit, Kompetenzzentrum Polysaccharidforschung.)

2.3. Chemikalien, Puffer und Nihrmedien

Tab. 2 Verwendete Chemikalien, Puffer und Nahrmedien

Bezeichnung Bemerkungen Hersteller

Annexin V-FITC aus Annexin V-FITC Apoptosis Becton Dickinson
Detection Kit 11

Annexin V Binding Buffer aus Annexin V-FITC Apoptosis Becton Dickinson
Detection Kit II

Aqua dest.

BD FACS Clean Solution Becton Dickinson

BD FACS Flow™ Becton Dickinson

BD FACS Rinse™ Becton Dickinson

BSA Sigma®

CD4 MultiSort Microbeads aus CD4 MultiSort Kit human Miltenyi Biotec
human

Coulter® Isoton® II Diluent Beckman Coulter
Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Invitrogen Dynal
Expander

EDTA Sigma®
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Bezeichnung Bemerkungen Hersteller
Erythrozytenlyse(EL)-Puffer Qiagen
FCS Biochrom AG
Interleukin-2 (IL2) human Fluka
PBS Gibco® (Invitrogen)
Penicillin-Streptomycin Gibco® (Invitrogen)
PE-Puffer PBS plus 2 mmol EDTA Gibco® (Invitrogen), Sigma®
Propidiumiodid (PI) aus Annexin V-FITC Apoptosis Becton Dickinson

Detection Kit 11
Puffer fiir PBS plus 0,1% BSA, pH 7,4 Gibco® (Invitrogen), Sigma®

Lymphozytenkultivierung
RPMI 1640 (Zellkulturmedium)

Gibco® (Invitrogen)

2.4. Antikorper

Tab. 3 Verwendete Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

TriTest CD3 FITC/CD19 PE/CD45 PerCP

Becton Dickinson

2.5. Laborgerite und Hilfsmittel

Tab. 4 Verwendete Laborgerite und Hilfsmittel

Gerét/Hilfsmittel Bezeichnung Hersteller

Durchflusszytometer BD FACSCalibur ™ Becton Dickinson
Durchflusszytometer

Einweg-Pipetten

FACS-Ro6hrchen
Falconréhrchen
Inkubator

Kamera

Magnet, grof3
Magnet fiir Tubes
Mikroskop
Monovetten (EDTA)
Monovetten (Heparin)
Pasteurpipette
Pipette Easypet
Pipetten
Pipettenspitzen
Reaktionsgefilie

Sterilwerkbank
Thermomixer
Ultraschallsonde

Vortex

Zellkulturplatten (12-Well)
Zellseparationsgerat
Zellseparationssdulen

Zellzéhlgerit

Zentrifugen

Einweg-Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)

Falcon (50ml)
Thermoschrank TS 20/27
HERACell 240i
AxioCamHRc

Axiovert 25
S-Monovette 9ml K3E
S-Monovette 9ml AH
Pasteurplastpipette

Eppendorf Tubes

(0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)
HERAsafe® HS 12/2
Thermomixer 5437
Bandelin Sonoplus HD 2200
Vortexer VF2

SuperMACS™ II Separator
MACS®Separation Column MS
MACS®Separation Column LS
Coulter Z2 Particle Count &
Size Analyser

Megafuge 2.0R

Centrifuge 5315R

Greiner-Bio-One

Becton Dickinson
Greiner-Bio-One
Heracus Instruments
Heracus Instruments
Zeiss
Universititsklinikum Jena
Dynal

Zeiss

Sarstedt

Sarstedt

Ratiolab®
Eppendorf
Eppendorf
Plastibrand®
Eppendorf

Heracus Instruments
Eppendorf
Bandelin Electronic
IKA® Labortechnik
Greiner-Bio-One
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Beckman Coulter

Heraeus Instruments
Eppendorf
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Gerét/Hilfsmittel Bezeichnung Hersteller
Centrifuge 5417R Eppendorf
Centrifuge 5810R Eppendorf

2.6. PC-Programme

Folgende Software (Tab. 5) wurde zur Erhebung, Analyse und Auswertung der Daten im

Rahmen der vorliegenden Dissertation genutzt.

Tab. 5 Verwendete PC-Programme

Bezeichnung Anwendungsgebiet

AxioVision Rel. 4.8 (Zeiss) Software zur Aufnahme und Auswertung von
Fotografien im Rahmen der Zellkultivierung

BD CellQuest Pro Software zur Aufnahme und Analyse von Daten
im Rahmen der Durchflusszytometrie

Microsoft Excel 2003 Tabellenkalkulation und Erstellen von
Diagrammen

SPSS 16.0 fiir Windows Statistische Auswertung der Daten

3. Methoden

3.1. Reumhiillung von magnetischen Nanopartikeln

Nichtumhiillte Eisenoxidpartikel sowie ,,gealterte” Nanopartikel, deren Polysaccharidhiille im
Laufe der Zeit degeneriert (siche 4.), zeigen keinerlei Zellspezifitit beziiglich der
Aufnahmegeschwindigkeit in Tumorzellen und Leukozyten, was eine gezielte magnetische
Separation dieser beiden Zelltypen unmdoglich macht (Schwalbe et al. 2006a). Deshalb ist eine
Neuumbhiillung der Partikel von Zeit zu Zeit unumgénglich. Dazu wurden 50 mg des
jeweiligen Polysaccharids (im Rahmen der vorliegenden Arbeit kamen CMD und CMC zum
Einsatz) vollstindig in 300 pl Leitungswasser geldost und mit 1 ml der ,,gealterten*
Nanopartikel versetzt. Das entstandene Gemisch wurde anschliefend bei 37°C fiir 2 h auf
einem Schiittler inkubiert. Nach Zugabe von 10 ml Leitungswasser und kréftiger
Durchmischung wurde das Reaktionsgefa3 auf einem starken Magneten platziert und die
Sedimentation der Partikel auf dem GefiBboden abgewartet. Dann wurde der Uberstand
abgenommen und der Waschschritt noch einmal wiederholt. Durch Zugabe von
Leitungswasser wurden die nun neuumbhiillten Partikel auf ein Volumen von 1 ml gebracht.
Mittels Ultraschall fiir 3 bis 5 Sekunden bei 30 bis 40 Watt ohne Intervall auf Eis erfolgte eine

Reduktion moglicher Partikelaggregationen.
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3.2. Leukozytenisolierung aus Vollblut

Venoses Vollblut von gesunden Spendern und Mammakarzinompatientinnen wurde mittels
Punktion einer peripheren (meist cubitalen) Vene gewonnen. Das Blut musste moglichst noch
am Abnahmetag, spitestens jedoch am Folgetag, aufgearbeitet werden, da die Leukozyten als
relativ empfindliche Zellpopulation bei zu langer Lagerung des Materials Schaden nehmen.
Durch Lysierung der Erythrozyten konnten die in der Probe enthaltenen Leukozyten isoliert
werden. Dazu wurden 8 ml Vollblut aus der Monovette entnommen, in ein Falcon-Rohrchen
iiberfiihrt, mit 40 ml Erythrozytenlysepuffer versetzt und verschlossen liegend fiir 10 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend erfolgte eine Zentrifugation fiir 10 Minuten bei
1200 U/min. Der entstehende Uberstand wurde verworfen, das zuriickbleibende Zellpellet in
15 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert und fiir weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, um die nach der ersten Lyse noch intakten Erythrozyten zu entfernen. Nach
erneuter Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 1200 U/min und Verwerfen des Uberstandes wurde
das Leukozytenpellet in 2 ml PE-Puffer aufgenommen. AbschlieBend erfolgte eine
Bestimmung der Zellzahl nach dem in 3.3. beschriebenen Verfahren. Daran anschlieend

wurden die isolierten Leukozyten ziigig weiterverarbeitet.

3.3. Zellzahlbestimmung mittels Coulter® Z2

Um Berechnungen beziiglich der Anteile der markierten und nichtmarkierten Zellen nach
einer MACS-Separation zu ermoglichen, ist der Einsatz einer definierten Anzahl an Zellen
unabdingbar. Auch zur Durchfiihrung eines Apoptoseassays mittels Durchflusszytometrie
muss die Zellzahl ermittelt werden. Diese wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
einem Coulter” Z2 bestimmt. Das Gerdt misst die Zellzahl anhand der Anderung des
elektrischen Widerstandes durch Zellen. Einschlusskriterium ist hierbei eine Grofle der Zellen
zwischen 7 und 14 pm. Zur Messung wurden 50 pl der Zellsuspension mit 20 ml Isoton II
(Verdiinnungsfaktor 1:400) in einem Coultergefdl gemischt und in das Zellzdhlgerit
eingesetzt. Der Coulter” Z2 errechnet die Zellzahl pro Milliliter als Mittelwert aus zwei

Einzelmessungen.

3.4. Magnetische Zellseparation (MACS)

Magnetic Activated Cell Sorting (=MACS) ist eine gebrauchliche Methode zur Sortierung,

Separation und Depletion von Zellen. Das Ende der 1980er Jahre von Miltenyi et al. (Miltenyi

et al. 1990) entwickelte Verfahren beruht in seiner urspriinglichen Form auf drei Bausteinen

— dem MACS-Separator (Abb. 6), den MACS-MicroBeads und den MACS-Séulen (Abb. 6).
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Abb. 6: MACS-System. (a) SuperMACSTM II Separator (b) MACS-Siule (Typ MS)
(aus: Column_Decision_Flyer.pdf, www.miltenyibiotec.com, Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach)

Der MACS-Separator besteht aus einem starken Magneten, welcher mit dem innerhalb der
MACS-Siulen erzeugten Hochgradienten-Magnetfeld als sensitiver Filter fiir markierte Zellen
mit geringem magnetischem Moment fungiert. Die MACS-Sédulen enthalten dicht gepackte
ferromagnetische Kiigelchen mit einem zellfreundlichen Plastikiiberzug. Eingebracht in das
permanente Magnetfeld des MACS-Separators, kommt es zur Magnetisierung des Materials
und entsprechend markierte Zellen werden in der Sdule zuriickgehalten, wiahrend unmarkierte
Zellen diese ungehindert passieren. Wird die Sédule aus dem Magnetfeld des Separators
herausbewegt, verlieren die Kiigelchen ihre Magnetisierung wieder. Bei den MACS-
MicroBeads handelt es sich um submikroskopisch kleine (Durchmesser ca. 50 nm)
superparamagnetische  Partikel, bestehend aus einem Eisenoxidkern wund einer
Polysaccharidhiille, welche an gegen unterschiedliche Zelloberflichenmolekiile gerichtete
Antikorper gebunden sind. Mittels Auswahl eines geeigneten AntikOrpers kann so die
gewiinschte Zellpopulation magnetisch markiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
die Zellen jedoch durch die endozytotische Aufnahme magnetischer Nanopartikel, ebenfalls
aus einem Eisenoxidkern und einer Polysaccharidhiille bestehend, markiert, sodass auf den
Einsatz von an die Partikel gekoppelten Antikorpern verzichtet werden konnte. Weder die
MACS-MicroBeads noch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Nanopartikel
haben einen Einfluss auf den Struktur-, Funktions- oder Aktivititszustand der magnetisch

markierten Zellen und sind somit biokompatibel sowie ohne negativen Effekt auf
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nachfolgende Untersuchungen, wie z.B. eine FACS-Analyse (Miltenyi et al. 1990, Clement et
al. 2006). Unmarkierte Zellen, welche die ins Magnetfeld eingebrachte Saule ungehindert
passieren konnen, werden im Folgenden als Negativfraktion (NF) bezeichnet. Jene Zellen, die
magnetisch markiert sind und damit zunichst in der Sdule zuriickgehalten werden, kénnen
nach Entfernen der Sdule aus dem Magnetfeld als eigene Fraktion eluiert werden. Diese wird
im Folgenden als Positivfraktion (PF) bezeichnet (Abb. 7). Somit ermdglicht die MACS-
Technologie eine prazise Auftrennung eines Zellgemisches unter Erhalt der unmarkierten und
markierten Population, sodass beide Fraktionen fiir sich anschlieBende Analysen zur
Verfiigung stehen. Weiterhin konnen mit der MACS-Technologie unterschiedliche
Separationsstrategien verfolgt werden. Man unterscheidet zundchst zwischen der
Positivselektion und der Depletion oder Negativselektion. Auch eine Kombination beider
Methoden oder mehrschrittige Verfahren sind moéglich. Bei der Positivselektion sind die
gewlinschten Zielzellen die magnetisch markierten, welche sich nach der Separation in der
PF befinden. Dies ist auch die bei unserem Verfahren zur Tumorzelldepletion verfolgte
Strategie, da diese besonders zur Anreicherung seltener Zellen geeignet ist. Im Rahmen der
Negativselektion werden dagegen jene Zellen markiert, die nicht der Zielpopulation

angehoren. Die gewlinschten Zellen finden sich hierbei in der NF.

of Zellsuspension
/

y . A: im Magnetfeld laufen die
- — | nicht magnetisch markierten
Zellen durch die Saule
(=Negativfraktion)

Maghet e® e

konnen die zunichst

. zurilickgehaltenen magnetisch
< . .
/ markierten Zellen eluiert

j |y B: auBlerhalb des Magnetfeldes
@

unmarkierte , werden (=Positivfraktion)
Zellen magnetisch
markierte
Zellen
Negativfraktion Positivfraktion

Abb. 7: Prinzip der magnetischen Zellseparation (MACS).
(modifiziert aus: Schwalbe et al. 2006. Magnetic tumor cell depletion from peripheral blood does not
affect lymphocytes [Vortrag]. Jena: Friedrich-Schiller-Universitdt, Klinik fiir Innere Medizin II.)
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3.4.1. Magnetische Markierung & Separation der Leukozyten - Aufnahme einer Kinetik
Die verwendeten Leukozyten wurden mittels des unter 3.2. beschriebenen Verfahrens aus
vendsem Vollblut von gesunden Spendern und Mammakarzinompatientinnen isoliert. Um im
Anschluss an die Durchfiihrung der Versuche eine rechnerische Auswertung vorzunehmen,
war der Einsatz einer definierten Zellzahl pro Versuchsansatz notwendig. Daher erfolgte nach
der Isolierung der weiflen Blutzellen zunéchst die Bestimmung der Zellzahl in der Probe am
Coulter® Z2 (siehe 3.3.). Pro Reaktion wurde ein einer Anzahl von 2,5 x 10° Leukozyten
entsprechendes Aliquot in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt und mit PE-Puffer auf ein
Gesamtvolumen von 500 pl aufgefiillt. Die Lagerung der Proben erfolgte im Warmeblock bei
37°C. In die Deckel der Tubes wurden nun 5 pl der Nanopartikelsuspension pipettiert, selbige
wurden anschliefend geschlossen. Im néchsten Schritt musste das MACS-System vorbereitet
werden. Dazu wurde die MACS-Séule (Typ MS, empfohlen fiir bis zu 107 markierte Zellen
bei einer Gesamtzellzahl von maximal 2 x 10*) mit 500 pl PE-Puffer dquilibriert, nachfolgend
zusammen mit einem Rohrchen zum Auffangen der Negativfraktion in den MACS-Separator
(Typ SuperMACS™ II Separator) eingespannt und in dessen Magnetfeld hinein bewegt.
Dann konnte die Inkubation der Zellen mit den magnetischen Nanopartikeln durch
gleichzeitiges Schiitteln der Tubes gestartet werden. Simultan dazu wurde mit der
Zeitmessung begonnen. Nach Ablauf eines definierten Inkubationszeitraumes (4, 8, 12, 16, 20
und 30 Minuten) wurde nun eine Probe aus dem Wérmeblock entnommen und mit einer
Pipette auf die vorbereitete Séule im Magnetfeld aufgetragen. Zellen, die zu diesem Zeitpunkt
keine Nanopartikel aufgenommen hatten, konnten ungehindert passieren und erschienen als
NF im Eluat. Magnetisch markierte Zellen wurden in der Sdule zuriickgehalten. Nachdem die
aufgetragene Probe durchgelaufen war, wurde die Sdule mit 500 pl PE-Puffer gewaschen, um
im S#dulenmaterial verbliebene unmarkierte Zellen zu entfernen. AnschlieBend wurde die
MACS-Séule aus dem Magnetfeld des Separators heraus bewegt und ein neues Rohrchen zum
Auffangen der magnetisch markierten Zellen eingespannt. Zur Gewinnung der PF wurden
jetzt 1000 pl PE-Puffer aufgetragen und die Sdule mittels des im Lieferumfang enthaltenen
Stempels eluiert. Nach vollendeter MACS-Separation wurden die Volumina der beiden
Fraktionen auf je 1 ml abgeglichen und die Zellzahlen der gewonnenen Proben als
Voraussetzung fiir die rechnerische Auswertung des Versuchs (Beispiel im Anhang) nach

dem in 3.3. beschriebenen Verfahren bestimmt.
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3.4.2. Isolierung der T-Zellen zur Lymphozytenkultivierung mittels MACS

Um zu tiberpriifen, ob die Zellen der NF nach der Separation intakt sind, sollte im Rahmen
dieser Arbeit versucht werden, die Lymphozyten als wichtige Akteure der angeborenen und
erworbenen Immunitit des Menschen nach der Auftrennung mittels MACS
weiterzukultivieren. Der Erhalt der biologischen und funktionellen Integritiat der Immunzellen
in der NF ist von groBter Bedeutung, da diese bei einer zukiinftigen Umsetzung des
Verfahrens in der Praxis jene Zellpopulation darstellen wiirden, die an den Patienten
zuriickgefiihrt wird (siehe 1.4.1.). Exemplarisch wurden hierzu T-Zellen aus der NF mittels
Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expander in Kultur gebracht (siche 3.6.). Da das genannte
Verfahren vorsieht, dass nur mononukledre Zellen oder reine T-Zellen eingesetzt werden,
musste zundchst eine geeignete Population mittels MACS aus den in der NF enthaltenen
weillen Blutzellen isoliert werden. Dazu wurden die Leukozyten aus 2 Monovetten mit je 9 ml
Vollblut nach der in 3.2. beschriebenen Methode extrahiert. Abweichend vom dort genannten
Vorgehen wurde das Pellet am Ende der Prozedur jedoch nur in 1000 pl PE-Puffer
aufgenommen. Anschlieend wurde die Probe bei 37°C im Wiarmeblock gelagert und mit 30
ul der CMD-Partikel versetzt. Nach 8-miniitiger Inkubationszeit erfolgte das Auftragen der
Zellsuspension auf eine MACS-Séule (Typ LS, empfohlen fiir bis zu 10® markierte Zellen bei
einer Gesamtzellzahl von maximal 2 x 107), die sich nach entsprechender Aquilibrierung mit
1000 ul PE-Puffer bereits im Magnetfeld des MACS-Separators befand. Nach Durchlauf der
Probe wurde die Sdule einmal mit weiteren 1000 pl PE-Puffer gewaschen. Das erhaltene
Eluat enthielt nun die unmarkierten Leukozyten. Die markierten Zellen wurden nach dem
Herausbewegen der Sdule aus dem Magnetfeld und dem Auftragen von 2000 pl PE-Puffer
mittels des im Lieferumfang enthaltenen Stempels ebenfalls eluiert. Die NF musste nun einer
zweiten Zellseparation zugefiihrt werden, um die darin enthaltenen T-Zellen zu isolieren.
Dazu wurde die Probe zunichst fiir 5 Minuten bei 1200U/min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 100 pl PE-Puffer resuspendiert. AnschlieBend wurden 20 pl
CD4 MultiSort MicroBeads zur Leukozytensuspension hinzu pipettiert und das Gemisch fiir
20 Minuten im Kiihlschrank inkubiert. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde die Probe mit
400 pl PE-Puffer versetzt und auf eine bereits dquilibrierte und in den MACS-Separator
eingespannte Sdule (Typ MS) aufgetragen. Diese zweite Separation erfolgte nach dem in
3.4.1. beschriebenen Prinzip mit den dort genannten Volumina. Die jetzt erhaltene PF

beinhaltete nun die mittels magnetischen Zellseparationsverfahren aufgereinigten T-Zellen.
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3.5. Durchflusszytometrie (FACS)

Fluorescence Activated Cell Sorting (=FACS) oder Durchflusszytometrie beschreibt ein
Verfahren, welches primér der Analyse von Zelleigenschaften, wie Grofle, Granularitdt oder
Eigenfluoreszenz der Zellen dient (Jaroszeski et al. 1999, Delude 2005). AuBlerdem kdnnen
Zellgemische hinsichtlich ihrer Zusammensetzung mit Hilfe von an fluoreszierende Molekiile
gekoppelten  Antikérpern, welche definierte  Oberflichenmarker der einzelnen
Zellpopulationen erkennen, untersucht werden. Sekundér besteht bei den meisten Gerédten
auch die Moglichkeit der Zellsortierung nach Analyse der genannten Parameter. Das
Grundprinzip der Durchflusszytometrie ist die Emission und Detektion von Streulicht und
Fluoreszenzimpulsen (Abb. 8). Die in einer Suspension enthaltenen Zellen werden dazu
mittels einer Kapillare angesaugt und passieren im Sensormodul des FACS-Gerites einzeln
einen Argon- Laserstrahl (Standardwellenldnge: 488 nm). Dabei entsteht Streulicht, welches
mittels Detektoren, die in Richtung des Laserstrahls (forward angle light scatter [FSC]) und in
einem Winkel von 90° zu selbigem (side angle light scatter [SSC]) angebracht sind,
eingefangen und analysiert wird. Das in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht (FSC) ist
hier ein Indikator fiir die ZellgroBe, wihrend das rechtwinklig gestreute Licht (SSC)
Aufschluss tiber die Granularitit einer Zelle gibt. Werden fluoreszierende Antikorper
eingesetzt, so kommt es bei der Passage des Laserstrahls zur Anregung der Fluorochrome
(Tab. 6). Die emittierten Fluoreszenzimpulse werden dann mittels spezifischer Filter und
Detektoren, die wiederum im rechten Winkel zum Strahl des Argon-Lasers angebracht sind,

eingefangen und analysiert.

Tab. 6 Absorptions- und Emissionsmaxima gebrauchlicher Fluorochrome

Name Absorptionsmaximum Emissionsmaximum Farbe
FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) 490 nm 530 nm griin
PE  (Phycoerythrin) 480 nm 578 nm orange
PerCP (Peridinin-Chlorophyll-Protein) 470 nm 680 nm rot

PI (Propidiumiodid) 500 nm 650 nm orange

Die detektierten Lichtimpulse werden nun im FACS-Gerdt zundchst in ein elektronisches
Signal und schlieflich in digitale fiir den angeschlossenen Computer auswertbare Daten
umgewandelt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie genutzt,
um die bei der magnetischen Separation erhaltenen Fraktionen hinsichtlich der Leukozyten-
und Lymphozytensubpopulationen ndher zu charakterisieren. Alle Messungen wurden mit
einem ,,FACSCalibur* der Firma Becton Dickinson durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten
erfolgte in Form von Punktdiagrammen (Dot Plots) (s. Abb. 9b) mit Hilfe des Programms
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,»CellQuest Pro“, welches auch die Moglichkeit bietet, einzelne Zellpopulationen durch
Setzen von Gates voneinander abzugrenzen und damit spétere Analysen nur noch auf

bestimmte Untergruppen zu beziehen.

Zellen im
Fliissigkeitsstrom
FSC - Detektor
Laser (488 nm) O
7 P SSC - Detektor
4 § “‘\-5‘"5 . Splitter

- “'“.:q.\:i_l: - +
“J Filter 0~
V) a* A

% | 8

C F 4 : %ter FLl - Detektor

FL2 - Detektor FL3 - Detektor

Abb. 8: Aufbau eines einfachen Durchflusszytometers. Mit dem Fliissigkeitsstrom werden die
Zellen einzeln am Laser vorbeigeleitet. In Richtung des Laserstrahls gestreutes Licht wird im FSC-
Kanal detektiert. Alle anderen Detektoren sind im 90° Winkel zum Laserstrahl angebracht. Hier
werden im SSC-Kanal das seitwirts gestreute Licht und die Fluoreszenzimpulse (FL1 = griin, FL2 =
rot, FL3 = gelb) detektiert. Das digitalisierte Signal der Detektoren wird dann mittels des
angeschlossenen Computers analysiert. (modifiziert aus: Delude RL. 2005. Flow cytometry. Crit
Care Med, 33(12): 426-428.)

3.5.1. Analyse der Leukozytensubpopulationen mittels FACS

Die Gesamtpopulation der weillen Blutzellen setzt sich aus drei groBen Gruppen, den
Granulozyten, den Monozyten und den Lymphozyten, zusammen (siehe 1.5.). Diese drei
Zellarten weisen deutliche Unterschiede beziiglich ihrer Grofle und Granularitit auf und
lassen sich deshalb leicht mittels Analyse der Signale im FSC- und SSC-Kanal des FACS-
Gerites voneinander abgrenzen, ohne dass der Einsatz von fluoreszierenden Farbstoffen
erforderlich ist (Abb. 9). Diese Moglichkeit wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um
die Anteile der Leukozytensubpopulationen und die Menge der durch die vorangegangenen
Prozeduren geschédigten Zellen in den einzelnen Fraktionen nach der MACS-Separation zu
ermitteln. Dazu wurde zunéchst eine Probe unseparierter Leukozyten in ein FACS-Rohrchen

iiberfiihrt, mit PBS-Puffer verdiinnt und im FACS-Gerét gemessen, um die Bereiche im FSC-
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Abb. 9: FACS-analytische Darstellung der Leukozytensubpopulationen in Form eines Dot Plots. (A)
Schematisierte Darstellung. GroB3e Zellen befinden sich rechts in der Abbildung, granulierte Zellen im
oberen Teil des Bildes. Kleine, wenig granulierte Zellen befinden sich demnach links unten
(Lymphozyten), grofle, granulierte Zellen rechts oben (Granulozyten). (B) Reale Darstellung.
(Abb. B: eigene Abbildung. Abb. A aus: Durchflusszytometrie (FACS): Messprinzip & Aufbau.
http://www.antikoerper-online.de/images/news/resources FACS 1 de.jpg)

und SSC-Kanal zu ermitteln, in denen die Zellen auftraten und die Gerdteeinstellungen
entsprechend zu optimieren. Anschliefend erfolgte die Messung der mittels MACS
gewonnenen NF und PF. Hierbei wurden 10.00 Events pro analysierter Probe aufgenommen.
Das Ergebnis der einzelnen Messungen wurde als Punktdiagramm (Dot Plot) (s. Abb. 9b)
dargestellt. Mit Hilfe der Auswertungssoftware konnten nun die vier Zellpopulationen
(Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und Zelldebris) durch Setzen von Gates
voneinander abgegrenzt und deren Anteile an der Gesamtzahl gemessener Events errechnet

werden.

3.5.2. Analyse der Lymphozytensubpopulationen mittels FACS

Die Population der Lymphozyten, welche einen zentralen und wichtigen Teil des
menschlichen Immunsystems darstellt, setzt sich aus mehreren Untergruppen zusammen, die
sich anhand der Expression verschiedener Oberflichenmolekiile (CD- [= cluster of
differentiation] Marker) voneinander unterscheiden lassen (siehe 1.5.3.). So stellt z.B. CD3
einen typischen T-Zell-Marker dar, wahrend CD19 fiir B-Zellen charakteristisch ist. Mittels
an Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelter Antikorper, die diese CD-Molekiile erkennen und sich
an sie binden, ist eine Unterscheidung der Lymphozytensubpopulationen in der
Durchflusszytometrie relativ einfach moglich. Diese Methode wurde genutzt, um die Anteile
der T- und B-Lymphozyten in den einzelnen Fraktionen ndher zu charakterisieren. Dazu
mussten die Zellen zundchst mit den entsprechenden Antikorpern inkubiert werden. Hierfiir

wurde aus jeder nach der magnetischen Zellseparation erhaltenen Probe ein Aliquot von 100
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ul entnommen, in ein neues Rohrchen tiberfiihrt, mit 15 pl der Antikdrpersuspension (TriTest
CD3 FITC/CD19 PE/CD45 PerCP) versetzt und fiir 20 Minuten im Kiihlschrank inkubiert.
Zusitzlich wurden eine mit Antikorpern gefiarbte und eine ungefdrbte Kontrolle aus
unseparierten Leukozyten angelegt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben mit
PBS-Puffer verdiinnt und dann nacheinander im FACS analysiert. Zundchst mussten die
geeigneten Parametereinstellungen des Gerites anhand der mitgefiihrten Kontrollen ermittelt
werden. Durch das Setzen eines Gates um die Population der Lymphozyten war es moglich
die anderen Leukozytengruppen von den nachfolgenden Untersuchungen auszuschlie3en,
sodass im nun erstellten Dot Plot, in welchem die Fluoreszenzen gegeneinander aufgetragen
wurden, nur noch die T- und B-Zellen als Events erschienen (Abb. 10). Bei den
Einzelmessungen dieser Versuchsreihe wurden jeweils 10.000 sich im Lymphozytengate
befindende Events aufgenommen. Die Ergebnisse wurden wiederum in Form von
Punktdiagrammen dargestellt. Mittels Einteilung derselben in Quadranten konnten die beiden
Lymphozytenpopulationen voneinander abgrenzt und ihre Anteile an der Gesamtzahl der

aufgenommenen Events errechnet werden.
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Abb. 10: FACS-analytische Darstellung der Lymphozytensubpopulationen in Form eines
Dot Plots. (eigene Abbildung)

3.5.3. Apoptoseassay mittels FACS

Unter Apoptose versteht man eine physiologische Form des Zellunterganges, welche auch als
programmierter Zelltod bezeichnet wird (van Engeland et al. 1998). Bei diesem Vorgang
kommt es zu Strukturverdnderungen in der Plasmamembran von betroffenen Zellen.

Phosphatidylserin, ein Phospholipid, das normalerweise nur auf der Innenseite der
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Zellmembran lokalisiert ist, wird auf die Aullenseite der Membran transloziert und kann somit
von Antikorpern, die gegen dieses Molekiil gerichtet sind, erkannt und gebunden werden.
Eine andere Form des Zelltodes ist die Nekrose. Dabei kommt es zum vollstdndigen Verlust
der Membranintegritdt, sodass Stoffe ins Zellinnere permeieren konnen, fiir die eine intakte
Plasmamembran eine uniiberwindliche Barriere darstellen wiirde. Diese Tatsachen macht sich
ein durchflusszytometrisches Verfahren zur Uberpriifung der Zellvitalitit zu Nutze. Annexin
V, ein kalziumabhéngiges phospholipidbindendes Protein mit hoher Affinitdt fiir
Phosphatidylserin, wird dabei, gekoppelt an das Fluorochrom FITC, als Apoptosemarker
verwendet. Als Nekrosemarker dient Propidiumiodid, ein DNA-Farbstoff, der nur die
permeabilisierte Membran nekrotischer Zellen liberwinden kann. Durch Auftragen der beiden
Fluoreszenzen in einem Dot Plot kann man in der FACS-Analyse dann drei Zellpopulationen

voneinander abgrenzen — lebende, apoptotische und nekrotische Zellen (Abb. 11).
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Abb. 11: FACS-analytisches Ergebnis eines Apoptoseassays in Form eines Dot Plots
(schematisierte Darstellung). (modifizierte aus: Koza B. 2004. Apoptosedetektion mittels Annexin V-
Markierung. http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/durchflusszytometrie/piposannneg.gif)

Im Rahmen dieser Arbeit kam der Apoptoseassay bei der Vitalititspriifung der kultivierten
Lymphozyten (siche 3.6.) zur Anwendung. Dazu wurde zunichst ein einer Anzahl von 2 x 10°
Zellen entsprechendes Aliquot in ein FACS-Rohrchen pipettiert. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension zweimal mit kaltem PBS-Puffer gewaschen, um Reste von PE-Puffer oder
Kulturmedium zu entfernen. Nach der zweiten Zentrifugation (5 Minuten bei 1000U/min) und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet in 200 pl Firbeldsung, bestehend aus 199 pl
Annexin V Binding Buffer, 0,5 pl Propidiumiodid und 0,25 pl Annexin V-FITC,

aufgenommen. Dieser Versuchsansatz wurde fiir 15 Minuten im Dunkeln und bei
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Raumtemperatur inkubiert, mit 400 pl Annexin V Binding Buffer aufgefiillt und dann
innerhalb einer Stunde mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert. Auch bei diesen
Messungen wurde ein Gate um die Lymphozytenpopulation gezogen, um Zelltrimmer und
die zur Kultivierung erforderlichen Dynabeads (siehe 3.6.) von der weiteren Untersuchung
auszuschlieBen. Nach der Auszéhlung von 10.000 sich innerhalb des Gates befindenden
Events wurden die Ergebnisse auch hier wieder als Punktdiagramme (Dot Plots) dargestellt.
Mittels Unterteilung derselben in Quadranten war es nun moglich, die Anteile an lebenden,

apoptotischen und nekrotischen Zellen in der analysierten Probe abzuschitzen.

3.6. Lymphozytenkultivierung

Um die Depletion von im peripheren Blut zirkulierenden Tumorzellen mittels magnetischer
Zellseparation erfolgreich am Patienten durchfiihren zu konnen, ist es von grofiter Bedeutung,
dass die in der NF verbleibenden Leukozyten nach der Prozedur intakt sind und ihre
physiologischen Funktionen beibehalten. Deshalb war eins der Ziele der vorliegenden Arbeit,
diesen Sachverhalt zu priifen. Versuchsweise sollten dazu die Zellen der NF nach der MACS-
Sepration in Kultur gebracht und deren Wachstumsverhalten analysiert werden. Da eine
gleichzeitige Kultivierung aller Leukozytensubpopulationen experimentell nur schwer zu
realisieren ist, wurden hier exemplarisch die T-Lymphozyten, als einer der wichtigsten
Bestandteile des menschlichen Immunsystems, untersucht. Ein etabliertes im Rahmen dieser
Arbeit zur Anwendung gekommenes Verfahren ist die Vermehrung von T-Zellen unter
Einsatz des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders (Garlie et al. 1999, Lum et al. 2001,
Trickett und Kwan 2003) (Protokoll sieche Anhang). Dabei handelt es sich um Polystyren-
Partikel, welche mit monoklonalen Antikérpern iiberzogen sind. Die Antikorper sind gegen
die CD3- und CD28-Molekiile auf der T-Zelloberfliche gerichtet. Uber eine Interaktion mit
den genannten Molekiilen wird das physiologische Zusammenspiel von T-Lymphozyten mit
antigenprisentierenden Zellen (APC’s), welches letztlich zur Aktivierung und Proliferation
der T-Zellen fiihrt (siehe 1.5.3.1.), imitiert. Unter Zusatz von Interleukin 2, einem wichtigen
Wachstumsfaktor fiir Lymphozyten (siehe 1.5.3.1.), kann somit eine Aktivierung und
Vermehrung der Zellen erreicht werden. Da das genannte Verfahren vorsieht, dass nur
mononukledre Zellen oder reine T-Zellen in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml
Medium in Kultur gebracht werden, musste zunichst eine geeignete Population mittels des
unter 3.4.2. beschriebenen Prinzips aus den Leukozyten der NF isoliert und die Zellzahl in der
erhaltenen Probe bestimmt (siehe 3.3.) werden. Um den PE-Puffer zu entfernen, wurde die

Zellsuspension fiir 5 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die
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T-Lymphozyten wurden nun unter sterilen Arbeitsbedingungen in Kulturmedium (RPMI 1640
plus 10% FCS und 100 U/ml Penicillin-Streptomycin) aufgenommen, dann in einer 12-Well-
Zellkulturplatte ausgesédt und mit den, entsprechend der Herstellerempfehlungen (Protokoll
siche Anhang), zuvor gewaschenen Dynabeads® im Verhiltnis von 3 Beads pro T-Zelle
versetzt. Anschliefend wurden die Lymphozyten im Inkubator bei 37°C, 5% CO; und 95%
Luftfeuchtigkeit bebriitet. Zwei Tage nach dem Aussden der Zellen erfolgte die Zugabe von
Interleukin 2 in einer Konzentration von 100 U/ml Medium. Im Verlauf wurden die
Zellkulturen im Abstand von etwa 48 h im Mikroskop beurteilt und deren
Wachstumsverhalten und Morphologie fotografisch dokumentiert. Je nach Dichte des
Zellrasens wurden die kultivierten Lymphozyten dann am Tag 4 bis 6 nach Bestimmung der
Zellzahl unter Zugabe von Kulturmedium (RPMI 1640 plus 10% FCS und 100 U/ml
Penicillin-Streptomycin) und Interleukin 2 (100 U/ml Medium) so gesplittet, dass
anschliefend wieder eine Konzentration von 0,5 bis 1 x 10° Zellen/ml Medium vorlag. Des
Weiteren wurde die Vitalitdt der Zellen bei Ansetzen der Kulturen und im Verlauf mittels

eines durchflusszytometrischen Apoptosetests (sieche 3.5.3.) tiberpriift.

3.7. Statistische Methoden

Die Mehrzahl der Versuche wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mindestens fiinfmal
durchgefiihrt. Die gewonnenen Daten der jeweiligen Wiederholungen wurden unter
Ermittlung ihres Mittelwertes und der zugehdrigen Standardabweichung zusammengefasst
und mit Hilfe des Programms Microsoft Office Excel in graphischer Form dargestellt. Die
statistische Auswertung der Ergebnisse sowie der Vergleich verschiedener Datenreihen unter
statistischen Gesichtspunkten erfolgten unter Zuhilfenahme von SPSS 16.0 fiir Windows.
Dabei kamen die einfaktorielle Varianzanalyse (ONEWAY ANOVA) mit nachfolgender
Bonferroni-Korrektur, der nichtparametrische Wilcoxon-Test und der Mann-Whitney-Test zur
Anwendung. Wie allgemein iiblich, wurde das Signifikanzniveau fiir alle durchgefiihrten

Tests auf 0,05 festgelegt.
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4. Ergebnisse

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits nachweisen, dass Nanopartikel mit einer Hiille
aus CMD in der Lage sind, mit lebenden Zellen zu interagieren (Trickett et al. 1991, Hancock
und Kemshead 1993, Haukanes und Kvam 1993, Berry et al. 2004). Die Partikel binden dabei
zundchst an die Oberfliche der zu markierenden Zellen und werden dann iiber endozytotische
Vorgénge ins Zellinnere transportiert, wo sie in membranumschlossenen Vesikeln vorliegen

(Wagner et al. 2004) (Abb. 12).
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Abb. 12: Transmissions-Elektronenmikroskopie von MCF-7-Zellen nach Inkubation
mit CMD-Nanopartikeln. Links vom Zellkern erkennt man ein mit magnetischen
Nanopartikeln beladenes membranumbhiilltes Vesikel. (aus: Wagner et al. 2004. Synthesis of
oligonucleotide-functionalized magnetic nanoparticles and study on their in vitro cell
uptake. Appl. Organometal. Chem., 18: 514-519.)

Dieser Prozess erfolgt sehr rasch und ermdglicht schon nach kurzer Inkubationszeit die
magnetbasierte Separation markierter und unmarkierter Zellen. Die zeitbezogenen
Aufnahmeraten sind dabei vom Zelltyp abhdngig. Tumorzellen zeigen eine schnellere
Aufnahme der Partikel als humane Leukozyten (Schwalbe et al. 2005, Clement et al. 2006),
was die Depletion von Tumorzellen aus einer Leukozytensuspension mit dem Ziel einer
hohen Tumorzellausbeute bei gleichzeitig geringem Verlust an weilen Blutzellen moglich
macht. Die Varianz beziiglich der Aufnahmeraten erkldrt man sich zum einen durch
unterschiedliche Plasmamembran-Turnover-Raten der verschiedenen Zellarten (Clement et al.

2006, Schwalbe et al. 2006b). AuBlerdem nimmt man an, dass differente
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Oberflachenstrukturen der  Tumorzellen und Leukozyten, welche auch die
Ladungseigenschaften der Membranen beeinflussen, zu den Unterschieden in der
Aufnahmekinetik beitragen. So konnte nachgewiesen werden, dass Makrophagen keine
Bindungszentren fiir Dextran besitzen (Moore et al. 1997). Des Weiteren gehen Schwalbe et
al. davon aus, dass Tumorzellen im Vergleich zu Leukozyten einen héheren Nahrstoffbedarf
aufweisen (Schwalbe et al. 2006b). Bei Aufnahme der Nahrstoffe aus der Umgebung konnten
dann die Nanopartikel mit ins Zellinnere transportiert werden (Clement et al. 2006). Bekannt
ist weiterhin, dass verschiedene Zelltypen unterschiedliche Endozytoseraten aufweisen
(Wilhelm et al. 2002, Pamme und Wilhelm 2006), was zur Varianz der Aufnahmekinetik
beitragen diirfte. So zeigen beispielsweise Erythrozyten keine, Lymphozyten eine geringe,
Tumorzellen und Makrophagen dagegen eine hohe endozytotische Kapazitit (Pamme und
Wilhelm 2006). Da die Interaktion der Nanoteilchen mit den Zellen hier nur iiber die
Polysaccharidhiille und nicht iiber daran gekoppelte Antikorper vermittelt wird (siehe 1.3.3.),
ist fir die spezifische Markierung der Zellen vor allem auch die Intaktheit der Partikelhiille
von groBter Bedeutung. Nackte Partikel ohne Dextran-Uberzug werden von Tumorzellen und
Leukozyten gleichschnell und in hohem Mafle aufgenommen (Schwalbe et al. 2006a). Durch
Verwendung von CMD als Hiillstruktur erreicht man die zellspezifische Markierung und eine
Erweiterung des Zeitfensters, in dem deutlich mehr Tumorzellen als Leukozyten mit
Nanopartikeln beladen sind (Schwalbe et al. 2006a, Schwalbe et al. 2006b). Die differente
Interaktion der magnetischen Nanoteilchen mit den verschiedenen Zelltypen hingt neben
Struktur und Material der Partikel und ihrer Hiillen auch von den Inkubationsbedingungen,
wie pH-Wert, Osmolalitdt oder Zusatz humanen Plasmas, ab (Chouly et al. 1996, Wilhelm et
al. 2003, Schwalbe et al. 2005, Clement et al. 2006, Wotschadlo et al. 2009). Mit CMD
umhiillte Partikel verlieren nach und nach die Fihigkeit zur zelltypspezifischen Interaktion
und weisen dann dhnlich hohe zeitbezogene Aufnahmeraten in Tumorzellen und Leukozyten
auf. Sie verhalten sich also analog zu nackten nichtumhiillten Eisenoxid-Partikeln. Schwalbe
et al. bezeichnen dieses vermutlich auf eine Degeneration der Hiillstruktur zuriickzufiihrende
Phidnomen als ,,Alterung®“ der Partikel (Schwalbe et al. 2006a). Mittels Neuumhiillung der
Partikel mit dem gewiinschten Polysaccharid (siehe 3.1.) konnen die urspriinglichen
Separationseigenschaften wiederhergestellt werden. Dabei ist jedoch davon auszugehen, dass
nicht jeder einzelne Eisenoxidkern eine eigene Dextranhiille erhélt (wie in Abb. 2 modellhaft
dargestellt). Aufgrund der spezifischen Eigenschaften des Dextrans ist es wahrscheinlicher,
dass sich hochmolekulare dreidimensionale Strukturen ausbilden, in die dann ein einzelner

oder mehrere Nanopartikel zusammen eingeschlossen sind (Abb. 13).
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50 nm

Abb. 13: Transmissions-Elektronenmikroskopie uranyl-markierter magnetischer
Nanopartikel mit CMD-Hiille. Die Pfeilspitzen zeigen auf die CMD-Hiille. Man erkennt
deutlich, dass mehrere Partikel einen gemeinsamen Mantel aus Polysacchariden besitzen.
(aus: Miiller et al. 2010. Short-term application of magnetic core-shell nanoparticles —
Effect on immune cells [Poster]. Jena: Friedrich-Schiller-Universitat, Klinik fiir Innere
Medizin I1.)

4.1. Charakterisierung der Leukozytensubpopulationen nach Inkubation

von Leukozyten gesunder Spender mit CMD-umhiillten Nanopartikeln
Um die Kinetik der Aufnahme magnetischer Nanopartikel durch die Subgruppen der wei3en
Blutzellen darzustellen und zu analysieren, wurden zunéchst Inkubationsversuche mit CMD-
umbhiillten Partikeln an zuvor aus dem Vollblut gesunder Spender isolierten Leukozyten
durchgefiihrt. Dazu wurde eine definierte Menge der weiBen Blutzellen (2,5 x 10° Zellen) mit
5 ul der Nanopartikelsuspension versetzt. Nach Ablauf der Inkubationszeit von 4, 8, 12, 16,
20 oder 30 Minuten erfolgte die magnetische Zellseparation. Mittels Zellzahlung am Coulter™
72 wurden die Anteile der Leukozyten in NF und PF bestimmt und die Verlustrate errechnet.
Durch die sich anschlieBende durchflusszytometrische Analyse konnte die Verteilung der
Leukozytensubpopulationen (Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten) in den einzelnen

Fraktionen nadher charakterisiert werden.

4.1.1. Fraktionen nach der MACS-Separation

Nach der Inkubation von Leukozyten mit CMD-umhiillten Nanopartikeln iiber definierte
Zeitrdume und magnetischer Zellseparation befinden sich die unmarkierten Zellen, welche
keine Nanopartikel aufgenommen haben, in der NF. Die mit Nanoteilchen beladenen Zellen
werden als PF aus der MACS-Séule eluiert. Pro Inkubationszeitpunkt (4, 8, 12, 16, 20 und 30

Minuten) wurden die Experimente vierfach oder 6fter durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der
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einzelnen Separationen in Form von Zellzahl in NF und PF und daraus errechneter Verlustrate
wurde jeweils der Mittelwert bestimmt und die zugehorige Standardabweichung errechnet.
Abb. 14 zeigt die prozentualen Anteile der urspriinglich in die Reaktion eingesetzten
Leukozyten in NF und PF zusammen mit der separationsbedingten Verlustrate im Zeitverlauf

als Mittelwert der Ergebnisse aus den Einzelseparationen.

O Negativfraktion
W Positivfraktion
O Verlust

Anteil [%]

Zeit in Minuten

Abb. 14: Kinetik der Partikelaufnahme fiir Leukozyten im Zeitverlauf. Das Diagramm zeigt die
prozentualen Leukozytenanteile in NF und PF sowie die Verlustrate bezogen auf die Gesamtsumme
der urspriinglich eingesetzten Leukozyten (= 2,5 x 10°) im Zeitverlauf als Mittelwerte aus den
Ergebnissen der einzelnen Separationen.

In Abb. 15 sind die Mittelwerte der absoluten Zellzahlen in NF und PF sowie der Zahl der
wiéhrend der Separationsprozedur verloren gegangenen Leukozyten bezogen auf die einzelnen

Inkubationszeitpunkte dargestellt.
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Abb. 15: Absolute Zellzahlen in den Fraktionen nach der MACS-Separation. Die Diagramme
zeigen die Anzahl der Leukozyten in NF und PF zum jeweiligen Inkubationszeitpunkt. Daneben ist
der Zellverlust im Vergleich zur Anzahl der nach der Separation wiedergefundenen Zellen (als Summe
aus den Zellzahlen in NF und PF) und im Vergleich zur urspriinglich eingesetzten Anzahl an

Leukozyten (=

Gesamtsumme) dargestellt.

Humane Leukozyten zeigen im Zeitverlauf bis 30 Minuten eine langsame und kontinuierliche

Aufnahme der mit CMD umhiillten Nanopartikel, was sich in einer kontinuierlichen Zunahme

der Zellzahl in der PF widerspiegelt. Parallel dazu nimmt die Zellzahl in der NF iiber die Zeit
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ab (s. Abb. 15). Bis zur maximalen im Rahmen dieser Arbeit ausgetesteten Inkubationszeit
von 30 Minuten wird kein Plateauzustand hinsichtlich der Aufnahme magnetischer
Nanopartikel durch die weillen Blutzellen erreicht. Zu diesem Zeitpunkt finden sich im Mittel
42% (33-52%) der zu Anfang des Separationsvorganges eingesetzten Leukozyten in der PF
wieder und es ist davon auszugehen, dass sich ihr Anteil bei lingerer Inkubationszeit noch
vergroBern wiirde. Nach 4 Minuten sind lediglich 10% der in die Reaktion eingesetzten
Leukozyten mit Partikeln beladen, wéhrend sich 63% in der NF befinden. Nach 8-miniitiger
Inkubationszeit verbleiben noch 51% der Leukozyten in der NF und 14% finden sich in der
PF wieder (s. Abb. 14). Dies entspricht einer Abnahme des Zellanteils der NF um 12% und
einer Zunahme des Zellanteils der PF um 4% im Vergleich zum Zeitpunkt 4 Minuten.
Vergleicht man dagegen die Inkubationszeitpunkte 8§ Minuten und 12 Minuten bzw. 12
Minuten und 16 Minuten miteinander, so steigt der Anteil der mit Partikeln beladenen
Leukozyten bezogen auf den vorangehenden Zeitpunkt stirker an (um 8% zwischen 8 und 12
Minuten bzw. um 11% zwischen 12 und 16 Minuten). Zwischen 16 und 20 Minuten (6%)
sowie 20 und 30 Minuten (3%) verringert sich dieser Anstieg wieder. Bis zu einer
Inkubationszeit von 12 Minuten iibersteigt der Anteil der in der NF enthaltenen Leukozyten
den Anteil der weiBlen Blutzellen in der PF noch deutlich. Nach 16 Minuten kehrt sich dieses
Verhiltnis um. Addiert man die Anteile der Leukozyten in NF und PF, so erhélt man Werte
unter 100%. Die Differenz entspricht der separationsbedingten Verlustrate zum jeweiligen
Inkubationszeitpunkt. Diese betrdgt nach 4 Minuten im Mittel 28% und steigt nach 30-
miniitiger Inkubationszeit auf 49% an. Die statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Test
bestitigt die gefundenen Unterschiede beziiglich der Zellzahl in NF und PF iiber den
Zeitverlauf als signifikant (p<0,05). Lediglich nach 30-miniitiger Inkubation sind weder die
Abnahme der Leukozytenzahl in der NF, noch deren Zunahme in der PF signifikant (p>0,05)
verschieden zum Inkubationszeitpunkt 20 Minuten, was die séttigungsbedingte langsamere
Aufnahme der Partikel durch die Leukozyten zu diesem Zeitpunkt nochmals verdeutlicht.
Ziel der Untersuchungen ist es, einen Inkubationszeitpunkt zu finden, an dem moglichst viele
Leukozyten in der NF verbleiben, das heiflt keine Nanopartikel aufnehmen. Gleichzeitig sollte
die Verlustrate zu diesem Zeitpunkt gering sein und der Anteil der mit Partikeln beladenen
Tumorzellen moglichst groB8. Unter Einbeziehung anderer Versuchsdaten der Arbeitsgruppe
(Clement et al. 2006, Kithn 2010) und der hier dargestellten Ergebnisse erscheint eine
Inkubationszeit zwischen 4 und 8 Minuten ideal, da hier die genannten Kriterien am besten

erfullt sind.
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4.1.2. Ergebnisse der FACS-Analyse — Darstellung der Leukozytensubpopulationen

Die nach der magnetischen Zellseparation erhaltenen NF und PF wurden anschlieBend im
Durchflusszytometer hinsichtlich ihrer Zusammensetzung aus Granulozyten, Monozyten,
Lymphozyten und Zelldebris analysiert, um so den Einfluss der Inkubation mit magnetischen
Nanopartikeln auf die jeweilige Leukozytensubpopulation ndher zu charakterisieren. Pro
FACS-Analyse wurden 10.000 Zellen der jeweiligen Probe ausgezihlt. Prozentuale Angaben
beziehen sich im Folgenden auf diesen Wert. Die Experimente wurden fiir jeden
Inkubationszeitpunkt vierfach oder 6fter durchgefiihrt und aus den Ergebnissen der einzelnen
Separationen Mittelwerte und Standardabweichung errechnet. In Abb. 16 sind die Mittelwerte
der absoluten Zellzahlen fiir Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelldebris in den

Fraktionen aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten dargestellt.
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Abb. 16(1): Darstellung der Leukozytensubpopulationen in Negativ- und Positivfraktion
aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte der
absoluten Zellzahlen fiir Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelldebris (= tote Zellen)
in den einzelnen Fraktionen aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten.
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Abb. 16(2): Darstellung der Leukozytensubpopulationen in Negativ- und Positivfraktion
aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte der
absoluten Zellzahlen fiir Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelldebris (= tote Zellen)
in den einzelnen Fraktionen aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten.
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Abb. 17 zeigt die prozentualen Anteile der Leukozytensubpopulationen und des Zelldebris in

der NF und PF zum jeweiligen Inkubationszeitpunkt bezogen auf eine Gesamtzahl von 10.000

(= 100%) im Durchflusszytometer analysierten Events als Mittelwerte der einzelnen

Separationen.
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Abb. 17: Kinetik der Partikelaufnahme aufgeschliisselt nach Leukozytensubpopulationen im
Zeitverlauf. Das Diagramm zeigt die prozentualen Anteile der Lymphozyten, Monozyten,
Granulozyten und des Zelldebris in NF (a) und PF (b) bezogen auf 10.000 Events in der FACS-
Analyse im Zeitverlauf als Mittelwerte aus den Ergebnissen der einzelnen Separationen.

In Abb. 18 sind die prozentualen Anteile der Leukozytensubpopulationen in NF und PF im

Zeitverlauf noch einmal einzeln fiir Lymphozyten (a), Monozyten (b), Granulozyten (c) und

tote Zellen (d) dargestellt.
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Abb. 18: Darstellung der Leukozytensubpopulationen im Zeitverlauf. Die Abbildungen
zeigen die prozentualen Anteile an Negativ- und Positivfraktion im Zeitverlauf aufgeschliisselt
nach Subpopulationen (Lymphozyten [a], Monozyten [b], Granulozyten [c] und Zelldebris [d]) als

Mittelwerte der Ergebnisse einzelner Separationen.
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Die durchflusszytometrische Analyse der NF und PF nach Inkubation von Leukozyten mit
magnetischen CMD-umbhiillten Nanopartikeln tiber definierte Zeitrdume und anschlieBender
Zellseparation zeigt, dass alle drei Subklassen der weillen Blutkdrperchen mit den Partikeln
interagieren und diese aufnehmen. Dabei bestehen jedoch wesentliche Unterschiede
hinsichtlich der Geschwindigkeit und des Ausmales der Aufnahme der Nanopartikel durch
Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten. Die Granulozyten sind die grofite
Subpopulation der Leukozyten (35-80% der weiBlen Zellen im peripheren Blut), weshalb sie,
mit Ausnahme der NF nach 30-miniitiger Inkubationszeit (s. Abb. 17), jeweils den hochsten
Anteil der Leukozyten in beiden Fraktionen stellen. Ihre Anzahl in bzw. ihr Anteil an der PF
steigt im Zeitverlauf kontinuierlich von im Mittel 31% nach 4 Minuten auf im Mittel 67%
nach 30-miniitiger Inkubation an (s. Abb. 18). Dieser Unterschied erweist sich in der
statistischen Auswertung der Daten als signifikant (p<0,05). Ihr Anteil in der NF liegt iiber
einen Zeitraum von 16 Minuten relativ konstant zwischen 74 % und 78%. Erst nach 20-
mintitiger Inkubationszeit ist eine merkliche Abnahme der Anzahl und damit auch des Anteils
der Granulozyten in der NF zu verzeichnen. Dieses Phdnomen ist wohl der zahlenmafBigen
GroBle der Subpopulation geschuldet. Da in der FACS-Analyse jeweils nur 10.000 weif3e
Blutzellen einer Probe analysiert wurden, befanden sich trotz kontinuierlicher Aufnahme von
Nanopartikeln und damit verbundenem Ubergang der Zellen in die PF noch geniigend
Granulozyten in der NF, um die entstandene Liicke aufzufiillen. Auch in der statistischen
Auswertung spiegelt sich die spite Abnahme der Granulozytenzahl wider. Beim Vergleich
der einzelnen Inkubationszeitpunkte zeigt sich erst zwischen 16 und 20 Minuten sowie
zwischen 20 und 30 Minuten ein signifikanter Riickgang der Granulozyten in der NF
(p<0,05). Die Monozyten als kleinste Leukozytensubpopulation (2-12% der weilen Zellen im
peripheren Blut) interagieren ebenfalls mit CMD-umbhiillten Nanopartikeln und weisen dabei
die hochste Aufnahmegeschwindigkeit fiir die Nanoteilchen auf, was mit ihrer Funktion als
professionelle Phagozyten gut vereinbar ist. In der NF liegt ihr Anteil bis zu einer
Inkubationszeit von 20 Minuten konstant um 2-3%. Zum Zeitpunkt 30 Minuten betrdgt ihr
Anteil an der NF 6% (s. Abb. 18). Dieser Anstieg ist als relativ zu werten und erklért sich
durch die deutliche Abnahme der Granulozyten bei einer weitgehend konstant bleibenden
Anzahl an Monozyten in der Probe. Betrachtet man die Monozyten in der PF im Zeitverlauf,
so zeigt sich sowohl bei Betrachtung der absoluten Zellzahl (s. Abb. 16) als auch ihres
prozentualen Anteils (s. Abb. 17 und Abb. 18) eine Abnahme iiber die Zeit. Auch diese ist als
relativ zu werten und bestitigt die schnelle Aufnahmegeschwindigkeit fiir Nanopartikel in die

Monozyten. Da die Monozyten sehr schnell mit den Nanoteilchen interagieren, ist der
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Grofteil dieser Population schon nach 4 Minuten mit Partikeln beladen und damit in der PF
zu finden. Im weiteren Verlauf bis zum Zeitpunkt 30 Minuten wechseln dann nur noch
wenige Monozyten von der NF in die PF. Da im FACS jedoch nur 10.000 Events pro Probe
ausgezihlt wurden, wird die zahlenméBige Konstanz der Monozyten im Zeitverlauf durch die
Zunahme der anderen Leukozytensubpopulationen, insbesondere der Granulozyten,
iiberlagert, was sich in den graphischen Darstellungen als scheinbare Abnahme widerspiegelt.
Die Lymphozyten (ca. 14-47% der weilen Zellen im peripheren Blut) nehmen die CMD-
umbhiillten Nanopartikel ebenfalls auf, allerdings langsamer und in geringerem AusmaB als die
Monozyten und Granulozyten. Ihr Anteil an der PF steigt im Verlauf der Inkubation von im
Mittel 5% nach 4 Minuten auf im Mittel 13% nach 30 Minuten an (s. Abb. 18). Dieser
Unterschied erweist sich in der statistischen Auswertung als signifikant (p<0,05). Ab einer
Inkubationszeit von 12 Minuten zeigt sich ein Plateauverhalten, das heiflt die Aufnahme der
Nanopartikel in die Lymphozyten stagniert und der Anteil der Lymphozyten in der PF liegt
bis zum Separationszeitpunkt 30 Minuten relativ konstant im Bereich zwischen 11% und
13%. Der Anteil der unmarkierten Lymphozyten in der NF steigt im Zeitverlauf
kontinuierlich von im Mittel 19% nach 4 Minuten auf einen Mittelwert von 62% nach 30-
miniitiger Inkubationszeit. Auch dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,05). Somit
bilden die Lymphozyten nach 30 Minuten den Hauptanteil der in der NF verbleibenden
Zellpopulation. Die langsame und im Ausmal} geringe Aufnahme der magnetischen Partikel
durch die Lymphozyten ist im Hinblick auf die Abtrennung von zirkulierenden Tumorzellen
aus dem peripheren Blut als sehr positiv zu werten, da die in hohem Male in der NF
verbleibenden Lymphozyten dem Patienten als wichtige Zellen der Tumor- und Infektabwehr
erhalten bleiben wiirden. Die Hauptlast der toten oder durch die Separationsprozedur
geschadigten Zellen (= Zelldebris) befindet sich iiber den gesamten Zeitverlauf innerhalb der
PF. Der Anteil des Zelldebris in der NF mit konstant 1-2% ist vernachldssigbar klein. Die
Ursache hierfiir diirfte der groere Druckgradient beim Eluieren der PF im Vergleich zum
Eluieren der NF durch die Anwendung des Stempels sein. Die geschidigten Zellen bilden
sowohl untereinander, als auch gemeinsam mit den Nanopartikeln Konglomerate, die beim
langsamen Durchlauf des Eluats der NF im Séulenmaterial hingen bleiben, dann aber durch
den hoheren Druck beim Eluieren mit den Zellen der PF aus der Séule herausgespiilt werden.
Der relative Anteil der toten Zellen innerhalb der PF nimmt im Zeitverlauf von im Mittel 55%
nach 4 Minuten auf einen mittleren Anteil von 17% nach 30-miniitiger Inkubation ab,
erklarbar durch die Zunahme der drei Leukozytensubklassen in der PF iiber die Zeit.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass die absolute Zahl der durch die Separationsprozedur
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geschidigten oder toten Zellen im Zeitverlauf relativ konstant bleibt. Betrachtet man nun die
prozentuale Zusammensetzung der Leukozytensubpopulationen in der NF (s. Abb. 17) und
vergleicht sie mit der natiirlichen Verteilung der Subklassen der weilen Zellen im peripheren
Blut des Menschen, so wird deutlich, dass die Inkubation der Leukozyten mit den
magnetischen CMD-umbhiillten Nanopartikeln und die anschlieBende Separation mittels
MACS bis zu einer Inkubationszeit von 16 Minuten kaum zu Veridnderungen beziiglich der
Verteilung der Leukozytensubpopulationen fiihrt (s. Abb. 17). Lediglich die Monozyten sind
mit einem Anteil von im Mittel 2% etwas unterreprisentiert. Erst nach 20-miniitiger
Inkubation der weilen Blutzellen mit den Partikeln kommt es durch den verstirkten Ubergang
der Granulozyten in die PF zu Verschiebungen in der Verteilung der Leukozyten-
subpopulationen der NF, welche besonders deutlich nach 30 Minuten hervortreten. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Lymphozyten mit einem mittleren Anteil von 62% in der NF
iiberreprésentiert, wihrend die Granulozyten mit im Mittel 30% einen wesentlich zu geringen

Anteil der Gesamtpopulation stellen.

4.2. Charakterisierung der Lymphozytensubpopulationen nach Inkubation

von Leukozyten gesunder Spender mit CMD-umhiillten Nanopartikeln
Da die Lymphozyten als zentrale Trager der spezifischen Abwehrvorginge (s. 1.5.3.) von
groBBter Bedeutung fiir das menschliche Immunsystem sind, ist der Erhalt dieser
Leukozytenpopulation insbesondere fiir den durch Krankheit und Therapie ohnehin
abwehrgeschwichten Tumorpatienten lebensnotwendig. Daher wurde noch einmal ein
besonderes Augenmerk auf den Einfluss der Inkubation mit magnetischen CMD-umbhiillten
Nanopartikeln und der sich anschlieBenden Zellseparation mittels MACS auf diese
spezifische Population mit ihren beiden Subklassen, den T- und B-Zellen, gelegt. Auch
hierfiir wurden die Leukozyten aus Vollblut gesunder Spender iiber eine Erythrozytenlyse
isoliert, anschlieend fiir 4, 8, 12 oder 16 Minuten mit 5 pul der CMD-Partikelsuspension
inkubiert und nach Ablauf der Inkubationszeit mittels MACS separiert. Aus den erhaltenen
Fraktionen wurde jeweils ein Aliquot von 100 pl entnommen und mit gegen
Oberflachenmolekiile der T- (CD3) und B-Zellen (CD19) gerichteten Antikérpern inkubiert.
AnschlieBend erfolgte die durchflusszytometrische Analyse der Proben. Alle Experimente
wurden sechsfach oder ofter durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der jeweiligen
Einzelmessungen wurden Mittelwerte und zugehdrige Standardabweichungen errechnet. Die
Darstellung der Ergebnisse dieser Versuchsreihe erfolgt ausschlieBlich in Form von

Prozentangaben, da die absoluten in der FACS-Analyse ermittelten Zellzahlen durch Grenzen
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in der Methodik verfdlscht wurden. Ziel war es, mit der Durchflusszytometrie aus jeder Probe
10.000 lymphozytire Events zu erfassen und auszuwerten. Aufgrund der geringen Grof3e der
Lymphozytenpopulation in einigen Fraktionen war dies jedoch nicht immer moglich und die
Messungen mussten nach Aufbrauchen der Probe abgebrochen werden. Abb. 19 zeigt die
Lymphozytensubpopulationen nach der magnetischen Zellseparation im Zeitverlauf

aufgeschliisselt in NF (a) und PF (b).
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100 100
90 920
80 %% 73 80
70 A8 (B 70
g 60 ,\E 60

§ %0 0O T-Lymphozyten E 50 O T-Lymphozyten
30 30
20 20
10 10
ol _Elpn Fapy Fiops Eiay 0

4 8 12 16 4 8 12 16
Zeit in Minuten Zeit in Minuten

Abb. 19: Kinetik der Lymphozytensubpopulationen im Zeitverlauf aufgeschliisselt nach
Fraktionen. Das Diagramm zeigt die prozentualen Anteile der T- und B-Lymphozyten in
Negativ- (a) und Positivfraktion (b) im Zeitverlauf bezogen auf die Gesamtzahl der im FACS
analysierten Events als Mittelwerte der einzelnen Separationen.

Die durchflusszytometrische Analyse der NF und PF nach Inkubation der Leukozyten mit
magnetischen CMD-umbhiillten Nanopartikeln {iber definierte Zeitrdume, anschliefender
Zellseparation und Markierung der T- und B-Zellen mittels Antikorpern zeigt, dass beide
Untergruppen der Lymphozytenpopulation Nanoteilchen aufnehmen. Dabei bestehen jedoch
deutliche Unterschiede hinsichtlich des Interaktionspotentials mit den CMD-Partikeln
zwischen T- und B- Lymphozyten. Die T-Zellen, als die Grofere der beiden
Lymphozytenpopulationen (ca. 80% aller Lymphozyten), nehmen Nanopartikel langsam und
kontinuierlich auf. Thr Anteil in der PF wichst von im Mittel 62% nach 4 Minuten auf einen
mittleren Wert von 88% nach 16-miniitiger Inkubationszeit an. Jedoch zeigt sich nur zwischen
4 und 8 Minuten eine als statistisch signifikant (p<0,05) zu wertende Zunahme. Parallel dazu
nimmt ihr Anteil in der NF von im Mittel 79% auf im Mittel 68% ab (s. Abb. 19), wobei sich
ihr prozentualer Anteil beim Vergleich der einzelnen Inkubationszeitpunkte nicht statistisch
signifikant unterscheidet (p>0,05). Die B-Zellen sind eine vergleichsweise kleine Population
(15-20% aller Lymphozyten), weshalb naturgemill die T-Lymphozyten zu jedem Zeitpunkt

den groferen Anteil der Zellen in beiden Fraktionen stellen. Die Geschwindigkeit und das
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Ausmall der Aufnahme der Nanopartikel durch die B-Lymphozyten unterscheiden sich
deutlich vom Verhalten der T-Zellen. Schon nach einer Inkubationszeit von 4 Minuten stellen
die B-Zellen einen Anteil von 26% in der PF, was mit einer sechr raschen und starken
Nanopartikelaufnahme durch diese Population gleichzusetzen ist. Vergleicht man nun die
natlirliche Verteilung der T- und B-Lymphozyten mit der Zusammensetzung der Fraktionen
nach der Magnetseparation, so fillt auf, dass die B-Zellen im gesamten Zeitverlauf in der NF
mit einem Anteil zwischen 1-2% unterreprisentiert sind, begriindbar durch die rasche
Aufnahme der Partikel und den damit verbundenen Ubergang der Zellen in die PF. In der PF
iibersteigt der Anteil der B-Lymphozyten mit einem Mittelwert von 26% bereits nach 4-
miniitiger Inkubation ihr Maximum in der natiirlichen Verteilung (15-20% aller
Lymphozyten). Im weiteren Verlauf nimmt der Anteil der B-Zellen in der PF kontinuierlich
ab, da vermehrt T-Zellen Nanopartikel aufnehmen und somit von der NF in die PF wechseln,
wihrend die Anzahl der B-Lymphozyten relativ konstant bleibt. In der statistischen
Auswertung erweist sich jedoch nur der diesbeziigliche Unterschied zwischen 4 und 8

Minuten als signifikant (p<0,05).

4.3. Inkubation von Leukozyten gesunder Spender mit CMD-, CMC-
und CMCu-umbhiillten Nanopartikeln — Vergleich der Verteilung

der Leukozytensubpopulationen in den Fraktionen
Die Art und die Struktur der Polysaccharidhiille haben Auswirkungen auf die
Geschwindigkeit und das Ausmal} der Interaktion von magnetischen Nanopartikeln mit
Leukozyten und Tumorzellen (Schwalbe et al. 2006b, Wotschadlo et al. 2009). Damit bietet
die Modifikation der Partikelhiille eine Moglichkeit die Separationsbedingungen
ergebnisorientiert zu optimieren, mit dem Ziel, mdglichst viele Leukozyten in der NF und die
Verlustraten moglichst gering zu halten und dabei gleichzeitig einen moglichst grolen Anteil
an Tumorzellen in der PF zu erreichen. Um zu analysieren, inwieweit die Verteilung der
Leukozytensubpopulationen durch Verwendung von Partikeln mit unterschiedlichen
Hiillstrukturen beeinflusst wird, wurden in dieser Versuchsreihe aus dem Vollblut gesunder
Spender isolierte Leukozyten mit unterschiedlich umhiillten magnetischen Nanopartikeln
inkubiert. Dabei kamen, neben dem standardmifBig angewendeten Carboxymethyl-Dextran
(CMD), Carboxymethyl-Cellulose (CMC) und Carboxymethyl-Curdlan (CMCu) als
Hiillsubstanzen zum Einsatz. Eine definierte Menge an gereinigten weilen Blutzellen (2,5 x
10° Zellen) wurde dazu mit 5 pl der jeweiligen Nanopartikelsuspension versetzt. Nach Ablauf

der Inkubationszeit von 4, 8 oder 12 Minuten erfolgte die magnetische Zellseparation. Mittels
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Zellzdhlung am Coulter® Z2 wurden die Anteile der Leukozyten in NF und PF bestimmt und
die Verlustrate errechnet. In der sich anschlieBenden durchflusszytometrischen Analyse
konnte die Verteilung der Leukozytensubpopulationen (Granulozyten, Monozyten und

Lymphozyten) in den einzelnen Fraktionen ndher charakterisiert werden.

4.3.1. Fraktionen nach der MACS-Separation

Nach Inkubation der Leukozyten mit CMD-, CMC- und CMCu-umbhiillten Nanopartikeln iiber
definierte Zeitrdume und magnetischer Zellseparation befinden sich die unmarkierten Zellen,
welche keine Nanopartikel aufgenommen haben, in der NF. Die mit Nanoteilchen beladenen
Zellen werden als PF aus der MACS-Séule eluiert. Pro Inkubationszeitpunkt und Partikelart
wurden die Experimente siebenfach durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der einzelnen
Separationen in Form des prozentualen Anteils der in die Reaktion eingesetzten Leukozyten
an NF und PF und daraus errechneter Verlustrate wurde jeweils der Mittelwert bestimmt und
die zugehorige Standardabweichung errechnet. Abb. 20 zeigt die prozentualen Anteile der
Leukozyten an NF (a) und PF (b) zu den einzelnen Inkubationszeitpunkten sowie die
zugehorigen Verlustraten (c) fiir die verschiedenen Partikelarten. In Abb. 21 sind die
absoluten Zellzahlen in NF und PF sowie die Anzahl der wihrend der Separationsprozedur

verloren gegangenen Zellen im Zeitverlauf einzelnen fiir die jeweilige Nanopartikelart

dargestellt.
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Abb. 20: Kinetik der Aufnahme magnetischer Nanopartikel mit unterschiedlichen
Polysaccharidhiillen in Leukozyten. Die Diagramme zeigen die prozentualen Anteile der
Leukozyten in Negativ- (a) und Positivfraktion (b) nach Inkubation mit CMD- (pink), CMC- (gelb)
oder CMCu-umhiillten (griin) Nanopartikeln und magnetbasierter Zellseparation sowie die

zugehdrigen Verlustraten (c) aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten und Partikelart.
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Abb. 21: Absolute Zellzahl in den Fraktionen nach der MACS-Separation aufgeschliisselt
nach der Art der Partikelhiille. In den Diagrammen ist die Aufnahmekinetik der Nanopartikel in
die Leukozyten im Zeitverlauf separat fiir jede der verwendeten Hiillsubstanzen dargestellt.
Aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten zeigen die Grafiken die absoluten Zellzahlen in
Negativ- und Positivfraktion sowie der Zahl der verloren gegangenen Leukozyten fir CMD- (a),
CMC- (b) und CMCu-Partikel (c).

Humane Leukozyten zeigen im Zeitverlauf bis 12 Minuten eine kontinuierliche Aufnahme der
magnetischen Nanopartikel. Es bestehen dabei jedoch, in Abhédngigkeit von der Art der
Polysaccharidhiille, deutliche Unterschiede hinsichtlich der Interaktionsgeschwindigkeit und
des Ausmafles der Partikelaufnahme. Fiir die schon in den vorangehenden Experimenten
verwendeten CMD-umbhiillten Standardpartikel zeigt sich auch in dieser Versuchsreihe die
langsame und kontinuierliche Partikelaufnahme {liber den Zeitverlauf bis 12 Minuten. Parallel
zur Zunahme der Zellzahl in der PF kommt es zur Abnahme der Anzahl der Leukozyten in
der NF (s. Abb. 21). Auch die Verlustrate steigt mit der Zeit von im Mittel 30% nach 4
Minuten auf einen Mittelwert von 45% nach 12 Minuten an (s. Abb. 20). Das Muster der
Aufnahmekinetik fiir die CMC-umhiillten Nanopartikel in die Leukozyten gleicht dem fiir
CMD-Partikel. Auch sie werden iiber den Zeitverlauf kontinuierlich von den weilen
Blutzellen inkorporiert, sodass die Zellzahl in der PF iiber die Zeit ansteigt, wéihrend die
Zellzahl in der NF parallel dazu zuriickgeht (s. Abb. 21). Verglichen mit den CMD-Partikeln
werden die mit CMC umhiillten Nanoteilchen jedoch schneller von den Leukozyten
aufgenommen. So betrdgt der Anteil der markierten Zellen nach 4-miniitiger Inkubation bei

Verwendung von CMC-Partikeln bereits 16%, wihrend sich bei Inkubation der Leukozyten
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mit CMD-Partikeln zu diesem Zeitpunkt gerade einmal 8% der eingesetzten Zellen in der PF
finden (s. Abb. 20). Der gefundene Unterschied, die Leukozyten der PF betreffend, erweist
sich in der statistischen Auswertung als signifikant (p<0,05). Das Ausmal des Anstieges der
markierten Leukozyten beim Vergleich der einzelnen Inkubationszeitpunkte unterscheidet
sich dagegen nicht. Sowohl fiir die CMD-umbhiillten Partikel, als auch fiir die Nanoteilchen
mit einer Hiille aus CMC betrdgt der Zuwachs in der PF zwischen 4 und 8 Minuten bzw.
zwischen 8 und 12 Minuten im Mittel 6-7%. Auch bei Verwendung der CMC-Partikel steigt
die Verlustrate im Zeitverlauf von im Mittel 28% nach 4 Minuten auf einen Mittelwert von
35% nach 12-miniitiger Inkubation (s. Abb. 20). Der Vergleich mit den bei Verwendung
CMD-umhiillter Partikel auftretenden Verlusten zeigt, dass die Verlustrate bei Verwendung
der CMC-Partikel zu jedem Zeitpunkt unter den Raten fiir die CMD-Partikel liegt.
Gleichzeitig ist der Anstieg der Verlustrate zwischen den einzelnen Inkubationszeitpunkten
fiir die CMC-Teilchen geringer. Die Aufnahmekinetik der mit CMCu umhiillten Nanopartikel
unterscheidet sich wesentlich von dem bei CMD und CMC auftretenden Muster. Bei
Betrachtung der prozentualen Anteile (Abb. 20) zeigt sich kein nennenswerter Anstieg der
Leukozyten in der PF {iber den Zeitverlauf (von im Mittel 3% nach 4 Minuten auf 4% nach 12
Minuten). Die absoluten Zellzahlen offenbaren jedoch eine kontinuierliche Interaktion der
Partikel mit den Leukozyten (s. Abb. 21). Die Aufnahme der mit CMCu umhiillten Partikel
verlauft jedoch deutlich langsamer als die Aufnahme der =zuvor betrachteten
Nanopartikelarten und das Ausmal} der Interaktion mit den weilen Blutzellen tendiert im
Vergleich zu CMD und CMC gegen null. Dies spiegelt sich auch im wesentlich héheren
Anteil der Leukozyten in der NF wieder. Nach 4 Minuten iibersteigt dieser bei Verwendung
der CMCu-umbhiillten Partikel die Anteile bei Verwendung der mit CMD bzw. CMC
umbhiillten Partikel um 12% bzw. 18%. Nach zwdlf Minuten erhoht sich diese Differenz auf
im Mittel 28%. Auch in der statistischen Auswertung der Daten erweisen sich die Anteile der
Leukozyten in NF und PF bei Verwendung von CMCu-Partikeln als signifikant verschieden
von den Anteilen bei Verwendung von CMD- oder CMC-Partikeln (p<0,05). Fiir die
Verlustraten zeigt sich im Zeitverlauf auch bei CMCu-Partikeln ein Anstieg von im Mittel
23% nach 4 Minuten auf einen Mittelwert von 33% nach 12-miniitiger Inkubationszeit. Damit
weist CMCu im Vergleich zu CMC und CMD die geringsten Verluste auf. Die gefundenen
Unterschiede zwischen CMCu-Partikeln und den anderen beiden Nanopartikelarten beziiglich
der Verlustraten werden jedoch erst nach 12-miniitiger Inkubationszeit statistisch signifikant
(p<0,05). Der Anstieg der Verlustrate zwischen den einzelnen Inkubationszeitpunkten ist mit

der Zunahme der Verluste bei Verwendung der CMC-Partikel vergleichbar (im Mittel

-60 -



Ergebnisse

zwischen 4-5%). Ziel der Analyse von verschieden umhiillten Nanopartikeln und deren
Aufnahme durch die Leukozyten ist es, das Polysaccharid ausfindig zu machen, welches als
Hiillstruktur fiir die Eisenoxidkerne der magnetischen Nanopartikel deren Separations-
eigenschaften optimal verbessert. Der ideale Partikel sollte dabei mdoglichst langsam und in
moglichst geringem Ausmall mit den Leukozyten interagieren, d. h. der Anteil der in der NF
verbleibenden Zellen sollte mdglichst gro sein. Gleichzeitig sollten die Verlustraten
moglichst gering und das Interaktionspotential der Partikel mit den zu eliminierenden
zirkulierenden Tumorzellen moglichst grof3 sein, sodass diese Zellen mit der PF verworfen
werden konnen. Betrachtet man dahingehend die hier untersuchten Polysaccharidhiillen, so
erfillt CMCu die geforderten Eigenschaften im Hinblick auf die Aufnahme durch die
Leukozyten und die Hohe der Verluste besser als CMD oder CMC. Jedoch ist bekannt, dass
mit CMCu umbhiillte Partikel auch fiir die Interaktion mit epithelialen Tumorzellen nur ein
duBerst geringes Potential aufweisen (Wotschadlo et al. 2008), wodurch eine Separation von
disseminierten malignen Zellen und Leukozyten unmdglich wird. Da die mit CMC umbhiillten
Nanopartikel in héherem Ausmall von den Leukozyten aufgenommen werden als die
Nanoteilchen mit einer Hiille aus CMD, erweisen sich Letztere als die bestgeeigneten der hier
getesteten Partikel fiir eine effektive und schonende Separation von Leukozyten und

Tumorzellen mittels MACS.

4.3.2. Ergebnisse der FACS-Analyse — Darstellung der Leukozytensubpopulationen

In dieser Versuchsreihe erfolgte nach der magnetischen Zellseparation ebenfalls eine
durchflusszytometrische Analyse der erhaltenen NF wund PF hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung aus Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten und Zelldebris, um so den
Einfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln auf die jeweilige
Leukozytensubpopulation und die diesbeziiglichen Unterschiede bei Verwendung
verschiedener Polysaccharidhiillen ndher zu charakterisieren. Pro FACS-Analyse wurden
10.000 Zellen der jeweiligen Probe ausgezdhlt. Prozentuale Angaben beziehen sich im
Folgenden auf diesen Wert. Die Experimente wurden pro Inkubationszeitpunkt und Partikelart
siebenfach durchgefiihrt. Aus den Ergebnissen der einzelnen Separationen wurden die
Mittelwerte und die zugehorige Standardabweichung errechnet. In Abb. 22 sind die
Mittelwerte der prozentualen Anteile der Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und des
Zelldebris getrennt nach NF und PF und aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkt und
Partikelart dargestellt.
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Abb. 22: Leukozytensubpopulationen nach Inkubation mit unterschiedlich umhiillten
Nanopartikeln aufgeschliisselt nach Fraktionen. Die Diagramme zeigen die prozentualen
Anteile der Lymphozyten (a), Monozyten (b), Granulozyten (c) und des Zelldebris (d) in Negativ-
und Positiviraktion im Zeitverlauf nach Inkubation der Leukozyten mit CMD- (pink), CMC-
(gelb) und CMCu-umihiillten (griin) Nanopartikeln.
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Auch in der FACS-Analyse der Leukozytensubpopulationen zeigt sich ein dhnliches Muster
der Aufnahmekinetik fiir CMD- und CMC-Partikel, wahrend sich die CMCu-Partikel deutlich
davon unterscheiden. Bei Verwendung der CMD-umhiillten Nanopartikel stellen sich die
Ergebnisse dieser Versuchsreihe analog zu den unter 4.1.2. beschriebenen Daten dar. Die
Partikel werden kontinuierlich von Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten
aufgenommen, wobei die Monozyten am schnellsten mit den Nanoteilchen interagieren,
wihrend die Lymphozyten im Vergleich zu den anderen Populationen ein geringeres
Interaktionspotential und eine langsamere Aufnahmegeschwindigkeit aufweisen. Der Anteil
des Zelldebris ist bei Verwendung der CMD-Partikel in der NF vernachldssigbar klein und der
Hauptteil der geschéddigten Zellen findet sich auch hier in der PF. Auch die mit CMC
umhiillten Nanopartikel werden von allen drei Subklassen der Leukozyten aufgenommen. Die
Anteile der Granulozyten an der NF unterscheiden sich im Vergleich zur Verwendung von
CMD-Partikeln kaum. In der PF liegt der Anteil der Granulozyten mit einem Mittelwert von
38% nach 4 Minuten und einem Mittelwert von 54% nach 12-miniitiger Inkubation zu jedem
Zeitpunkt hoher als bei Inkubation der Leukozyten mit den CMD-umbhiillten Nanoteilchen
(Anteil zwischen 27% und 42%) (s. Abb. 22), was die hohere Aufnahmegeschwindigkeit fiir
CMC-umbhiillte Nanoteilchen durch die Leukozyten bestitigt. Auch die CMC-Partikel werden
am schnellsten von den Monozyten inkorporiert. Ihr Anteil in der NF liegt tiber den gesamten
Zeitverlauf bei 2%. In der PF betrdgt der Anteil der Monozyten bereits nach 4 Minuten 10%,
um dann im Zeitverlauf auf 6% nach 12-miniitiger Inkubation abzufallen. Damit liegen die
Werte etwa im Bereich der bei Inkubation mit CMD umbhiillten Partikeln erzielten Ergebnisse.
Die Abnahme des Anteils der Monozyten in der PF diirfte auch hier wieder als relativ zu
werten sein (s. 4.1.2.). Die Lymphozyten zeigen auch fiir die CMC-Partikel das geringste
Interaktionspotential unter den Subpopulationen der weilen Blutzellen. Nach 4 Minuten sind
mit einem Anteil von 19% zundchst mehr Lymphozyten markiert und damit in der PF
anzutreffen, als bei Verwendung der CMD-Partikel (15%). Jedoch bleibt der Anteil der
Lymphozyten in der PF bei Inkubation mit CMC umbhiillten Nanoteilchen im Zeitverlauf bis
12 Minuten, im Gegensatz zum langsamen aber kontinuierlichen Anstieg desselben bei
Verwendung von CMD-Partikeln, konstant zwischen 18% und 19%. Diese Stagnation der
Partikelaufnahme durch die Lymphozyten erklirt ihren geringfiigig hoheren Anteil in der NF
nach 8- bzw. 12-miniitiger Inkubationszeit im Vergleich zu den Ergebnissen bei Verwendung
der CMD-Partikel (s. Abb. 22). Analog zu den mit CMD umhiillten Nanoteilchen findet sich
der Hauptanteil des Zelldebris auch bei Inkubation mit CMC-Partikeln in der PF, wéhrend

dessen Anteil in der NF mit einem Mittelwert von 2% tiber den Zeitverlauf konstant und
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damit vernachléssigbar klein ist. Im direkten Vergleich ldsst sich jedoch feststellen, dass der
Anteil des Zelldebris mit im Mittel 33% nach 4 Minuten und einem Mittelwert von 22% nach
12-miniitiger Inkubationszeit in der PF bei Verwendung von CMC als Hiillsubstanz zu jedem
Separationszeitpunkt geringer ausfillt, als bei Inkubation der Leukozyten mit den CMD-
Partikeln (Anteil zwischen 46% und 31%). Die Ergebnisse der FACS-Analyse der
Leukozytensubpopulationen nach Inkubation mit CMCu-umhiillten Nanopartikeln ergeben
ein differentes Bild im Vergleich zu den anderen beiden Nanopartikelarten. Weder die
Lymphozyten mit einem Anteil von 2-3%, noch die Monozyten mit einem Anteil von 1-2% in
der PF, zeigen eine nennenswerte Partikelaufnahme iiber den Zeitverlauf (s. Abb. 22).
Lediglich fiir die Granulozyten ldsst sich bei Betrachtung der Prozentwerte ein geringfiigiger
Anstieg ihres Anteils an der PF von im Mittel 14% nach 4 Minuten auf einen Mittelwert von
18% nach 12 Minuten feststellen. Die absoluten Zellzahlen (nicht graphisch dargestellt)
offenbaren dann auch fiir Lympho- und Monozyten einen Anstieg der Zellen in der PF, der
jedoch im Vergleich zu den mit anderen Polysacchariden umhiillten Nanopartikeln
unbedeutsam ist. In der NF bleibt sowohl der Anteil an Lymphozyten, als auch der Anteil an
Monozyten und Granulozyten iiber den gesamten Zeitverlauf relativ konstant, was mit der
Nichtaufnahme dieser Partikel durch die Leukozyten vereinbar ist. Der Anteil der
unmarkierten Monozyten liegt mit 4-5% hoher, als bei Verwendung von CMD oder CMC als
Hiillstoff. Der Anteil des Zelldebris stellt mit Werten zwischen 77% und 85% bei Inkubation
mit CMCu-Partikeln den Hauptteil der PF. Begriindbar ist dies auch hier durch die FACS-
analytische Methodik. Da die Leukozyten kaum mit den CMCu-Partikeln interagieren,
befinden sich entsprechend wenig intakte Zellen in der PF, sodass der Hauptteil der 10.000
ausgezihlten Events aus toten oder geschddigten Zellen besteht, welche separationsbedingt im
Eluat der PF enthalten sind (s. 4.1.2.). Die fiir die Zellen der PF gefundenen Unterschiede
zwischen den CMCu-Partikeln und den anderen beiden Arten der Nanoteilchen erweisen sich
in der statistischen Auswertung mittels univariater Varianzanalyse als signifikant (p<0,05). In
der NF unterscheiden sich dagegen nur die Anteile der Monozyten statistisch signifikant
(p<0,05) voneinander. Beim Vergleich aller drei Partikelarten bestdtigt somit auch die
durchflusszytometrische Untersuchung, dass die mit CMCu umhiillten Nanoteilchen kaum
oder gar nicht mit den Leukozyten interagieren, wéihrend sich das Interaktionspotential bei
Verwendung der CMD- und der CMC-Partikel nur wenig unterscheidet. Beziiglich der
Verteilung der Leukozytensubpopulationen in der NF und deren moglicher Verdnderung
durch den Einfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und der anschlieBenden

MACS-Separation lésst sich feststellen, dass die Verteilung der Subklassen bei Verwendung

-64 -



Ergebnisse

von CMCu als Partikelhiille zu jedem Zeitpunkt der natiirlichen Verteilung der Leukozyten
im peripheren Blut entspricht. Bei Inkubation mit CMD- oder CMC-umbhiillten Partikeln sind
lediglich die Monozyten mit einem Anteil zwischen 1% und 2%, in der NF unterreprésentiert,
was durch ihren raschen Ubertritt in die PF bedingt ist. Die Anteile fiir Granulozyten und
Lymphozyten entsprechen der natiirlichen Verteilung. Zusammenfassend ldsst sich auch
anhand der Ergebnisse der FACS-Analyse feststellen, dass eine Modifikation der
Hiillstrukturen zu Verdnderungen in der Aufnahmekinetik fiihrt. Aufgrund der geringen
Aufnahme der CMCu-Partikel durch alle Leukozytensubpopulationen und dem damit hohen
in der NF verbleibenden Anteil an Zellen wiren sie ideal. Zur magnetbasierten Separation von
Tumorzellen und Leukozyten sind sie dennoch nicht geeignet, da auch die zirkulierenden
Malignomzellen nicht nennenswert mit derart umbhiillten Nanoteilchen interagieren
(Wotschadlo et al. 2008). Da die mit CMC umbhiillten Nanopartikel schneller und zumindest
von den Granulozyten auch in hoherem Ausmall aufgenommen werden als die Nanoteilchen
mit einer Hiille aus CMD, erweisen sich Letztere auch nach Analyse der
Leukozytensubpopulationen als die bestgeeigneten der hier getesteten Partikel fiir eine

effektive und schonende Separation von Leukozyten und Tumorzellen mittels MACS.

4.4. Inkubation von Leukozyten gesunder Spender mit CMD-, CMC- und
CMCu-umbhiillten Nanopartikeln — Vergleich der Verteilung der

Lymphozytensubpopulationen in den Fraktionen
Auch beim Vergleich der drei unterschiedlich umhiillten Nanopartikel wurde noch einmal ein
besonderes Augenmerk auf den Einfluss von Inkubation und Zellseparation auf die
Subpopulation der Lymphozyten mit ihren beiden Subklassen, den T- und B-Zellen, gelegt.
Dazu wurden die aus dem Vollblut gesunder Spender isolierten Leukozyten jeweils fiir 4, 8
oder 12 Minuten mit 5 pl der Partikelsuspension (CMD-, CMC- oder CMCu-umbhiillte
Eisenoxidpartikel) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die magnetische
Zellseparation. Aus den erhaltenen Fraktionen wurde nun jeweils ein Aliquot von 100 pl
entnommen und fiir 20 Minuten mit gegen Oberflichenmolekiile der T- (CD3) und B-Zellen
(CD19) gerichteten Antikdrpern inkubiert. Danach erfolgte die Analyse der Proben im FACS.
Alle Experimente dieser Versuchsrethe wurden mindestens fiinfmal durchgefiihrt. Aus den
Daten der jeweiligen Einzelmessungen wurden Mittelwerte und die zugehorige
Standardabweichung errechnet. Auch hier erfolgt die Darstellung der Ergebnisse
ausschlieflich in Form von Prozentangaben, da die absoluten in der FACS-Analyse

ermittelten Zellzahlen durch Grenzen in der Methodik verfalscht wurden. Ziel war es, mit der
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Durchflusszytometrie aus jeder Probe 10.000 lymphozytire Events zu erfassen und
auszuwerten. Aufgrund der geringen Grofe der Lymphozytenpopulation in einigen
Fraktionen war dies jedoch nicht moglich und die Messungen mussten nach Aufbrauchen der
Probe abgebrochen werden. In Abb. 23 sind die Mittelwerte fiir die prozentualen Anteile der
T- (a) und B-Lymphozyten (b) getrennt nach NF und PF und aufgeschliisselt nach
Inkubationszeitpunkt und Partikelart dargestellt. Abb. 24 zeigt die Mittelwerte fiir die
absoluten Zellzahlen der T- und B-Zellen in NF und PF am Beispiel des Separations-

zeitpunktes 8 Minuten.
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Abb. 23: Lymphozytensubklassen nach Inkubation mit unterschiedlich umbhiillten
Nanopartikeln aufgeschliisselt nach Fraktionen. Die Diagramme zeigen die prozentualen
Anteile der T- (a) und B-Zellen (b) in Negativ- und Positivfraktion iiber den Zeitverlauf nach
Inkubation der Leukozyten mit CMD- (pink), CMC- (gelb) oder CMCu-umbhiillten (griin)
Nanopartikeln.
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Abb. 24: Lymphozytensubklassen nach Inkubation mit unterschiedlich umbhiillten
Nanopartikeln: Vergleichende Darstellung der absoluten Zellzahlen. Das Diagramm zeigt
die absoluten Zellzahlen der T- und B-Lymphozyten in NF und PF nach 8-miniitiger Inkubation
der Leukozyten mit CMD- (pink), CMC- (gelb) oder CMCu-umbhiillten (griin) Nanopartikeln.
Die durchflusszytometrische Analyse der NF und PF nach Inkubation der Leukozyten mit
magnetischen CMD-, CMC- oder CMCu-umbhiillten Nanopartikeln iiber definierte Zeitraume,
anschlieBender Zellseparation und Markierung der T- und B-Zellen mittels Antikdrpern zeigt,
dass beide Untergruppen der Lymphozytenpopulation die Nanoteilchen aufnehmen. Dabei
bestehen jedoch deutliche Unterschiede zwischen den Partikelarten sowie beziiglich des
Interaktionspotentials der T-Zellen im Vergleich zu den B-Zellen. Fiir die mit CMD
umbhiillten Nanopartikel ergibt sich in dieser Versuchsreihe ein analoges Bild zu den unter 4.2.
dargestellten Ergebnissen. Die Partikel werden von den T-Zellen im Zeitverlauf langsam und
kontinuierlich aufgenommen, sodass deren Anteil in der PF von im Mittel 75% nach 4
Minuten auf einen Mittelwert von 89% nach 12-miniitiger Inkubationszeit ansteigt. Parallel
dazu verringert sich der Anteil der T-Lymphozyten in der NF von 79% auf 63% (s. Abb. 23).
Die B-Zellen, welche nur 15-20% aller im peripheren Blut vorhandenen Lymphozyten
ausmachen, nehmen die Partikel mit hoher Geschwindigkeit auf. Ihr Anteil in der PF betrigt
schon nach 4-miniitiger Inkubationszeit 14%. Im Zeitverlauf féllt dieser Anteil auf 4% ab.
Dieser Riickgang diirfte jedoch wieder methodenbedingt sein (s. 4.2.1.). Der nur noch geringe
Anstieg der B-Zellen in der PF im Zeitverlauf wird von den zunehmend aus der NF in die PF
iibertretenden T-Zellen {iberlagert. In der NF betrdgt der Anteil der B-Lymphozyten konstant
1-2%. Grundsétzlich zeigt sich bei Inkubation mit CMC-umhiillten Nanopartikeln ein
dhnliches Muster fiir die Lymphozytensubpopulationen. T-Zellen nehmen diese Partikel
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jedoch schneller und in hoherem Maf3e auf als die Nanoteilchen mit einer CMD-Hiille. Nach 4
Minuten stellen die T-Lymphozyten hier bereits einen Anteil von 90% in der PF. Im weiteren
Verlauf scheint die Partikelaufhahme zu stagnieren, denn weder der prozentuale Anteil der T-
Zellen in der PF, noch die absoluten Zellzahlen nehmen wesentlich zu. In der NF zeigt sich
fiir den Anteil der T-Lymphozyten ein Abfall von im Mittel 70% nach 4 Minuten auf einen
Mittelwert von 52% nach 12-miniitiger Inkubationszeit. Der Anteil der B-Lymphozyten in der
NF stellt sich auch hier liber den Zeitverlauf als relativ konstant dar. Allerdings liegen die
prozentualen Anteile mit 0,4-0,7% und auch die absoluten Zellzahlen unterhalb der Werte fiir
die CMD-Partikel. Auch in der PF liegt der prozentuale Anteil der B-Zellen mit 5% nach 4
Minuten und 3% nach 12-miniitiger Inkubationszeit unterhalb der Werte fiir die mit CMD
umbhiillten Nanoteilchen. Jedoch zeigt sich auch fiir die CMC-Partikel die relativ schnelle
Interaktion derselben mit den B-Lymphozyten, da auch hier ein relativer Abfall ihres
prozentualen Anteils in der PF iiber die Zeit zu verzeichnen ist. Fiir die CMCu-Partikel
ergeben sich im Vergleich mit den anderen beiden Partikelarten wesentliche Unterschiede.
Auch in dieser Versuchsreihe bestitigt sich, dass Nanopartikel mit einer Hiille aus CMCu
kaum mit den Leukozyten interagieren. Die in der FACS-Analyse ermittelten, absoluten
Zellzahlen in der PF (s. Abb. 24) unterschreiten die zugehdrigen unter Verwendung von
CMD oder CMC als Hiillstoff erhaltenen Werte um ein bis zwei Zehnerpotenzen. Betrachtet
man die prozentualen Anteile der T- und B-Zellen in den Fraktionen, so fillt auf, dass der
prozentuale Anteil der T-Zellen an der NF mit Werten zwischen 77% und 79% im Zeitverlauf
relativ konstant bleibt und spitestens nach 8-miniitiger Inkubationszeit die Anteile fiir CMD-
und CMC-Partikel iibersteigt. Auch der Anteil der B-Zellen in der NF liegt im Vergleich zu
den anderen beiden Partikelarten mit Werten zwischen 4% und 5% hoher. In der PF zeigt sich
im Zeitverlauf kein Anstieg des Anteils der T-Lymphozyten, welcher des Weiteren unterhalb
der Werte fiir CMD- und CMC-Partikel rangiert. Lediglich der Anteil der B-Lymphozyten in
der PF nimmt von im Mittel 8% nach 4 Minuten auf 14% nach 12-miniitiger Inkubationszeit
zu, was eine kontinuierliche Aufnahme der Partikel anzeigt, deren Ausmal} jedoch deutlich
geringer ist als bei Verwendung der anderen Hiillsubstanzen. Auch in der statistischen
Auswertung bestdtigen sich die Unterschiede zwischen CMCu- und CMD- bzw. CMC-
Partikeln. So sind sowohl der Anteil der T-Zellen in der PF, als auch der Anteil der B-Zellen
in der NF bei Verwendung von CMCu als Hiillsubstanz zu jedem Zeitpunkt signifikant
verschieden (p<0,05) zu den anderen beiden Partikelarten. Fiir die T-Zellen der NF findet sich
erst nach 12 Minuten ein signifikanter Unterschied zwischen CMCu und CMC, was mit der

natiirlichen Gréfe dieser Population im Zusammenhang stehen diirfte. Fiir die B-Zellen der
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PF findet sich iiberraschender Weise auch erst nach 12 Minuten ein signifikanter Unterschied
zwischen CMCu und CMC, alle anderen statistischen Vergleiche erbrachten hier keine
Signifikanzen. Ursache dafiir konnte die relativ groe Varianz der einzelnen Messwerte bei
relativ kleinem Stichprobenumfang (n=5) sein. Die Verteilung der
Lymphozytensubpopulationen in der NF wird im Vergleich zur natiirlichen Verteilung der T-
und B-Zellen im peripheren Blut durch die Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln,
unabhéngig von der Art der Polysaccharidhiille, verdndert. Bei allen drei Arten von
Nanopartikeln sind die B-Lymphozyten in der NF zu jedem Zeitpunkt unterrepriasentiert. Der
Anteil der T-Zellen in der NF wird vor allem bei Inkubation mit CMC-Partikeln reduziert.
Schon nach 4 Minuten liegt ihr Anteil mit im Mittel 70% etwa 10% unterhalb des

Normwertes in der natiirlichen Verteilung der Lymphozytensubklassen.

4.5. Charakterisierung der Leukozytensubpopulationen nach Inkubation
der Leukozyten von Mammakarzinompatientinnen unter Herceptin-

Therapie mit CMD-umhiillten Nanopartikeln
Alle bisher beschriebenen Ergebnisse wurden unter Verwendung von Blutproben gesunder
Probanden gewonnen. Um nun die Frage zu beantworten, ob patienten- oder tumorspezifische
Besonderheiten hinsichtlich der Aufnahme der Partikel durch die Leukozyten und der
Verteilung der Leukozytensubpopulationen nach Inkubation und Separation bestehen, wurden
die unter 4.1. beschriebenen Experimente mit Leukozyten aus dem peripheren Blut von
Mammakarzinompatientinnen unter Herceptintherapie, in welchem zirkulierende Tumorzellen
nachweisbar waren, wiederholt. Analog zum Vorgehen bei der Inkubation von Leukozyten
gesunder Spender mit CMD-Partikeln wurden auch hier die weilen Zellen mittels
Erythrozytenlyse aus dem Vollblut der Tumorpatientinnen isoliert, fiir 4, 8, 12 oder 30
Minuten mit 5 pl der CMD-Nanopartikelsuspension inkubiert und mittels MACS separiert.
Danach erfolgte die Zellzihlung am Coulter® Z2, um die Anteile der Leukozyten in NF und
PF zu bestimmen und die Verlustrate zu errechnen. AnschlieBend wurde die Verteilung der

Leukozytensubpopulationen im Durchflusszytometer analysiert.

4.5.1. Fraktionen nach der MACS-Separation

Die Versuche wurden pro Inkubationszeitpunkt (4, 8, 12 und 30 Minuten) fiinffach
durchgefiihrt. Aus den Daten der einzelnen Separationen in Form von Zellzahl in NF und PF
und daraus errechneter Verlustrate wurde jeweils der Mittelwert bestimmt und die zugehorige

Standardabweichung errechnet. In Abb. 25 sind die prozentualen Anteile der urspriinglich in
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die Reaktion eingesetzten Leukozyten an NF und PF zusammen mit der separationsbedingten
Verlustrate im Zeitverlauf als Mittelwert der Ergebnisse aus den Einzelseparationen
dargestellt. Abb. 26 zeigt die Mittelwerte der absoluten Zellzahlen in NF und PF sowie der
Zahl der wihrend der Separationsprozedur verloren gegangenen Leukozyten bezogen auf die

einzelnen Inkubationszeitpunkte.
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40 | B Positivfraktion
@ Verlust
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301
20
101

4 8 12 30
Inkubationszeit in Minuten

Abb. 25: Kinetik der Partikelaufnahme durch Leukozyten von Tumorpatientinnen im
Zeitverlauf. Das Diagramm zeigt die prozentualen Leukozytenanteile in NF und PF sowie die
Verlustrate bezogen auf die Gesamtsumme der urspriinglich eingesetzten Leukozyten (= 2,5 x 10%)
im Zeitverlauf als Mittelwerte aus den Ergebnissen der einzelnen Separationen.

Auch die aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen isolierten Leukozyten zeigen im
Zeitverlauf eine kontinuierliche Aufnahme der mit CMD umbhiillten Nanopartikel. Der Anteil
der Zellen in der NF reduziert sich von im Mittel 72% nach 4 Minuten auf einen Mittelwert
von 16% nach 30-miniitiger Inkubationszeit. Parallel dazu steigt der Anteil der mit Partikeln
beladenen Leukozyten in der PF von 21% auf 47% an. Die separationsbedingte Verlustrate
zeigt im Zeitverlauf ebenfalls einen Anstieg von im Mittel 21% nach 4 Minuten auf einen
Mittelwert von 47% nach 30 Minuten. Vergleicht man nun die Ergebnisse der MACS-
Separation fiir Proben von gesunden Probanden und Tumorpatienten, so ergibt sich fiir beide
Gruppen ein dhnliches Bild. Abb. 27 zeigt den Verlauf von NF und PF (a) sowie der

Verlustrate (b) iiber die Zeit fiir gesunde Probanden und Patienten im Vergleich.
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Abb. 26: Absolute Zellzahlen in den Fraktionen nach der MACS-Separation (Ergebnisse fiir
Patientenproben). Die Diagramme zeigen die Anzahl der Leukozyten in Negativ- und
Positivfraktion zum jeweiligen Inkubationszeitpunkt. Daneben ist der Zellverlust im Vergleich zur
Anzahl der nach der Separation wiedergefundenen Zellen (als Summe aus den Zellzahlen in NF
und PF) und im Vergleich zur urspriinglich eingesetzten Anzahl an Leukozyten (= Gesamtsumme)

dargestellt.
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Abb. 27: Ergebnisse der MACS-Separation — Vergleich zwischen gesunden Probanden und
Mammakarzinompatientinnen. Die Diagramme =zeigen den Verlauf von Negativ- und
Positivfraktion (a) und damit die Kinetik der Partikelaufnahme durch die Leukozyten sowie die
Veranderung der separationsbedingten Verlustrate (b) iiber die Zeit im Vergleich zwischen
gesunden Probanden (griin) und Tumorpatienten (lila).
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Die vergleichende graphische Darstellung der Daten in Abb. 27 weist sowohl fiir den Verlauf
der Leukozytenzahlen in NF und PF als auch fiir die Hohe der Verlustraten fast
deckungsgleiche Kurven auf. Die rein zahlenméfBigen Unterschiede der Ergebnisse fiir
gesunde Probanden und Patienten sind vernachléssigbar klein und diirften im Wesentlichen
durch die interindividuell verschiedene Kinetik der Partikelaufnahme in die Leukozyten
bedingt sein. Fiir beiden Gruppen zeigt sich eine langsame und kontinuierliche Aufnahme der
CMD-umhiillten Nanopartikel durch die weilen Blutzellen sowie der damit einhergehende
Anstieg der PF. Parallel dazu nimmt die Zahl der in der NF verbleibenden Leukozyten im
Zeitverlauf ab. Ebenso nehmen die separationsbedingten Verluste in beiden Gruppen mit der
Zeit im gleichen Mafle zu. Auch die statistische Auswertung der Daten mittels Mann-
Whitney-Test findet keinerlei signifikante Unterschiede (p>0,05) zwischen gesunden
Probanden und Patienten. Bei isolierter Betrachtung der Ergebnisse der MACS-Separation
lassen sich somit also keine tumor- oder patientenspezifischen Besonderheiten hinsichtlich
der Kinetik der Nanopartikelaufnahme durch die Leukozyten im Vergleich zu gesunden

Probanden feststellen.

4.5.2. Ergebnisse der FACS-Analyse — Darstellung der Leukozytensubpopulationen

Auch bei Analyse der Patientenproben wurde die Verteilung der Leukozytensubpopulationen
in den nach der magnetischen Zellseparation erhaltenen NF und PF im Durchflusszytometer
untersucht, um so den FEinfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln auf die
jeweilige Leukozytensubpopulation ndher zu charakterisieren. Pro FACS-Analyse wurden
auch hier 10.000 Zellen der jeweiligen Probe ausgezéhlt. Die prozentualen Angaben beziehen
sich im Folgenden auf diesen Wert. Die Experimente wurden fiir jeden Inkubationszeitpunkt
jeweils fiinfmal durchgefiihrt und aus den Ergebnissen der einzelnen Separationen
Mittelwerte und Standardabweichung errechnet. Abb. 28 zeigt die Mittelwerte der absoluten
Zellzahlen fiir Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelldebris in den Fraktionen
aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten. In Abb. 29 sind die prozentualen Anteile der
Leukozytensubpopulationen und des Zelldebris in der NF und PF zum jeweiligen
Inkubationszeitpunkt bezogen auf eine Gesamtzahl von 10.000 (= 100%) im
Durchflusszytometer analysierten Events als Mittelwerte der einzelnen Separationen

dargestellt.
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Abb. 28: Darstellung der Leukozytensubpopulationen in Negativ- und Positivfraktion
aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten (Patientenproben). Die Diagramme zeigen die
Mittelwerte der absoluten Zellzahlen fiir Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und Zelldebris (=
tote Zellen) in den einzelnen Fraktionen aufgeschliisselt nach Inkubationszeitpunkten.
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Abb. 29: Kinetik der Partikelaufnahme aufgeschliisselt nach Leukozytensubpopulationen im
Zeitverlauf (Patientenproben). Die Diagramme zeigen die prozentualen Anteile der
Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten und des Zelldebris in NF (a) und PF (b) bezogen auf
10.000 Events in der FACS-Analyse im Zeitverlauf als Mittelwerte aus den Ergebnissen der
einzelnen Separationen.

Die durchflusszytometrische Analyse der NF und PF zeigt auch bei Verwendung der von
Tumorpatienten stammenden Leukozyten eine Aufnahme der CMD-umhiillten magnetischen
Nanopartikel durch alle drei Subpopulationen. Die Granulozyten als die grofte der
Leukozytensubklassen stellen, mit Ausnahme der NF nach 30-miniitiger Inkubation, zu jedem
Zeitpunkt den Hauptanteil der Zellen in beiden Fraktionen. Sie nehmen die Nanopartikel im
Zeitverlauf langsam und kontinuierlich auf. Ihr Anteil in der PF steigt von im Mittel 63%
nach 4 Minuten auf einen Mittelwert von 76% nach 12-miniitiger Inkubationszeit an. Nach
30-mintitiger Inkubation betrdgt der Anteil der Granulozyten in der PF nur noch rund 71%
und liegt damit unter dem 12-Minuten-Wert, was ein Hinweis auf ein Stagnieren der
Partikelaufnahme und das Erreichen eines diesbeziiglichen Plateauzustandes sein konnte. In
der NF nimmt der Anteil der Granulozyten von im Mittel 69% nach 4 Minuten auf einen
Mittelwert von 40% nach 30 Minuten ab. Die Monozyten nehmen die Partikel, geméal} ihrer
Funktion als professionelle Phagozyten, am schnellsten auf. Ihr Anteil in der PF liegt iber den
gesamten Zeitverlauf zwischen 6% und 7%. Auch bei Verwendung der Leukozyten aus dem
Blut von Tumorpatienten ergibt sich das geringste Interaktionspotential fiir die Lymphozyten.
Sie nehmen die Partikel im Vergleich zu den anderen beiden Leukozytensubpopulationen
langsamer und in geringerem Ausmall auf. In der PF zeigt sich fiir die Lymphozyten kein
kontinuierlicher Anstieg. Die Mittelwerte schwanken im Zeitverlauf zwischen 8% und 14%.
Ihr Anteil in der NF nimmt von im Mittel 22% nach 4-miniitiger Inkubationszeit auf einen
Mittelwert von 51% nach 30 Minuten zu. Somit bilden die Lymphozyten nach 30 Minuten
den Hauptanteil der in der NF verbleibenden Zellpopulation. Die langsame und im Ausmal

geringe Aufnahme der magnetischen Partikel durch die Lymphozyten ist im Hinblick auf die
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Abtrennung von zirkulierenden Tumorzellen aus dem peripheren Blut als sehr positiv zu
werten, da die in hohem Mafle in der NF verbleibenden Lymphozyten dem Patienten als
wichtige Zellen der Tumor- und Infektabwehr erhalten bleiben wiirden. Der Hauptteil der
geschidigten oder toten Zellen (= Zelldebris) befindet sich methodenbedingt (s. 4.1.2.) zu
jedem Zeitpunkt in der PF. Der Anteil des Zelldebris in der NF ist mit Werten zwischen 1%
und 3% vernachldssigbar klein. In der PF verringert sich sein Anteil von im Mittel 19% nach
4 Minuten auf 7% nach 30-miniitiger Inkubation. Erklarbar ist dies durch die Zunahme der
drei Leukozytensubklassen in der PF iiber die Zeit. Insgesamt ist davon auszugehen, dass die
absolute Zahl der durch die Separationsprozedur geschiddigten oder toten Zellen im
Zeitverlauf relativ konstant bleibt. Der Vergleich der prozentualen Anteile der Leukozyten-
subpopulationen in der NF mit der natiirlichen Verteilung der Leukozytensubklassen im
peripheren Blut zeigt, dass bis zu einer Inkubationszeit von 12 Minuten keine durch
Inkubation oder Separation bedingten Verdnderungen diesbeziiglich auftreten. Nach 30
Minuten sind die Lymphozyten in der NF mit einem Anteil von 51% im Vergleich zu den

Granulozyten mit einem Anteil von nur noch 40% tiberreprésentiert.

4.5.3. Vergleich der FACS-Ergebnisse von gesunden Probanden mit den Patientendaten

In Abb. 30 sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile fiir Lymphozyten (a), Monozyten
(b) und Granulozyten (c) sowie des Zelldebris (d) aufgeschliisselt nach Fraktionen im
Vergleich zwischen gesunden Probanden und Patienten dargestellt.

Auch die vergleichende graphische Darstellung der Daten der FACS-Analyse zeigt grofle
Ahnlichkeiten hinsichtlich des Verhaltens der Leukozytensubpopulationen von gesunden
Spendern und Tumorpatienten bei Inkubation mit magnetischen CMD-umhiillten
Nanopartikeln. Allerdings lassen sich hier, im Gegensatz zu den unter 4.5.1. beschriebenen
Ergebnissen, auch einige Unterschiede zwischen den beiden Versuchsgruppen erkennen. Die
Subpopulation der Granulozyten nimmt die Nanopartikel in beiden Gruppen kontinuierlich
iiber die Zeit auf, jedoch ist die Interaktionsgeschwindigkeit bei den aus dem Blut von
Mammakarzinompatientinnen isolierten Leukozyten deutlich groBer. Hier betridgt der Anteil
der Granulozyten in der PF bereits nach 4 Minuten 63%, wihrend dieser bei Verwendung der
Leukozyten von gesunden Probanden zum gleichen Zeitpunkt erst einen Wert von im Mittel
31% erreicht. Auch nach 8- und 12-miniitiger Inkubation der Zellen mit CMD-umhiillten
Nanopartikeln ist diese Differenz noch deutlich ausgeprégt (s. Abb. 30). In der statistischen
Auswertung mittels Mann-Whitney-Test ergibt sich fiir die gefundenen Unterschiede eine

deutliche Signifikanz (p<0,01). Nach 30 Minuten stellen die Granulozyten bei gesunden
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Abb. 30: Ergebnisse der FACS-Analyse — Vergleich zwischen gesunden Probanden und
Mammakarzinompatientinnen. Die Diagramme zeigen die prozentualen Anteile der Lymphozyten (a),
Monozyten (b), Granulozyten (c) und des Zelldebris (d) in Negativ- und Positivfraktion im Zeitverlauf im
Vergleich zwischen gesunden Probanden und Tumorpatienten.
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Probanden einen Anteil von 67% in der PF, wihrend ihr Anteil bei den Patienten im Mittel
71% betrédgt. Dieser Unterschied erweist sich nicht mehr als statistisch signifikant (p>0,05). In
der NF liegt der prozentuale Anteil der Granulozyten im Zeitraum zwischen 4 und 12
Minuten bei Verwendung der Leukozyten von gesunden Spendern um 8-23% {iber den fiir
Leukozyten aus dem Blut von Tumorpatienten gefundenen Werten, was die schnellere
Interaktion letzterer mit den Nanopartikeln bestdtigt. Auch diese Unterschiede erweisen sich
in der statistischen Auswertung als signifikant (p<0,05). Die Monozyten sind in beiden
Gruppen die Leukozytensubpopulation, welche am schnellsten mit den magnetischen
Nanopartikeln interagiert. Die rasche Aufnahme der Partikel durch die monozytiaren Zellen zu
Anfang der Inkubation und der methodenbedingt damit verbundene Abfall ihres Anteils an
der PF im Zeitverlauf tritt bei den gesunden Probanden deutlicher hervor als bei den
Patientenproben, wobei sich die zahlenméBigen Unterschiede in der statistischen Auswertung
jedoch nicht als signifikant erweisen (p>0,05). In der Gruppe der gesunden Spender sind die
Monozyten in der NF deshalb nach 4-, 8- und 12-miniitiger Inkubation mit einem Anteil von
im Mittel 2% im Vergleich zur natilirlichen Verteilung der Leukozytensubpopulationen
unterreprasentiert, wéhrend ihr Anteil bei den Patientenproben mit 7-9% noch im
Normbereich fiir die natiirliche Verteilung liegt. Auch in der statistischen Auswertung
ergeben sich bei Vergleich des prozentualen Anteils der Monozyten in der NF signifikante
Unterschiede (p<0,05) zwischen gesunden Probanden und Tumorpatienten. Das Ausmal} und
die Geschwindigkeit der Partikelaufnahme sind in beiden Gruppen fiir die Subpopulation der
Lymphozyten am geringsten. Der Anteil der Lymphozyten in der NF steigt im Zeitverlauf
sowohl bei Verwendung der Leukozyten aus dem Blut gesunder Probanden als auch bei
Verwendung der Leukozyten von Tumorpatienten an. In der PF stellen die Lymphozyten bei
gesunden Probanden nach 4-miniitiger Inkubationszeit einen Anteil von 5%, wiahrend ihr
Anteil bei Patientenproben zum selben Zeitpunkt schon 11% betrdgt, was auf eine hohere
Interaktionsgeschwindigkeit der Zellen mit den Nanopartikeln schlieBen ldsst. Dieser
Unterschied erweist sich auch in der statistischen Auswertung als signifikant (p<0,05). Im
weiteren Verlauf der Inkubation zeigt sich fiir die Lymphozyten der gesunden Probanden ein
Anstieg ihres Anteils in der PF. Bei den Patientenproben scheint die Aufnahme der Partikel
durch die Lymphozyten eher zu stagnieren, da deren prozentualer Anteil nach 8 und 12
Minuten nur noch 8-9% betrdgt, was auf das Erreichen eines Plateauzustandes hindeutet. Der
Anteil des Zelldebris in der NF ist mit Werten zwischen 1% und 3% in beiden Gruppen zu
jedem Zeitpunkt vernachlédssigbar klein. Der Hauptteil der toten oder geschidigten Zellen

findet sich sowohl bei den gesunden Probanden als auch bei den Patientenproben in der PF.
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Allerdings fallen die gefundenen Werte fiir die gesunden Probanden deutlich hoher aus.
Dieser Unterschied zwischen den Gruppen erweist sich auch in der statistischen Auswertung
mittels Mann-Whitney-Test als signifikant (p<0,05). Insgesamt zeigen sich somit beim
Vergleich der Ergebnisse von gesunden Probanden und Tumorpatienten groBe Ahnlichkeiten,
das Interaktionspotential der Leukozytensubpopulationen mit den CMD-umbhiillten
Nanopartikeln betreffend. Jedoch scheinen sowohl die Granulozyten als auch die
Lymphozyten aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen die Partikel schneller
aufzunehmen, als die komplementdren Zellen aus dem Blut gesunder Probanden. Ursachen
dafiir konnten in einem krankheits- oder therapiebedingt verdnderten Aktivititszustand des
Immunsystems zu suchen sein. Die Verteilung der Leukozytensubpopulationen in der NF
bleibt bis zu einer Inkubationszeit von 12 Minuten im Vergleich zu den Normwerten der
natiirlichen Verteilung der Leukozyten im peripheren Blut sowohl bei gesunden Probanden
als auch bei den Tumorpatienten durch Inkubation und Separation im Wesentlichen

unbeeinflusst.

4.6. Charakterisierung der Lymphozytensubpopulationen nach Inkubation
der Leukozyten von Mammakarzinompatientinnen unter Herceptin-

Therapie mit CMD-umhiillten Nanopartikeln
Auch bei den Experimenten mit Leukozyten aus dem Blut von Mammakarzinompatientinnen
wurden die Lymphozyten aufgrund ihrer herausragenden Bedeutung fiir das menschliche
Immunsystem noch einmal gesondert hinsichtlich des Einflusses von Inkubation und
Zellseparation auf die T- und B-Zellen untersucht. Dazu wurden die Leukozyten aus dem
Vollblut der Patienten mittels Erythrozytenlyse isoliert, anschlieBend fiir 4, 8, 12 oder 30
Minuten mit 5 pl der CMD-Partikelsuspension inkubiert und nach Ablauf der Inkubationszeit
mittels MACS separiert. Danach wurde jeweils ein Aliquot von 100 pl aus den Fraktionen
entnommen und mit gegen Oberflichenmolekiile der T- (CD3) und B-Zellen (CD19)
gerichteten Antikorpern inkubiert. AnschlieBend erfolgte die durchflusszytometrische
Analyse der Proben. Alle Experimente wurden flinffach wiederholt und anschlielend aus den
Ergebnissen der jeweiligen FEinzelmessungen die Mittelwerte und die zugehdrigen
Standardabweichungen errechnet. Die Darstellung der Ergebnisse dieser Versuchsreihe
erfolgt wiederum ausschlieflich in Form von Prozentangaben, da die absoluten in der FACS-
Analyse ermittelten Zellzahlen durch Grenzen in der Methodik verfdlscht wurden. Ziel war
es, mit der Durchflusszytometrie aus jeder Probe 10.000 lymphozytire Events zu erfassen und

auszuwerten. Aufgrund der geringen Gréfe der Lymphozytenpopulation in einigen
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Fraktionen war dies jedoch nicht méglich und die Messungen mussten nach Aufbrauchen der
Probe abgebrochen werden. Abb. 31 zeigt die Lymphozytensubpopulationen nach der

magnetischen Zellseparation im Zeitverlauf aufgeschliisselt in NF (a) und PF (b).
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Abb. 31: Kinetik der Lymphozytensubpopulationen im Zeitverlauf aufgeschliisselt nach
Fraktionen (Patientenproben). Das Diagramm zeigt die prozentualen Anteile der T- und B-
Lymphozyten in Negativ- (a) und Positivfraktion (b) im Zeitverlauf bezogen auf die Gesamtzahl der im
FACS analysierten Events als Mittelwerte der einzelnen Separationen.

Auch hier zeigt die durchflusszytometrische Analyse der Proben, dass die Nanopartikel
sowohl von den T-, als auch von den B-Zellen aufgenommen werden. Zwischen den beiden
Lymphozytensubklassen bestehen jedoch wesentliche Unterschiede hinsichtlich der
Aufnahmekinetik. Die T-Zellen zeigen im Zeitverlauf eine langsame und kontinuierliche
Aufnahme der magnetischen CMD-umbhiillten Nanoteilchen. Thr Anteil in der PF steigt von im
Mittel 21% nach 4-miniitiger Inkubation auf einen Mittelwert von 71% nach 30 Minuten (s.
Abb. 31). Parallel dazu zeigt sich ein Abfall des Anteils der T-Lymphozyten in der NF von
73% nach 4 Minuten auf 57% nach 30-miniitiger Inkubation. Dieser tritt jedoch erst verzogert
beim Vergleich der Inkubationszeitpunkte 12 und 30 Minuten hervor, was mit der Grof3e der
T-Zell-Population (80% der Lymphozyten im peripheren Blut) im Vergleich zur Population
der B-Lymphozyten (15-20% der Lymphozyten im peripheren Blut) in Zusammenhang stehen
diirfte. Da in der FACS-Analyse jeweils nur 10.000 lymphozytire Events aus einer Probe
analysiert wurden, befanden sich trotz kontinuierlicher Aufnahme von Nanopartikeln und dem
damit verbundenen Ubergang der Zellen in die PF noch geniigend T-Lymphozyten in der NF,
um die entstandene Liicke aufzufiillen. Die B-Zellen scheinen wesentlich schneller und in
hoherem Ausmall mit den Nanopartikeln zu interagieren als die T-Lymphozyten. Thr Anteil in
der PF betrégt bereits nach 4 Minuten 65% und {ibersteigt damit deutlich den Anteil der T-

Zellen zum selben Zeitpunkt. Im weiteren Verlauf der Inkubation reduziert sich der
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prozentuale Anteil der B-Lymphozyten in der PF kontinuierlich bis auf einen mittleren Wert
von 10% nach 30 Minuten. Es diirfte sich hier um eine relative Abnahme ihres Anteil
handeln, da die T-Zellen im Zeitverlauf vermehrt Partikel aufnehmen und somit in die PF
iibertreten, wiahrend die Zahl der markierten B-Zellen nicht mehr wesentlich zunimmt. Der
Anteil der B-Zellen in der NF betrdgt schon nach 4 Minuten nur noch etwa 1%, was die
rasche Partikelaufnahme durch diese Zellpopulation untermauert. Damit sind die B-Zellen in
der NF iiber den gesamten Zeitverlauf im Vergleich zur natiirlichen Verteilung der
Lymphozytensubpopulationen im peripheren Blut deutlich unterrepréasentiert. Der Anteil der
T-Zellen in der NF liegt bis zum Inkubationszeitpunkt 12 Minuten mit Werten um 70% nur

geringfiigig unterhalb des Normbereiches.

4.6.1. Vergleich der Ergebnisse von gesunden Probanden mit den Patientendaten
Abb. 32 zeigt die Mittelwerte der prozentualen Anteile der T- (a) und B-Zellen (b)
aufgeschliisselt in NF und PF im Vergleich zwischen gesunden Probanden und

Mammakarzinompatientinnen.
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Abb. 32: Kinetik der Nanopartikelaufnahme durch die Lymphozytensubpopulationen -
Vergleich der Ergebnisse von gesunden Spendern und Tumorpatienten. Die Diagramme zeigen
die prozentualen Anteile der T- (a) und B-Zellen (b) in Negativ- und Positivfraktion jeweils im
direkten Vergleich zwischen gesunden Probanden (helle Séulen) und Patienten (dunkle Séulen).
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Auch beim Vergleich der Daten dieser Versuchsreihe ergeben sich groBe Ahnlichkeiten
zwischen gesunden Probanden und Tumorpatienten. Hinsichtlich des Musters der
Partikelaufnahme durch die Lymphozytensubklassen finden sich keine Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Die T-Zellen zeigen eine langsame und kontinuierliche Aufnahme der
Nanoteilchen, wihrend die B-Zellen im Vergleich dazu sehr rasch mit den Partikeln
interagieren. Bei Betrachtung der in der FACS-Analyse ermittelten absoluten Zellzahlen
(nicht graphisch dargestellt) fillt jedoch auf, dass in beiden Fraktionen die Werte fiir die
Patientenproben deutlich unterhalb derer fiir die gesunden Probanden liegen. Das ldsst darauf
schlieen, dass insgesamt weniger Lymphozyten im peripheren Blut der Tumorpatienten
vorhanden waren oder dass diese durch Inkubation und Separation stirker beeintréchtigt
wurden, als dies bei den Lymphozyten aus dem Blut gesunder Probanden der Fall war. Auch
die prozentualen Anteile der T- und B-Zellen weisen vorrangig in der PF groBere
Unterschiede zwischen gesunden Probanden und Patienten auf. Der Anteil der T-Zellen in der
PF liegt fiir die gesunden Probanden zu jedem Zeitpunkt der Inkubation etwa 20-40% iiber
den Werten flir die Mammakarzinompatientinnen. Dieser Unterschied erweist sich auch in der
statistischen =~ Auswertung mittels Mann-Whitney-Test als  signifikant  (p<0,05).
Uberraschender Weise zeigt sich bei den B-Zellen ein umgekehrtes Bild. Hier ist der Anteil in
der PF bei den Patienten wesentlich hoher im Vergleich zu den Werten bei gesunden
Probanden. Auch dieser Unterschied ist statistisch signifikant (p<0,05). Die zahlenméBigen

Unterschiede der jeweiligen Anteile in der NF sind im Vergleich dazu eher klein.

4.7. Kultivierung der Lymphozyten der Negativfraktion nach Inkubation

mit CMD-umbhiillten Nanopartikeln und magnetischer Zellseparation
Die Entwicklung eines dialyseartigen Verfahrens zur Depletion zirkulierender Tumorzellen
aus dem peripheren Blut krebskranker Patienten und damit die Verringerung des Risikos der
Ausbildung von Fernmetastasen ist das angestrebte Fernziel, zu dessen Erreichen auch alle im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen beitragen sollen. Dabei ist
es nicht nur bedeutsam, dass mdglichst viele epitheliale Zellen malignen Ursprungs in der PF
erscheinen, wihrend ein moglichst groBer Anteil der Leukozyten unmarkiert in der NF
zuriickgehalten wird. Wichtig ist vor allem auch, dass die zellulire Integritit und die
biologische Aktivitdt der in der NF verbleibenden Leukozyten durch die Inkubation der
Zellen mit den magnetischen Nanopartikeln und der sich anschlieBenden Separation mittels
MACS unbeeinflusst bleiben, da diese Zellpopulation theoretisch nach erfolgter

Tumorzelldepletion an den Patienten zuriickgefiihrt werden wiirde. Die Zellen der NF sollten
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also nach der Behandlung moglichst vital und voll funktionstiichtig sein. Um zu kléren,
inwieweit dies der Fall ist, sollte im Rahmen dieser Dissertation erstmals versucht werden, die
Leukozyten der NF nach der Separationsprozedur weiterzukultivieren und ein praktikables
Verfahren dafiir zu etablieren. Da eine gleichzeitige Kultivierung aller Leukozyten-
subpopulationen experimentell nur schwer zu realisieren ist, wurden hier exemplarisch die T-
Lymphozyten als einer der wichtigsten Bestandteile des menschlichen Immunsystems
ausgewihlt und mittels des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders kultiviert. Dazu
wurden, nach Inkubation der Leukozyten aus dem Vollblut gesunder Spender mit
magnetischen CMD-umbhiillten Nanopartikeln fiir 8 Minuten und der sich anschlieenden
Zellseparation, die CD4-positiven T-Lymphozyten mittels der CD4 MultiSort MicroBeads
nach dem unter 3.4.2. beschriebenen Verfahren aus der NF isoliert. Diese wurden
anschlieend, nach Zentrifugation zur Entfernung des PE-Puffers, in einer Konzentration von
1 x 10° T-Zellen'ml Medium (RPMI 1640 plus 10% FCS und 100 U/ml Penicillin-
Streptomycin) in 12-Well-Platten ausgesit, mit den Dynabeads® im Verhiltnis von 3 Beads
pro T-Zelle versetzt und im Inkubator bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit bebrtitet.
Am zweiten Tag erfolgte die Zugabe des Wachstumsfaktors IL2 (siehe 3.6.). Im Verlauf
wurde die Lymphozytenkultur im Abstand von etwa 48 h im Mikroskop beurteilt, deren
Wachstumsverhalten und Morphologie fotografisch dokumentiert und bei Bedarf zwischen
Tag 4 und 6 gesplittet. Des Weiteren erfolgte die Uberpriifung der Zellvitalitit bei Ansetzen
der Kultur und im Verlauf mittels eines durchflusszytometrischen Apoptosetests. Da eine
Weiterkultivierung von leukozytéren Zellen aus der NF hier erstmalig versucht wurde, musste
zunichst ein daflir geeignetes Verfahren gefunden und nach mehrmaligem Fehlschlagen der
Anwendung weiter modifiziert und angepasst werden. Nachdem dies gelungen war, wurden
zwel Kulturen, hier mit Kultur A und Kultur B bezeichnet, mit Leukozyten aus dem Vollblut
zweier gesunder Spender unter annéhrend gleichen Bedingungen fiir 10 bzw. 13 Tage analog
dem unter 3.6. beschriebenen Vorgehen gefiihrt, deren Ergebnisse im Folgenden dargestellt
sind. Die Tabellen Tab. 7 und Tab. 8 zeigen die mittels Zihlung am Coulter” Z2 ermittelten
Zellzahlen in der Lymphozytenkultur zu verschiedenen Zeitpunkten sowie deren prozentuale
Zu- oder Abnahme im Vergleich zur vorangehenden Zahlung. In Abb. 33 sind die Resultate
der an Tag 0 bei Ansetzen der Kultur, an Tag 4 (Kultur B) bzw. Tag 6 (Kultur A) und an Tag
9 durchgefiihrten Apoptosetests dargestellt. Die Diagramme zeigen die prozentualen Anteile
der apoptotischen (a), der nekrotischen (b) und der lebenden Zellen (c) bezogen auf 10.000 im
FACS analysierte Events im Vergleich zwischen Kultur A (orange) und Kultur B (griin).
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Tab. 7 Kultur A: Zellzahl im Zeitverlauf

Zellzahl

Zunahme [%]

Abnahme [%]

Bemerkungen

Tag 0 | 2896000

Tag 6 | 3296000

14%

Splitten auf 500000 Zellen pro Well

Tag9 | 529600

6%

Tab. 8 Kultur B: Zellzahl im Zeitverlauf

Zellzahl

Zunahme [%]

Abnahme [%]

Bemerkungen

Tag 0 | 2847000

Tag 6 | 2664000

6% | Splitten auf 500000 Zellen pro Well

Tag9 | 516800

3%
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Abb. 33: Lymphozytenkultur - Ergebnisse der durchflusszytometrischen Apoptosetests. Die
Diagramme zeigen die prozentualen Anteile an apoptotischen (a), nekrotischen (b) und lebenden
Zellen (c) bezogen auf 10.000 im FACS analysierte Events im Zeitverlauf fir Kultivierung A
(orange) und B (griin) im Vergleich.

Die Abbildungen Abb. 34 (Kultur A) und Abb. 35 (Kultur B) zeigen die mikroskopischen

Bilder (10x10- bzw. 40x10-fache VergroBerung) der Lymphozytenkulturen im Zeitverlauf.

Die Lymphozyten stellen sich hier in Form rundlicher Zellen und die Beads als im Vergleich

dazu kleinere dunkel gefarbte Partikel von ebenfalls runder Form dar. Man erkennt

Konglomerate aus Zellhaufen und den Dynabeads® als Orte der Lymphozytenaktivierung und

—vermehrung.
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Tag 6

Tag 6 } Tag 9

Abb. 34: Lymphozytenkultivierung (Kultur A) — Fotografische Verlaufsdokumentation. Die
Abbildungen zeigen die mikroskopischen Bilder (10x10- bzw. 40x10-fache VergréBerung) der
unter Einsatz des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders kultivierten T-Lymphozyten im
Zeitverlauf. Man erkennt die Lymphozyten als rundliche zellulire Elemente und die Beads in
Form der kleineren dunkel gefarbten Partikel.
Beim Ansetzen der Kulturen am Tag 0 zeigt sich im durchflusszytometrischen Vitalititstest
der grofite Anteil der lymphozytdren Zellen sowohl in Kultur A mit 86% als auch in Kultur B
mit 56% als, zumindest beginnend, apoptotisch. Weiterhin sind 10% bzw. 13% der
Lymphozyten zu diesem Zeitpunkt nekrotisch. In Kultur A finden sich lebende Zellen nur zu
3%, wihrend bei Kultur B noch etwa ein Drittel (30%) der eingesetzten Lymphozyten vital
sind (s. Abb. 33). Am Tag 1 und 2 finden sich in Kultur B viele rundliche lymphozytire
Zellen von homogener Grofe in hoher Dichte. Darin eingestreut sicht man die typischen
Konglomerate aus T-Zellen und Beads als Orte der Zellaktivierung und —vermehrung (s. Abb.
35). In Kultur A findet sich am Tag 2 eine méBige Zelldichte mit vielen Konglomeraten aus
Lymphozyten und Beads (s. Abb. 34). Fiir beide Kulturansitze erfolgte am Tag 2
protokollgeméal} die Zugabe des Wachstumsfaktors Interleukin 2. Am Tag 3 stellt sich Kultur
A dann auch schon mit einer hoheren Dichte an morphologisch homogenen lymphozytiren
Zellen dar. Auch die typischen Konglomerate sind weiterhin sichtbar. In Kultur B findet sich
am Tag 4 eine sehr hohe Dichte der Kulturzellen. Im Bild mit 40x10-facher VergroBBerung
zeigen sich erste Inhomogenitéten hinsichtlich der Zellgro3e und —morphologie als Hinweis

auf die Existenz von geschidigten Zellen und Zelltriimmern neben intakten T-Zellen.
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Tag 7 Tag 9 Tag9

Abb. 35: Lymphozytenkultivierung (Kultur B) — Fotografische Verlaufsdokumentation. Die
Abbildungen zeigen die mikroskopischen Bilder (10x10- bzw. 40x10-fache VergréBerung) der
unter Einsatz des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders kultivierten T-Lymphozyten im
Zeitverlauf. Man erkennt die Lymphozyten als rundliche zellulire Elemente und die Beads in
Form der kleineren dunkel geférbten Partikel.
Nach Ermittlung der Zellzahl ergibt sich eine Abnahme derselben um 6% im Vergleich zum
Ausgangswert. Da jedoch ein hoher Anteil der eingesetzten Lymphozyten bereits am Tag 0,
bedingt durch die Aufarbeitung und die Separationsprozedur, nekrotisch oder apoptotisch
war, ist dennoch von einer Vermehrung der vitalen T-Zellen auszugehen. Aufgrund der hohen
Zelldichte wurde Kultur B bereits am Tag 4 nach erneuter Durchfiihrung eines Apoptosetests
gesplittet. Zu diesem Zeitpunkt stellen sich 50% der Kulturzellen als apoptotisch und 42% als
nekrotisch dar. Lediglich 8% der Lymphozyten sind demnach noch vital. In der FACS-
Analyse fillt des Weiteren auf, dass die Lymphozytenpopulation durch eine breitere Streuung

im DotPlot nicht mehr so klar abgrenzbar ist, wie noch am Tag 0. Fiir Kultur A wurde der

zeitlich vergleichbare Test erst am 6. Kulturtag durchgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt zeigt sich
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die Zelldichte hier im Vergleich zum Tag 3 zwar leicht riickldufig, der groBte Teil der
Lymphozyten weist jedoch die fiir sie typische runde Morphologie mit homogener
GroBenverteilung auf. Daneben finden sich die Konglomerate aus Zellen und Beads und
vereinzelt auch entrundete geschédigte T-Zellen und Zelltriimmer im mikroskopischen Bild
(s. Abb. 34). Bei Ermittlung der Zellzahl ergibt sich ein Anstieg derselben um 14% im
Vergleich zum Tag 0. In der FACS-Analyse stellen sich 26% der Kulturzellen als apoptotisch,
52% als nekrotisch und 21% als lebende Zellen dar. Auch hier zeigt sich die breitere Streuung
der Lymphozytenpopulation. Am Tag 6 wurde nun auch Kultur A gesplittet. Drei Tage nach
Durchfiihrung des letzten Vitalitétstests zeigt sich in der lichtmikroskopischen Beurteilung fiir
Kultur B ein Zellrasen méBiger Dichte mit verstirkt inhomogener GroBenverteilung und
Morphologie der T-Zellen als Hinweis auf eine Zunahme des Anteils an geschadigten Zellen
und Zelltrimmern (s. Abb. 35). Am Tag 9 finden sich in Kultur A ebenfalls vermehrt
entrundete lymphozytire Zellen und Zelltrimmer mit inhomogener GroBenverteilung.
Auffillig ist die im Vergleich dazu relativ intakte Morphologie der sich in den Konglomeraten
aus Beads und Lymphozyten befindlichen T-Zellen. Die Zellzahlung zeigt einen Anstieg der
Zellzahl um etwa 6% im Vergleich zur Anzahl der beim Splitten der Kultur ausgesiten
Lymphozyten. Der Apoptosetest am 9. Kulturtag ergibt erneut eine schlechtere
Abgrenzbarkeit der Lymphozytenpopulation im DotPlot, bedingt durch deren breitere
Streuung. Jeweils knapp 47% der Lymphozyten sind jetzt apoptotisch oder nekrotisch. Nur
7% der Kulturzellen sind noch vital. Fiir Kultur B zeigt sich am Tag 9 ein analoges Bild in der
Lichtmikroskopie mit Anstieg des Anteils an entrundeten Zellen und Zelltrimmern neben der
relativ intakten Morphologie der Lymphozyten innerhalb der Konglomerate. Die Zellzahlung
ergibt einen Anstieg der Zellzahl um 3% im Vergleich zu Tag 4. 66% der Lymphozyten in
Kultur B sind zu diesem Zeitpunkt apoptotisch, 9% nekrotisch. Lebende Zellen finden sich
noch zu etwa 25%. Bei Fortfilhrung der Lymphozytenkulturen bis zum Tag 13 (Kultur A)
bzw. Tag 10 (Kultur B) zeigen sich im lichtmikroskopischen Bild zunehmend rasch eine
Abnahme der Zelldichte und ein Anstieg des Anteils an entrundeten Zellen und Zelltriimmern.
Des Weiteren stellen sich die Beads vermehrt als freie nicht mehr an Zellen gebundene
Partikel dar. Vereinzelt finden sich jedoch auch zu diesem Zeitpunkt noch die typischen
Konglomerate aus T-Zellen und Beads als Orte der T-Zellstimulation und —vermehrung.
Zusammenfassend lédsst sich festhalten, dass es moglich war, die nach der Inkubation mit
magnetischen Nanopartikeln und der Zellseparation mittels MACS aus der NF isolierten T-
Lymphozyten mit Hilfe des Dynabeads®™ CD3/CD28 T Cell Expanders iiber einen Zeitraum

von circa 10 Tagen in Kultur zu halten. Der jeweils relativ hohe Anteil apoptotischer und
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nekrotischer Lymphozyten in der FACS-Analyse wird unter Beriicksichtigung verschiedener
Faktoren leicht erklarlich: Die Aufarbeitung der Zellen und die Separationsprozedur bedeuten
erheblichen Stress fiir die empfindliche Population der Leukozyten, sodass sehr viele Zellen
wihrend dieses Prozesses angegriffen oder geschddigt werden. Eventuell ist ein Teil dieser
Zellen unter Kulturbedingungen in der Lage, sich zu erholen. Der Grofteil diirfte jedoch dem
Zelltod via Apoptose oder Nekrose anheimfallen. Des Weiteren besteht die T-Zell-Population
aus verschiedenen Subklassen, deren physiologische Lebenszeiten sich teilweise deutlich
voneinander unterscheiden. Deshalb kann man davon ausgehen, dass sich ein Teil der Zellen
zum Entnahmezeitpunkt bereits am Ende seiner natiirlichen Lebensdauer befindet und somit
in der Kultur untergeht. Der noch verbleibende Anteil an lebenden T-Lymphozyten diirfte
sich iiber die Zeit unter den gegebenen Kulturbedingungen vermehrt haben, da am Tag 9
sowohl im lichtmikroskopischen Bild als auch in der FACS-Analyse noch zwischen 7% und
25% der untersuchten Lymphozyten vital waren. Beim Vergleich der Ergebnisse aus Kultur A
und Kultur B zeigen sich zum Teil deutliche Unterschiede, die Anteile der apoptotischen,
nekrotischen und lebenden Zellen in der FACS-Analyse betreffend (s. Abb. 33), deren

Ursachen zu diskutieren sein werden.

5. Diskussion

Der grofBite Teil der an einem Malignom erkrankten Patienten verstirbt nicht am Priméirtumor,
sondern an dessen Tochtergeschwiilsten (Gupta und Massagué 2006, Fidler et al. 2007). Die
im peripheren Blut zirkulierenden disseminierten Tumorzellen stehen im Verdacht, eine der
Hauptursachen fiir die Ausbildung dieser Metastasen zu sein (Vlems et al. 2003, Gupta und
Massagué 2006). Ausgehend von der Primisse, dass eine Reduktion der Tumorzelllast im
peripheren Blut mit einer Abnahme des Metastasenrisikos verbunden ist (Diel et al. 1996,
Braun und Pantel 2000, Cristofanilli et al. 2004), erscheint es erstrebenswert, Verfahren zur
Detektion und Depletion von zirkulierenden Tumorzellen zu entwickeln. Die magnetbasierte
Zellseparation stellt eine vielversprechende Methode fiir dieses Vorhaben dar (Wong et al.
1995, Martin et al. 1998). In unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass
magnetische Nanopartikel mit einer Hiille aus CMD dazu geeignet sind, die malignen Zellen
aus einem Tumorzell-Leukozyten-Gemisch zu entfernen (Schwalbe et al. 2005, Clement et al.
2006). Nach Inkubation mit den Nanoteilchen werden die Zellen dazu mittels MACS
separiert. Ziel ist es dabei, einen moglichst groBen Anteil der Tumorzellen in der PF
anzureichern und gleichzeitig mdglichst viele Leukozyten in der NF zuriickzuhalten. Da aber

bekannt ist, dass die weilen Blutzellen ebenfalls mit den CMD-umbhiillten Nanopartikeln
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interagieren und somit immer ein Teil dieser Zellen in die PF iibergeht, war es Gegenstand
der vorliegenden Arbeit, die von Tumorzellen ,gereinigten Leukozyten der NF, die
abgereicherten Leukozyten der PF und den Einfluss der Inkubation mit magnetischen
Nanopartikeln sowie der anschlieBenden Separationsprozedur auf die weillen Blutzellen und
ihre Verteilung nédher zu charakterisieren.

Das Magnetic Activated Cell Sorting (=MACS), welches Ende der 1980er Jahre als schnelles,
einfaches und flexibel einsetzbares Verfahren zur effizienten Separation verschiedener
Zellpopulationen von Miltenyi et al. entwickelt wurde (Miltenyi et al. 1990), hat sich als
Methode zur Detektion, Isolation und Anreicherung von im peripheren Blut zirkulierenden
epithelialen Zellen malignen Ursprungs bewidhrt (Wong et al. 1995, Martin et al. 1998,
Bilkenroth et al. 2001, Siewert et al. 2001). Zunichst erfolgte die spezifische Markierung der
Tumorzellen iliber an die magnetischen Beads gekoppelte gegen Oberflaichenmolekiile
epithelialer Zellen gerichtete Antikorper. Neuere Studien zeigten, dass eine differenzierte
Markierung unterschiedlicher Zellpopulationen mittels magnetischer Nanopartikel mit
entsprechend modifizierten Hiillstrukturen aus Polysacchariden auch ohne den Einsatz von
Antikdrpern moglich ist (Wagner et al. 2004, Schwalbe et al. 2005, Schwalbe et al. 2006b).
Diese Partikel interagieren zwar sowohl mit Tumorzellen als auch mit intakten weillen
Blutzellen, jedoch sind Ausmall und Geschwindigkeit der Partikelaufnhahme durch die
malignen Zellen hoher. Des Weiteren gelingt es mittels Modifikation verschiedener
Inkubationsbedingungen (z.B. Temperatur, Art des Puffers, pH-Wert, Osmolalitit, Zugabe
von humanem Plasma), den Abstand zwischen der erwiinschten Markierung zirkulierender
Tumorzellen und der Beladung der Leukozyten mit den magnetischen Nanopartikeln zu
vergroflern (Schwalbe et al. 2005, Schwalbe et al. 2006b, Clement et al. 2006). Um die
Aufreinigung grofler Mengen peripheren Blutes und die vollstindige Depletion der darin
enthaltenen Tumorzellen zu realisieren, gilt es, neben der moglichst gering zu haltenden
Abreicherung von Leukozyten noch weitere Hiirden zu tiberwinden. So ist das Verfahren der
MACS-Separation in seiner hier verwendeten Konfiguration noch nicht fiir den Durchsatz
entsprechend grofler Zellmengen geeignet. Mit anderen magnetbasierten Zellseparations-
systemen, wie z.B. dem zur Gewinnung von Stammzellen eingesetzten CliniMACS® von
Miltenyi Biotech, ist dies jedoch durchaus realisierbar. Weiterhin stellen die teilweise hohen
Verlustraten ein noch ungelostes Problem der magnetbasierten Zellseparation dar. Im Rahmen
der Versuche fiir die vorliegende Arbeit betrug diese im Mittel 21% (Patienten) bzw. 28%
(gesunde Probanden) nach 4 Minuten und stieg nach 30-miniitiger Inkubationszeit auf einen

Mittelwert von 47% (Patienten) bzw. 49% (gesunde Probanden). Damit sind die
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separationsbedingten Verluste an Leukozyten als miBig (Verluste bis 30%) bis mittel
(Verlustrate zwischen 30% und 60%) einzustufen. Verlustraten bis 20% sind dabei auf die zur
Separation eingesetzten Sdulen zuriickzufithren (Bornmann 2008). Grof3ere Konglomerate aus
Leukozyten oder aus Zellen und Nanopartikeln kdnnen die Sadule nicht passieren und bleiben
in den Zwischenrdumen des dicht gepackten Sdulenmaterials liegen. Weiterhin diirfte die
unspezifische Adhédsion von Zellen an den Sdulenwénden eine Rolle spielen (Molday und
Mackenzie 1982). Dariiber hinausgehende Verluste sind durch die hohe Empfindlichkeit der
eingesetzten Leukozyten bedingt, fiir welche die Préparation der Zellen, die Inkubation mit
magnetischen Nanopartikeln und die Separationsprozedur einen nicht unerheblichen
Stressfaktor bedeuten (Bornmann 2008). Ein kleiner Teil der Verluste diirfte verschiedenen
Arbeitsschritten, wie z.B. dem Pipettieren der Leukozyten-Partikel-Suspension, anzulasten
sein. Ein sorgfiltiges Vorgehen des Experimentators sollte diesen Einflussfaktor jedoch
minimieren. Erwartungen, die Verlustraten und den auf die zu separierenden Zellen
wirkenden Stress durch Verwendung von Beuteln statt Séulen zu verringern, wurden bisher
nicht erfiillt (Bornmann 2008). Auch bei diesem Verfahren kam es zu hohen Zellverlusten
durch Agglomeration und Anhaften der Leukozyten an der Beutelinnenseite. Trotz aller noch
zu l6senden Probleme stellt die magnetische Zellseparation nach derzeitigem Kenntnisstand
der Wissenschaft eines der aussichtsreichsten Verfahren zur Abtrennung von Tumorzellen aus
einem Zellgemisch, wie dem peripheren Blut, dar. Eine Abreicherung epithelialer Zellen
malignen Ursprungs aus einem Tumorzell-Leukozyten-Gemisch zu diagnostischen Zwecken
gelingt unter Einsatz von an magnetische Beads gekoppelten Antikdrpern (Pachmann et al.
2005, Mostert et al. 2009) sowie unter Verwendung der mit CMD umbhiillten Nanopartikel
(Clement et al. 2006, Kiihn 2010, Wotschadlo et al. 2010). Sowohl bei der Aufarbeitung
kleiner Blutvolumina im Bereich der Diagnostik, vor allem aber fiir die Depletion
zirkulierender Tumorzellen aus groBeren Mengen peripheren Blutes, wie sie bei einer
Apherese (siehe 1.4.1.) oder auch zur Gewinnung von autologen Stammzellen fiir eine
Stammzelltransplantation erforderlich wére, ist eine moglichst grole Distanz zwischen den
markierten und damit abgereicherten Tumorzellen und den nicht markierten Leukozyten
wiinschenswert. Da sich die Aufnahmekinetiken dieser beiden Zelltypen deutlich voneinander
unterscheiden (Anzai et al. 1994, Clement et al. 2006, Wotschadlo et al. 2009), liegt die Suche
eines optimalen Inkubationszeitpunktes nahe, welcher das Kriterium einer mdglichst
vollstandigen Markierung und Abreicherung maligner Zellen bei einer gleichzeitig moglichst
geringen Abreicherung von Leukozyten und einer moglichst niedrigen Verlustrate erfiillt. Alle

bisher durchgefiihrten Versuchsreihen zeigen, dass eine Inkubationszeit zwischen 4 und 8
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Minuten als diesbeziiglich ideal anzusehen ist (Clement et al. 2006, Schwalbe et al. 2006b,
Bornmann 2008, Kiithn 2010). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen
dies. So zeigt sich beispielsweise eine deutlichere Zunahme der Leukozytenzahl in der PF
beim Vergleich der Inkubationszeitpunkte 8 und 12 Minuten sowie 12 und 16 Minuten, als
zwischen der 4- und 8-miniitigen Inkubation (s. 4.1.1.).

Um nun den Einfluss der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und der sich
anschlieBenden Zellseparation auf die Leukozyten und deren Subpopulationen zu studieren,
wurden zundchst Experimente mit weilen Blutzellen gesunder Spender durchgefiihrt, welche
unmittelbar zuvor aus frischem oder iiber einen Zeitraum von maximal 36 h gelagertem mit
NHy-Heparin antikoaguliertem Vollblut isoliert worden waren. Eine langere Aufbewahrung
der Blutproben ist nicht mdglich, da die empfindlichen Leukozyten wihrend der Lagerung
Schaden nehmen und somit eine Verzerrung der Ergebnisse nicht auszuschlieBen ist. Des
Weiteren wird die Blutprobe bei ldngerer Lagerung fiir eine Durchfiihrung der Experimente
aufgrund einer zu geringen Anzahl an intakten Leukozyten hdufig unbrauchbar. Die
Versuchsergebnisse zeigen eine langsame und kontinuierliche Aufnahme der magnetischen
mit CMD umhiillten Nanopartikel durch die Leukozyten, welche bis zu einer Inkubationszeit
von 30 Minuten noch keinen séttigungsbedingten Plateauzustand erreicht, sodass davon
auszugehen ist, dass bei ldngerer Inkubation weitere Zellen von der NF in die PF {ibergehen.
Bis zu einer Inkubationszeit von 8 Minuten findet sich nur ein moderater Anstieg der Zellzahl
in der PF im Vergleich zum vorangehenden Separationszeitpunkt. Zwischen 8 und 12
Minuten, wie auch zwischen 12 und 16 Minuten tritt dieser wesentlich starker hervor, um
danach wieder abzufallen, was auf das allmdhliche Erreichen eines Plateauzustandes, die
Partikelaufnahme betreffend, hindeutet. Nach 16-miniitiger Inkubation iibersteigt der Anteil
der markierten Leukozyten in der PF den der unmarkierten Zellen in der NF, sodass fiir die
effektive Abreicherung maligner Zellen aus einem Gemisch von Tumorzellen und
Leukozyten kiirzere Inkubationszeiten gewdhlt werden sollten, um einen moglichst gro3en
Anteil weiler Blutzellen in der NF zuriickzuhalten.

Zur ndheren Charakterisierung des Verhaltens der Leukozytensubpopulationen erfolgte eine
durchflusszytometrische Analyse der bei der Magnetseparation erhaltenen Fraktionen. Hier
zeigte sich, dass alle drei Klassen der weilen Zellen mit den Nanopartikeln interagieren und
somit im Zeitverlauf vermehrt in die PF iibergehen. Dabei bestehen jedoch deutliche
Unterschiede hinsichtlich des AusmaBes und der Geschwindigkeit der Partikelaufnahme
zwischen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Die Monozyten interagieren gemif

ithrer Funktion als klassische Phagozyten sehr rasch mit den Partikeln und sind deshalb im
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Vergleich zur natiirlichen Verteilung der Leukozytensubpopulationen mit einem Anteil von
2% in der NF schon nach 4-miniitiger Inkubationszeit unterreprisentiert. Im weiteren
Zeitverlauf bleibt ihr Anteil an der NF relativ konstant, wiahrend ihr Anteil in der PF abnimmt.
Zum einen dirfte dies der kurzen Lebensspanne aktivierter Monozyten geschuldet sein; die
Zellen werden durch die endozytotische Inkorporation der Nanopartikel aktiviert, so wie dies
physiologisch auch bei der Phagozytose von Krankheitserregern und Antigenstrukturen der
Fall ist (Hof und Dorries 2005). Zum anderen diirfte die verzeichnete Abnahme des Anteils
der Monozyten in der PF zumindest teilweise relativer Natur, d.h. durch die Methodik der
FACS-Analyse bedingt, sein. Da eine Untersuchung grofler Zellzahlen mittels
Durchflusszytometer enormen zeitlichen und materiellen Aufwand erfordert (Miltenyi et al.
1990), ist es in der Praxis der FACS-Analyse iiblich, die Zahl der pro Probe analysierten
Events zu begrenzen (Jaroszeski und Radcliff 1999). So wurden auch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit jeweils nur 10.000 leukozytire Events einer Probe im FACS gemessen.
Dieses Vorgehen kann insbesondere bei der Untersuchung unterschiedlich grofBer
Zellpopulationen, wie es bei den Leukozytensubklassen der Fall ist, zu Uberlagerungen
fiihren. Da die Monozyten als die kleinste Population unter den weillen Zellen grofitenteils
schon nach 4-miniitiger Inkubation mit Partikeln beladen und damit in der PF zu finden sind
und folglich im weiteren Verlauf der Inkubation nur noch wenige Zellen von der NF in die PF
iibergehen, wird ihre zahlenmifBige Konstanz in der PF durch die starke Zunahme der
Granulozyten, welche die groBte der Leukozytensubpopulationen stellen, verdeckt, was sich
in den graphischen Darstellungen als scheinbarer Riickgang der Population der Monozyten
widerspiegelt. Die Granulozyten, zu deren physiologischen Funktionen ebenfalls die
endozytotische Aufnahme von Krankheitserregern und Antigenstrukturen zéhlt, interagieren
langsam und kontinuierlich mit den Nanoteilchen. Ihr Anteil in der NF bleibt bis zu einer
Inkubationszeit von 16 Minuten relativ konstant, erst danach zeigt sich eine deutliche
Abnahme der Granulozytenzahl, was auf die zahlenmiBige Grofe dieser Population
zuriickzufiihren sein diirfte. Die Lymphozyten zeigen eine im Vergleich zu Mono- und
Granulozyten geringere und langsamere Aufnahme der magnetischen Partikel. Des Weiteren
stagniert ihr Anteil in der PF bereits nach 12 Minuten, wéhrend ihr Anteil in der NF zu
spéteren Zeitpunkten einen relativen Anstieg aufweist. Nach 30-miniitiger Inkubation stellen
die Lymphozyten damit den groBten Anteil der Zellen der NF. Das vergleichsweise geringe
Interaktionspotential zwischen Lymphozyten und magnetischen Nanopartikeln ist im Rahmen
der Tumorzelldepletion als vorteilhaft zu werten, da die in hohem Malle in der NF

verbleibenden Lymphozyten dem Patienten als wichtige Komponenten der Tumor- und
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Infektabwehr erhalten bleiben wiirden. Gleichzeitig bestdtigen diese Ergebnisse die
Notwendigkeit der Verwendung von Antikdrpern oder komplexen Liganden in Verbindung
mit magnetischen Partikeln fiir das Erreichen einer effektiven magnetischen Markierung von
Lymphozyten (Moore et al. 2004, Chalmers et al. 2010). Die Analyse der Lymphozyten-
subklassen in den bei der Magnetseparation gewonnenen Fraktionen offenbart {iberraschende
Unterschiede zwischen den T- und B-Zellen, die Partikelaufnahme betreffend. Die T-Zellen,
welche aufgrund der natiirlichen Gréfe ihrer Population zu jedem Zeitpunkt der Inkubation
den weitaus groBeren Anteil der Lymphozyten in beiden Fraktionen stellen, zeigen die zuvor
beschriebene langsame, kontinuierliche und vergleichsweise geringe Partikelaufhahme. Im
Gegensatz dazu sind die B-Lymphozyten mit einem Anteil von 2% in der NF bereits nach 4
Minuten unterreprisentiert im Vergleich zur natiirlichen Verteilung, wéahrend ihr Anteil von
26% in der PF nach 4 Minuten deutlich iiber den physiologischen Werten liegt, was mit einer
schnellen und hochgradigen Partikelaufnahme durch die B-Zellen gleichzusetzen ist. Somit
wire bei einer potentiellen Anwendung des Verfahrens am Patienten ein relevanter Verlust an
B-Lymphozyten selbst bei kurzer Inkubation der Leukozyten mit CMD-umbhiillten
Nanopartikeln nicht zu verhindern. Ursachen fiir diesen Unterschied zwischen den
Lymphozytensubklassen sind noch zu kldren. Ein Zusammenhang mit der Funktion der B-
Zellen als APC (s. 1.5.3.2.) konnte bestehen, da sowohl eine Internalisierung antigener
Strukturen als auch die Aufnahme der magnetischen Nanopartikel an endozytotische
Vorginge gekoppelt sind (Gupta und Gupta 2004, Wagner et al. 2004, Hof und Dérries 2005).
Betrachtet man die prozentuale Zusammensetzung der Leukozytensubpopulationen in den
Fraktionen und vergleicht diese mit ihrer natiirlichen Verteilung im peripheren Blut, so wird
deutlich, dass die Inkubation der Leukozyten mit magnetischen Nanopartikeln und die
anschliefende Separation mittels MACS bis zu einer Inkubationszeit von 16 Minuten kaum
zu Veridnderungen der Verteilung der Populationen in der NF fiihrt. Lediglich die Monozyten
und die B-Zellen sind bereits nach 4 Minuten unterreprisentiert. Diesbeziiglich wére eine
weitere Optimierung der Partikel, insbesondere hinsichtlich eines Erhaltes der B-
Lymphozyten, erstrebenswert. Insgesamt sind diese Resultate fiir eine Weiterentwicklung des
Verfahrens der magnetischen Tumorzelldepletion jedoch als positiv zu werten, da die
Moglichkeit einer Retransfusion aufgearbeiteter Blutmengen ohne schwerwiegende
Beeinflussung des Immunstatus somit prinzipiell gegeben wire. Die Zusammensetzung der
PF unterscheidet sich indessen deutlich von der natiirlichen Verteilung der Leukozyten-

subpopulationen im peripheren Blut. Da jene Fraktion jedoch auch die abgereicherten
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Tumorzellen enthalten und somit ohnehin verworfen wiirde, ist diese Tatsache fiir die Praxis
irrelevant.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Art und die Struktur der Polysaccharidhiille das
Interaktionspotential zwischen magnetischen Nanopartikeln und Tumorzellen bzw.
Leukozyten beeinflusst (Schwalbe et al. 2006b, Wotschadlo et al. 2009, Kiihn 2010). Daraus
leitet sich die Suche nach dem bestgeeigneten Hiillstoff ab, mit dem Ziel, dass die mit dieser
Substanz ummantelten Nanopartikel mdglichst gut von Tumorzellen aufgenommen werden,
wihrend gleichzeitig eine moglichst geringe Markierung der weilen Blutzellen mit diesen
Nanoteilchen erfolgt und moglichst geringe Verlustraten im Zuge der Magnetseparation
auftreten. Die bisher diesbeziiglich durchgefiihrten Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
bewerteten vorrangig den Einfluss der verschiedenen Polysaccharidhiillen auf die
unterschiedlichen Markierungsraten fiir zirkulierende Tumorzellen und Leukozyten. In der
vorliegenden Arbeit sollte nun gepriift werden, ob verschiedene Hiillstrukturen auch innerhalb
der Leukozytenpopulation zu Unterschieden beziiglich der Beladung der Zellen mit den
Partikeln fithren oder die Verteilung der Leukozytensubpopulationen nach der magnetischen
Zellseparation beeinflussen. Dazu wurden in einem weiteren Versuchsteil aus dem Vollblut
gesunder Spender isolierte Leukozyten mit unterschiedlich umhiillten Nanopartikeln
inkubiert. Es kamen, neben dem standardméBig angewendeten CMD, CMC und CMCu als
Hiillsubstanzen zum Einsatz. Die Versuchsergebnisse fiir CMD- und CMC-Partikel weisen
dabei groBe Ahnlichkeiten auf. Beide Nanopartikel werden von den drei Subklassen der
weilen Zellen kontinuierlich aufgenommen. Fiir CMC-umbhiillte Partikel zeigt sich jedoch
eine hohere Aufnahmegeschwindigkeit. Uberraschender Weise erzielten Wotschadlo et al.
unter Verwendung CMC-umhiillter Nanopartikel deutlich geringere Beladungsraten, die
Leukozyten betreffend, als unter Einsatz der CMD-Partikel und fiihrten dies auf die
Cellulosestruktur und deren Aufbau aus B-(1,4)-glycosidisch verkniipften D-Glucose-
Molekiilen zuriick (Wotschadlo et al. 2009). Julia Kiihn konnte dagegen im Rahmen ihrer
Promotionsarbeit ebenfalls eine mit der von CMD-Partikeln vergleichbare Aufnahmerate fiir
CMC-Partikel in Tumorzellen und Leukozyten nachweisen (Kithn 2010). Diese
unterschiedlichen Ergebnisse konnten zum einen durch die Verwendung verschiedener
Partikelchargen bedingt sein, wobei die Art der zur Umbhillung verwendeten
Cellulosemolekiile und das Alter der Nanopartikel eine Rolle spielen diirften. Die zur
Separation verwendeten Leukozyten selbst konnten eine weitere Ursache darstellen. Zum Teil
bestehen relativ grofe interindividuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden und

Patienten, was Ausmal} und Geschwindigkeit der Partikelaufnahme durch die Leukozyten
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angeht, welche bei einer vergleichsweise kleinen Anzahl an Experimenten wie in der
vorliegenden Arbeit (n=7) verstarkt ins Gewicht fallen diirften. Die unter Einsatz der CMCu-
umhiillten Nanopartikel erzielten Separationsergebnisse unterscheiden sich wesentlich von
den anderen beiden Partikelarten. Derartig ummantelte Nanoteilchen wurden von den
Leukozyten nur sehr langsam und in vergleichsweise sehr geringem Ausmal} aufgenommen,
sodass die Anteile der Leukozytensubpopulationen in der PF zu jedem Zeitpunkt deutlich
unterhalb der Werte fiir CMD- und CMC-Partikel lagen. Auch Wotschadlo et al. erzielten mit
CMCu als Hiillstoff fiir die magnetischen Nanopartikel nur eine geringe Beladung von
Leukozyten und Tumorzellen (Wotschadlo et al. 2008). Das geringe Interaktionspotential
zwischen derartig umhiillten Nanopartikeln und humanen Zellen diirfte durch die komplexe
Polymerstruktur des Curdlans sowie dessen Aufbau aus B-(1,3)-glycosidisch verkniipften D-
Glucoseeinheiten bedingt sein. Auch die Oberflichenladung und der hydrodynamische
Partikeldurchmesser konnten eine Rolle spielen.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass der Einsatz verschiedener Polysaccharide als
Hillstruktur fiir magnetische Nanopartikel Unterschiede beziiglich der Beladungsraten von
Leukozyten mit den jeweiligen Partikeln bedingt. Die vergleichsweise hohen oder niedrigen
Aufnahmeraten finden sich dann jedoch fiir alle Leukozytensubpopulationen bei Inkubation
mit dem jeweiligen Partikel wieder. Die Verteilung der Subklassen der weilen Zellen in der
NF zeigt sich bei kurzen Inkubationszeiten im Vergleich zur physiologischen
Zusammensetzung der Leukozytensubpopulationen weder bei Einsatz der CMD- und CMC-
Partikel noch bei Verwendung der mit CMCu umhiillten Nanoteilchen wesentlich verdndert.
Allerdings sind die Monozyten und B-Zellen in der NF bei Inkubation mit CMD- oder CMC-
Partikeln bereits nach 4 Minuten unterreprasentiert, bedingt durch das grofere
Interaktionspotential zwischen Leukozyten und diesen beiden Partikelarten. Dagegen
entspricht der Anteil der Monozyten in der NF bei Inkubation der Zellen mit CMCu-Partikeln
zu jedem Zeitpunkt den physiologischen Werten, wihrend die B-Zellen ebenfalls, aber in
geringerem Ausmal, unterreprisentiert sind. Damit wire CMCu aufgrund der geringen
Beladungsraten fiir Leukozyten und dem daraus resultierenden Verbleiben derselben in der
NF als Hiillstoff fiir die magnetischen Nanopartikel unter den hier getesteten Polysacchariden
am besten geeignet. Da derart umhiillte Nanoteilchen jedoch auch von Tumorzellen schlecht
aufgenommen werden (Wotschadlo et al. 2008), sind sie fiir eine effiziente Abreicherung
maligner Zellen aus einem Tumorzell-Leukozyten-Gemisch ungeeignet. Somit bestétigt auch
die vorliegende Arbeit CMD als den bestgeeigneten Hiillstoff flir zur Tumorzelldepletion
eingesetzte Magnetpartikel.
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In einem weiteren Versuchsteil sollten nun die bei Inkubation und Separation von Leukozyten
gesunder Spender erzielten Ergebnisse an von Malignompatienten stammenden Leukozyten
iiberpriift werden. Viele Studien bestdtigten die Mdglichkeit der Abreicherung zirkulierender
Tumorzellen mittels magnetischer Zellseparation bisher nur unter Verwendung von
Tumorzell-Leukozyten-Gemischen, welche zuvor in vitro aus Karzinomzelllinien und
Leukozyten gesunder Probanden hergestellt worden waren (Schwalbe et al. 2005, Clement et
al. 2006). Julia Kiihn konnte im Rahmen ihrer Promotionsarbeit jedoch zeigen, dass das
Prinzip der magnetischen Depletion maligner Zellen auch auf ein aus dem peripheren Blut
von Tumorpatienten isoliertes Tumorzell-Leukozyten-Gemisch {iibertragen werden kann
(Kiihn 2010). In Anbetracht der Tatsache, dass sowohl die Tumorerkrankung selbst als auch
die verschiedenen Therapien einen erheblichen Einfluss auf das humane Immunsystem und
dessen Aktivitétsstatus haben (Solomayer et al. 2003, de Visser et al. 2006, Whiteside 2010),
ist eine Beeinflussung der Leukozyten hinsichtlich der Interaktion mit den magnetischen
Nanopartikeln nicht per se auszuschlieen. Um zu iiberpriifen, ob diesbeziiglich Unterschiede
im Verteilungsmuster der Leukozyten- bzw. Lymphozytensubpopulationen oder anderweitige
patientenspezifische Besonderheiten bestehen, wurden Inkubationsversuche mit CMD-
umbhiillten Nanopartikeln an Leukozyten aus mit EDTA antikoaguliertem Vollblut von
Mammakarzinompatientinnen unter Herceptintherapie vorgenommen. In allen dabei
verwendeten Blutproben waren mittels Laser Scanning Zytometrie (LSC) (Pachmann et al.
2001) disseminierte Tumorzellen nachweisbar. Beim Vergleich der Ergebnisse der MACS-
Separation zeigen sich, den Verlauf von NF, PF und Verlustrate betreffend, keinerlei
Unterschiede zwischen Patienten und gesunden Probanden. Die FACS-Analyse der
Leukozytensubpopulationen weist ebenfalls groBe Ahnlichkeiten zwischen den beiden
Gruppen auf. Alle drei Subklassen der weillen Zellen interagieren, unabhéngig von ihrer
Herkunft aus Patientenblut oder Blut gesunder Probanden, mit den CMD-umbhiillten
Nanopartikeln. Jedoch findet sich fiir die aus Patientenproben isolierten Granulozyten und
Lymphozyten eine hohere Geschwindigkeit der Partikelauthahme, wéhrend die Monozyten
der Tumorpatienten eher eine im Vergleich zu gesunden Probanden verringerte
Aufnahmegeschwindigkeit zeigen. Die Verteilung der Leukozytensubpopulationen in der NF
bleibt, verglichen mit der natiirlichen Zusammensetzung der weiflen Zellen im peripheren
Blut, bis zu einer Inkubationszeit von 12 Minuten in beiden Gruppen im Wesentlichen
unverdndert. Der zahlenmifBig grofte Unterschied zwischen Tumorpatienten und gesunden
Probanden betrifft den Anteil des Zelldebris in der PF, welcher bei gesunden Probanden

signifikant hoher liegt. Die Ursachen hierfiir blieben offen, konnten aber mit einer Varianz der
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Saulenqualitdt unterschiedlicher Chargen in Zusammenhang stehen, da die Versuchsreihen zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefiihrt wurden. Die Analyse der T- und B-Zellen in NF und
PF zeigt fiir Patienten und gesunde Probanden ein dhnliches Muster der Kinetik. In beiden
Gruppen nehmen die T-Lymphozyten die Partikel langsam und kontinuierlich auf, wiahrend
die B-Zellen sehr rasch mit den Nanoteilchen interagieren. Betrachtet man die absoluten
Zellzahlen, so fillt auf, dass in beiden Fraktionen die Werte fiir die Patientenproben deutlich
unterhalb derer fiir die gesunden Probanden liegen. Das ldsst darauf schlieen, dass insgesamt
weniger Lymphozyten im peripheren Blut der Tumorpatienten vorhanden waren oder dass
diese durch Inkubation und Separation stirker beeintrdachtigt wurden als dies bei den
Lymphozyten aus dem Blut gesunder Probanden der Fall war. Weiterhin weist die PF
beziiglich der darin enthaltenen Anteile an T- und B-Zellen deutliche Unterschiede zwischen
gesunden Probanden und Tumorpatienten auf. Der Anteil der T-Lymphozyten in der PF bei
gesunden Probanden libersteigt deutlich die unter Verwendung von Patientenblut gewonnenen
Werte. Uberraschender Weise zeigt sich fiir die B-Lymphozyten ein umgekehrtes Bild. IThr
Anteil in der PF ist bei Patienten wesentlich hoher als bei Gesunden. Die gefundenen
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen diirften im Wesentlichen krankheits- bzw.
therapieassoziiert sein. Das Immunsystem und damit die Leukozyten werden durch die
Tumorerkrankung sowie deren Therapie angegriffen und hinsichtlich ihres Aktivititsstatus
und in ihren Reaktionsmustern verdndert (Murta et al. 2000, Dunn et al. 2004, Wijayahadi et
al. 2007). So konnte z.B. die hohere Interaktionsgeschwindigkeit zwischen den magnetischen
Nanopartikeln und den Granulozyten aus Patientenblut durch eine krankheits- oder
therapiebedingt vermehrte Phagozytoseaktivitdt dieser Population hervorgerufen sein. Fiir die
weitere Forschung im Bereich der magnetischen Tumorzelldepletion wire eine geringe
Abweichung der unter Verwendung von Patientenblut gewonnenen Ergebnisse von denen der
gesunden Probanden wiinschenswert, da somit unerheblich wire, welche Blutproben fiir
weiterfiihrende Experimente verwendet werden. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erzielten FErgebnisse zeigen, dass groBe Ahnlichkeiten hinsichtlich der Aufnahme
magnetischer Nanopartikel durch Leukozyten zwischen beiden Gruppen bestehen.
AusschlieBlich unter Verwendung peripheren Blutes gesunder Probanden gewonnene Daten
sollten jedoch moglichst anhand von Patientenstichproben verifiziert werden.

Eine Anwendung der magnetischen Tumorzelldepletion in vivo miisste die zelluldre Integritat
der Leukozyten in der NF und deren biologische Aktivitit nach der Separation gewahrleisten.
Diesbeziiglich wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals versucht die in der NF

enthaltenen T-Lymphozyten nach der Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und der
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sich anschlieBenden Zellseparation weiterzukultivieren und eine praktikable Methode dafiir zu
etablieren. Die beiden unter Verwendung des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders
gefiihrten Kulturen mit aus dem Blut gesunder Probanden isolierten T-Zellen zeigen, dass es
prinzipiell moglich ist, die Lymphozyten aus der NF nach der Separation iiber mehrere Tage
in Kultur zu halten, was deren Vitalitdt und Funktionstiichtigkeit voraussetzt. Sowohl die
Aufarbeitung der Zellen als auch die Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln und vor
allem die Separationsprozedur selbst bedeuten erheblichen Stress fiir die empfindliche
Zellpopulation der Leukozyten, sodass die in den Vitalititstests ermittelten hohen Anteile an
apoptotischen und nekrotischen Zellen nicht iiberraschen. Eine verminderte Zellvitalitit zu
Beginn einer T-Zell-Kultivierung mittels Dynabeads®, bedingt durch das Absterben
geschadigter oder nicht-lymphozytirer Zellen, ist in der Literatur bereits vorbeschrieben
(Trickett und Kwan 2002). Da jedoch auch nach 10-tidgiger Kultivierung noch intakte T-
Zellen und typische Konglomerate aus Lymphozyten und Beads als Ort der Aktivierung und
Vermehrung von Zellen nachweisbar waren (Dynal-Produktinformation 2008), ist davon
auszugehen, dass ein Teil der Zellen nach der Separation intakt bleibt bzw. in der Lage ist,
sich zu erholen. Beim Vergleich der beiden Kulturen A und B zeigten sich im Zeitverlauf zum
Teil groBere Unterschiede hinsichtlich des Anteils an vitalen Zellen. Ursachen hierfiir blieben
ungeklart, konnten aber, neben den naturgemiBl immer vorhandenen individuellen
Eigenheiten der Leukozyten verschiedener Probanden, mit einer minimal variierenden
Handhabung beider Kulturen in Zusammenhang stehen. So wurde Kultur B beispielsweise
zwei Tage frither gesplittet und in ihrer Vitalitat tiberpriift als Kultur A. Zusitzlich konnte die,
durch verstirkte Streuung der einzelnen Populationen bedingt, erschwerte Auswertung des
durchflusszytometrischen Apoptosetests ein Grund dafiir sein.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass es sich hier um die ersten Versuche zur
Kultivierung von Leukozyten aus der NF handelte. Diese konnten zeigen, dass es moglich ist,
leukozytidre Zellen nach der Magnetseparation iiber einen ldngeren Zeitraum in Kultur zu
halten, was deren Integritidt und Funktionalitidt zur Voraussetzung hat. Das zu diesem Zweck
im Rahmen der vorliegenden Arbeit etablierte Verfahren bedarf jedoch noch weiterer
Optimierung. Eventuell sollte die Kontaktzeit zwischen T-Zellen und Beads begrenzt werden,
da Garlie et al. nachwiesen, dass durch verkiirzte Exposition der Lymphozyten gegeniiber den
Beads eine groflere Zellausbeute und ein hoherer Anteil an vitalen Kulturzellen erreicht
werden kann (Garlie et al. 1999). Die Durchfithrung weiterer Tests zur Priifung von
Funktionstiichtigkeit und Vitalitdt der kultivierten Zellen ist ebenfalls ratsam. Hier kdnnten

z.B. der Nachweis verschiedener Aktivierungsmarker auf der T-Zelloberfldche (CD25, CD69
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oder CD71) mittels Durchflusszytometrie oder ein auf der Aufnahme von radioaktiv
markiertem *H-Thymidin basierender Lymphoproliferationsassay zum Einsatz kommen
(Hickling 1998). Weiterhin sollte auch fiir die anderen Leukozytensubpopulationen der NF
ein Nachweis ihrer Integritdt und Aktivitdt nach der Separationsprozedur erfolgen. Fiir alle im
Rahmen der vorliegenden Arbeit erbrachten und zukiinftige Ergebnisse diesbeziiglicher
Kulturversuche sollte in Betracht gezogen werden, dass die Voraussetzungen fiir ein
Uberleben der Leukozyten nach der Magnetseparation in vivo, also im natiirlichen Milieu

dieser Zellen, vermutlich immer geeigneter sind, als die in vitro geschaffenen Bedingungen.

6. Schlussfolgerungen und Ausblick

Fernziel der Untersuchungen zur magnetischen Depletion zirkulierender Tumorzellen aus
dem peripheren Blut ist die Entwicklung einer in vivo anwendbaren Therapiestrategie, welche
das Risiko der Entstehung von Metastasen und Spétrezidiven vermindern soll. Visionidre
Ansitze gehen dabei von einer Art Dialyse aus, die auf den Prinzipien von Leukapherese und
magnetischer Zellseparation mittels polysaccharidumhiillter Nanopartikel basiert (s. 1.4.1). Im
Sinne einer Blutaufreinigung ist es dafiir von groBter Bedeutung, die Tumorzellen maximal
im Separationssystem zuriickzuhalten und somit aus der Zirkulation zu eliminieren.
Gleichzeitig sollten die Leukozyten das Trennsystem moglichst unbeschadet passieren, um
eine Riickgabe der immunkompetenten Zellen an den Patienten zu ermdglichen. Die
vorliegende Arbeit diente der damit verbundenen Grundlagenforschung und untersuchte in
erster Linie den Einfluss der Inkubation mit den magnetischen Nanopartikeln und der
Separationsprozedur auf die weilen Blutzellen sowie die Verteilung der Leukozyten- und
Lymphozytensubpopulationen in den Fraktionen. Die Subklassen der weiflen Zellen wiesen
dabei zum Teil deutliche Unterschiede hinsichtlich ihres Interaktionspotentials mit den
magnetischen Nanopartikeln auf, welche hauptsidchlich durch die unterschiedlichen
physiologischen Funktionen der Populationen bedingt sein diirften. Es zeigte sich, dass die
Verteilung der Leukozytensubpopulationen in der NF bei kurzen Inkubationszeiten durch die
magnetische Separation im Vergleich zu ihrer natiirlichen Zusammensetzung im peripheren
Blut nur wenig verdndert wird. Lediglich Monozyten und B-Lymphozyten sind in der NF
bereits nach 4 Minuten unterreprisentiert. Hier besteht somit noch Raum fiir eine weitere
Optimierung der Partikelhiille. In der PF ergab sich dagegen eine deutlich verdnderte
Zusammensetzung der Leukozytensubpopulationen. Fiir eine praktische Umsetzung des
Verfahrens ist dies jedoch wenig relevant, da die PF mit den darin abgereicherten

Tumorzellen ohnehin verworfen und nicht an den Patienten zuriickgegeben wiirde. Auch in
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der vorliegenden Arbeit fiihrte die Verwendung von Nanopartikeln mit verschiedenen
Polysaccharidhiillen zu unterschiedlichen Beladungs- und Separationsraten der Leukozyten.
In Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (Clement et al. 2006, Wotschadlo
et al. 2009, Kiihn 2010) wird die Favorisierung von CMD als Hiillsubstanz fiir zur
Tumorzelldepletion eingesetzte Nanopartikel hier nochmals unterstrichen. Ebenso konnte die
Wahl einer 4- bis 8-miniitigen Inkubationszeit als ideal bestétigt werden. Beim Vergleich der
Separationsergebnisse fiir Leukozyten von gesunden Probanden und Tumorpatienten zeigte
sich sowohl fiir NF und PF als auch fiir die Verlustrate ein dhnlicher Zeitverlauf. In der
Analyse der Leukozyten- und Lymphozytensubpopulationen ergaben sich jedoch mehrere
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Daher ist es empfehlenswert, Daten, welche
ausschlieBlich unter Verwendung peripheren Blutes gesunder Probanden gewonnen wurden,
weiterhin anhand von Patientenstichproben zu verifizieren. Die im Rahmen der vorliegenden
Arbeit erstmals vorgenommenen Versuche zur Weiterkultivierung von Leukozyten der NF
lassen darauf schlieBen, dass die Zellen nach der Separationsprozedur vital und
funktionstiichtig sind. Um diesbeziiglich eine definitive Aussage treffen zu konnen, miissen
jedoch noch umfassendere Untersuchungen erfolgen.

Bevor das visiondre auf Leukapherese und magnetischer Zellseparation beruhende Verfahren
zur Depletion von zirkulierenden Tumorzellen aus dem peripheren Blut von Krebspatienten
eine praktische Umsetzung erfahren kann, bedarf es noch intensiver Forschungen. Anlass fiir
die Notwendigkeit einer weiteren Optimierung der Verfahrenstechnik geben zum einen die
relativ hohen Verlustraten bei der Saulenseparation sowie die Gewdhrleistung einer
groBtmoglichen Schonung der leukozytdren Zellen. Des Weiteren ist die derzeitige Methode
aufgrund des geringen Zelldurchsatzes noch nicht fiir die Aufreinigung groferer Blutmengen
geeignet. Auch sind die Langzeiteffekte polysaccharidumbhiillter Nanopartikel auf den
menschlichen Organismus bis dato nur im Ansatz beleuchtet. Auerdem muss gekléart werden
fir welche Tumorentititen eine Abreicherung zirkulierender Malignomzellen realisiert
werden kann, da die bisherigen Daten vornehmlich unter Verwendung peripheren Blutes von
Mammakarzinompatienten gewonnen wurden (Kithn 2010). Sollte das Verfahren der
Tumorzellapherese dann Eingang in die Praxis finden, so ist davon auszugehen, dass eine
wiederholte Aufreinigung des Patientenblutes, analog zur hdheren Anreicherung CD34-
positiver Zellen bei der Gewinnung von Stammzellen (Hester 2000), eine effektivere

Abreicherung der Tumorzellen bedeutet.
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Anhang

Anhang

A:  Liste der verwendeten Chemikalien, Laborgeriite und Hilfsmittel
Bezeichnung Bemerkungen/Bezeichnung Hersteller

Annexin V-FITC
Annexin V Binding Buffer

Aqua dest.

BD FACS Clean Solution
BD FACS Flow™

BD FACS Rinse™

BSA
Carboxymethyl-Cellulose
Carboxymethyl-Curdlan
Carboxymethyl-Dextran
CD4 MultiSort Microbeads
human

Coulter® Isoton® II Diluent
Durchflusszytometer

Dynabeads® CD3/CD28 T Cell
Expander

Easypet

EDTA

Einweg-Pipetten

Erythrozytenlyse(EL)-Puffer
FACS-R6hrchen
Falconréhrchen

FCS

Inkubator

Interleukin-2 (IL2) human
Kamera

Magnet, grof3

Magnet fiir Tubes
Mikroskop

Monovetten (EDTA)
Monovetten (Heparin)
Pasteurpipette

PBS
Penicillin-Streptomycin
PE-Puffer

Pipetten
Pipettenspitzen
Propidiumiodid (PI)

Puffer fiir
Lymphozytenkultivierung

aus Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit 11
aus Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit 11

aus CD4 MultiSort Kit human

BD FACSCalibur™
Durchflusszytometer

Einweg-Pipetten
(5ml, 10ml, 25ml)

Falcon (50ml)

Thermoschrank TS 20/27
HERACell 240i

AxioCamHRc

Axiovert 25
S-Monovette 9ml K3E
S-Monovette 9ml AH
Pasteurplastpipette

PBS plus 2 mmol EDTA

aus Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit 11
PBS plus 0,1% BSA, pH 7,4

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Sigma®

Innovent e.V.
Innovent e.V.
Innovent e.V.
Miltenyi Biotec

Beckman Coulter
Becton Dickinson

Invitrogen Dynal

Eppendorf
Sigma®
Greiner-Bio-One

Qiagen

Becton Dickinson
Greiner-Bio-One
Biochrom AG

Heraeus Instruments
Heraeus Instruments
Fluka

Zeiss
Universititsklinikum Jena
Dynal

Zeiss

Sarstedt

Sarstedt

Ratiolab®

Gibco® (Invitrogen)
Gibco® (Invitrogen)
Gibco® (Invitrogen), Sigma®
Eppendorf

Plastibrand®

Becton Dickinson

Gibco® (Invitrogen), Sigma®
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Anhang

Bezeichnung Bemerkungen/Bezeichnung Hersteller
Reaktionsgefille Eppendorf Tubes Eppendorf

(0,5ml, 1,5ml, 2,0ml)
RPMI 1640 (Zellkulturmedium) Gibco® (Invitrogen)
Sterilwerkbank HERAsafe® HS 12/2 Heraeus Instruments
Thermomixer Thermomixer 5437 Eppendorf
TriTest CD3 FITC/CD19 Becton Dickinson
PE/CD45 PerCP
Ultraschallsonde Bandelin Sonoplus HD 2200 Bandelin Electronic
Vortex Vortexer VF2 IKA® Labortechnik
Zellkulturplatten (12-Well) Greiner-Bio-One
Zellseparationsgerét SuperMACS™ II Separator Miltenyi Biotec
Zellseparationssaulen MACS®Separation Column MS  Miltenyi Biotec

Zellzéhlgerit

Zentrifugen

MACS"Separation Column LS
Coulter Z2 Particle Count &

Size Analyser
Megafuge 2.0R
Centrifuge 5315R
Centrifuge 5417R
Centrifuge 5810R

Miltenyi Biotec
Beckman Coulter

Heraeus Instruments
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
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Anhang

B:

Beispiel zur rechnerischen Auswertung einer Einzelkinetik

Ansatz: 2500000 Leukozyten + Sul Nanopartikelsuspension

MACS:
wiederge-
Negativ- | Negativ- | Postiv- Positiv- fundene | Gesamt-
fraktion fraktion fraktion fraktion Zellen summe | Verlust Verlust
Zeitpunkt | [Zellen] [%] [Zellen] [%] [Zellen] [Zellen] [Zellen] [%]
4| 1636000 65% 162000 6% | 1798000 | 2500000] 702000 28%
8| 1539000 62% | 399600 16% | 1938600 2500000| 561400 22%
12| 1223000 49% | 536000 21% | 1759000 2500000| 741000 30%
16| 934800 37% | 769200 31% | 1704000| 2500000| 796000 32%
20| 647600 26% | 856400 34% | 1504000| 2500000| 996000 40%
30| 302800 12% | 887600 36% | 1190400| 2500000 1309600 52%
FACS:
Negativfraktion
Lympho- [ Lypmho- Granulo- | Granulo- | tote tote Gesamt-
zyten zyten Monozyten | Monozyten | zyten zyten Zellen | Zellen | zahl
Zeitpunkt [ [Events] |[%] [Events] [%] [Events] |[%] [Events] | [%] [Events]
4 2158 21,87% 410 4,16% 7199 72,96% 1001 1,01% 9867
8 2114| 21,33% 367 3,70% 7336| 74,03% 9210,93% 9909
12 2383 24,11% 312 3,16% 7077 71,61% 11111,12% 9883
16 3154 31,97% 368 3,73% 6196| 62,81% 147 11,49% 9865
20 4484 | 45,54% 467 4,74% 4723 | 47,97% 172 11,75% 9846
30 6341 | 64,83% 528 5,40% 2623 | 26,82% 289 | 2,95% 9781
Positivfraktion
Lympho- [ Lypmho- Granulo- | Granulo- | tote tote Gesamt-
zyten zyten Monozyten | Monozyten | zyten zyten Zellen | Zellen (zahl
Zeitpunkt | [Events] | [%] [Events] [%] [Events] | [%] [Events] [ [%] [Events]
4 1158 | 12,17% 1514 15,91% 2721 28,58% 4126 | 43,34% 9519
8 1590 | 16,62% 1208 12,63% 3812 39,85% 2957 (30,91% 9567
12 1301 | 13,52% 907 9,43% 5642 | 58,63% 1773118,42% 9623
16 1043 | 10,74% 738 7,60% 6603 | 67,97% 1331[13,70% 9715
20 833 8,65% 521 5,41% 6515| 67,67% 1758 18,26% 9627
30 1046| 10,83% 564 5,84% 6597 | 68,28% 1455 15,06% 9662
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Anhang

C: Standardprotokoll fiir die polyklonale Expansion von T-Zellen unter

Einsatz des Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expanders von Invitrogen™:

Fiir die Expansion von T-Zellen iiber einen Zeitraum von mehr als drei Tagen wird der

Einsatz von drei Beads pro T-Zelle empfohlen.

Der Dynabeads CD3/CD28 T Cell Expander kann zur Expansion mononukleérer Zellen oder

reiner T-Lymphozyten angewendet werden.

Tag 0:

Tag 2-3:
Tag 4-5:

Tag 7-14:

Tag 14:

1.) Die mononukledren oder T-Zellen in einer Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml zum Kulturmedium [X-vivo (oder Aquivalent) mit 2mM L-
Glutamin, 5% humanem AB-Serum oder 10% FCS und 100U/ml Penicillin-
Streptomycin] geben.

2.) 75 ul Dynabeads CD3/CD28 T Cell Expander pro 1 x 10° Zellen zugeben.
3.) Kulturansatz im Brutschrank inkubieren.

Dem Kulturansatz 10-100 U rIL2/ml zufiigen.

1.) Zellen und Beads mittels Pipette resuspendieren und anschlieBend im
Mikroskop zédhlen.

2.) Zellen durch Zugabe von Medium verdiinnen, sodass am Ende eine
Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/ml vorliegt. Dem Ansatz 10-100 U rIL2/ml
zufiigen.

Kulturen bei Bedarf splitten und téglich hinsichtlich Zellgroe und
Zellmorphologie im Mikroskop beurteilen. Schrumpfung der Zellen und
reduzierte Proliferationsraten sind als Zeichen fiir die Erschopfung der Kultur
zu werten. Die Zellzahl sollte mindest zweimal in der Woche bestimmt
werden. Uberschreitet die Zelldichte eine Konzentration von 2 x 10° Zellen/ml
oder verfarbt sich das Medium gelblich, ist die Kultur zu splitten. Dabei sollte
eine Konzentration von 0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt werden sowie der
Zusatz von rIL2 in einer Konzentration von 10-100U/ml erfolgen.

Nach 14 Tagen ist in der Regel einer erneute Stimulation der Kulturen

notwendig.

(aus: Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expander von Invitrogen™/Dynal®, 2007)
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Anhang

D: _ Standardprotokoll zum Waschen vor Benutzung des Dynabeads®

CD3/CD28 T Cell Expanders von Invitrogen™:

Es empfiehlt sich, die Dynabeads vor Nutzung zu waschen.

1.) Dynabeads in der Phiole resuspendieren.

2.) Das benétigte Volumen an Dynabeads in ein Tube iiberfiihren.

3.) Dazu in gleicher Menge, wenigstens jedoch einen Milliliter, Puffer 1 [PBS mit 0,1%
BSA, pH 7,4] geben und vermischen.

4.) Den Tube fiir eine Minute in einem Magneten platzieren und anschlieBend den

Uberstand verwerfen.

5.) Den Tube aus dem Magneten entfernen und die gewaschenen Dynabeads in einer dem
initial eingesetzten Volumen an Dynabeads entsprechenden Menge Puffer 1

aufnehmen.

(aus: Dynabeads® CD3/CD28 T Cell Expander von Invitrogen™/Dynal®, 2007)
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