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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Der Einsatz von Lasern in der Biomedizin

Der Begriff Laser, aus dem Englischen ,,Light amplification by stimulated emission
of radiation* wurde 1957 von Gordon Gould gepragt und bedeutet ,,Lichtverstarkung
durch stimulierte Emission®. Schon 1917 beschrieb Albert Einstein im Rahmen
seiner Quantentheorie die Idee der ,stimulierten Emission* als Umkehrung der
Absorption. Dabei stimuliert ein einzelnes Photon ein bereits angeregtes Atom und
Ubertragt ihm seine Eigenschaften, wie Frequenz, Phase, Polarisation und
Ausbreitungsrichtung, sodass weitere identische Photonen emittiert werden. Das
daraus resultierende koharente Licht bildet die Grundlage fur die Lasertechnologie.

Im Jahre 1960 konnte der erste Laser, ein Rubin-Festkorperlaser von Theodore
Maiman realisiert werden. Generell wird zwischen kontinuierlichem Laserlicht aus
Dauerstrich-Lasern (englisch: comtinuous-wave, cw-laser) und pulsierender
Laserstrahlung aus gepulsten Lasern unterschieden. Die neusten gepulsten Laser
ermoglichen Laserpulse im Piko- und Attosekundenbereich mit Repetitionszeiten bis
in den kHz Bereich. Die géngigsten Laser gehoren zu den Gaslasern, Farbstofflasern
oder wie in dieser Arbeit verwendeten Festkorperlasern. Je nach Art und
Konfiguration des Lasers kann ultraviolettes Licht (UV) mit Wellenldngen von 1 nm
bis 380 nm, sichtbares Licht 380 nm bis 780 nm, Nahes Infrarotes Licht (NIR) 780
nm bis 1400 nm, bis zum fernen infraroten Licht 1400 nm bis 1 mm emittiert
werden (Silvast, 1991).

In heutiger Zeit werden Laser in vielen Bereichen des Lebens, wie beispielsweise in
der Materialbearbeitung, Messtechnik und Datentechnik eingesetzt. Zudem ist der
Einsatz von Lasern in den Naturwissenschaften fir Fluoreszenzanregung,
Spektroskopie, Zwei-Photonen-Mikroskopie usw. nicht mehr wegzudenken. Aber
auch in der Medizin findet der Laser in der Diagnostik, Therapie und Chirurgie

vielféltigen Einsatz.

In dieser Arbeit soll nun auf die Verwendung des Lasers zum Eingreifen in
biologische Prozesse und fir die Manipulation von Zellen besonders eingegangen

werden.
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Erste Versuche zur Inaktivierung von Zellorganellen bzw. Zellen mit Hilfe von Licht
wurden schon vor der Erfindung des Lasers beschrieben (Tschachotin, 1912). Bei
dieser so genannten Strahlenstrichmethode wurde UV-Licht aus einer
konventionellen Lampe mit Hilfe eines Mikroskopobjektives auf wenige Mikrometer
fokussiert eingesetzt. Durch das Fokussieren des Lichtes wird die Lichtenergie auf
einen begrenzten Punkt raumlich gebundelt, wodurch es zu thermischen Effekten von
Proteindenaturierung bis zur Bildung von Mikrometer grofien Gasblasen durch das
Erhitzen des Mediums kommt (Vogel & Venugopalan, 2003).

In der Folge wurde die Mikrochirurgie mit fokussiertem Licht zur Untersuchung der
Funktion bestimmter Organellen und Zellareale durch gezielte Inaktivierung oder
Zerstorung verwendet (Bessis & Normarski, 1960). Mit der Entwicklung der
Lasertechnologie konnten die Einsatzmoglichkeiten der kontaktlosen subzellul&ren
Mikrochirurgie erweitert werden, da sich das Laserlicht, wegen seiner koh&renten
Eigenschaften, viel einfacher und préziser fokussieren lasst (Bessis et al., 1962) und
somit ohne Beeinflussung der transparenten Zellmembran oder -wand auf
intrazelluldre Zielstrukturen kontrolliert gerichtet werden kann (Amy & Storb, 1965;
Weber & Greulich, 1992; Greulich & Pilarczyk, 1998). Die Mikrochirurgie mit
fokussierten Lasern wurde in Folge zum Fusionieren von Zellen (Sato et al., 1992;
Schutze & Clement-Sengewald, 1994), fiir das Schneiden von DNA (Konig et al.,
2001) oder auch zur Gentransfektion durch gezielte temporare Offnung der
Zellmembran eingesetzt (Tsukakoshi et al., 1984; Tirlapur & Koénig, 2002).

Jedoch ist das Anwendungsspektrum der Laser-Mikrochirurgie auf Grund zweier
Faktoren limitiert. Zum einen ist die Fokussierung von Laserlicht wegen der
Beugungsbegrenzung von sichtbarem Licht auf eine Fokusgréfie von ca. 500 nm
begrenzt und zum anderen kann der Laser immer nur auf eine Zelle bzw. Zielstruktur
fokussiert werden, welche zuvor mikroskopisch identifiziert und angesteuert werden
muss (Ponelies et al., 1994; Schutze et al., 1997; Vogel et al., 2005). Dieses setzt
voraus, dass die Zielstruktur bzw. Zielzelle ggf. zur Erkennung spezifisch angefarbt
werden muss. Zudem ist ein gleichzeitiges manipulieren mehrer Zellen mit dieser
Methode nicht mdglich und aus diesem Grunde fiir eine medizinische Anwendung an

mehreren Millionen Zellen nicht geeignet.
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Eine zweite Strategie, mit Hilfe von Laserlicht gezielt Zellen oder zellulére
Strukturen zu beeinflussen, beruht auf dem Einsatz von Absorbern, welche die
eingebrachte Lichtenergie eines in diesem Falle unfokussierten Lasers um einige
GroRenordnungen starker, als deren Umgebung absorbiert. Als Absorber kdnnen
dabei zum einen Chromophore (Jay, 1988; Jori & Spikes, 1990) oder zum anderen
stark absorbierende Partikel (Anderson & Parrish, 1983; Huttmann & Birngruber,
1999; Pitsillides et al., 2003) dienen.

Die verwendeten Chromophore, zumeist Fluoreszenzfarbstoffe, sind photochemisch
aktive Stoffe, welche exogen eingebracht werden. Bei Bestrahlung dieser
Chromophore mit einer entsprechenden Wellenldnge wird die Lichtenergie
absorbiert. Bei Uberschreiten einer bestimmten Energieschwelle zerfallt dabei der
Farbstoff unter Bildung von hoch reaktiven und zytotoxischen freien Radikalen oder
Singulett Sauerstoff (Foote, 1976; Weishaupt et al., 1976; Fuchs & Thiele, 1998).
Diese Wirkungsweise wird u.a. bei der Methode ,,Chromophor-assistierte
Laserinaktivierung® (CALI) fur die gezielte Inaktivierung von Proteinen oder der
Elimination von Zellen genutzt (Jay, 1988; Liao et al., 1994; Chang et al., 1995; Jay
& Sakurai, 1999; Buchstaller & Jay, 2000; Beck et al., 2002). Eine klinische
Anwendung, welche auf dem Wirkmechanismus der laseraktivierten Chromophoren
bzw. Photosensibilisatoren beruht, ist die Photodynamische Therapie (PDT)
(Henderson & Dougherty, 1992; Dougherty et al., 1998; Dougherty, 2002). Dabei
akkumulieren die verabreichten Photosensibilisatoren in den Zielstrukturen, wie
Tumorzellen oder neovaskularem Gewebe und wirken bei Bestrahlung toxisch auf
die umliegenden Zellen (Jori & Spikes, 1990; Dougherty, 2002). Die PDT findet
Einsatz in der Onkologie zur Behandlung von Tumoren (Hsi et al., 1999; Dolmans et
al., 2003; Chen et al., 2005), in der Dermatologie zur Elimination verschiedener
Hautkrebsformen (Anderson et al., 1989; Anderson, 2000; Gold, 2007) und in der
Augenheilkunde zur Therapie von Gefalineubildungen unter der Netzhaut
(chorioidalen Neovaskularisationen) z.B. bei der altersbedingten
Makuladegeneration (AMD) (Schmidt et al., 1992; Schmidt-Erfurth & Hasan, 2000;
Bressler et al., 2002; Tatar et al., 2007).

Bei den Laserenergie absorbierenden Partikeln kann es sich um endogene Partikel,

wie Melanosomen z.B. in retinalen pigmentierten Endothelzellen (Roider et al.,
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1993; Brinkmann et al., 2000) oder Hamoglobin z.B. bei Feuermalen (Neumann et
al., 1992; Landthaler et al., 1995), aber auch um exogen zugefiihrte Partikel
verschiedener Materialien und Formen handeln (Jori & Spikes, 1990; Huttmann &
Birngruber, 1999; Hirsch et al., 2003; Chen et al., 2005; Loo et al., 2005; Huff et al.,
2007).

Da die Wirkungsweise, der in dieser Arbeit untersuchten Methode, der Nano-
Photothermolyse auch auf dem Prinzip der Laserenergie Absorption durch exogen
zugefihrten Partikeln beruht, soll hierauf im néchsten Kapitel naher eingegangen

werden.

1.2 Selektive Photothermolyse: Eine Methode zur Beeinflussung von Zellen
vermittelt mit Lichtenergie absorbierenden Mikro- oder Nanopartikeln
durch Aktivierung mit gepulster Laserbestrahlung

Der Begriff der ,,selektiven Photothermolyse* wurde 1983 von Anderson und Parrish
gepragt. Die Wirkungsweise beruht darauf, dass Partikel die Lichtenergie eines
unfokussierten Lasers absorbieren und in Wéarmeenergie umwandeln. Um eine
Selektivitat zu gewéhrleisten, missen die Partikel fur die eingebrachte Lichtenergie
mit definierter Wellenldnge eine um GroRenordnungen hohere Absorption als die
Umgebung aufweisen (Jori & Spikes, 1988; Huttmann & Birngruber, 1999).

Erste Untersuchungen unter Einsatz von Mikrometer groRen Melanin- oder
Eisenpartikeln unter Mikrosekunden Laserpulsen zeigten, dass mit dieser Methode
Zellen eliminiert werden konnten (Lin & Kelly, 1998; Lin & Kelly, 1999; Pitsillides
et al., 2003). Jedoch war eine hohe Selektivitdt nicht gegeben, da der
Schadensbereich um die Partikel herum mehrere Mikrometer betrug (Hittmann et
al., 2001; Pitsillides et al., 2003).

Um den Kollateralschaden zu minimieren, folglich die Selektivitat der Methode zu
erhdhen, wurde der Einsatz von kleineren Partikeln im Nanometerbereich und die
Verwendung kirzerer Laserpulslangen im Nano- oder Pikosekundenbereich
diskutiert und eingesetzt (Huttmann et al., 2001; Pitsillides et al., 2003). Hierdurch
kann der Effekt der Photothermolyse auf wenige Nanometer um die eingesetzten
Partikel herum begrenzt werden (Huttmann et al., 2001; Pitsillides et al., 2003). Auf
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die dafir verantwortlichen speziellen physikalischen Eigenschaften von
Nanopartikeln soll im nachsten Kapitel gesondert eingegangen werden.

Durch die Nanopartikel vermittelte Photothermolyse unter Verwendung von Nano-
oder Pikosekunden Laserpulsen konnen behandelte Zellen entweder zeitweise
permeabilisiert (Yao et al., 2005) oder dauerhaft eliminiert werden, d.h. den
sofortigen Zelltod, also Nekrose erleiden (Pitsillides et al., 2003; Zharov et al., 2005;
Yao et al., 2005; Lapotko et al., 2006a & 2006b). Eine apoptotische Wirkung konnte
nicht festgestellt werden (Pitsillides et al., 2003).

Die Partikel vermittelte Photothermolyse hat gegentber der Verwendung von
fokussierten Lasern den Vorteil, dass die Préazision der Wirkung mafigeblich durch
die GroRe der verwendeten Partikel bestimmt wird und somit bei Verwendung von
Nanopartikeln und entsprechend kurzen Laserpulsldngen die Wirkung auf wenige
Nanometer um die eingesetzten Partikel begrenzt werden kann (Hittmann &
Birngruber, 1999; Pitsillides et al., 2003). Ein weiterer Vorteil der selektiven
Photothermolyse ist, dass bei dem Einsatz von aufgeweiteten Laserstrahlen eine
grolle Anzahl von Zellen gleichzeitig behandelt werden kann (Huttmann &
Birngruber, 1999).

Einige bis heute veroffentlichte Arbeiten tber die Nanogoldpartikel vermittelte
Photothermolyse, auch ,,selektive Nano-Photothermolyse* genannt (Zharov et al.,
2005), konnten zeigen, dass mit Nanogoldpartikeln in Grofzen von 10 nm bis 40 nm
und Bestrahlung mit Nano- oder Pikosekunden Laserpulsen Zellen gezielt eliminiert
werden konnten (Pitsillides et al., 2003; Zharov et al., 2005; Yao et al., 2005;
Letfullin et al., 2006; Lapotko et al., 2006a & 2006b). Eine Grundvoraussetzung fir
eine selektive Elimination von Zellen ist dabei die selektive Anbindung der
eingesetzten Partikel an die Zielzellen. Um dieses zu gewdhrleisten, wurde die
Verwendung von Partikeln vorgeschlagen, welche mit Antikdrpern konjugiert sind
und dartiber selektiv an die Zielzellen binden kdnnen (Hittmann & Birngruber,
1999; Pitsillides et al., 2003; Loo et al., 2004 & 2005).

Um eine effektive Elimination zu gewéhrleisten, wurden verschiedene Strategien
verfolgt. Pitsillides et al. ben6tigten eine Bestrahlung mit 500 Laserpulsen (Pitsillides
et al., 2003). Lapotko et al. verwendeten in ihrer vorgestellten LANTCET Methode

(englisch: ,,laser-activated nano-thermolysis as cell elimination technology®) eine
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zweistufige Strategie, wobei die Nanopartikel zuerst an die Zellen binden und in
einem zweiten Schritt von den Zellen aufgenommen werden, wodurch es zu einer
Clusterbildung kommt, was eine hohere Energieabsorption gewéhrleisten soll
(Lapotko et al., 2006a & 2006b). Gemeinsam haben diese Arbeiten zur selektiven
Photothermolyse von Zellen mit Nanogoldpartikeln, dass Formulierungen von
Partikeln eingesetzt wurden, welche nicht direkt an die Antigene auf den Zellen
binden konnten. Die Partikel waren mit einem sekundaren Antikorper konjugiert,
welcher einen priméren Antikorper auf den Zellen erkannte und daran selektiv
binden konnte.

Die selektive Nanopartikel Photothermolyse konnte bisher nur an einzelnen Zellen
(Lapotko et al., 2006), an Zellen einzelner Zelllinien (Yao et al., 2005) oder wenigen
tausend primaren Zellen (Pitsillides et al., 2003) gezeigt werden.

Es wurde zwar diskutiert, ob diese Methode zum Aufreinigen von
Stammzellpraparaten zur anschliefenden Transplantation nach Chemotherapie von
Blutkrebspatienten einzusetzen sei (Zharov et al., 2005; Lapotko et al., 2006). Jedoch
sind die Erkenntnisse uber die Effektivitat und Selektivitat dieser Methode bei der
Behandlung von priméaren Zellen rar. Uber eine Untersuchung der Vitalitat der
behandelten Zellen bis zu 24 Stunden nach der Laserbestrahlung gingen bisherige
Untersuchungen nicht hinaus (Pitsillides et al., 2003). Uber mdgliche
Langzeitnebeneffekte der selektiven Nano-Photothermolyse auf die behandelten
Zellen, welche uber die unmittelbare Vitalitt hinausgeht, ist folglich bisher nichts
bekannt.

Aus diesem Grund wurden fur diese Arbeit entsprechende Ziele formuliert (Kap.
1.4), um mit Hilfe der Ergebnisse dieser Arbeit den Einsatz einer Nanopartikel
vermittelten Photothermolyse in der biomedizinischen Forschung und klinischen
Therapie, wie z.B. der Aufreinigung von autologen hamatopoetischen Stammzellen
durch selektive Elimination von verunreinigenden Tumorzellen fur eine

anschlief’ende Transplantation abschétzen zu kénnen.
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1.3 Spezifische Eigenschaften von Nanogoldpartikeln unter der Bestrahlung
durch Nanosekunden Laserpulsen mit 532nm Wellenlénge.

Gustav Mie berechnete 1908 die Absorptionseigenschaften von sphérischen
kolloidalen Nanogoldpartikeln. Dabei handelt es sich um kugelférmige aus
Goldatomen bestehende Partikel in Nanometergréfie, welche sich in Losung
befinden.

Diese Partikel haben besondere optische Eigenschaften, da die Elektronen in den
Nanogoldpartikeln zu kollektiven Schwingungen angeregt werden kdnnen, weshalb
die Partikelausmale deutlich kleiner als die anregende Wellenlédnge sind. Wie alle
kolloidalen Nanogoldpartikel, welche kleiner als 100 nm sind, weisen die in dieser
Arbeit verwendeten 15 nm oder 25 nm Goldpartikel ein spezifisches
Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von ca. 530 nm auf (Radt, 2002;
Pitsillides et al., 2003). Aus diesem Grunde wurde in dieser Arbeit zur Anregung der
Nanogoldpartikel ein Laser mit einer Wellenlange von 532 nm eingesetzt.

Auf Grund der Bestrahlung von Nanogoldpartikeln mit Nanosekunden Laserpulsen
kommt es zu einer kurzzeitigen Erhitzung der Partikel um bis zu 1000 Kelvin
(Huttman & Birngruber, 1999; Radt, 2002; Plech et al., 2005; Yao et al., 2005).
Durch den kurzzeitigen Energieeintrag in die Nanopartikel kann die Warmeabgabe
an die Umgebung minimiert werden, was als ,,thermal confinement* bezeichnet wird
(Anderson & Parrish, 1983). Die Abgabe der Warmeenergie bleibt dabei auf wenige
Nanometer um die Partikel herum begrenzt und vollzieht sich innerhalb nur weniger
Nanosekunden (Hittmann et al., 2001; Plech et al., 2005). In diesem Zusammenhang
wird diskutiert, dass auf Grund der sehr schnell ablaufenden thermischen Prozesse
nicht zu einer vollstdndigen Verdampfung des Mediums bzw. Gasblasenbildung um
die Partikel herum kommt, sondern so genannte Kavitationsblasen entstehen (Lin &
Kelly, 1998; Lin et al., 1999; Vogel & Venugopalan, 2003; Pitsillides et al., 2003;
Lapotko et al., 2006). Diese Kavitationsblasen ermdéglichen einen rdumlich eng
begrenzten Schaden, da dieser mechanisch durch sehr hohe Druckunterschiede und
nicht thermisch vermittelt wird (Lin et al., 1999; Radt, 2002; Vogel & Venugopalan
2003; Pitsillides et al., 2003). Kadme es zu einer vollstdndigen Verdampfung des
Mediums um die bestrahlten Nanopartikel, wirden sich Gasblasen ausbilden. Eine
Gasblasenbildung wirde den Schadigungsbereich auf mehrere Mikrometer um den
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Partikel herum ausweiten und somit zu einem ausgeprégten Kollateralschaden, in
diesem Fall zu einer unspezifischen Elimination der umliegenden Zellen fihren
(Radt, 2002; Pitsillides et al., 2003).

Abb. 1  Absorptionsspektren von Wasser (H,O), Melanin und Hamogolbin
(HbO,) nach Boulnois (1986). Dargestellt als Extinktions- bzw. Absorptions-
Koeffizienten in Abhéngigkeit zur Wellenlange.

Eine direkte Erwdrmung von nicht pigmentierten Zellen durch Nano- oder
Pikosekunden Laserpulsen erfolgt nicht, da die Dauer der eingebrachten
Laserenergie zu kurz ist, um von ihnen absorbiert zu werden. Zudem weisen Wasser,
so wie auch unpigmentierte Zellen, wie in Abbildung 1 gezeigt, bei dem in dieser
Arbeit eingesetzten Laser mit einer Wellenlange von 532 nm eine nur sehr geringe
Absorption auf (Boulnois et al., 1986; Weissleder & Ntziachristos, 2003; Vogel &
Venugopalan 2003).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Vor Beginn dieser Arbeit wiesen erste Publikationen darauf hin, dass eine gezielte
Zellelimination durch Ankopplung von Nanogoldpartikeln an Zellen und
anschlielende Bestrahlung mit kurzen Laserpulsen mittels Nano-Photothermolyse
Zellen effizient und selektiv sein konnte (Radt, 2002; Pitsillides et al., 2003).
Aussagekraftige Untersuchungen uber die Effizienz und Selektivitdt bei der
Aufreinigung von primaren Zellen und tber mdgliche Nebenwirkungen auf die
aufgereinigten Zellen waren und sind bis heute nicht bekannt. Dadurch ist eine
Einschatzung schwierig, ob eine Methode, welche auf dem Prinzip der Nano-
Photothermolyse beruht, zum Aufreinigen von Zellen fur klinische Anwendungen

bzw. Therapien einsetzbar sein konnte.

Ziel dieser Arbeit war es, eine Bestrahlungsplattform fur die Nano-Photothermolyse
zu verwirklichen. Nach ersten Bestrahlungsversuchen an Zelllinien, sollten geeignete
Parameter flr eine effektive und selektive Elimination von Zellen gefunden werden.
Diese Parameter sollten an primdren Zellen verifiziert und im Weiteren untersucht
werden, um maogliche Nebenwirkungen der Aufreinigung auf primére Zellen
abschatzen zu konnen. Abschlie3end sollte im murinen Modell die Aufreinigung von
Stammzellen mittels Nano-Photothermolyse vor einer Transplantation in

myeloablativ behandelten Mausen durchgefiihrt und untersucht werden.

Anhand dieser Daten sollte es moglich sein, zu einer Einschéatzung, Uber einen
maoglichen Einsatz der Nano-Photothermolyse in einer medizinischen Therapie zu

kommen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Laborgerate

Analysenwaagen ‘U4100 - OD2.2° und ‘MC BA 100’ (Sartorius,

Gottingen)
Bestrahlungsgerat, Gamma Biobeam 2000 (MCP STS-GmbH, Braunschweig)
Brutschranke Hera Cell (Heraeus Instruments, Hanau)
LSRII (Becton Dickinson, Heidelberg)

UP19K (genetec, Quebec, Kanada)

Durchflusszytometer
Energiekopf-Detektor

Energiemonitor
Kamera

Kreuztisch, motorisiert

Laser

Mikroskope
Kuvettte, Quarzglas
pH - Meter

Quarzglasplatte
Reinstwasseranlage
Spektralphotometer
Werkbank, steril
Zahlkammer
Zellsortierer
Zentrifugen

Zytozentrifuge

SOLO P/E (genetec, Quebec, Kanada)
F-View (Olympus SIS, Hamburg)
ScanIM 112x74 1X (Maerzhaeuser, Wetzlar)

Diva Il von Thales, Nd:YAG 532nm (Soliton Laser und
Messtechnik GmbH, Gilching)

CKX-31, IX-71 und IX-81(Olympus, Planegg)
10 mm Suprasil (Hellma, Mllheim)

pH 523 (Wissenschaftlich-Technische Werkstétten,
Weilheim)

96 well (Hellma, Mullheim)

Nanopure Dimond (Barnstead, Dubuque, USA)
Ultrospec 3000 UV (Amersham Pharmacia, Freiburg)
Hera safe (Heraeus Instruments, Hanau)

Neubauer ‘improved’ (Brand, Wertheim)

FACS Diva (BD Bioscience, Heidelberg)

Multifuge 3 S-R (Heraeus Instruments, Hanau)
Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau)
Cytospin 4 (Thermo Shandon, Pitsburgh, USA)

Alle weiteren Labormaterialen wurden tber die Firmen neoLab (Heidelberg), VWR
(Darmstadt) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen
Filterkarten

21x 26 mm (Menzel, Heidelberg)
fur Zytozentrifuge (Thermo Shandon, Pitsburgh, USA)
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Gewebekulturschalen
Objekttrager

pH — Indikatorstdbchen
Siebe, Nylon-
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten

94/16 mm (Greiner Labortechnik, Nurtingen)
Superfrost (Menzel-Gliser, Uber neoLab, Heidelberg)
pH 7-14,0 (Merck, Darmstadt)

Cell Strainer 40 um (Becton Dickonson, Heidelberg)
25 cm?, 75 cm?, 150 cm? (Nunc, Wiesbaden)

6-, 24, 48, 96- Loch (Nunc, Wiesbaden)

Alle weiteren Verbrauchsmaterialen wurden uber die Firmen Roth (Karslruhe),

neolLab (Heidelberg) und Nunc (Wiesbaden) bezogen.

2.1.3 Chemikalien, Reagenzien, Lésungen und Reaktionskits

Avertin (222 Tribromethanol 97 %)
BCECF;-AM (MW=556,5; 820,7)

Bovines Serum Albumin, Rinderserum (BSA)
CFSE / CFDaSE (MW = 557,47 bzw. 460,4)

Cytometric Bead Array Flex Set
Dimethylsulfoxid (DMSQO) (MW = 78,13)
DMEM - Medium

Ethanol, absolut (MW = 46,07)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) (MW = 372,2)
Fotales Kélberserum (FCS)

Glutamin, L- (200 mM) (MW = 146,1)

GoldSol 15 nm und 25 nm

Goldenhance™

Heparin

Hoechst 33258 Bisbenzimide (MW= 533,88)
Isopropanol (MW = 60,1)

Kaliumcarbonat K,CO3; (MW = 138,20)

Lymphozytenpréperationsmedium 1077
Mercaptoethanol, p- (MW = 78,13)
Natriumazid (MW = 65,01)

Natriumchlorid NaCl (MW = 58,44)

Sigma, Deisenhofen

Molecular Probes, Leiden,
Niederlande

Serva, Heidelberg

Molecular Probes, Leiden,
Niederlanden

BD Bioscience

Merck, Darmstadt
Gibco, BRL, Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze
Gerbu, Gaiberg

PAA, Colbe

Gibco BRL, Karlsruhe

Aurion, Wageningen
Niederlande

Nanoprobes, Yaphank
USA

Merck, Damrstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Damrstadt
Merck, Darmstadt

PAA, Colbe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
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Ovalbumin, Grad VII

OVA 257-264 Peptid S“NFEKEL, 80 % HPLC rein

Paraformaldehyd PFA
PBS (‘Phosphate buffered saline’): ohne Caz. und Mgz«
Penicillin (10.000 U/ml)

Pharm Lyse™, BD- (FACS- Erytrozytenlyse)

RPMI 1640 — Medium

S“NFEKL, siehe OVA 257-264 Peptid
Streptomycin (10.000 ug/ml)

Triton X-100

Trypanblau, 0,4% (MW = 960,8)

Trypsin/ EDTA

Sigma, Deisenhofen
Pineda, Berlin

Riedel de Haen
Biochrom, Berlin
Gibco BRL, Karlsruhe
BD Bioscience

Gibco BRL, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Biochrom, Berlin
Gibco BRL, Karlsruhe

2.1.4 Verwendete Antikdérper, Fluorochromkonjugate und Farbstoffe

Die eingesetzten Antikorper sind in Tabelle 2.1 angegeben.

Tabelle 2.1 Eingesetzte Antikorper

Antigen | Isotyp Klon Bemerkung Quelle
B220 IgG2a, Ratte |RA3-6B2 |=CD45R BD
CD3 ¢ IgG2b, Ratte | 145-2C11 BD
CD4 IgG2b, Ratte |GKL1.5 BD
CD8a IgG2a, Ratte | 53-6.7 BD
CD11c IgG1, Hamster | HL3 BD
CD16 lgG2b, Ratte  |2.4G2 BD
CD19 1gG2a, Ratte | 1D3 BD
CD45.1 |1gG2a, Maus |A20 =Ly5.2 BD
CD45.2 |1gG2a, Maus |104 =Ly5.1 BD
Goat a rat | 1gG (H+L) Sekundarantikorper MP
Ki-67 1gG1, Maus MIB-1 Intrazellulares Antigen DAKO
NK1.1 IgG2a, Ratte | PK136 BD
S8L-Tet H2KP-SIINFEKL Tetramere |Prolmmune
Va2 TZR |1gG2a, Ratte B20.1 BD
VB5 TZR |1gG1, Maus MR9-4 BD
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Die in Tabelle 2.1 angegebenen Antikorper wurden unkonjugiert zur Konjugation
von Nanogoldpartikeln zur Herstellung von Immunogold verwendet oder mit

unterschiedlichen Fluorochromen (Tab. 2.2) konjugiert eingesetzt.

Tabelle 2.2 Eigenschaften der eingesetzten Fluorochrome

Fluorochrome Extinktion Emission Anregung Filtersatz
max. max

Alexa Fluor® 488 |495 nm 519 nm 488 nm 530/30 nm
Alexa Fluor® 647 | 650 nm 668 nm 633 nm 660 /20 nm
Alexa Fluor® 700 | 702 nm 723 nm 633 nm 712 /10 nm
APC 650 nm 660 nm 633 nm 660 /20 nm
FITC 494 nm 518 nm 488 nm 530/30 nm
PE 480 nm 578 nm 488 nm 585/42 nm
PerCP-Cy5.5 488 nm 695 nm 488 nm 695 /40 nm
PE-Cy7 480 nm 780 nm 488 nm 780/ 60 nm

Die zur Zellfarbung verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe und ihre Eigenschaften sind
in Tabelle 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3 Eigenschaften der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff Extinktion Emission Anregung Filtersatz
max. max

BCECF 503 nm 528 nm 488 nm 530/30 nm

CFSE 494 nm 515 nm 488 nm 530/30 nm

Hoechst33258 345 nm 483 nm 405 nm 440/ 40 nm

2.1.5 Verwendete Zelllinien

LB27.4

3T3
BO17.10

B-Zellhybridom; exprimiert H2K**® auf der Zelloberflache
(Kappler et al., 1982)

Fibroblasten Zelllinie
CD4+ T-Zelllinie; exprimiert H2K" auf der Zelloberflache
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2.1.6 Verwendete Mausestamme

Wildtyp

C57BL/6N Inzuchtstamm mit dem MHC Haplotypen H2k® (Charles River,
Sulzbach; Versuchstierhaltung IMMELI)

B6D2F1 Inzuchtstamm mit dem MHC Haplotypen H2k"*® (Charles
River, Sulzbach; Versuchstierhaltung IMMEI und HET, Bonn)

CD45.1 Inzuchtstamm mit dem MHC Haplotypen H2k"*® (Charles

River, Sulzbach; Versuchstierhaltung IMMEI und HET, Bonn)

Transgene Linien

OT I- Rag ™ x C57BL/6N CD8+ T- Zelltransgene Mauslinie gekreuzt mit
C57BL/6N. Die CD8+ T-Zellen exprimieren
den vp2/ va5- TZR und erkennen das
OVA57.264 Peptid SIINFEKEL préasentiert auf
H2K® (Versuchstierhaltung IMMEI und HET,
Bonn)

2.1.7 Verwendete rekombinante Viren

Die verwendeten Adenoviren wurden freundlicherweise von A. Limmer, IMMEI
Uniklinikum Bonn, zur Verfiigung gestellt.

AdJOVA rekombinanter Adenovirus Typ 5, der das Antigen Ovalbumin (OVA)
unter dem CMV Promotor exprimiert

2.1.8 Verwendete Software

Cell-R, Version 2 .6 Olympus SIS, Planegg

FCAP Array™, Version 1.0 BD Bioscience, Heidelberg
FlowJo, Version 8.4.2 Tree star, Otten Schweiz
Photoshop, Version 7.0.1 Adobe Systems, Miinchen

Prism, Version 4.0c GraphPad Software, La Jolla USA
WinPos, Version 1.100 ITK, Lahnau
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2.2 Methoden

2.2.1 Konjugation von Nanogoldpartikeln mit Antikdrpern

Zur Herstellung von Immunogold Partikeln wurden die Ratte-anti-Maus 1gG
Antikorper B220 (CD45R), CD4 und CD8 an kolloidale Goldpartikel mit den
Grolen 15 nm und 25 nm konjugiert. Da die verwendeten Nanogoldpartikel in
Losung geladen sind, konnen Proteine, so auch Antikorper mit ihren geladenen
Gruppen direkt an die Partikel binden. Dieses sollte in einem Puffer mit einem pH
Wert nahe bzw. leicht Uber dem isoelektrischen Punkt des Proteins geschehen, um
die Konformation und damit die Funktionsféhigkeit des Proteins bei der Bindung
nicht zu verandern und das Protein zu denaturieren (Roth, 1996).

Fur jede Konjugation wurde die optimale Proteinkonzentration bestimmt, damit eine
ausreichende Beladung von Antikorpern auf der Partikeloberflache gewahrleistet
wurde, welche eine feste Bindung eingehen konnten. Bei der Verwendung von zu
viel Antikorper je Partikel verringern sich die Bindungskrafte und das Immunogold

wird instabil.

Die erfolgreiche Bindung von Proteinen an die Goldpartikel konnte optisch
kontrolliert werden, indem die Elektrolytkonzentration durch Zugabe von z.B. NaCl
erhoht wurde, woraufhin unkonjugierte Goldpartikel Aggregate bilden, deren
Absorption sich ins rote verschiebt, es also zu einem Farbumschlag der

Nanogoldlésung von rot zu blau kommt.

Eine Trennung konjugierter Partikeln von unkonjugierten Partikeln und dem
Uberstand wurde durch Zentrifugation in einem Rundboden-ZentrifugationsgefaR
erreicht. Unbeladene Goldpartikel aggregieren dabei am Rand des Gefal3es,
wohingegen die erfolgreich konjugierten Partikel als weiches, rotes Pellet am Boden
des GefaRes zu finden sind.

Die Bestimmung der erhaltenden Partikelkonzentration ermdglichten die Angaben in
der Tabelle 2.1 aus dem Datenblatt der GoldSol Lésungen von Aurion. Darin sind
u.a. die Konzentrationen von 15 und 25 nm Goldpartikelldsungen mit der Optischen
Dichte (OD) von 1 bei der Wellenldange der maximalen Absorption von 520 nm
angegeben.
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Tabelle 2.4 Eigenschaften von Immunogold Partikeln nach Aurion.

Partikel # Au Atome MWi. # Partikel /ml |# Antikorper
Durchmesser |/ Partikel (daltons) (ODs2onm=1) |/ Partikel
15 nm 100 x 10° 20 x 10° 1,5x 10" 25 - 40
25 nm 470 x 10° 92 x 10° 3,3x 10" 115 - 180
(# = Anzahl)

Material: Aurion GoldSol 15 nm oder Aurion GoldSol 25 nm, unkonjugierte 1gG
Antikorper, pH Messstabchen (pH 7,0 — 14,0), 96-well-Mikrotiterplatte mit
Rundboden, 50 ml Reaktionsgefdl, 2 ml Rundboden Reaktionsgefale,
Tischzentrifuge ,,Biofuge fresco®, UV-Kiivette, Photometer

Ldsungen: K,CO3-Losung (0,5M), 10 % NaCl-Losung, 10 % BSA/ PBS
Methoden:

Einstellen des optimalen pH-Wertes der Goldldsung: Der isoelektrische Punkt der
eingesetzten Maus-anti-Ratte 1gG Antikorper liegt zwischen 8 und 8,5. Folglich
wurde der pH-Wert, der auf Raumtemperatur gebrachten Goldlésung, durch die
Zugabe von K,;COg3-Losung (ca. 150 pl auf 11 ml GoldSol) von 7,0 - 7,6 auf 8,5 - 9,0
eingestellt. Der pH-Wert wurde mittels pH-Stabchen tberprift. Die Verwendung von
pH-Metern mit einer Messelektrode ist nicht empfehlenswert, da die geladenen
Goldpartikel in der Losung mit der Elektrode reagieren.

Ermittlung der optimalen Proteinkonzentration: In einer 96-well-Mikrotiterplatte
wurde eine Verdinndungreihe mit einer absteigenden Antikorperkonzentration mit
5 ug bis 0,078 pg in 50 ul GoldSol Losung bei Raumtemperatur hergestellt. Nach
einer Inkubationszeit von 3 min wurden je Probe 20 ul einer 10 % NaCl-Ldsung
zugegeben. Die Verdinnung mit der geringsten Proteinkonzentration ohne
erkennbaren Farbumschlag wurde als optimale Proteinkonzentration fir die
Nanogoldpartikel Konjugation gewéahlt. Bei den in dieser Arbeit eingesetzten
Antikorpern war eine Proteinkonzentration von 6 bis 25 ug/ml, in der Regel jedoch
12,5 png/ml GoldSol optimal.

Konjugation: Zur pH-Wert eingestellten GoldSol Ldsung wurde die vorher
bestimmte Menge Antikorper gegeben und fir 5 min bei mehrmaligem
durchmischen durch leichtes Schitteln inkubiert. Durch Zugabe einer 10 %
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BSA/PBS-Lo6sung bis zum Erreichen einer 1 % BSA/GoldSol-L6ésung wurde die
Konjugation gestoppt und damit auch mdgliche freie Bindungsstellen an den
Partikeln abgesattigt.

Je ein Milliliter dieser Losung wurde in 2 ml ReaktionsgefalRe mit Rundboden
gegeben und fur 45 min bei 15 nm Partikeln bzw. fiir 30 min bei 25 nm Partikeln bei
12.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die entstandenen weichen Pellets vom Boden der
ReaktionsgefaRe wurden gesammelt und vereinigt.

Bestimmung der Partikelkonzentration: Die optische Dichte der erhaltenden
Immunogoldlésung wurde bei der Wellenldange von 520 nm am Photometer
bestimmt. Hieraus ldasst sich die Partikelkonzentration des hergestellten
Immunogoldes mit Hilfe der angegebenen optischen Eigenschaften, welche in
Tabelle 2.1 angegeben sind, berechnen.

fir 15 nm Partikel:  Konzentration = ODsy x 1,5 x 102 Partikel /ml

fir 25 nm Partikel:  Konzentration = ODsyg x 3,3 x 10! Partikel /ml

2.2.2 Bestrahlungssystem fiir die Nano-Photothermolyse

Die hier untersuchte Methode der Nano-Photothermolyse wurde zuerst im
Laserzentrum Lubeck durch Benno Radt in seiner 2002 eingereichten Dissertation
beschrieben. Nach seinen Angaben und mit Hilfe von Dr. Gereon Hittmann (BMO,
Libeck) wurde am IMMEI der verwendete Bestrahlungsaufbau verwirklicht.

Material: 96 well Quarzglasplatte, Diva Il Nd:YAG Laser, Mikroskop 1X-81 mit
motorisiertem Kreuztisch, Energiemesskopf mit Detektor, Umlenkspiegel, Optische
Bank

Losungen: Immunogold, PBS

Aufbau: Die Bestrahlung der Zellen fur LANCE wurde mit einem Diva Il Laser
durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um einen Dioden gepumpten Nd:YAG-Laser,
welcher durch Frequenzverdoppelung eine Wellenldnge von 532 nm besitzt. Die
maximal gelieferte Pulsenergie betrégt 6,25 mJ/Puls bei einer zeitlichen L&nge der
einzelnen Pulse von 11 ns und einer Wiederholungsrate von 20 Hz. Die Pulsform ist
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maximaler Energiedichte Gberlagern, um einen gleichméaRigen Energieeintrag auf die

Zellen zu gewabhrleisten.

Methode: Je Ansatz wurden 1 x 10° Zellen in 50 pl in ein well der 96 well
Quarzglasplatte zu 50 ul Immunogold Ldsung, wenn nichts anderes angegeben mit
2 x 10 Partikel je Zielzelle, hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte fir 30 min bei
Raumtemperatur. Sollten die zu behandelten Zellen anschliefend kultiviert werden,
wurde die 96 well Quarzplatte mit einer Glasplatte abgedeckt.

Der Laserstrahl wurde mit Hilfe der Umlenkspiegel so justiert, dass dieser auf der
optischen Achse des Mikroskops verlief. Nun konnte die Platte mit den Proben auf
dem Kreuztisch platziert und die Bestrahlung der Zellen durchgefuhrt werden.

Nach der Bestrahlung wurden die Zellen aus der Platte mit 100 ul PBS gespdilt und

konnten weiterverarbeitet werden.

2.2.3 Herstellung von Zytozentrifugen Praparaten

Mit Hilfe der Zytozentrifuge lassen sich Zellen aus Suspensionen gleichméfig als
Zellmonolayer bei Erhalt der Zellintegritat auf einen Objekttrdger bringen. Diese
werden dann auf dem Objekttrager fixiert und koénnen anschlieBend auf die
gewiinschte Weise behandelt, wie z.B. geféarbt, werden. Anschlielend ermdglicht
diese Methode die Analyse, der ehemals in Suspension vorliegenden Zellen mit
lichtmikroskopischen oder fluoreszenzmikroskopischen Methoden.

Material: beschichtete Objekttrager (Superfrost), Zytozentrifugentréager,
Probenkammern und Filterkarten, Cytospin® 4 Zytozentrifuge (Thermo Shandon)

Losungen: 10 % BSA/ PBS, 4 % PFA, PBS

Methode: Die Zytozentrifugentrager, Objekttrager, Filterkarten und Probenkammern
wurden zusammengebaut und in die Zytozentrifuge eingehangt. Je 5 x 10* Zellen
wurden in 150 ul 10 % BSA/ PBS resuspendiert, in die Probenkammern eingebracht
und bei 800 rpm fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen auf dem
Objekttrager liegend mit einem Tropfen 4 % PFA fur 10 min fixiert, in Wasser
gewaschen und tber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.2.4 Goldenhance™ Entwicklung von Nanogoldpartikeln auf Zellen

Um die verwendeten Nanogoldpartikel im Lichtmikroskop nachweisen zu kdnnen,
mussten diese zuvor mit Goldenhance™ entwickelt werden, da sie mit GroRen von
15 nm bzw. 25 nm unterhalb der mikroskopischen Auflésungsgrenze liegen. Das
zugrunde liegende Prinzip der Autometallografie ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

(Tubbs et al., 2002)

Abb. 2.2 Mechanismus der metallischen Gold Deposition durch
Autometallographie unter der Verwendung von Goldenhance™. Gold lonen in
Losung werden katalytisch an die Nanogoldpartikel als metallisches Gold (Au°)
gebracht. Die Partikelgrofle nimmt mit der Entwicklungszeit zu. Kirzere Zeiten
werden fur die Elektronenmikroskopie, langere Zeiten fur die Lichtmikroskopie und
Blots verwendet (aus Tubbs et al., 2002).

Losungen: PBS, GOLDENHANCE™ Lodsungen, Reinstwasser,
PBS-Gelatine Puffer (NaCl [0,5 M]; Gelatine [0,1 %]; Tween 20 [0,05 %])

Methode: Die zu entwickelnden Zytozentrifugen-Préparate auf Objekttragern
wurden zweimal mit PBS und einmal mit PBS-Gelatine Puffer fir 5 min und
abschlieBend zweimal mit Reinstwasser fur 10 min gewaschen. Die vier
GoldEnhance™ Lodsungen A (Entwickler), B (Aktivator), C (Initiator) und D (Puffer)
wurden zu gleichen Volumenanteilen gemischt. Zuerst wurden Lésungen A und B
zusammengegeben, gut gemischt und fir 5 min stehen gelassen. AnschlielRend
wurden Losungen C und D zugefigt. Pro Ojekttrager wurden 40 ul von der
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zubereiteten GoldEnhance™-Lo6sung auf die Probe gegeben und fur 15 min
inkubieren lassen. Die Entwicklung wurde durch Spilen mit ausreichend

Reinstwasser gestoppt.

2.2.5 Licht- und Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Material: 1X-71 inverses Mikroskop (Olympus), analySIS Software, Adobe
Photoshop

Methode: Durchlichtaufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen wurden am inversen
Mikroskop 1X-71 durch die Verwendung einer s/w Kamera und der cell-R Software
aufgenommen. Die farbliche Zuordnung der Fluoreszenzkanale und die
Uberlagerung der Aufnahmen wurde mit der Software Photoshop durchgefiihrt. Der
Malstab der Aufnahmen ist als Messbalken in den ausgegebenen Bildern

eingezeichnet.

2.2.6 Isolierung priméarer Lymphozyten aus der Milz

Material: Sezierbesteck, 40 pum Zellsieb, 10 ml Einmalspritzen, 120 mm
Einmalkanulen, 50 ml und 15 ml Reaktionsgefélie, Tischzentrifuge ,,Multifuge*

Ldésungen: PBS, Lymphozyten Separationsmedium

Methode: Die Milz wurde nach Offnung des Bauchraumes, von Fettgewebe und
BlutgefaRen befreit, entnommen und in ein mit PBS gefulltes Rohrchen Gberfuhrt.
AnschlieBend wurde die Milz unter Verwendung eines Spritzenstempels durch ein
Zellsieb gestrichen und mit 10 ml PBS gespllt. Von der Zellsuspension wurden je
5 ml in ein 15 ml Reaktionsgefal? Gberfuhrt und mit 2,5 ml Lymphozyten
Separationsmedium unterschichtet. Bei Raumtemperatur und abgeschalteter
Rotorbremse erfolgte die Zentrifugation bei 950 g fur 15 min. AnschlieBend wurde
der klare Uberstand abgesaugt und die Zellen in der weien Zwischenphase in einem
50 ml Gefall gesammelt, auf 50 ml mit PBS aufgefullt, ein definiertes VVolumen fur
die Zellzahlbestimmung abgenommen und nochmals bei 300 g fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt, so dass die Milzlymphozyten im
Pellet vorlagen.
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2.2.7 lsolierung primarer Zellen aus dem Knochenmark
Material: Sezierbesteck, Petrischale, 40 um Zellsieb, 10 ml Einmalspritzen,
Einmalkanulen, 50 ml Reaktionsgefalie, Tischzentrifuge ,,Multifuge®

Ldsungen: PBS

Methode: Die Hinterbeine wurden von Sehnen und Muskeln befreit aus der
getffneten Maus heraus prépariert und in eine Petrischale mit PBS uberftuhrt. Die
Knochen wurden unter- und oberhalb der Gelenke durchtrennt. Mit einer Kaniile
wurde das Knochenmark mit PBS aus den Knochen herausgespult und anschliel3end
bis zum Erreichen einer Einzelzellsuspension resuspendiert. Die Zellsuspension

wurde durch ein Zellsieb filtriert und die Zellzahl bestimmt.

2.2.8 Kultivierung primarer Zellen in vitro
Material: Zellkulturplatten (24 oder 96-well)

Losungen: Milz- und Knochenmarkzellen Medium: RPMI 1640, 10 % (v/v) FCS,
10°U Penicillin, 0,1 g/l Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 50 uM [3-Mercaptoethanol’

Methode: Zur Ermittlung der Klonierungseffizienz wurden die angegebenen Zellen
auf 1 x 10° Knochenmarkzellen in 200 pl Medium in 96 well Zellkulturplatten

ausgesat. Das Wachstum der Tumorzellen wurde Ulber den Farbumschlag des

Mediums in einem Zeitraum von 14 Tagen ermittelt.

Zur Stimulation von Milzzellen wurden 5 x 10° Milzzellen in einem Milliliter

Medium mit oder ohne 1mg/ml Ovalbumin in 48 well Zellkulturplatten ausgesat.

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C mit 5 % CO, Begasung und 95 %
Luftfeuchte kultiviert.

2.2.9 Zelllinien und ihre Propagation

Material: 75 cm? Zellkulturflaschen

Losungen: LB27.4 Medium (RPMI 1640, 10% (v/v) FCS (Hitzeinaktiviert),
10° Units Penicillin, 0,1 g/l Streptomycin, 2 mM L-Glutamin), 3T3 Medium
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(DMEM, 10 % (v/v) FCS (hitzeinaktiviert), 10°U Penicillin, 0,1 g/l Streptomycin,
2mM L-Glutamin), Trypsin- EDTA, PBS

Methode: Die Maus B-Zelllinie LB27.4 wéchst als Mischung aus Suspensions- und
adharenten Zellen. Die Maus Fibroblasten Zelllinie 3T3 wachst ausschliellich als
adhdrente Zelle. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz zwischen 70 % bis 90 % fur
Versuche verwendet oder passagiert. Die adhdrenten Zellen wurden zunéchst mit
PBS gespult und anschliefend mit Trypsin- EDTA inkubiert und abgeldst. Zur

weiteren Kultivierung wurden die Zellen mit 1 x 10° Zellen pro cm? ausgesét.

Alle Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37 °C mit 5 % CO, Begasung und
95 % Luftfeuchte kultiviert.

2.2.10 Markierung von Oberflachenantigenen

Zur Analyse einzelner Zellpopulationen in Suspension mittels eines
Durchflusszytometers wurden die Zellen mit Fluorochromen konjugierten
AntikOrpern markiert. Das an Zellen gebundene Immunogold wurde mit
Fluorochromen konjugierten Sekundarantikérpern, gerichtet gegen den
unkonjugierten Primarantikdrper an den Nanogoldpartikel markiert.

Material: Durchflusszytometer (LSR I1), FACS-Einmalréhrchen (Polypropylen-
12/75 mm), Tischzentrifuge ,,Multifuge®

Ldsungen: PBS

Methode: Jeweils 1 x 10° Zellen in 50 ul PBS wurden zur Farbung in FACS-
Einmalrohrchen Gberfuhrt. Die Antikorper wurden in zuvor titrierter Konzentration
in einem Volumen von 50 pul zugegeben. Die Féarbung erfolgte fir 15 min auf Eis.
Anschliel3end wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen (5 min, 300 g, 4 °C). Zur
Analyse am LSR Il Durchflusszytometer wurden die Zellen in 500 pl resuspendiert.

2.2.11 Markierung intrazellularer Antigene

Zur Markierung intrazellularer Antigene mussen die zu untersuchenden Zellen fixiert
und anschlieBend ihre Zellmembran permeabilisiert werden, damit die Fluorochrom

konjugierten Antikorper in die Zellen eindringen kénnen.
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Material: Durchflusszytometer (LSR I1), FACS-Einmalréhrchen (Polypropylen-
12/75 mm), Tischzentrifuge ,,Multifuge”

Losungen: 4 % Paraformaldehyd PFA/ PBS Fixierlosung, 0,25 % TritonX-100/
PBS, 0,5 % BSA/ PBS Waschpuffer

Methoden: 1 x 10° Zellen in 500 ul PBS resuspendiert wurden mit 500 pl PFA-
Fixierlésung gut durchmischt und fiir 30 min bei 4 °C fixieren lassen. AnschlielRend
wurde 1 ml Waschpuffer hinzugegeben, die Zellen abzentrifugiert (300 g, 5 min,
4 °C), die Fixierlosung verworfen und die Zellen in 0,5 ml 0,25 % 4 °C kalter
TritonX-100 Losung resuspendiert. Nach funf minitiger Permeabilisierung auf Eis
wurden 1,5 ml Waschpuffer zugegeben und die Zellen bei 4 °C fir 5 min mit 300 g
abzentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstandes konnten die Zellen
intrazellulér, entsprechend dem Protokoll zur Farbung von Oberflachenantigenen
(Kap. 2.2.10), gefarbt werden.

2.2.12 Zellfarbung mit CFSE zur Zellmarkierung und

Zellproliferationsmessung

Zur Unterscheidung von adhérenten Zellen in einer Mischkultur wurde eine Zelllinie
vor der Mischung mit 5-(and-6)-Carboxyfluorescein Diacetate, Succinimidyl Ester
(CFDaSE) gefarbt. Dieser farblose Stoff diffundiert frei in Zellen und wird in
intakten Zellen durch Esterasen in fluoreszentes 5-(and-6)-Carboxyfluorescein
Succinimidyl Ester (CFSE; Extinktion max. 496 nm; Emission max. 512 nm) und
Acetatreste gespalten. Das CFSE ist schwer Zellmembran géngig und hoch reaktiv,
deshalb bleibt es in intakten Zellen und kann dort als 5-(and-6)-Carboxyfluorescein
(CF) kovalent an bestimmte intrazellulére Proteine binden.

Da sich der Farbstoff bei der Teilung von zuvor gefarbten Zellen gleichmaRig auf die
Tochterzellen verteilt, kann damit auch die Proliferation von Zellen von dem
Zeitpunkt der Farbung bis zur Messung am DurchflulRzytometer bestimmt werden
(Hasbold, 1999).

Material: 37 °C Warmeschrank, 50 ml ReaktionsgefaR, Tischzentrifuge
»Multifuge®
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Losungen: PBS, 5(6)-(N-Succinimidyloxycarbonyl)-3',6',0,0'-diacetylfluorescein-
5(6)-Carboxyfluorescein diacetate, N-succinimidyl ester- (CFDaSE) [10 mM], FCS

Methode: Die zu farbenden Zellen wurden einmal mit reichlich PBS gewaschen und
maximal 20 x 10° Zellen in 10 ml 37 °C warmen PBS resuspendiert. Dazu wurde
37 °C 2 uM CFDaSE /PBS (2 ul CFDaSE [10 mM] + 10 ml PBS) zugegeben und fur
15 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Anschlieend wurde die Farbung durch
Zugabe von 2 ml FCS gestoppt und mit reichlich PBS gewaschen (10 min, 350 g,
20 °C).

Die Analyse der Zellproliferation gemessen am Durchflusszytometer erfolgte mit der
FlowJo Software durch die Verwendung der Proliferationsfunktion.

2.2.13 Lebend / tot Farbung mit BCECF und Hoechst33258

Eine eindeutige Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen mittels
Durchflusszytometrie ermdglicht die Farbung mit BCECF und Propidiumjodid
(Barnett & Evans, 1986; Kolber et al., 1988). Da in dieser Arbeit ein
Durchflusszytometer mit einem dritten violetten Laser zum Einsatz kam, konnte statt

des Propidiumjodid der UV Farbstoff Hoechst33258 eingesetzt werden.

Der Stoff BCECF-AM st frei membrangédngig und kann somit frei in intakte Zellen
diffundieren. Nach dem Abspalten der Acetoxymethyl Gruppen, durch die in
intakten Zellen vorhandenen Esterasen, entsteht der fluoreszente Stoff BCECF, der
nicht mehr durch intakte Zellmembranen aus der lebenden Zelle heraus diffundieren
kann (Leeder et al., 1989). Bei Hoechst33258 handelt es sich um einen DNA
Farbstoff, der nur in Zellen eindringen kann, wenn diese keine intakte und
funktionelle Zellmembran mehr besitzen und folglich tot sind (Latt & Stetten, 1976).

Material: Tischzentrifuge ,,Multifuge*

Losungen: 2',7'-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl
ester (BCECF, AM) [1 mg/ml], 2-[2-(4-Hydroxyphenyl)-6-benzimidazoyl]-6-
(1-methyl-4-piperazyl) benzimidazole trihydrochloride (Bisbenzimide H 33258 oder
Hoechst33258) [10 mg/ml], PBS
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Methoden: Nach der Behandlung wurden 1 x 10° Zellen in 1 ml PBS mit 0,1 pg/ ml
BCECF-AM bei 37 °C fur 30 min lichtgeschitzt gefarbt und anschlieend mit 2 ml
PBS gewaschen (5 min, 300 g, 20 °C). Vor der durchflusszytometrischen Analyse
wurden die Zellen in 0,5 ml PBS mit 1,2 pg/ ml Hoechst33258 resuspendiert und flr
15 min inkubiert.

2.2.14 Quantifizierung von Zytokinen in Zellkulturtberstanden

Zur Quantifizierung von Proteinen bzw. Zytokinen in Zellkulturiiberstdnden wurde
der Multiplex-Bead-Assay (CBA) von der Firma BD Bioscience angewandt. Ein
Vorteil dieser Methode ist, dass sich gleichzeitig mehrere Zytokine in Uberstanden

messen lassen.

Das CBA-Flex-Kit enthalt verschiedene Polystyrolpartikel, die mit Antikdrper gegen
das jeweilige Zytokin konjugiert sind. Die Partikel unterscheiden sich in ihrer
Autofluoreszenz und koénnen dadurch gemeinsam gemessen und anschlieRend
getrennt ausgewertet werden konnen. Die Partikel wurden mit Zellkulturiiberstdnden
inkubiert und binden die Zytokine spezifisch an den jeweiligen Partikeln.
AnschlieRend werden, die an den Partikeln gebundenen Proteine, mittels eines mit
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten ,,Sandwich*-Antikdérpers detektiert.

Im Durchflusszytometer ist es nun einerseits moglich, die verschiedenen Partikel
anhand ihrer Autofluoreszenz den jeweiligen Zytokinen zuzuordnen; andererseits
korreliert die Intensitat des Fluorochromes des gebundenen Antikdrpers mit der
Menge an gebundenem Protein. Mittels einer Standardreihe mit bekannter
Proteinkonzentration kdnnen nun die in der Probe enthaltene Proteinmenge in einem
Konzentrationsbereich von ca. 10-5000 pg/ml quantifiziert werden. Die Auswertung
erfolgte mittels der mitgelieferten ,,FCAP Array™ Software®.

2.2.15 In vivo Zytotoxizitatstest

Zur Ermittlung der Antigen spezifischen Zytotoxizitat in vivo wurden die zu
untersuchenden Maduse mit einem OVA Antigen exprimierenden Adenovirus
(AdOVA) i.v. infiziert. Die Immunisierungsphase betrug sechs Tage. AnschlielRend
wurden syngene Mausmilzzellen als sog. Targetzellen mit dem OVA Klasse 1 Peptid
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SIINFEKEL beladen und einer hohen Konzentration von CFSE geféarbt. Als
Kontrolle wurden gleiche Milzzellen ohne Antigen mit einer geringen Konzentration
von CFSE gefarbt. Diese beiden Zelltypen wurden anschlieRend 1:1 gemischt und
I.v. in die immunisierten Mduse injiziert. Nach vier Stunden wurden Milzzellen aus
den Mdusen entnommen, dissoziiert und durchfluBzytometrisch analysiert. Aus dem
Verhéltnis der Lyse von den mit Antigen beladenen Target-Zellen zu den
Kontrollzellen, 1&sst sich die Antigen Spezifische in vivo Toxizitat berechnen.

Material: OVA Antigen exprimierende Adenoviren (AdOVA), syngene Milzzellen,

1 ml Einmalspritzen, Einmalkantlen,

Losungen: PBS, 5(6)-(N-Succinimidyloxycarbonyl)-3',6',0,0'-diacetylfluorescein-
5(6)-Carboxyfluorescein diacetate, N-succinimidyl ester- (CFDaSE) [10 mM], FCS,
SIINFEKL Peptid

Methode: Sechs Tage nach der Immunisierung der Mause mit 1 x 10’ pfu AJOVA

durch i.v. Injektion wurde der Zytotoxizitatstest durchgefuhrt.

Eine Suspension aus syngenen Milzzellen wurde in zwei gleiche Ansétze geteilt. Der
eine Teil der Zellen (Target-Zellen) wurde mit 2 uM des OVA Peptides SIINFEKL
beladen (30 min, 37 °C) und mit einer hohen Konzentration CFDaSE (1 puM)
markiert. Der zweite Teil diente als interne Kontrolle (Kontrollzellen) und wurde
deshalb nicht mit Antigen beladen und mit einer niedrigen Konzentration CFDaSE
(0,1 M) markiert. AnschlieRend wurden die Zellen 1:1 gemischt und 1 x 107 Zellen
in die immunisierten M&use und in naive M&use i.v. injiziert. Vier Stunden spater
wurden Milzzellen aus den M&usen prépariert und durchlusszytometrisch analysiert.
Die Antigen spezifische Lyse der injizierten Zellen wurde mit der Software ,,FlowJo*
und ,,Prism* nach folgender Formel berechnet:

CFSE hoch

_ 100 _ CFSE niedrig
CFSE hoch

CFSE niedrig

immunisierte Tiere

spezifische Zytotoxizitdt [%]
naive Tiere
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2.2.16 Applikation in vivo

Material: 1 ml Einmalspritze, Injektionsnadeln (0,4 um)
Ldsungen: PBS

Methode: Alle Applikationen von Zellen oder von Adenoviren erfolgten intravends
(i.v.) in die Schwanzvene. Das VVolumen der Applikation in PBS war in jedem Fall
maximal 200 pl.

2.2.17 Ganzkorper gamma Bestrahlung mit anschlieender Transplantation

Vor der Transplantation von Stammzellen, in diesem Falle von Knochenmarkzellen,
mussen die zu behandelnen Mé&use eine letale Dosis von Gamma Strahlung aus einer
radioaktiven Strahlungsquelle erhalten. Letal bedeutet in diesem Falle, dass alle
teilungsfahigen Zellen durch die Gamma Strahlung soweit geschéadigt werden, dass
diese nicht mehr proliferieren. Sollten mit Gamma Strahlung behandelte M&use nicht
innerhalb von wenigen Tagen Stammzellen transplantiert bekommen, wirden sie

sterben.
Material: 1 ml Einmalspritze, Injektionsnadeln, Gamma Bestrahlungsgerét, Rotlicht
Losungen: Avertin-Losung (2,5 % in PBS), PBS,

Methode: Fur die letale Ganzkérperbestrahlung (TBI) wurden die Mause mit je
125 upl Awvertin-Losung i.p. betdubt. Anschliefend wurden sie in einer
Bestrahlungsanlage mit einer einmaligen Dosis von 9 Gy (Dauer 4:17 Minuten)
Gamma Strahlung (Strahlungsart CS™’ 69TBq) myeloablativ bestrahlt. Nach dem
Bestrahlen wurden die Mduse bis zum Erwachen mit Rotlicht warm gehalten, um ein
Auskuhlen der Tiere zu verhindern, da die Narkotisierung mit Avertin auch die
Temperaturregulierung blockiert. 24 Stunden nach der Ganzkdrperbestrahlung
wurden den Méausen 5 x 10° behandelte oder unbehandelte Knochenmarkzellen von
syngenen Mdausen transplantiert. Dieses erfolgte i.v. in die Schwanzvene in PBS mit

einem Gesamtvolumen von 200 pl.

Da Auf Grund der Gamma Bestrahlung mit anschlieRender Transplantation sterben
stets einige Tiere in den ersten vier Tagen nach der Bestrahlung, daher wurden in den
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Uberlebenskurven nur solche Tiere aufgenommen, welche fiinf Tage nach der

Transplantation noch lebten.

2.2.18 Statistische Analyse

Die Fehlerabweichungen wurden mit der Analysefunktion der ,,Prism“ Software
(Version 4.0c) ermittelt und als Standardfehler des Mittelwertes (SEM) dargestellt.
Zur Berechnung der Signifikanz wurde der zweiseitige ungepaarte t- Test verwendet.
Die Berechnung der Signifikanz der Uberlebenskurven erfolgte mit Hilfe des

logrank- Tests.

Signifikanznomenklatur:

Nicht signifikant (ns): p>0,05
Signifikant (*): p=0,01-0,05
Sehr Signifikant (**): p=0,001-0,01

Hoch Signifikant (***): p <0,001
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3 Ergebnisse

3.1 Nano-Photothermolyse: Eine selektive Methode zur Elimination von
Zellen in vitro mittels Laser aktivierter Nanogoldpartikel

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die
Methode der Nano-Photothermolyse unter Verwendung von Laser aktivierten
kolloidalen Nanogoldpartikeln eine geeignete Methode zur selektiven Elimination
von Zellen sein kann. Dieses wurde zundchst an murinen Zelllinien in Suspension, in
einer Mischkultur verschiedener Zelllinien und an einer Mischkultur von adharent

wachsenden Zellen in in vitro Systemen untersucht.

3.1.1 Selektive Anbindung von Immunogold-Konjugaten an Zellen

Nach den physikalischen Grundlagen, auf dem die Methode der Nano-
Photothermolyse beruht, kdnnen nur solche Zellen eliminiert werden, welche eine
ausreichende Anzahl an Lichtenergie absorbierenden Nanogoldpartikel auf der
Zellmembran gebunden oder aufgenommen haben (Kap. 1.3). Demnach wird die
Selektivitat dieser Methode Uber die spezifische Bindung der verwendeten
Immunogoldkonjugate an den zu eliminierenden Zellen bzw. Zielzellen vermittelt.
Die Bindung der Nanogoldpartikel an die Zellen erfolgt tber die auf den Partikeln
konjugierten monoklonalen Antikorper (Kap. 2.2.1). In dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich kommerziell erwerbliche monoklonale 1gG Antikdrper als
Zielfindungsproteine auf die Nanogoldpartikel konjugiert. Die Spezifitaten dieser
monoklonalen Antikérper sind bekannt und beschrieben. Jedoch musste Gberprift
werden, ob die Spezifitdt der Antikérper nach der Konjugation auf
Nanogoldpartikeln erhalten geblieben ist. Folglich wurde in dieser Arbeit zunéchst
die Spezifitat der selbst konjugierten Immunogold Partikel untersucht.

Die in dieser Arbeit verwendeten kolloidalen Nanogoldpartikel haben einen
Durchmesser von 15 nm oder 25 nm und kdnnen wegen ihrer geringen Grofl3e weder
einzeln in Losung noch direkt nach der Bindung an Zellen im Durchflusszytometer
detektiert werden. Jedoch l&sst sich ein an die Partikel konjugierter Ratte-anti-Maus
IgG1 Erstantikorper mit einem sekundéren Ziege-anti-Ratte Antikorper gegen den
Ratte Fc-Teil des Erstantikorpers markieren. Dieses ermdglichte dadurch eine
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indirekte Detektion, der an den Zellen gebundenen Immunogold Partikel mit einem
Fluoreszenz markierten Zweitantikorper mittels Durchflusszytometrie. Abbildung
3.1 zeigt beispielhaft den Nachweis von CD8+Nanogoldpartikeln, die an murine
Zellen einer Milzzellsuspension gebunden haben.

Um die spezifische Bindung der verwendeten CD8+Immunogold Partikel zu
untersuchen, wurden die Zellen zusatzlich mit einem fluoreszenzmarkiertem direkt
erkennenden Erstantikorper gegen CD8+ T-Zellen, welche hier die Zielzellen des
Immunogoldes darstellen, inkubiert. Die Dot Plot Analyse (Abb. 3.1 rechts) zeigt
eine deutlich abgegrenzte doppelpositive Population, wéhrend einzelpositive Zellen
nicht detektiert werden konnten. Daraus wurde geschlossen, dass an alle CD8+ T-
Zellen das eingesetzte CD8+Immunogold gebunden hatte und eine unspezifische
Bindung nicht zu detektieren war.

Zellen
CcD8

—— Ziege anti Ratte —— —— Ziege anﬁ Ratte —

Abb. 3.1 Nachweis der Selektivitat von Immunogold Nanopartikeln auf Zellen
Uber den konjugierten Antikorper mittels Durchflusszytometrie. Murine
Milzzellen wurden mit CD8+Nanogoldpartikeln inkubiert und die Goldpartikel
anschlieRend auf den Zellen mit einem fluoreszenzmarkierten sekundéaren Antikorper
nachgewiesen (grau/ gefillt: Sekundarantikérper Kontrolle; schwarz: mit Ratte-anti-
Maus konjugiertes Immunogold auf Milzzellen). Die CD8+ Zellen wurden zur
Identifizierung und zur Uberpriifung der Spezifitat des Immunogoldes mit einem
direkt fluoreszenzmarkierten Antikdrper gefarbt.

Mit Grolen von 15 nm oder 25 nm im Durchmesser liegen die in dieser Arbeit
verwendeten Nanogoldpartikel unter der Auflésungsgrenze der Lichtmikroskopie
und koénnen somit nicht direkt lichtmikroskopisch sichtbar gemacht werden. Mit
Hilfe von Goldenhance™, welches auf der vom Ausbelichten von Schwarz-Weil

Fotos bekannten Methode der Silberverstarkung bzw. Silberentwicklung beruht,
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konnen die Nanogoldpartikel jedoch um ein vielfaches vergroRert werden, was den
Nachweis mit Hilfe der Lichtmikroskopie ermoglicht (Kap. 2.2.4).

In einer murinen Fibroblasten Zelllinie 3T3 (Abb 3.2 a) und einer murinen B-
Zelllinie LB27.4 (Abb 3.2 b) konnten nach Inkubation mit B220+Immunogold
Partikeln, welche spezifisch an die LB27.4 Zellen binden sollten und anschliel3ender
Goldenhance™ Entwicklung auf Cytospin Préparaten Nanogoldpartikel auf den
Zellen nachgewiesen werden. Bei zunehmender Anzahl von Immunogold Partikeln
sind vermehrt Nanogoldpartikel an den Zellen detektierbar. Wobei nur eine geringe
Anzahl Partikel unspezifisch an die Fibroblastenzellen (Abb 3.2 a) gebunden hatte
und im grolleren Malie die Immunogold Partikel spezifisch auf den B-Zelllinie (Abb
3.2 b) zu detektieren waren.

(x10° Partikel / Zelle)

Abb. 3.2 Detektion von Nanogoldpartikeln nach Goldenhance™ Entwicklung
auf Zellen mittels Durchlichtmikroskopie. Zellen aus einer murinen Zellkultur aus
a) 3T3 (Fibroblasten) und b) LB27.4 (B-Zellen) Zellen wurden mit einer
aufsteigenden Anzahl von 0 bis 100 x 10° Partikel pro Zelle von
B220+Nanogoldpartikel, spezifisch flr die B-Zellen, fir 30 min inkubiert, auf einen
Objekttrager miitels Cytospin-Zentrifuge aufgebracht und anschlieBend mit
Goldenhance™ entwickelt (Messbalken entspricht 20 um).

3.1.2 Effiziente Elimination von Suspensionszellen

Ein Ziel der Arbeit war es, zu Uberprufen, ob sich mit der Methode der Nano-
Photothermolyse Zellen gezielt und effizient eliminieren lassen. In Kapitel 3.1.1

32



Ergebnisse

konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit eingesetzten Nanogoldpartikel
spezifischen uber Antikorperbindung an die Zielzellen gebracht werden konnten.
Nun sollte gezeigt werden, dass die verwendeten Laser Parameter geeignet waren,

Zellen effizient und selektiv zu eliminieren.

Die gezielte Elimination von Zellen unter Verwendung von Nanogoldpartikeln und
Laserbestrahlung wurde zunédchst an einer murinen Zelllinen durchgefihrt. Die
hierfur verwendete B-Zelllinie LB27.4 bietet gegenuber primaren Zellen den Vorteil,
dass diese Zellen leicht kultivierbar sind und ihre Eigenschaften bei der Verwendung
von Zellen aus verschiedenen Passagen konstant bleiben. Zudem sind bestimmte
Eigenschaften, wie Antigenexpression, Wachstum und Vitalitat der Zelllinien in der
Regel bereits eingehend in der Literatur beschrieben. Die Zellen der Zelllinie LB27.4
tragen das Antigen B220, auch als CD45R bekannt, auf der Zelloberflache und
konnen dartber, durch den Einsatz von B220+Immunogold, mit Nanopartikeln
beladen werden. Anschliefend wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.2 fur die Nano-
Photothermolyse-Behandlung mit gepulster Laserstrahlung bestrahlt.

Der Effekt der Nano-Photothermolyse von Zellen beruht auf der Entstehung von
Kavitationsblasen um die Nanogoldpartikel, welche an den Zellen haften (Huttmann
et al., 2001). Die direkte Folge ist die unmittelbare Schédigung der Zelle durch die
Zerstorung der Integritdt der Zellmembran, wodurch es zur Nekrose, also zum
plotzlichen Zelltod, kommt. Um zu kontrollieren, ob die Elimination von Zellen
erfolgreich war, wurden die toten und lebenden Zellen vor und nach der Nano-
Photothermolyse Behandlung gefarbt und konnten so mittels Durchflusszytometrie

unterschieden werden.

Die Inkubation von Zellen mit Bis-Carboxyethyl-Carboxyfluorescein-
acetoxymethyl-ester (BCECF-AM) fihrt in lebenden Zellen zu einer enzymatischen
Umwandlung in den Fluoreszenzfarbstoff Bis-Carboxyethyl-Carboxyfluorescein
(BCECF). In Erganzung erlaubt die Farbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Bisbenzimide H 33258 (Hoechst 33258) die Detektion von toten Zellen. Der
kombinierte Einsatz dieser beiden Reagenzien ermdglicht eine eindeutige
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen (Abb. 3.3). Lebende Zellen sind
BCECEF positiv und Hoechst 33258 negativ (Region 1). Im Gegensatz dazu sind tote
Zellen BCECF negativ und Hoechst 33258 positiv (Region 2).
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Vor der Inkubation mit Immunogoldkonjugaten und anschlie}ender Laserbestrahlung
(Kap. 2.2.2) fanden sich in der Zellkultur tberwiegend lebende Zellen und nur
wenige tote Zellen (Abb. 3.3 links). Nach der Behandlung lieBen sich jedoch keine
lebenden Zellen mehr detektieren. Folglich konnten mit der hier angewendeten
Nano-Photothermolyse erfolgreich und hoch effizient Zellen eliminiert werden.

Region 1

BCECF

Region 2

Hoechst 33258

Abb. 3.3 Elimination von Zellen in Suspension mittels Nano-Photothermolyse.
Die B220 positiven Zellen der B-Zell Lymphoma Zelllinie LB27.4 wurden mit
B220+Nanogoldpartikeln inkubiert, und anschlieBend mittels Laser bestrahlt. Zur
Unterscheidung von vitalen und toten Zellen vor (unbehandelt) und nach der Nano-
Photothermolyse-Behandlung (behandelt) wurden die Zellen mit BCECF und
Hoechst 33258 geféarbt. Die lebenden Zellen sind ausschlielich BCECF positive
(Region 1), wohingegen die toten Zellen Hoechst 33258 positiv sind (Region 2).

Die Effizienz der zellspezifischen Elimination mit der Methode der Nano-
Photothermolyse hé&ngt nach der Theorie von einer ausreichenden Anzahl
gebundener Nanogoldpartikel auf der Zielzelle ab. Jedoch ist zu vermuten, dass das
eingesetzte Immunogold auch unspezifisch an Zellen binden kann, wenn es im
UbermaR eingesetzt wird. Um dieses zu Untersuchen wurde eine Titration mit einer
aufsteigenden Anzahl von eingesetzten Immunogold Partikeln vorgenommen. Dabei
wurden Immunogold Partikel eingesetzt, welche spezifisch fiir die Zellen waren, um
zu untersuchen wie viel Partikel pro Zelle eingesetzt werden mussten, um eine gute
Eliminationseffizienz zu erreichen. Parallel dazu wurde Immunogold eingesetzt,
welches nicht spezifisch fur die Zellen war und folglich nicht an die Zellen binden

sollte. Somit ware eine Elimination dieser Zellen mittels Nano-Photothermolyse auf

34



Ergebnisse

eine unspezifische Bindung dieser Partikel an die Zellen zurlickzufiihren. Des
Weiteren sollte in diesem Versuch geklart werden, ob die alleinige Inkubation der
Zellen mit spezifischen Immunogold ohne die Laserbestrahlung zu einer
Beeinflussung der Vitalitat der Zellen kommt.

Um dieses zu untersuchen, wurden Zellen der B-Zell-Lymphoma Zelllinie LB27.4,
welche fur den Oberflachenmarker B220 positiv und CD4 negativ sind, verwendet.
Die Zellen wurden mit 1 x 10% bis 5 x 10* Partikel je Zelle mit zellspezifischen
B220+Immunogold (nAu) oder zellunspezifischen CD4+Immunogold (us nAu)
inkubiert (Abb. 3.4). Die Bestimmung der Partikelzahl erfolgte tiber die optische
Dichte der Immunogoldldsung (Kap. 2.2.1).

AnschlieBend wurden die Zellen mit nanosekunden Laserpulsen bestrahlt. Um die
Effizienz der Nano-Photothermolyse-Behandlung zu ermitteln, wurde die
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen, wie in Abbildung 3.3 gezeigt,

vorgenommen.

Abb. 3.4 Effektive Elimination von Zellen in Suspension mit zellspezifischem
Immunogold. Die B220 positiven Zellen der B-Zell Lymphoma Zellinie LB27.4
wurden mit variierter Anzahl von zellspezifischen B220+Nanogoldpartikel inkubiert
(rote Linie) und anschliefend mittels Nano-Photothermolyse eliminiert (schwarze
Linie), oder mit zellunspezifischen CD4+Nanogoldpartikeln inkubiert und
anschliefend mit dem DIVA Il Laser bestrahlt (blaue Linie). Die Ergebnisse der
Behandlungen sind hier als lebende Zellen in Abhangigkeit von der Anzahl der
eingesetzten Partikel dargestelit.

Der Anteil der lebenden Zellen in allen Ansétzen betrug vor der Behandlung > 95 %

(Abb. 3.4). Bei dem Einsatz von 6,25 x 10° zellspezifischem Immunogold Partikeln

35



Ergebnisse

je Zelle fir die Eliminierung (nAu+Laser) sank der Anteil von lebenden Zellen nach
der Nano-Photothermolyse Behandlung unter 3 %, wohingegen die Vitalitat der
Zellen in den Kontrollgruppen nicht beeintrdchtigt war. Bei Erhdéhung der
Partikelzahl auf 2,5 x 10 spezifischen Partikeln (nAu) pro Zelle wurden nach der
Bestrahlung weniger als 0,05 % vitale Zellen detektiert, wahrend in den anderen
beiden Ansatzen bei gleicher Partikelzahl der Anteil der vitalen Zellen tber 90 %
blieb.

Bei dem Einsatz von mehr als 2,5 x 10* unspezifischen Immunogold (us nAu+Laser)
fiel der Anteil an lebenden Zellen zunehmend ab, was eine zunehmende

unspezifische Elimination von Zellen durch die Nano-Photothermolyse bedeutet.

Die Inkubation mit dem spezifischen Immunogold ohne Laserbestrahlung (nAu)
zeigte hingegen auch bei Erhéhung der Partikelzahl keinen Effekt auf die Vitalitat
der Zellen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Effizienz der Elimination von Zellen durch Nano-
Photothermolyse in grolem Male von der Anzahl der eingesetzten Partikel je Zelle
abhdngig war. Dieses Phdnomen wurde in Abschnitt 3.2 n&her untersucht. Es zeigte
sich dartber hinaus, dass es zu unspezifischer Photothermolyse von Zellen kam, je
mehr Partikel je Zelle eingesetzt wurden. Auf das Ausmal der Nebeneffekte der
Nano-Photothermolyse auf die Nicht-Ziel-Zellen wird in Abschnitt 3.3 im Detalil
eingegangen.

Als optimale Konzentration fir eine erfolgreiche und selektive Elimination von
Zellen mittels der Nano-Photothermolyse wurde nach den Ergebnissen in Abbildung
3.4 der Einsatz von 2 x 10* Partikeln je Zielzelle definiert, da mit dieser Dosis eine
Elimination von tber 99 % bei nur geringer unspezifischer Elimination erreicht
wurde. Diese ermittelte Partikelanzahl je Zielzelle ist in den weiteren Versuchen

eingesetzt worden.

Die Effizienz der Nano-Photothermolyse kann mit Hilfe der Durchflusszytometrie
allerdings nur ann&hernd bestimmt werden, da diese im Auflésungsvermégen von
Populationen kleiner als 0,1 % der Gesamtpopulation limitiert ist. Deshalb wurde im
Folgenden eine weitere Methode herangezogen, um die Effizienz der Nano-
Photothermolyse-Behandlung zu ermitteln.
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Um eine klare Aussage Uber die Effizienz der Nano-Photothermolyse-Methode
treffen zu kdnnen, wurde ein ,,limited dilution“-Assay angewandt. Bei diesem Assay
wird eine definierte Anzahl von Zellen auf einen Zellrasen von nicht
wachstumsfahigen Zellen ausgesat. In den Ansétzen, in denen ein Zellwachstum zu
detektieren ist, wurde folglich mindestens eine lebende und teilungsfédhige Zelle
ausgesét, welche sich vermehrt hatte, also geklont wurde. Im Umkehrschluss
befanden sich in den Ansétzen, in denen keine Zellvermehrung zu erkennen ist, auch

keine lebenden und teilungsfahigen Zellen.

Abb. 3.5 Ermittelung der Eliminationseffizienz mittels eines “limited dilution”-
Assays. Unbehandelte Zellen der Zelllinie LB27.4 wurden mittels Zellsortierer (rote
Kurve) oder durch Nano-Photothermolyse eliminierten Zellen (schwarze Kurve)
wurden zur weiteren Klonierung auf ,Feeder-Zellen* ausgesat und die
Klonierungseffizienz nach 14 Tagen ermittelt.

Es wurden lebende Zellen der LB27.4 Zelllinie mit Hilfe eines FACS DIVA®-Zell-
Sortierers in 96-Loch-Platten in definierter aufsteigender Anzahl zur Klonierung auf
so genannte ,,Feeder-Zellen“, welche aus dem Knochenmark syngener Mé&usen
stammten, gelegt (Abb. 3.5 rote Kurve). Wurden mehr als zwei unbehandelte lebende
Zellen je Well abgelegt, betrug die Klonierungseffizienz 100 %, was bedeutet, dass
in allen Ansatzen mit mehr als zwei LB27.4 Zellen eine Zellvermehrung der LB27.4
Zellen stattfand. Wurde jeweils nur eine lebende Zelle in jedes Well sortiert, betrug
die Klonierungseffizienz 70 %, weil sich in sieben von zehn Anséatzen die einzelnen
LB27.4 Zellen teilen konnten.
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Wurden nun mit Nano-Photothermolyse eliminierte Zellen dieser Zelllinie in
definierter aufsteigender Anzahl zur Klonierung auf gleiche ,,Feeder-Zellen*
ausgesat, dann wuchsen in allen Ansétzen LB27.4 Zellen hoch, wenn 1,25 x 10° oder

mehr behandelte Zellen ausgesat wurden (Abb. 3.5 schwarze Kurve).

Durch die Verschiebung dieser beiden Klonierungseffizienz-Kurven auf der x-Achse
lasst sich eine Verringerung der Klonierbarkeit und somit der Vitalitat der durch
Nano-Photothermolyse eliminierten Zellen, im Gegensatz zu den nicht behandelten
Zellen, um den Faktor 3,125 x 10° ermitteln. Somit musste das 3,125 x 10° fache an
Nano-Photothermolyse behandelten Zellen ausgesat werden, um mindestens lebende
Zelle zu erhalten. Umgerechnet entspricht dieses Ergebnis einer
Eliminationseffizienz von tber 99,999 % und bedeutet, dass im Durchschnitt ca. drei
von einer Millionen Zellen die Elimination mittels Nano-Photothermolyse Gberlebt
hatten und die Fahigkeit behielten sich durch Proliferation zu vermehren.

3.1.3 Selektive Elimination von Suspensionszellen in Mischkultur

Im néchsten Schritt wurde die Selektivitat der Elimination von Zellen durch Nano-
Photothermolyse untersucht, um das Potenzial dieser Methode flr spatere

Anwendungen zu beurteilen.

Zur selektiven Elimination von Zellen in Suspensionen wurde eine Mischkultur von
der B-Zellline LB27.4 und der Fibroblasten Zelllinie 3T3 in dem Verhdltnis 1:1
hergestellt. Diese Zellen wurden anschlieBend mit B220+Immunogold inkubiert. Bei
dem B220+Immunogold handelte es sich um Nanogoldpartikel mit einem
Durchmesser von 15 nm, welche mit dem monoklonalen Antikérper B220, auch als
CDA45R bekannt, konjugiert wurden und folglich spezifisch an die LB27.4 Zellen und
nicht an die 3T3 Zellen binden sollten (vgl. Abb. 3.2). Die Inkubation des
Immunogoldes mit den Zellen erfolgte direkt in der 96-well-Quarzglasplatte, in
welcher die anschlieRende Laser Bestrahlung mit nanosekunden Pulsen durchgeftihrt

wurde.

Um die LB27.4 Zielzellen mittels Durchflusszytometrie zu identifizieren, wurden die
durch Nano-Photothermolyse behandelten Zellen nach der Bestrahlung mit einem
fluoreszenzmarkierten CD19+Antikorper, spezifisch fir die LB27.4 Zellen, gefarbt.
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Die toten Zellen konnten durch eine Farbung mit Hoechst 33258 identifiziert werden
(Abb. 3.6).

unbehandelt behandelt

437 . 6.15| |2.33 : 491

CD19

L .66 426
Hoechst 33258

Abb 3.6 Selektive Elimination einer B-Zell Line in Suspension aus einer Ko-
Kultur. LB27.4 Zellen wurden in einer Ko-Kultur mit 3T3 mit
B220+Nanogoldpartikeln inkubiert, und mit Laser bestrahlt. Zur Detektion der
Zielzellen wurden die LB27.4 nach der Nano-Photothermolyse Behandlung mit
einem Antikorper markiert. Die toten Zellen wurden mit Hilfe von Hoechst 33258
identifiziert.

In der unbehandelten Kontrolle konnten von beiden Zelllinien dieser Mischkultur
zwischen 6 % und 7 % Hoechst 33258 positive, folglich tote Zellen detektiert werden
(Abb. 3.6 links). Nach der Behandlung konnten ca. 2 % lebende LB27.4 Zellen
nachgewiesen werden. Auf die Vitalitdt der 3T3 Zellen hatte die Nano-
Photothermolyse mit B220+Immunogold jedoch keinen Einfluss, wie vor der
Behandlung waren auch danach ca. 6 % der 3T3 Zellen tot (Abb. 3.6 rechts).

Folglich war die Zellelimination durch Nano-Photothermolyse fir die Zielzellen in
einer Mischkultur spezifisch, ohne einen negativen Effekt auf die Vitalitat der
Nichtziel-Zellen zu haben. Die Spezifitdat der Methode unter Verwendung von

Immunogoldkonjugaten mit monoklonalen Antikdrpern ist somit gezeigt.

Das eigentliche Ziel der Anwendung der Methode der Nano-Photothermolyse besteht
darin, eine effiziente und selektive Methode zur Aufreinigung von Primarzellen zur
Verfugung zu stellen. Daher soll nach der Demonstration der Selektivitat und

Effizienz an Zelllinien im Weiteren die Wirkung auf Primdrzellen untersucht werden.
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Dazu wurden aus murinen Milzen Einzelzellsuspensionen generiert. Aus diesen
Milzzellen, welche verschiedene primére Zellentypen enthielten, sollten selektiv die
CD8+ T-Zellen mittels Nano-Photothermolyse eliminiert werden. Dazu wurden
murine Milzzellen nach der Isolierung mit CD8+Immunogold inkubiert und
anschlieBend bestrahlt. Dabei wurden je 10° Zelllen in 100ul Medium bestrahlt (Kap.
2.2.2). Anschlielfend wurden die CD8+ Zellen mit einem biotinylierten aCD8+
Antikorper und Streptavidin Alexa 647 markiert. Die toten Zellen wurden mit
Hoechst 33258 gefarbt.

In Abbildung 3.7 ist die selektive Elimination von priméren Zellen beispielhaft an

CD8+ Zellen aus einer murinen Milzzellsuspension gezeigt.

Die durchflusszytometrische Messung ergab, dass in der isolierten unbehandelten
Milzzellsuspension ca. 20 % tote Zellen, darunter 1,6 % CD8+ Zellen und 17,9 %
andere Zellen vorhanden waren (Abb. 3.7 links). Nach der CD8+ spezifischen Nano-
Photothermolyse-Behandlung wurden 6 % tote CD8+, jedoch nur noch 0,1 %
lebende CD8+ Zellen detektiert (Abb. 3.7 rechts). Dieses bedeutet eine Reduktion
der lebenden CD8+ Zellen von 4,41 % auf 0,1 % der Gesamtzellzahl, also um ca.
98 % bezogen auf die CD8+ Zellen.

unbehandelt behandelt

4.41 ' 16/ (0.1 6.04

CD8

q79) 76488
Hoechst 33258

Abb. 3.7 Selektive Elimination von CD8+ Zellen aus murinen Milzzellen in
Suspension. Milzzellen aus C57BL/6 Mausen (unbehandelt) wurden mit
CD8+Immunogold inkubiert und anschlie’end bestrahlt (behandelt). CD8+ Zellen
wurden zur Detektion mit einem biotinylierten aCD8 Antikoérper und Streptavidin

Alexa Fluor 647 markiert. Die toten Zellen wurden mit Hoechst 33258 gefarbt.

Der Anteil von lebenden und toten CD8 negativen Zellen (hier Nicht-Ziel-Zellen)

blieb vor und nach der erfolgreichen Elimination der CD8+Zellen, auf dem gleichen
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Niveau. Folglich hatte die Nano-Photothermolyse Behandlung keinen Einfluss auf
die Vitalitat der CD8 negativen Nicht-Ziel-Zellen.

Daraus wurde geschlossen, dass die Nano-Photothermolyse in hohem Male selektiv
die anvisierten primdren CD8+ Zellen aus den murinen Milzzellen eliminieren

konnte.

3.1.4 Selektive Elimination von adharenten Zellen

Neben der selektiven Elimination von Zellen, die in einer Suspension vorlagen,
bestand ein weiteres Ziel dieser Arbeit darin, die Nano-Photothermolyse auch als
Methode zur Aufreinigung von adhérenten Zellen zu entwickeln.

Um die Eignung der Nano-Photothermolyse zur effizienten und selektiven
Elimination von adhdrenten Zellen zu untersuchen, wurden Ko-Kulturen von zwei
verschiedenen murinen Zelllinien, den LB27.4 und 3T3, angesetzt (vgl. Abb. 3.6).
Zur Unterscheidung der beiden Zelllinien wurden die 3T3 Zellen mit dem Farbstoff
CFSE markiert. AnschlieBend wurden die 3T3 Zellen im Verhaltnis 1:1 mit
ungeférbten LB27.4 Zellen gemischt und auf Chamberslides ausgesat. Nachdem den
Zellen 20 h Zeit zur Adhésion gegeben war, wurden die Zellen, die sich im
Uberstand befanden, entfernt, wahrend die adharenten Zellen einen Zellrasen von ca.
40 % Konfluenz gebildet hatten. Diese Co-Kultur wurde mit B220+Immunogold,
spezifisch fir die LB27.4 Zellen, inkubiert und anschlieBend bestrahlt. Vor der
Anfertigung von mikroskopischen Aufnahmen wurde Hoechst 33258 zur Detektion
der toten Zellen hinzugefugt.

Abbildung 3.8 zeigt die Uberlagerten Bilder der Fluoreszenzaufnahmen von den
CFSE positiven 3T3 Zellen (grin), den Hoechst 33258 positiven toten Zellen (rot)
und der Durchlichtaufnahme vor (links) und nach (rechts) der Bestrahlung. Aufgrund
der Farbung der 3T3 Zellen mit CFSE kdnnen diese von LB27.4 durch ihre
Fluoreszenz im griinen Kanal eindeutig unterschieden werden. VVor der Bestrahlung
wurden nur wenige Hoechst 33258, also tote Zellen in der Mischkultur, detektiert.
Nach der Nano-Photothermolyse-Behandlung mit B220+Immunogold, die spezifisch
die LB27.4 eliminieren sollte, erscheinen alle CFSE negativen Zellen Hoechst 33258
positiv. Alle in dieser Aufnahme gezeigten Zielzellen wurden also mit der Nano-
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Photothermolyse erfolgreich eliminiert. Auf die Vitalitat der CFSE positiven Nicht-
Ziel-Zellen hatte die Nano-Photothermolyse-Behandlung von adhdrenten Zellen

keinen erkennbaren Einfluss.

unbestrahlt bestrahlt

Abb 3.8 Selektive Elimination einer Zelllinie aus einer adharenten Ko-Kultur.
Zur Unterscheidung der beiden Zelllinien wurden die 3T3 Zellen vor dem Mischen
mit LB27.4 und dem Aussahen mit CFSE geférbt. Die LB27.4 Zellen wurden nach
dem Anwachsen der Ko-Kultur mit B220+Immunogold mit Nano-Photothermolyse
eliminiert. Die toten Zellen wurden mit Hoechst 33258 gefarbt. Die Bilder zeigen die
Uberlagerungen von mikroskopischen Durchlichtaufnahmen und den
Fluoreszenzaufnahmen von CFSE positive 3T3 Zellen (grin) und Hoechst 33258
(rot) exemplarisch einer unbestrahlten und einer bestrahlten Probe.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Methode der Nano-Photothermolyse auch fir die

Aufreinigung von adhérent wachsenden Zellen eine effiziente und selektive Methode

sein kann.

3.2 Einfluss physikalischer Parameter auf die Eliminationseffizienz

Da das Prinzip der Schadigung von Zellen durch die Nano-Photothermolyse auf das
physikalische Ereignis der Bildung von Kavitationsblasen um die Nanogoldpartikel
nach Kurzzeit-Puls-Laserbestrahlung beruht, wird die Eliminationseffizienz der
Nano-Photothermolyse zwangslaufig von physikalischen Parametern beeinflusst. In
Abbildung 3.4 wurde bereits gezeigt, dass die Anzahl der zu den Zellen gegebenen
Nanogoldpartikel einen maRgeblichen Einfluss auf die Eliminationseffizienz haben
kann. Zu erwarten ist zudem, dass die PartikelgroRe aufgrund der grofRenspezifischen
optischen Eigenschaften von Nanopartikeln einen Einfluss hat. AuBerdem wird die

42



Ergebnisse

eingebrachte Laserenergie eine bestimmte Stdrke U(bersteigen muissen, um
Kavitationseffekte ausldsen zu kdnnen. Ein weiterer Parameter ist mutmaRlich die
Distanz zwischen den Nanopartikeln und der Zellmembran, da die Kavitationseffekte
auf wenige Nanometer um die Nanogoldpartikel begrenzt sind.

3.2.1 Einfluss von Partikelgrolie, Partikelanzahl und Laserleistung auf die

Effektivitat der Zellelimination

Im ersten Versuch sollte der Einfluss der Partikelgroi3e, Partikelanzahl und der
Laserleistung auf die Effizienz der Zellelimination durch die Nano-Photothermolyse
gezeigt werden. Dabei sollte die Eliminationseffizienz fir zwei verschiedene GréRen
von Nanopartikeln ermitteltet werden. Wobei verschiedene definierte Anzahlen von
Partikeln pro Zellen und verschiedene festgesetzte Laserenergien eingesetzt worden
sind.

Im Rahmen dieser Arbeit ist der Einfluss der GrolRe und Anzahl der verwendeten
Nanogoldpartikel und der Laserenergie fir die Zelllinie LB27.4 mit
B220+Immunogold ermittelt worden. Dabei wurden zwischen 1,5 x 10° bis 1 x 10°
kolloidale Nanogoldpartikel mit einem Durchmesser von 15 nm oder 0,3 x 10° bis
2,5 x 10* kolloidale Nanogoldpartikel mit einem Durchmesser von 25 nm eingesetzt.
Die zur Bestrahlung verwendete Laserenergie wurde in 25 mW Schritten von 0 mW
bis 125 mW eingestelit.

In Abbildung 3.9 a) sind die Ergebnisse flr die Nano-Photothermolyse mit 15 nm
Nanogoldpartikeln gezeigt. Zum Erreichen einer Eliminationseffizienz von (ber
99 % wurden bei der hochsten Laserenergie von 125 mW mindestens 2,5 x 10*
Partikel pro Zelle bendétigt. Bei Verdoppelung der Partikelanzahl pro Zelle auf
5 x 10* konnte die gleiche Eliminationseffizienz auch fir niedrigere Laserenergien
bis 75 mW erzielt werden. Mit der Laserbestrahlung von 25 mW konnten jedoch nur
eine ineffiziente Photothermolyse von maximal 55 % der Zellen erreicht werden.

Bei der Verwendung von groReren Nanogoldpartikeln mit einer Groe von 25 nm
konnten vergleichbare Eliminationseffizienzen mit deutlich weniger Partikeln erzielt
werden (Abb. 3.9 b). Fur eine Photothermolyse tber 99 % der Zellen wurden bei
héchster Laserenergie 2,5 x 10% Partikel pro Zelle und bei 75 mW Laserenergie
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1 x 10* Partikel pro Zelle eingesetzt. Wie bei der Verwendung der 15 nm

Goldpartikel konnten mit 25 mW Laserenergie keine zufrieden stellenden

Eliminatonseffizienzen erreicht werden.

Partikel / Zelle

Abb. 3.9 Einfluss der physikalischen Parameter Partikelgrofe, Partikelanzahl
und Laserenergie auf die Eliminationseffizienz. Die Zelllinie LB27.4 wurde mit
B220+Immunogold und Laserbestrahlung eliminiert. In diesem Versuch wurden
15 nm (a) und 25 nm (b) grol3e Goldpartikel verwendet, zudem wurde die Anzahl der
zugegebenen Partikel und die verwendete Laserenergie (mW) variiert.

Zusammenfassend zeigte sich, dass bei Wahl der 25 nm Goldpartikeln fur die Nano-
Photothermolyse bei hohen Laserenergien 10x weniger und bei niedrigen Energien
5x weniger Partikel pro Zelle fur die gleiche Eliminationseffizienz verglichen mit

den kleineren 15 nm Goldpartikeln benotigt wurde. Zudem war eine Laserenergie
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von uber 50 mW erforderlich, um ein befriedigendes Ergebnis mittels Nano-
Photothermolyse zu erreichen.

Der Einfluss der betrachteten Parameter Partikelgrofle, Partikelanzahl und
Laserenergie auf die Effektivitdt der Nano-Photothermolyse konnte mit diesem
Versuch aufgezeigt werden. Es wird deutlich, dass diese Parameter nicht getrennt
betrachtet werden kdnnen, sondern fir eine effektive Elimination alle Parameter

aufeinander abgestimmt werden massen.

3.2.2 Abstandsabhangigkeit zwischen Nanogoldpartikeln und Zellmembran

auf die Effizienz der Nano-Photothermolyse

Im Unterschied zur LANTCET (,,laser-activated nano-thermolysis as cell elimination
technology”) Methode (Lapotko et al., 2006), bei der die Nanogoldpartikel Gber
einen priméren und einen sekundédren Antikorper an die Zellen gebracht werden,
werden in dieser Arbeit die Nanogoldpartikel direkt Uber einen primaren Antikorper
an die Zellen gekoppelt. Zudem diskutierten Lapotko et al., dass in einem
Zweischrittverfahren eine Clusterbildung von Nanogoldpartikeln nach Aufnahme in
die Zelle fir eine effiziente Nano-Photothermolyse notwendig sei.

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse der selektiven und effizienten Elimination
verschiedener Zelltypen mittels Nano-Photothermolyse waren auch bei einer
Inkubation der Zellen mit den Immunogold Partikeln bei 4 °C verifizierbar (Daten
nicht gezeigt). Somit wurde eine Aufnahme der Partikel durch die Zellen
ausgeschlossen.

Um eine mogliche Abstandsabhangigkeit zwischen Goldpartikel und Zellmembran
auf die Eliminationseffizienz der Nano-Photothermolyse zu untersuchen, wurden im
Vergleich zu dem direkt gebundenen Immunogold auch Versuche mit einem
Zweitantikorper indirekt gebunden Nanogoldpartikeln durchgefiihrt. Uber einen 1gG
Antikorper direkt gebundene Immunogold Partikel haben, je nach Lage des
Antikorpers auf dem Goldpartikel, einen Abstand von 10 nm bis 15 nm zum
Bindungsprotein auf der Zielzelle. Bei der Verwendung eines zweiten Antikorpers
erhoht sich der Abstand auf das Doppelte.
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In Abbildung 3.10 sind die Ergebnisse der Nano-Photothermolyse mit 15 nm
B220+Immunogold auf LB27.4 Zellen gezeigt. Abbildung 3.10 b) stellt Daten von
Zellen dar, die zundchst mit dem aB220 Primarantikorper inkubiert wurden und
anschlielend mit Immunogold, welches mit einem Sekunddarantikorper (anti-Ratte
IgG; spezifisch flr den verwendeten Primarantikorper) konjugiert war.

Partikel / Zelle

Abb. 3.10 Abstandsabhéngigkeit auf die Eliminationseffizienz. Die Zelllinie
LB27.4 wurde mit B220+Immunogold und Laserbestrahlung eliminiert. In diesem
Versuch wurden die 15 nm Goldpartikel Uber einen (a) oder tber zwei (b) Antikorper
an die Zielzellen gebunden, zudem wurde die Anzahl der zugegebenen Partikel und
die verwendete Laser Energie (mW) variiert.

Mit der Erhohung des Abstandes zwischen Zellmembran und Goldpartikel um einen
zweiten Antikorper nahm die Eliminationseffizienz stark ab (Abb. 3.10 b). Es konnte
mit der hochsten Laserenergie von 125 mW und der maximalen Partikelanzahl von
100.000 Partikeln pro Zelle keine Effizienz von uber 90 % Elimination der Zellen
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erreicht werden. Verglichen mit den Ergebnissen des direkt konjugierten
B220+Immunogoldes (Abb. 3.10 a), mussten mit der indirekten Strategie ca. 20fach
mehr Partikel pro Zelle eingesetzt werden, um vergleichbare Eliminationseffizienzen

bei gleicher Laserenergie zu erhalten (Abb. 3.10 a & b).

Ein malgeblicher Einfluss der Anbindung der Nanogoldpartikel an die Zellen und
somit des Abstandes zwischen Nanogoldpartikel und Zellmembran auf die
Eliminationseffizienz der Nano-Photothermolyse konnte somit gezeigt werden. Eine
Erhohung des Abstandes um einen zweiten AntikOrper zwischen den
Nanogoldpartikeln und der Zellmembran fihrt dazu, dass mit den verwendeten
15 nm Goldpartikel keine befriedigende Eliminationseffizienz der Zellen erreicht

werden kann.

3.3 Nebenwirkungen der Nano-Photothermolyse auf aufgereinigte primare
Zellen

Mit der Hoechst 33258 Farbung und anschlielender Analyse der mit Nano-
Photothermolyse behandelten Zellen mittels Durchflusszytometrie lassen sich nur
Aussagen Uber die Vitalitadt der eliminierten Zellen bzw. nicht eliminierten Zellen
treffen. Eine Aussage Uber mdgliche daruber hinaus gehende Nebenwirkungen auf
die aufgereinigten Zellen ist allerdings mit dieser Methode nicht méglich. Da die
Methode der Nano-Photothermolyse fur einen mdglichen klinischen Einsatz zum
Aufreinigen von in der Therapie einzusetzenden Zellen entwickelt werden soll, muss
sichergestellt werden, dass die aufgereinigten Zellen keinen Schaden erlitten haben
und immunologisch intakt geblieben sind, d.h. ihre zellspezifischen Aufgaben im

Organismus weiterhin uneingeschrankt erfullen kénnen.

Um die immunologische Funktionsféhigkeit der aufgereinigten Zellen nach Nano-
Photothermolyse-Behandlung zu untersuchen, wurde mit Milzzellen transgener
Méuse gearbeitet. Aus Milzzellen von OT-1/B6 Mdausen unter Verwendung von
B220+Immunogold sollten selektiv die B-Zellen eliminiert werden. AnschlieRend
wurde der Effekt auf eine Population der Nicht-Zielzellen den CD8+ T-Zellen
studiert. Die OT-1/B6 transgenen Mé&use besitzen CD8+ T-Zellen mit einem T-Zell-
Rezeptor, welche zu ca. 99 % eine Spezifitat fur das Klasse 1 Peptid SIINFEKL des
Modelantigens Ovalbumin (OVA) aufweisen. Diese OV A-spezifischen T-Zellen sind
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in der Lage, das auf MHC Klasse | Molekiile (H2K") prasentierte SIINFEKL Peptid
zu erkennen und daraufhin aktiviert zu werden und eine Immunantwort zu
generieren. Diese Aktivierung und die Immunantwort duf3ern sich in der Sekretion
von bestimmten Zytokinen, wie IL-2 und IFNy, sowie einer Proliferation der

stimulierten T-Zellen.

In diesen Versuchen wurde auch der Einfluss der Laserbestrahlung auf die Zellen
ohne Immunogold und der Einfluss der Inkubation mit dem Immunogold ohne

anschlieRende Laserbestrahlung untersucht.

3.3.1 Die Aufreinigung primarer Zellen mittels Nano-Photothermolyse hat

keinen Einfluss auf deren Vitalitat

Zunachst sollte die Effizienz der selektiven Elimination von priméren Zellen mit der
Nano-Photothermolyse aus Milzzellen gezeigt werden. Dabei sollten besonders die
Nebenwirkungen auf die Vitalitat der aufgereinigten Zellen betrachtet werden.
Zudem sollte der Einfluss der Inkubation mit dem Immunogold alleine und der

Laserbestrahlung alleine auf die zu behandelten Zellen untersucht werden.

Milzzellen aus OT-1/B6 Mdausen wurden nach der Isolierung mit B220+Immunogold
inkubiert und die B-Zellen, welche ca. 40 bis 60 % der Zellen in der Milz
ausmachen, mit Nano-Photothermolyse eliminiert. Zur anschlielfenden
durchflusszytometrischen Analyse wurden die B-Zellen mit einem CD19 Antikorper,
die zu untersuchenden T-Zellen mit einem CD8 Antikdrper markiert. Die
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen erfolgte Uber die Identifizierung
der toten Zellen mit Hoechst 33258.

Ein reprasentatives Ergebnis der Elimination der B220+ Zellen aus einer Milzzellen-
Suspension mittels Nano-Photothermolyse ist in Abbildung 3.11 dargestellt. In
Abbildung 3.11 a) ist die Auswertungs-Strategie fur die durchflusszytometrische
Analyse gezeigt. Aus den Lymphozyten wurden die Ziel-Zellen, CD19 positive
Zellen in Region 1 und die Nicht-Ziel-Zellen, CD8 positive T-Zellen in Region 2,
betrachtet.

In Abbildung 3.11 b) sind die Ergebnisse des Versuchs als Histogramme dargestellt,
welche die Farbung mit Hoechst 33258 zeigen. Im Vergleich zu den unbehandelten
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Zellen (Kontrolle) hatte die Bestrahlung mit dem Laser alleine keinen detektierbaren
Einfluss auf die Vitalitat, weder auf die Zielzellen in Region 1, noch auf die Nicht-
Ziel-Zellen in Region 2. Einen Einfluss der Inkubation mit den B220+Immunogold
Partikel alleine auf die Vitalitat aller Zellen konnte auch nicht ermittelt werden.

a) b)  REGION1 REGION 2
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Abb. 3.11 Elimination von B-Zellen aus murinen Milzzellen. Die murinen
Milzzellen wurden in den vier Ansétzen wie in der Abbildung angegeben
unterschiedlich behandelt: «Kontrolle» unbehandelt; «+nAu» nur mit
B220+Immunogold inkubiert; «+Laser» nur mit dem Laser bestrahlt; «<nAu+Laser»
Zellen wurden mit B220+Immunogold mittels Laserbestrahlung eliminiert. a) Die
B-Zellen wurden zur Differenzierung von den Nicht-Ziel-Zellen mit aCD19
Antikorper markiert. b) Die toten Zellen wurden mit Hoechst 33258 gefarbt. c)
Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuche.

Die Kombination beider Behandlungen, also die Elimination der B-Zellen mittels

Nano-Photothermolyse war bezlglich der Zellelimination sehr effektiv, da in dieser
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Gruppe Uber 99% Zielzellen in Region 1 nach der Nano-Photothermolyse
Behandlung Hoechst 33258 positiv waren. Eine Veradnderung des Hoechst 33258
Histogramms der CD8+ T-Zellen in Region 2, trotz der erfolgreichen Elimination der
B-Zellen im gleichen Ansatz war dagegen nicht festzustellen. Somit hatte die
Elimination der B-Zellen in dieser Milzzellsuspension keinen nachweisbaren
Einfluss auf die Vitalitat der Nicht-Ziel-Zellen und war folglich im hohen MaRe
selektiv.

3.3.2 Die Aufreinigung primérer Zellen durch Nano-Photothermolyse zeigt

keine Beeinflussung deren immunologischen Integritat

Nach der effektiven und selektiven Elimination von B220+ B-Zellen aus einer
Milzzellsuspension von OT-1/B6 M&usen in vitro mittels Nano-Photothermolyse
konnte gezeigt werden, dass diese Behandlung keinen Einfluss auf die Vitalitat der
CD8+ Zellen hatte (Kap. 3.3.1). Im Weiteren sollte nun der Einfluss der Elimination
der B-Zellen mittels Nano-Photothermolyse auf die immunologische
Funktionsfahigkeit der CD8+ Zellen untersucht werden. Dafur wurden zu den
verschiedenen Ansédtzen das Modellantigen Ovalbumin (OVA) gegeben.
AnschlieRend wurden die Zellen flr drei Tage im Brutschrank kultiviert. Danach
erfolgte die Untersuchung der Zellen auf T-Zell-Aktivierung und Antigen
spezifischen Immunantwort.

Damit die OVA-spezifischen CD8+ T-Zellen das OVA Peptid SIINFEKL erkennen
kdnnen, muss das Ovalbumin von Antigen prasentierenden Zellen kreuzprésentiert
werden. Zur Kreuzprasentation gehdren die Aufnahme und das anschliel3ende
Prozessieren des Antigens, das Beladen der MHC Klasse | Molekiile mit den aus
dem Antigen stammenden Peptiden und das Présentieren der Peptid beladenen MHC
Klasse | Molekiile auf der Zelloberflache. CD8+ T-Zellen erkennen ihr spezifisches
Peptid auf den MHC-Molekiilen und binden mit dem spezifischen T-Zellrezeptor.
Erhalten die T-Zellen von der Antigen préasentierenden Zelle ein zweites Signal Uber
ein kostimulatorisches Protein, wie z.B. B7.1 oder B7.2, dann wird die T-Zelle
aktiviert. Die aktivierten CD8+ T-Zellen produzieren und sezernieren das Zytokin
IL-2, werden dadurch selbst zur Proliferation angeregt und produzieren Interferon-y
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(IFNy) und setzen dieses frei. Diese Zeichen der Aktivierung lassen sich in vitro

nachweisen.
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Abb. 3.12 CFSE Profile von stimulierten und unstimulierten murinen CD8+
T-Zellen nach Elimination der B-Zellen aus Milzzellen. Nach der Elimination der
B-Zellen aus OTI-1/B6 Milzzellen wurden die Zellen mit CFSE geféarbt und das
Modellantigen Ovalbumin zugegeben. Drei Tage nach der Stimulation wurde das
CFSE Profil der CD8+ T-Zellen mit der Durchflusszytometrie gemessen
(grau/gefullt= unbehandelt; schwarz= +nAu+Laser; dunkel grau= +Laser; mittel
grau= +nAu) und der Division Index der CD8+ T-Zellen bestimmt.

Um die Proliferation der T-Zellen zu analysieren, wurden die Milzzellen nach der
Nano-Photothermolyse-Behandlung und vor der Zugabe von OVA und der
Kultivierung fir drei Tage mit CFSE gefarbt. In Abbildung 3.12 a) sind typisches
CFSE Profile fir Ovalbumin stimulierte und unstimulierte CD8+ T-Zellen nach drei
Tagen gezeigt. Die Aktivierung von CFSE markierten T-Zellen infolge Antigen
Stimulation fuhrt zur Expansion dieser Zellen, die sich in der wiederholten
Zellteilung &uBert, bei welcher die umgesetzte Menge CFSE auf die Tochterzellen
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gleichmalig verteilt wird. Diese Zellteilungen sind daher mit Hilfe des Farbstoffes
nachvollziehbar (Abb. 3.12 a links). Im Gegensatz zu aktivierten T-Zellen verharren
die T-Zellen, die keine Aktivierung durch Antigenprésentation erfahren haben, in
ihrem Zustand und ihre urspringliche CFSE Konzentration bleibt nahezu konstant
(Abb. 3.12 a rechts).

In diesem Versuch wurde nicht nur der Einfluss der Elimination von B-Zellen aus
murinen Milzzellen mittels Nano-Photothermolyse auf die immunologische Integritat
der T-Zellen untersucht. Neben den unbehandelten Kontrollzellen (unbehandelt)
wurden auch Proben untersucht, welche nur mit Laser bestrahlt wurden (+Laser),
oder Proben, welche ausschlieRlich mit dem eingesetzten Immunogold Partikeln
inkubiert wurden (+nAu) (Abb. 3.12).

Die unstimulierten T-Zellen zeigten kein Teilungsmuster und haben folglich nicht
proliferiert (Abb. 3.12 a rechts). Die mit Antigen stimulierten CD8+ T-Zellen in den
verschiedenen Ansétzen zeigten nahezu identische CFSE Proliferationsmuster
(Abb. 3.12 a links). Die Kalkulation des ,,Division Index“ (Durchschnitt der
Teilungsschritte aller in der Ausgangspopulation befindlichen Zellen) mittels
Proliferationsanalyse durch die ,,FlowJo* Software ergab fir alle Ansatze Division
Indizes zwischen 0,5 und 0,6 (Abb. 3.12 b). Der statistische Vergleich der Division
Indizes ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen in

den verschiedenen Ansatzen.

Folglich haben die T-Zellen in der Milzzellsuspension aus dem die B-Zellen zuvor
mit der Nano-Photothermolyse eliminiert wurden, im gleichen Malle proliferiert wie
in den Kontrollansdtzen. Die Laserbestrahlung und die Inkubation mit
B220+Immunogold Partikeln hatten folgerichtig auch keinen Einfluss auf die
Proliferation der CD8+ T-Zellen.

Zusétzlich wurden die T-Zellen auf ihre intrazelluldre Expression des mit
Zellproliferation assoziierten Proteins Ki-67 (Gerdes et al., 1984) untersucht
(Abb. 3.13). In den unstimulierten Ansatzen wurden 3 bis 5 % Ki-67 positive
T-Zellen nachgewiesen. In den stimulierten Ansétzen waren dagegen 15 bis 20 %
T-Zellen Ki-67 positiv, die Analyse der Ergebnisse ergab keine signifikanten
Unterschiede innerhalb der mit OVA stimulierten bzw. innerhalb der unstimulierten
Gruppen.
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Abb. 3.13 Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 von stimulierten und
unstimulierten murinen CD8+ T-Zellen nach Elimination der B-Zellen aus
Milzzellen. Nach der Elimination der B-Zellen aus OTI-1/B6 Milzzellen wurden die
Zellen drei Tage mit dem Modellantigen Ovalbumin stimuliert. AnschlieRend
wurden die Proben mit Antikorpern gegen CD8+ T-Zellen und gegen das Protein
Ki-67 gefarbt und mit der Durchflusszytometrie analysiert.

Zusammenfassend zeigte sich, dass die Elimination der B-Zellen aus einer

Milzzellsuspension mittels Nano-Photothermolyse keinen Einfluss auf die
Proliferation der aufgereinigten und mit Antigen stimulierten CD8+ T-Zellen hatte.

Um zusatzlich zur Proliferation weitere Parameter der T-Zell-Aktivierung zu
untersuchen, wurden die Uberstinde der angesetzten Milzzell-Kulturen von OVA
stimulierten Zellen auf die Konzentration der Zytokine IL-2 und IFNy am dritten Tag
hin untersucht (Abb. 3.14). In den Uberstianden der unstimulierten Ansétze konnten
weder IL-2 noch IFNy nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden in den
verschieden stimulierten Ansédtzen IL-2 detektiert. Dabei wiesen die einzelnen
Gruppen nur geringfiigige Unterschiede in der Menge auf (460-560 pg/ml). Ahnliche
Befunde wurden fur IFNy erhoben, wobei mit 2200-3200 pg/ml deutlich mehr 1FNy

detektiert wurde.
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IL-2 IFNy

Abb. 3.14 Zytokinproduktion von stimulierten und unstimulierten murinen
Zellen nach Elimination der B-Zellen aus Milzzellen. Nach der Elimination der
B-Zellen aus OTI-I/B6 Milzzellen wurden die Zellen drei Tage mit dem
Modellantigen Ovalbumin stimuliert. Anschliefend wurde der Gehalt von den
Zytokinen IL-2 und Interferon-y (IFNy) in den Uberstanden der Proben mittels CBA
(cytometric bead array) bestimmt.

Aus den gezeigten Daten kann gefolgert werden, dass die Elimination der B-Zellen
aus der Milzzellsuspension mittels Nano-Photothermolyse in vitro weder die
immunologischen Funktionsféhigkeiten der Antigen prasentierenden Zellen noch der
CD8+ T-Zellen negativ beeinflusste.

3.4 Effektive und nebenswirkungsfreie Elimination von Tumorzellen aus
Knochenmark mittels Nano-Photothermolyse fur die Stammzell-
transplantation

Um das Potenzial der Methode der Nano-Photothermolyse als eine effektive und
nebeneffektfreie Methode fur eine mdgliche klinische Anwendung zu demonstrieren,
wurde die Aufreinigung von Tumorzellen enthaltenden Stammzellen fur die
anschlieBende Transplantation nach Chemotherapie bzw. Strahlentherapie im
Mausmodell nachgestelt.

Das Ziel dieser Experimente bestand darin, nachzuweisen, ob die selektive
Elimination von Tumorzellen, die das Knochenmark eines Spenders verunreinigten
mittels Nano-Photothermolyse erfolgreich sein kann. Dieses soll das Risiko
minimieren, dass vitale Trumorzellen aus dem transplatierten Knochenmark

expandieren und den Empfanger des Knochenmarkes besiedeln. Zudem soll gezeigt
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werden, dass die Aufreinigung des Knochenmarkes mit der Methode der Nano-
Photothermolyse keinen negativen Einfluss auf das Anwachsen des transplantierten
Knochenmarkes, auf die Rekonstitution der Blutzellen und auf die Rekonstitution des

Immunsystems, also die F&higkeit fiir komplexe Immunreaktionen, hat.

3.4.1 Der Einfluss der Aufreinigung mittels Nano-Photothermolyse auf die

Rekonstitution von Blutzellen nach Stammzelltransplantation

Zunéchst sollte untersucht werden, ob die Elimination von Tumorzellen aus
Knochenmarkzellen in vitro mit Nano-Photothermolyse vor der Transplantation in
tumorfreie und Knochenmark depletierte Mdause einen Einfluss auf die
anschlieBende Rekonstitution der Blutzellen hat.

Hierfur wurden Empfangermduse mit einer myeloablativer Dosis Gamma-Strahlung
bestrahlt und einen Tag spater i.v. durch die Gabe von frisch préparierten
Knochenmarkzellen von syngenen Spendermdusen rekonstituiert. Um zu
gewahrleisten, dass die Gamma Bestrahlung der Empfangermdause wirkungsvoll letal
war und die Rekostitution allein von dem transplantierten Knochenmark herruhrte,
wurden als Empféanger- und Spenderm&use zwei unterschiedliche Mauslinien
gewabhlt, deren Zellen sich durch die exklusive Expression der Spenderzellen eines
bestimmten Oberflachenantigens eindeutig unterscheiden lassen. Zudem waren die

kb+d

beiden verwendeten Mauslinien syngen, beide H-2k® bzw. H-2k"* um eine

maogliche AbstoRungsreaktion zu vermeiden.

Als Empfédngerméuse wurden C57BL/6 Mause gewdhlt, deren Zellen wie in
Abbildung 3.15 gezeigt, den Zelloberflachenmarker CD45.1 nicht exprimieren und
folglich CD45.1 negativ sind. Als Spendermause wurden CD45.1+ Mé&use eingesetzt,
deren Zellen fur den Zelloberflichenmarker CD45.1 positiv sind. Die
durchflusszytometrische Analyse 40 Tage nach der Transplantation der CD45.1+
Knochenmarkszellen ergab, dass die Blutzellen der transplantierten Mause, sowie die
Zellen der Spenderméuse CD45.1 positiv waren. Folglich stammen die nun
gefundenen Blutzellen von den CD45.1+ Spenderknochenmarkzellen ab, welche das
letal bestrahlte Knochenmark der Empféangerméuse neu besiedeln und somit ersetzt
haben und nun die Aufgabe der Bildung neuer Zellen erfolgreich bernommen
haben.
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Empfénger Spender

KM+nAu+Laser

CD45.1

Abb. 3.15 Analyse der weilRen Blutzellen von Spender-, Empfanger- und durch
Knochenmarktransplantation rekonstituierter Mause. Durchflusszytometrische
Dot Plot Analyse des Zellenoberflachenmarkers CD45.1 auf weil3en Blutzellen von
einer C57BL/6 Empfanger Maus (Empfanger), von einer CD45.1+ Spender Maus
(Spender), einer Knochenmark transplantierten Maus (KM) und einer
transplantierten Maus mit aufgereinigtem Knochenmark (KM+nAu+Laser) 40 Tage
nach Transplantation und vorhergehender letalen Gamma Bestrahlung.

Um den Einfluss der Nano-Photothermolyse auf die Rekonstitution der Blutzellen
nach der Transplantation zu untersuchen wurden drei Gruppen von Mé&usen mit
unterschiedlich behandelten bzw. unbehandelten Knochenmark von Spendermausen
nach myeloablativer Gamma Bestrahlung rekonstituiert. Eine Gruppe wurde mit
5 x 10° unbehandelten Knochenmarkzellen rekonstituiert, im Weiteren als KM
bezeichnet. Die zweite Gruppe wurde mit 5 x 10® Knochenmarkzellen, vermengt mit
1 x 10° Tumorzellen rekonstituiert, als KM+Tumor bezeichnet. Als Tumorzellen
wurden hier Zellen der murinen CD4+ T-Zelllinie BO17.10 verwendet, welche
H-2k> und somit zur Vermeidung von AbstoRungsreaktionen syngen zu den
verwendeten Mauslinien ist. Die dritte Gruppe, als KM+nAu+Laser bezeichnet,
erhielt mit Nano-Photothermolyse aufgereinigtes Knochenmarkzellen. Wie in der
zweiten Gruppe wurden 5 x 10° Knochenmarkzellen mit 1 x 10° CD4+ Tumorzellen

versetzt, zudem aber anschlieBend mittels Nano-Photothermolyse unter der
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Verwendung von 2 x 10 CD4+ Immunogold (2 x 10* Nanopartikel pro

Tumorzelle) aufgereinigt.

Nach der Elimination der CD4+ Zellen im Knochenmark-Tumor-Gemisch wurde
konsequenterweise kein Waschschritt unternommen und folglich die eingesetzten
Immunogold Partikel, die eliminierten CD4+ Zellen und die nicht eliminierten
Knochenmarkzellen zusammen in die Empfangermaus transplantiert. Somit konnte
gleichzeitig untersucht werden, ob die Gabe von 2 x 10 CD4+ Immunogold
wahrend der Transplantation einen Einfluss auf die Rekonstitution der Blutzellen

hatte.

Zum Nachweis der erfolgreichen Rekonstitution, der mit Knochenmark
transplantierten Mause, wurde diesen nach 40 Tagen Blut aus der Schwanzvene
entnommen und ein Blutbild erstellt. Dafir wurden die Blutproben mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern fir CD16+ Zellen, CD19+ Zellen, CD3+ Zellen,
CD4+ Zellen und CD8+ Zellen geféarbt und mit der Durchflsszytometrie analysiert

(Abb. 3.16).

Abb. 3.16 Rekonstitution weil3er Blutzellen nach Stammzelltransplantation.
40 Tage nach der Rekonstitution mit Spenderknochenmark (KM), mit Tumorzellen
enthaltenden Spenderknochenmark (KM+Tumor) und mit Nano-Photothermolyse
aufgereinigten Spenderknochenmark (KM+nAu+Laser) wurden ausgewahlte
Zellpopulationen der weilRen Blutzellen in Prozent von der gesamten Population aller
weiller Blutzellen mittlels Durchflusszytometrie analysiert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte C57BL/6 Mduse (Kontrolle).
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Die Ergebnisse der einzelnen untersuchten Zellpopulationen sind als prozentualer
Anteil an den gesamten weilien Blutzellen in Abbildung 3.16 aufgetragen. Als
Kontrolle wurde Blut von unbehandelten C57BL/6 Mdausen (Kontrolle) analysiert,

um einen Vergleich mit einem normalen Blutbild von M&usen zu ermdoglichen.

Es konnten keine signifikanten Abweichungen in den prozentualen Anteilen der
untersuchten Zellpopulation im Blut zwischen den verglichenen behandelten
Mausgruppen festgestellt werden. Die gefundenen Abweichungen zum Blutbild der
Kontrollmduse sind ebenfalls nicht signifikant. Somit kann die Rekonstruktion der
Blutzellen nach myeloablativer Gamma Bestrahlung und anschlieRender
Transplantation von Knochenmarkzellen in allen Gruppen als erfolgreich bezeichnet
werden. Dieses beinhaltet auch, dass die Elimination der Tumorzellen aus dem
Knochenmark vor der Transplantation mit Nano-Photothermolyse und die
gleichzeitige Injektion der verwendeten 2 x 10'° Nanogoldpartikel keinen negativen

Einfluss auf die Rekonstitution der Blutzellen bzw. des Bluthildes hatte.

3.4.2 Der Einfluss der Nano-Photothermolyse auf die immunologische
Integritat nach Stammzelltransplantation

Ziel der abschliefenden Untersuchungen war es, auszuschliel3en, dass die
Aufreinigung von Knochenmark mittels Nano-Photothermolyse fiur die
anschlieende Transplantation einen Einfluss auf die spéatere immunologische
Integritat der behandelten M&use nach Knochenmark und Blut-Repopulation hatte.
Es sollte gezeigt werden, dass die behandelten Mause nach einer Immunisierung, im
gleichen Malie, verglichen mit unbehandelten Mausen, zu einer Antigen spezifischen

zytotoxischen T-Zellantwort fahig waren.

Um dieses zu untersuchen, wurden die tberlebenden Mé&use, aus dem in Abbildung
3.16 und 3.18 gezeigten Versuch immunisiert und die T-Zellantwort mit Hilfe eines
in vivo Zytotoxizitatstest analysiert. Bei diesem Test wird untersucht, ob die sich auf
Grund einer Immunisierung gebildeten antigenspezifischen zytotoxischen T-Zellen
in unverandertem Malie in der Lage sind, ihre immunologische Aufgabe zu erfillen,

indem sie Zellen lysieren, welche das spezifische Antigen exprimieren.
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Die Mause wurden mit einem rekombinanten Adenoviruskostrukt, welches das
Modellantigen Ovalbumin exprimiert (AdOVA) intravenos infiziert. Sechs Tage
nach der Infektion wurde der in vivo Zytotoxizitatstest durchgefiihrt. Dazu wurden
syngene Mausmilzzellen als so genannte Target-Zellen mit dem OVA Klasse 1
Peptid SIINFEKEL beladen und einer hohen Konzentration von CFDaSE geférbt.
Als Kontrolle wurden gleiche Milzzellen ohne Antigen mit einer geringen
Konzentration von CFDaSE gefarbt. Diese beiden Zelltypen wurden anschlief3end
1:1 gemischt und i.v. in die immunisierten M&use gegeben. Nach 4 Stunden wurden
Milzzellen aus den Mausen dissoziiert und durchflusszytometrisch analysiert. Aus
dem Verhéltnis der Lyse von Antigen beladeten Target-Zellen zu den Kontrollzellen,
lasst sich die antigenspezifische in vivo Toxizitat berechnen (Abb. 3.17).

Abb. 3.17  Antigen spezifische in vivo Zytotoxizitat. Uberlebende Mause
(Kap. 3.4.1 & 3.4.3) wurden am Tag 90 nach Knochenmarktransplantation mit OVA
exprimierenden Adenovirus infiziert. Sechs Tage spéter wurden CFSE™" gefarbte
und OVA Peptid beladene Target-Zellen und CFSE™™® gefarbte unbeladene
Kontrollzellen i.v. im Verhéltnis 1:1 gespritzt. Die SIINFEKL Peptid spezifische
Zytotoxizitat wurde nach 4 Stunden durchflusszytometrisch quantifiziert durch das
Verhaltnis von Antigen spezifischer und Antigen unspezifischer Zelllyse in vivo in
der Milz. Spezifische Zytotoxizitat [%] = 100 - ((CFSE™™" / CFSE"e"9) der
immunisierten Tiere / (CFSE"" / CFSE™™% von naiven Tieren).

Als Kontrolle dienten unbehandelte Mause der gleichen Mauslinie und des gleichen
Alters. Die als naiv bezeichneten Mause wurden nicht mit AAOVA immunisiert,
folglich war keine spezifische Zytotoxizitat bei diesen M&usen nachzuweisen. In

allen immunisierten Mausgruppen zeigte sich hingegen eine hohe spezifische

59



Ergebnisse

Zytotoxizitat zwischen 88 % und 96 % (Abb. 3.17). Die Unterschiede zwischen den

einzelnen immunisierten Mausgruppen waren nicht signifikant.

Das Ergebnis dieses spezifischen in vivo Zytotoxizitatstest zeigt, dass die
immunologische Integritat, weder durch die Gamma Bestrahlung und anschlie3ender
Knochenmarktransplantation, noch durch die Aufreinigung des Knochenmarks durch
die Nano-Photothermolyse, beeintrachtig worden ist.

3.4.3 Erfolgreiche Elimination von Tumorzellen aus Knochenmarkzellen

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit bestand darin, zu zeigen, dass die Elimination von
Tumorzellen aus zu transplantierenden Knochenmark mit der Nano-
Photothermolyse-Methode in dem Male effektiv sein kann, um ein Anwachsen von
Tumorzellen in den Empfangermdusen zu verhindern. Um dieses zu untersuchen,
wurden die Mduse uUber 90 Tage nach der Transplantation unter standiger
Beobachtung gehalten. Die Uberlebensraten wurden protokolliert und sind in der
Abbildung 3.18 als Kaplan-Meier-Uberlebenskurven dargestellt.

Abb. 3.18 Uberlebenskurven von Mausen transplantiert mit Knochenmark mit
CD4+ Tumorzellen BO17.10 bzw. aufgreinigt mittels Nano-Phothermolyse.
Uberlebenskurven von Gamma bestrahlten und nachtriaglich mit Spender-
Knochenmark (KM; n=3), mit CD4+ BO17.10 Tumorzellen versetzten Spender-
Knochenmark (KM+Tumor; n=6) und mit Nano-Photothermolyse aufgereinigten
B0O17.10 Tumorzellen enthaltenden Spender-Knochenmark (KM+nAu+Laser; n=5)
transplantierten Mduse bis Tag 90 nach der Transplantation (p**= 0,0029).
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Samtliche Mause, welche als tot protokolliert wurden, zeigten
L&dhmungserscheinungen an beiden Hinterpfoten und wurden konsequenterweise
getotet. Zur Uberprifung, ob proliferierende Tumorzellen die
L&dhmungserscheinungen der Tiere hervorgerufen hatten, wurden Zellen aus dem
Knochenmark, der Milz und aus dem Blut der Tiere in Medium ausgeséat und Uber
14 Tage kultiviert. In allen Ansédtzen mit ausgesdtem Knochenmark der erkrankten
Tiere konnten proliferierende CD4+ Tumorzellen nachgewiesen werden. Dieses liel}
den Schluss zu, dass das Wachstum der transplantierten Tumorzellen fir die
Erkrankung der Empfangertiere maligeblich war.

Von den sechs Mausen, welche Knochenmark mit lebenden Tumorzellen
transplantiert bekommen hatten (KM+Tumor), starben fiinf in den ersten 52 Tagen
aufgrund des Tumorwachstums (Abb. 3.18). Bei der sechsten Maus konnte im
Untersuchungszeitraum kein Zeichen von Ldhmung erkannt werden und die Analyse
des Knochenmarks nach Beendigung des Versuchs zeigte, dass diese Maus tumorfrei
geblieben war.

Die drei Mdause, welche unbehandeltes Knochenmark transplantiert bekommen
hatten (KM), zeigten erwartungsgemald kein Anzeichen von Tumorwachstum. Auch
die Mduse, welche das mittels Nano-Photothermolyse aufgereinigtes Knochenmark
transplantiert bekamen (KM+nAu+Laser), tberlebten die Untersuchungszeit und
zeigten keine Anzeichen von Lahmungen oder andere duf3erliche Anzeichen von
Veranderungen. Nach Beendigung des Versuches konnten zudem in ihrem
Knochenmark keine Tumorzellen nachgewiesen werden, sodass sie als tumorfrei
bezeichnet werden konnen. Somit hat die Aufreinigung des Knochenmarkes durch
die Elimination von Tumorzellen mittels Nano-Photothermolyse zu einem 100 %
Uberleben der Tiere gefiihrt. Statistisch sind die Unterschiede der Uberlebenskurven
zwischen den Ma4usen transplantiert mit Tumor versetztem Knochenmark und

aufgereinigtem Knochenmark sehr signifikant (p=0,0029).

In einem abgewandelten System wurden &hnliche Beobachtungen gemacht. B6D2F1
Empféanger Mé&use wurden nach einer myeloablativer Ganzkorper Gamma
Bestrahlung mit Knochenmark von syngenen Spendern rekonstituiert, welches mit
Tumorzellen der B-Zell-Lymphom Linie LB27.4 gemischt war (Abb. 3.19). Wie im

vorigen Versuch wurden in einer Gruppe die Tumorzellen aus dem Knochenmark
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vor der Transplantation mittels Nano-Photothermolyse eliminiert. Als Kontrolle

wurden Empféngermause mit tumorfreiem Knochenmark rekonstituiert.

Es zeigte sich ein dhnlicher Verlauf der Uberlebenskurven wie bei dem Versuch mit
T-Zell-Tumorzellen (Abb. 3.18). Wéhrend der ersten 58 Tage mussten vier der sechs
Tiere, welche mit lebenden Tumorzellen versetztes Knochenmark transplantiert
bekamen, aufgrund von Lahmungserscheinungen getotet werden (Abb. 3.19). In
ihnen wurden proliferierende Tumorzellen im Knochenmark und in der Milz

gefunden.

Abb. 3.19 Uberlebenskurven von Mausen transplantiert mit Knochenmark mit
B-Zellen Lymphom Tumorzellen LB27.4 bzw. aufgereinigt mittels Nano-
Photothermolyse. Uberlebenskurven von Gamma bestrahlten und nachtréglich mit
Spender Knochenmark (KM; n=9), mit CD4+ Tumorzellen beigemischten Spender
Knochenmark (KM+Tumor; n=6) und mit Nano-Photothermolyse aufgereinigten
Spender Knochenmark (KM+nAu+Laser; n=9) transplantierten Mausen bis Tag 90
nach der Transplantation (p**= 0,0003).

Die Aufreinigung des Knochenmarkes durch Nano-Photothermolyse war auch in
diesem Versuch erfolgreich, da alle neun Ma&use, welche aufgereinigtes
Knochenmark transplantiert bekamen, Uber den Versuchszeitraum (berlebten. Der
statistische Unterschied der Uberlebenskurven zwischen den Mausen in der
Tumorgruppe und den Mdusen der anderen beiden Gruppen ist hoch signifikant
(p=0,0003).

Zur Kontrolle, ob die Uberlebenden Méause tumorfrei geblieben waren, wurden nach
Beendigung des Versuchs Knochenmark- und Milzzellen aller M&use dissoziiert und
in Medium ausgesat. Nach 14 Tagen konnten in keinem Ansatz proliferierende
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Tumorzellen nachgewiesen werden, sodass davon ausgegangen werden konnte, dass

die am Ende des Versuchs lebenden Mause tumorfrei waren.

Beide Versuche zeigten, dass Mause, welche mittels Nano-Photothermolyse
aufgereinigtes Knochenmark transplantiert bekamen, nicht von Tumorzellen
besiedelt wurden. Die Methode der Nano-Photothermolyse war demzufolge in der
Aufreinigung von Tumor enthaltenden Knochenmark sehr effektiv und konnte die

behandelten Tiere zu 100 % vor einer Tumorinvasion schitzen.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist es, zur Einschétzung des Potenzials einer Methode fir mogliche
klinische Anwendungen beizutragen, welche auf dem Prinzip der Nanopartikel
vermittelten selektiven Photothermolyse beruht (Anderson & Parrish, 1983;
Pitsillides et al., 2003). Hierfur wurde zundchst am IMMEI am Uniklinikum Bonn
eine Plattform zur Bestrahlung von Zellen verwirklicht (Kap. 2.2.2) und wichtige
Parameter fur eine selektive und effektive Elimination von Zellen bestimmt
(Kap. 3.2). Die in dieser Arbeit untersuchte Methode zur selektiven Photothermolyse
weicht zwar in einigen malgeblichen Punkten von den in den letzten Jahren
beschriebenden Methoden ab, welche auf das gleiche Prinzip beruhen, jedoch bleibt
die Nano-Photothermolyse die Grundlage aller Untersuchungen.

Die Untersuchungen ergaben, dass mit Hilfe der Nano-Photothermolyse eine hohe
Selektivitat und Effektivitat in der Elimination von adharent wachsenden Zellen oder
Suspensionszellen in vitro gegeben ist (Kap. 3.1). Zudem konnte gezeigt werden,
dass die Elimination von Zellen mittels Nano-Photothermolyse keinen negativen
Einfluss auf die immunologische Integritat der aufgereinigten Zellen hatte (Kap. 3.2).
Die Elimination von Tumorzellen aus Knochenmark zur Transplantation nach
myeloablativer Ganzkoérper-Gamma-Bestrahlung von Mausen erwies sich als
erfolgreich, da mit dieser Methode alle behandelten Mé&use vor einer Invasion von
Tumorzellen bewahrt werden konnten (Kap. 3.3). Hinsichtlich der Repopulation der
Blutzellen und der Generierung einer Antigen spezifischen Immunantwort zeigten
die behandelten Mé&use keine Nebeneffekte. Zudem wurde in keinem Versuch eine
toxische Wirkung durch die eingesetzten Nanogoldpartikel auf Zellen festgestellt.

4.1 Nano-Photothermolyse eine selektive Methode zur Elimination von Zellen
in vitro

Die Methode der Nano-Photothermolyse beruht, wie in Abbildung 4.1 dargestellt,
auf dem Prinzip der Nanopartikel vermittelten und Laser aktivierten selektiven
Photothermolyse von Zellen. Dabei werden die zu eliminierenden Zellen zuné&chst
mit stark Licht absorbierenden Partikeln markiert bzw. beladen und anschlieBend mit
gepulstem Laserlicht, welches von den Nanogoldpartikeln absorbiert wird, bestrahlt
(Anderson & Parrish, 1983). Dadurch kommt es zu thermisch induzierten, rdumlich
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eng begrenzten Kavitationsblasen um die Partikeln herum (Hittmann et al., 2001;
Pitsillides et al., 2003), wodurch die Integritat der Zellmembran der beladenen Zellen
dauerhaft zerstort werden kann, was zu einem ploétzlichen Zelltod durch Nekrose
fihrt (Pitsillides et al., 2003; Yao et al., 2005; Lapotko et al., 2006; Letfullin et al.,
2006).

Abb. 4.1 Prinzip der Nano-Photothermolyse. Immunogoldkonjugate, mit
Antikorpern konjugierte Nanogoldpartikel, werden mit Zellen inkubiert und binden
selektiv an den Zielzellen. Bei der anschliefende Bestrahlung mit kurzen
Laserpulsen kommt es zu einer Umwandlung von Lichtenergie zu thermischer
Energie durch die absorbierenden Partikel. Dadurch bildet sich eine Kavitationsblase
um die Partikel, welche die beladenden Zellen mechanisch schéadigt, wodurch es zum
plotzlichen Zelltod der Zelle kommen kann.

Um eine effektive und selektive Elimination mittels der Nano-Photothermolyse zu

gewahrleisten, mussen verschiedene VVorraussetzungen erfullt sein:

Die Effektivitat der Nano-Photothermolyse wird durch die Eigenschaften der
verwendeten Partikel in Kombination zu dem fiir die Bestrahlung verwendeten Laser
bestimmt. Die in dieser Arbeit verwendeten spharischen kolloidalen
Nanogoldpartikel mit Grofen von 15 nm oder 25 nm weisen eine um
Grolkenordnungen héhere Absorption fur Licht mit der Wellenldénge um 530 nm als

unpigmentierte Zellen auf (Kap. 1.4). Der eingesetzte Laser mit einer Wellenldnge
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von 532 nm mit Nanosekunden Pulsléangen ist daher geeignet, ausschlieRlich die
Partikel direkt zu erhitzen, nicht aber das umgebende Medium und die umliegenden
Zellen (Yao et al., 2005; Radt, 2002; Lapotko et al., 2006a & b; Letfullin et al.,
2006). Jedoch bleibt diese Methode, durch die Verwendung spharischer kolloidaler
Nanogoldpartikel, auf den in vitro Einsatz an unpigmentierten Zellen in Abwesenheit
von Erythrozyten beschrénkt, da diese in dem verwendeten Wellenldngenbereich
eine hohe Absorption aufweisen (Boulnois et al., 1986; Weissleder & Ntziachristos,
2003) und dadurch die eingebrachte Lichtenergie des Lasers absorbieren wirden.

Die Selektivitat der Absorption wird zum einen dadurch gewahrleistet, dass die
verwendeten Partikel spezifisch an die Zielzellen binden. Dieses konnte verwirklicht
werden, indem die Partikel mit zellspezifischen Antikdrpern konjugiert wurden
(Kap. 2.2.1), welche eine hohe Selektivitat fir die Zielzellen aufweisen (Kap. 3.1.1).
Diese selektive Bindung der Antikorper an die Zielzellen wurde durch das
Konjugieren auf die Goldpartikel nicht beeinflusst, sodass die hergestellten
Immunogold Konjugate die gleiche Selektivitat, wie die eingesetzten Antikorper
besaRen (Kap. 3.1.1). Mit dieser Praémisse geht aber auch die Einschrdnkung einher,
dass mittels Nano-Photothermolyse nur Zellen eliminiert werden kdnnen, fur die ein
spezifischer Antikorper verfugbar ist, wobei die Ankopplung von Nanogoldpartikeln
an Zellen auch tber Peptidsequenzen oder andere Zielfindungsproteine denkbar ist.
Die Grolie des an die Nanogoldpartikel gekoppelte Proteins kann fur die Effektivitat
der Nano-Photothermolyse eine Rolle spielen, was aber im né&chsten Kapitel
diskutiert werden soll.

Zum anderen wird die Selektivitat der Nano-Photothermolyse dadurch vermittelt,
dass die Kombination aus PartikelgréRe, Laserpulsdauer und Laserenergie so
abgestimmt wird, dass zwar eine effektive Elimination der Zielzellen gewéhrleistet
wird, die rdumliche Ausdehnung des Schadigungsbereiches, durch die gebildeten
Kavitationsblasen, jedoch so begrenzt bleibt, so dass umliegende Nicht-Ziel-Zellen
nicht geschadigt werden (Huttmann et al., 2001; Vogel & Venugopalan, 2003;
Pitsilides et al., 2003; Plech et al., 2005).

Die in dieser Arbeit fir die Nano-Photothermolyse gefundenen Parameter (Kap.
3.2.1) sind dazu geeignet, eine hohe Selektivitat der Zellelimination (Kap. 3.1.3)
ohne detektierbare unerwiinschte Nebeneffekte auf die Vitalitat der aufgereinigten
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Zellen, zu erreichen. Aullerdem konnte mittels Nano-Photothermolyse eine hohe
Effektivitat mit Eliminationsraten von uber finf log-Stufen, also einer Reinheit von
uber 99,999 % erreicht werden (Kap. 3.1.2). Zur Auflésung dieses hohen
Reinheitsgrades der behandelten Zellen musste ein Klonierungsversuch etabliert
werden (Kap. 3.1.2), da das Detektionslimit von Durchflusszytometrie und PCR
basierten Nachweisstrategien bei vier log-Stufen liegt (Rawstrom et al., 2001;
Bottcher et al., 2004). Somit kann mit diesen Methoden im besten Fall eine
kontaminierende Zelle unter 10.000 Zellen nachgewiesen werden (Rawstrom et al.,
2001; Bottcher et al., 2004; Geens et al., 2007).

Im Gegensatz zu den bis heute publizierten Studien zur selektiven Elimination von
Zellen mit Hilfe von Partikel vermittelter Photothermolyse konnte mit der hier
vorgestellten Methode der Nano-Photothermolyse eine deutlich hohere Effektivitat
und Selektivitat erreicht werden. Die Untersuchungen der Faktoren, welche fiir die
hohere Effektivitat und Selektivitat der Methode der Nano-Photothermolyse eine
Rolle spielen, sollen im nachsten Kapitel diskutiert werden.

Gegenuber der Verwendung von fokussierter Laserstrahlung zur Beeinflussung bzw.
Elimination von Zellen mit der so genannten Lasermikrochirurgie (Ponelies et al.,
1994; Schitze et al., 1997; Vogel et al., 2005) hat die Nano-Photothermolyse
mehrere Vorteile: Zum einen kann, wie in dieser Arbeit, unter Verwendung von
Nanopartikeln und Nanosekunden Laserpulsen der Effekt auf wenige Nanometer
gegenlber ca. 500 nm, bzw. der halben Wellenldnge des eingesetzten Lasers,
begrenzt werden (Hittmann et al., 2001; Pitsillides et al., 2003). Zum anderen
mussen hier die Zielzellen in einer Mischkultur zur Identifizierung und Ansteuerung
mit z.B. Fluoreszenzfarbstoffen nicht sichtbar gemacht werden, sondern die
Zielzellen missen nur mit dem Immunogold selektiv angesteuert werden. Des
Weiteren kdnnen mit der Nano-Photothermolyse viele Zellen gleichzeitig behandelt
werden, wohingegen beim Einsatz eines fokussierten Lasers jede Zelle einzeln
angesteuert werden muss. Der in dieser Arbeit verwendete Laser und die gewahlten
Parameter ermdéglichten eine Behandlung von drei Millionen Zellen innerhalb von
ca. 40 Sekunden. Fir die Aufreinigung groRerer Zellzahlen wére es sinnvoll einen

Laser mit héherer Leistung zu verwenden, der entsprechend aufgeweitet werden
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kann, sodass mit einem einzelnen Laserpuls viele Millionen Zellen auf einmal
aufgereinigt werden kénnten. Zudem ware es denkbar, die Nano-Photothermolyse als
Durchlaufverfahren zu etablieren, wobei die Zellen, wie in einem
Durchflusszytometer, in einem Mediumstrom an dem Laser vorbei beférdert und
gleichzeitig bestrahlt werden konnten.

Ein besonderer Vorteil der selektiven Photothermolyse gegeniiber vielen anderen
Methoden zur Aufreinigung von Zellen konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal
gezeigt werden. Viele andere Aufreinigungsmethoden wie z.B. die magnetische
Zellsortierung mittels MACS-Methode (engl. ,,magnetic activated cell sorter”) oder
dem Sortieren von Zellen mittels eines FACS- Gerat (engl. ,,fluorescence activated
cell sorter®) konnen Zellen nur in Einzelzellsuspension aufreinigen. Dem entgegen
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass mittels der Nano-Photothermolyse
neben Zellen in Suspension auch adh&rent wachsende Zellen aufgereinigt werden
konnen (Kap. 3.1.4). Diese mussen zur negativen Aufreinigung nicht zuvor in
Suspension gebracht werden, sondern kénnen im ahérenten Zustand mit Immunogold
inkubiert und bei Verwendung von KulturgefalRen aus Glas oder anderen nicht
Lichtenergie absorbierenden Material, darin bestahlt und anschlieBend aufgereinigt
weiter kultiviert werden. Dieses kann bei einigen primdren Zelltypen von Vorteil
sein, da diese nach Ablésen von der Kulturschale und der Aufreinigung anschlie3end
nur in verminderter Anzahl wieder anwachsen oder ihre Eigenschaften durch Rauf-
oder Runterregulation zellspezifischen Marker verlieren kénnen. Beispiele dafir sind

u.a. Endothelzellen, dendritische Zellen oder neuronale Zellen (Metezeau, 1993).

4.2 Einfluss physikalischer Parameter auf die Eliminationseffizienz der Nano-
Photothermolyse

Die Nano-Photothermolyse beruht nicht auf chemischen sondern ausschlieBlich auf
physikalischen Wirkungsweisen. Aus diesem Grund wird die Effektivitat der
Methode Uberwiegend von physikalischen Parametern bestimmt. Wobei
zelltypspezifischen Unterschieden eine geringe Rolle nicht abgesprochen werden
kann, sollte bei ausreichender Bindung von Nanogoldpartikeln an den Zellen und
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ausreichendem Laserenergieeintrag, jeder Zelltyp mit der Nano-Photothermolyse

effizient eliminiert werden konnen.

In Kapitel 3.2.1 konnte gezeigt werden, dass die Partikelgroéiie, die Anzahl von
gebundenen Partikeln an der Zellmembran und die Laserenergie einen Einfluss auf
die Effektivitdt der Nano-Photothermolyse haben. Die Erhaltung einer hohen
Eliminationseffizienz konnte auch bei der Verwendung kleinerer Nanogoldpartikel
(15 nm statt 25 nm Goldpartikel) durch eine Erhéhung der Partikelanzahl
kompensiert werden (Kap. 3.2.1).

Entgegen anderer Untersuchungen zur Nanopartikel vermittelten Photothermolyse
(Pitsillides et al., 2003; Lapotko et al., 2006a & 2006b; Letfullin et al., 2006) konnte,
mit der in dieser Arbeit angewendeten Methode, eine hohe Eliminationseffizienz mit
Nanogoldpartikeln kleiner als 30 nm, d.h, mit 25 nm und 15 nm Partiklen erzielt
werden. Zudem wurde diskutiert, dass eine Anbindung der Nanogoldpartikel an die
Zellmembran der Zelle fur eine effiziente Elimination von Zellen nicht ausreichend
ist, sondern eine Aufnahme und Clusterbildung der Partikel erfolgen misse (Lapotko
et al., 2006a & 2006b). Dieses steht im Widerspruch zu den in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnissen und soll im Folgenden diskutiert werden.

Die von Lapotko et al. (2006a) vorgestellte ,,laser-activated nano-thermolysis as cell
elimination technology” (LANTCET) wird als zweistufige Strategie diskutiert. In der
ersten Stufe werden die Nanogoldpartikeln bei 4 °C an die Zellmembran gebunden
und im zweiten Schritt durch Inkubation bei 37 °C durch Endozytose durch die
Zellen aufgenommen, wobei sich Cluster der Partikel in den Endosomen der Zellen
bilden (Abb. 4.2).

Es wurde diskutiert, dass die Kavitationsblasen von einzelnen Nanopartikeln eine zu
geringe Ausdehnung haben, um eine letale Schadigung der beladenen Zellen
hervorrufen zu kénnen (Lapotko et al., 2006a & 2006b; Letfullin et al., 2006). Erst
durch die Endozytose und Clusterbildung der eingesetzten 30 nm Nanogoldpartikel
konnen durch die Laserbestrahlung groRere Kavitationsblasen von tber 500 nm bis
13 um entstehen, um Eliminationseffizienzen von tber 90 % zu erreichen (Lapotko

et al., 2006a & 2006b). Entgegen dieser Beobachtungen konnte in dieser Arbeit
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gezeigt werden, dass mittels der Nano-Photothermolyse auch mit kleineren
Nanogoldpartikeln mit GréRen von 15 nm bzw. 25 nm, ohne Internalisierung und
Clusterbildung Zellen effektiv eliminiert werden konnen (Kap. 3.2.1).

a

BM thawing
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NP — membrane

Fluarescent (PE)

l microscopy and

Stage 2, 37°C S
ge 2,
NP — eytoplasm 4

1

Laser
treatment
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- flow cytometry (PT)

Abb.4.2 Versuchverlaufsschema des
zwei-stufigen Protokolls der LANTCET
Methode (aus Lapotko et al. 2006a). a)
Verlaufsschema von LANTCET. b) Schritt
1: Anbinden der Nanogoldpartikel an die
Zellmembran. ¢) Schritt 2: Clusterbildung
der Nanogoldpartikel durch Internali-
sierung. d) Laser vermittelte Schadensbereich und Zell-schadigung.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse legen nahe, dass der Grund fir diese
verschiedenen Ergebnisse in dem unterschiedlichen Abstand der Nanogoldpartikel
zur Zellmembran liegen kénnte. LANTCET (Lapotko et al., 2006a & 2006b) und
andere Untersuchungen zur Nanopartikel vermittelten Photothermolyse verwendeten
Nanogoldpartikel (Pitsillides et al., 2003; Letfullin et al., 2006), die mit einem
sekundaren Antik6érper konjugiert waren. Dieser sekunddre Antikdrper war
spezifisch fur einen priméren Antikorper, welcher zuvor mit den Zellen inkubiert
wurde. Somit befanden sich zwischen Nanogoldpartikeln und Zellmembran zwei
Antikorper. Bei der hier vorgestellten Nano-Photothermolyse Methode wirden die
Nanogoldpartikel direkt Gber einen Priméren Antikorper an die Zellen gebunden
(Kap. 3.1.1), wodurch der Abstand zwischen Partikel und Zellmembran nur einen
Antikorper betrug. Die L&ngsausdehnung eines 1gG1 Antikorpers betrégt ca. 15 nm,
wobei nicht geklart werden kann, in welcher Orientierung der einzelne oder der Erst-
und Zweitantikorper miteinander binden. Zudem spielt mutmallich in diesem

Zusammenhang auch die Lage des zu erkennenden Epitops, bzw. die Ndhe des
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Epitops zur Zellmembran eine Rolle. Festzuhalten bleibt, dass bei der direkten
Anbindung von Nanogoldpartikeln an die Zelle tUber nur einen Antikorper der
theoretische Abstand des Partikels zur Zellmembran verringert ist.

In Kapitel 3.2.2 konnte gezeigt werden, dass durch die Verringerung des Abstandes
zwischen Partikel und Zelle auch kleinere Nanogoldpartikeln ohne vorherige
Clusterbildung der Partikel fur eine effektive Elimination geeignet sind. Bei einem
Abstand von zwei Antikdrpern zwischen Nanogoldpartikeln und Zellmembran
mussten sehr viel mehr Partikel je Zelle eingesetzt werden, was aber eine Erh6hung
der ungewollten Elimination von Nicht-Ziel-Zellen zur Folge habe kann (Kap. 3.1.1).
Zudem zeigte sich, dass eine effiziente Elimination von Zellen auch moglich war,
wenn die Endozytose und Clusterbildung der Partikel durch Inkubation der Partikel
mit den Zellen bei 4 °C ausgeschlossen wurde (Kap. 3.2.2). Dieses bringt gegenuber
LANTCET einige Vorteile mit sich:

Zum einen ist die gesamte Prozedur der in dieser Arbeit gezeigten Nano-
Photothermolyse-Behandlung der Zellen kiirzer, da die zu behandelten Zellen nur
30 Minuten mit den Nanogoldpartikeln inkubiert werden missen und anschlief3end
bestrahlt werden kénnen. Bei LANTCET hingegen missen die Zellen zuerst fir 30
Minuten mit dem Primé&ren und anschlieBend fur 30 Minuten bis 120 Minuten mit
den Nanogoldpartikeln inkubiert werden (Lapotko et al., 2006a & 2006b).

Zum anderen ist in dem hier angewandten Protokoll (Kap. 2.2.2) nach Zugabe des
Immunogoldes kein Waschschritt notig, wohingegen bei LANTCET nach der
Inkubation des Erstantikérpers und nach der Inkubation mit den Nanogoldpartikeln
Waschschritte notig sind. Jeder Waschschritt bedeutet eine weitere Verlangerung der
Behandlungszeit, zudem koénnen Zellen verloren gehen und fragile primére Zellen

durch die Zentrifugation geschadigt werden.

Des Weiteren mussen bei LANTCET die Zellen zuerst bei 4 °C und anschlieRend bei
37 °C inkubiert werden. Dieser Temperaturwechsel kann ebenfalls zu Stress und
Schédigung der Zellen, welche aufgereinigt werden sollen, fuhren. Bei der hier
angewendeten Methode hingegen spielt die Temperatur der Inkubation keine Rolle
und kann an die Bedurfnisse der Zellen angepasst werden.
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Zusammenfassend stellt die in dieser Arbeit untersuchte Methode mit seiner
Anbindung der Nanogoldpartikel tber einen priméren Antikorper in einen
Inkubationsschritt, ohne der Notwendigkeit von Waschschritten, eine Methode zur
Aufreinigung von Zellen mittels der Nano-Photothermolyse dar, welche gegeniber
den bisher auf die Nanopartikel vermittelte Photothermolyse basierende
Technologien in Hinblick auf Selektivitat, Effizienz und schonendem Umgang mit
den behandelten Zellen im Vorteil ist.

4.3 Nebenwirkungsfreie Aufreinigung primarer Zellen

Eine weitere Zielsetzung dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob die Aufreinigung
von primdren Zellen mittels Nano-Photothermolyse ohne unerwinschte

Nebenwirkungen flr die aufgereinigten Zellen moglich ist.

Es konnte zunéchst gezeigt werden, dass die Vitalitat der aufzureinigenden Zellen
weder alleine durch die Bestrahlung mit den verwendeten Laserparametern, noch
durch die alleinige Inkubation mit den eingesetzten Nanogoldpartikeln beeintrachtig
wurde (Kap. 3.1.4 und 3.3.1). Dieses geht mit Befunden anderer Veroffentlichungen
einher, die den Vorteil von Nanogoldpartikeln beschrieben haben, welche fiir Zellen
in vitro und fiir Zellen im Gewebe in vivo nicht toxisch sind (O Neal et al., 2004;
Oberdorster et al., 2005).

AuBerdem konnte nach der Aufreinigung von priméren Zellen keine
Beeintrachtigung der Vitalitat der Nicht-Ziel-Zellen festgestellt werden (Kap. 3.1.4
und 3.3.1). Diese Zellen waren im gleichen MalRe wie unbehandelte Zellen in der
Lage, eine komplexe antigenspezifische immunologische Antwort aufgrund einer

Stimulation mit einem entsprechenden Antigen zu generieren (Kap. 3.3.2).

In zwei in vivo Versuchen, wurden myeloablativ bestrahlten M&usen syngenes
Knochenmark zusammen mit den bei der Aufreinigung der Stammzellen
verwendeten Immunogold Partikeln transplantiert (Kap. 3.4). Bei keiner dieser
Mause zeigte sich eine Beeintrdchtigung. Weder die Rekonstituierung des
Knochenmarkes und der hdmatopoetischen Zellen wurde durch die Nanogoldpartikel
gestort (Kap. 3.4.1), noch hatte die Co-Injektion der Partikel einen Einfluss auf das
Uberleben der Tiere (Kap. 3.4.2). Zudem konnte in einem anschlieRenden in vivo
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Zytotoxizitatstest keine Nebenwirkungen auf die untersuchten M&use durch die Co-
Transplantation der Nanogoldpartikel nachgewiesen werden (Kap. 3.4.3).

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die in dieser Arbeit vorgestellte
Methode der Nano-Photothermolyse neben ihrer hohen Effektivitat und Selektivitét

auch eine nebenwirkungsfrei Methode zur Elimination von Zellen in vitro darstellt.

4.4 Effektive und nebenwirkungsfreie Elimination von Tumorzellen aus

Knochenmarkzellen fur die Stammzelltransplantation

Die Erforschung und Entwicklung neuer Verfahren, welche eine hochreine
Elimination von Tumorzellen im Transplantat fir die autologe
Stammzelltransplantation nach Hochdosis-Chemotherapie gewahrleisten ist
notwendig, da die derzeitigen klinischen Standardverfahren dieses nicht zur
Zufriedenheit leisten konnen (Corradini et al., 1997; Shimoni & Kdérbling, 2002; de
Lima & Shpall, 2004; Geens et al., 2007).

Gerade bei Leukamien zeigt sich das Problem grofRer Zahlen von Tumorzellen im
Knochenmark, welche bei der Mobilisierung der hdmatopoetischen Stammzellen
auch vermehrt in den Blutkreislauf Ubertreten (Jacquy et al., 2000). Allgemein tritt
das Bewusstsein der Problematik der so genannten ,,minimal residual disease®, also
das Wiederkehren einer Tumorerkrankung aufgrund kleinster Anzahlen von vitalen
Tumorzellen, welche die Behandlung tberlebt haben, immer starker in den Fokus
wissenschaftlicher Interessen (Vose et al., 2002; Nabhan et al., 2007; Moreno et al.,
2006).

Die Stammzellapharese, also die An- und Aufreinigung der CD34 positiven
h&matopoetischen Vorlauferzellen fur die Stammzelltherapie wird nach Hochdosis-
Chemotherapie tber Zellseparationssysteme verwirklicht, welche auf dem Prinzip
der magnetischen Separation beruhen. Dabei werden Magnetpartikel eingesetzt,
welche Gber CD34+ Antikorper an die Stammzellen binden und anschlielend mittels
eines Magneten aus dem hamatopoetischen Zellgemisch separiert werden.

Aufgrund der CD34 positiven Selektion durch die am meisten verwendeten
Separatoren CliniMACS®-Zell-Seperators und Isolex®-Zell-Seperators ist eine

Reinheit der Zellen von maximal 98 % zu erzielen, wobei die Ausbeute 50 bis 70 %
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betragt (Paulus et al., 1997; Handgretinger et al., 2002). Die Eliminationseffizienz
durch die magnetische Zell-Separation wird je nach Typ des kontaminierenden
Lymphoms mit 2,6 bis 5,6 log-Stufen, im Durchschnitt mit 3,9 log-Stufen angegeben
(Paulus et al., 1997). Andere Studien weisen eine Reinheit von nur maximal 90 %
CD34 positiver Zellen im Transplantat mit einer Verunreinigung durch maligner
T-Zellen von 0,06 % bis 0,44 % nach (Watts et al., 2002). Eine aktuelle
Vergleichsstudie verschiedener Aufreinigungverfahren fir CD34 positive
h&matopoetische Stammzellen mit derzeitig eingesetzten Methoden ergab eine
maximale Reinheit von 98 % bei einer Ausbeute von maximal 77 % mit dem MACS
System von Miltenyi (Dainiak et al., 2007). Es wurden unterschiedlichste ex vivo
Aufreinigungsverfahren in den letzten Jahren untersucht, jedoch konnte keine dieser
Methoden eine Tumorfreiheit des Transplantats sicherstellen (de Lima & Shpall,
2004).

Da die Stammzellapharese sowohl eine effektive Anreicherung der Stammzellen, als
auch eine effektive Elimination der enthaltenden Tumorzellen leisten muss, erscheint
eine Kombination aus Anreicherung Uber positive Selektion mittels
Magnetseparation und einer Aufreinigung Uber eine Methode zu gezielten
Elimination von Tumorzellen daher das Mittel der Wahl (Jacquy et al., 2000). Eine
alleinige Elimination der Tumorzellen aus den nach Leukaphorese erhaltenden
h&matopoetische Zellen ist nicht ausreichend, da um ein schnelles Anwachsen der
Stammzellen zu erzielen, ausschlie3lich CD34 positive Stammzellen transplantiert
werden sollten, welche nach Mobilisierung nur maximal 10 % der weil3en Blutzellen
ausmachen (Peters et al., 1993; Schiller et al., 1995; Kiss et al., 1997).

Fur eine effektive Elimination von Tumorzellen in Transplantaten werden und
wurden ex vivo unter anderen durchflusszytometrische Methoden untersucht. Eine
Studie zur Aufreinigung von Keimzellentumorproben mittels einer Kombination aus
positiver Anreicherung mit einem MACS-System und einer negativen Aufreinigung
mittels FACS-Zellsortierer ergab eine Reduzierung der Kontaminierenden
Tumorzellen um 2,6 x 10° auf eine Reinheit von 99,6 % (Geens et al., 2007). In
Modelstudien wurde gezeigt, dass mittels positiver und negativer Selektion mit

einem FACS-Zellsortierer eine Verringerung von kontaminierenden Tumorzellen um
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zwei bis vier log-Stufen erzielt werden konnte, was bedeutet, dass 0,1 % der
Tumorzellen reimplantiert wirden (Anderson IC et al., 1989; Gross et al., 1995).

Eine derzeit viel diskutierte und untersuchte Methode zur Aufreinigung von
hdmatopoetischen Stammzellen ist die auf in vivo Elimination von B-Zellen bei
Patienten mit einem B-Zellen Non-Hodgkin-Lymphom beruhende Immuntherapie
unter der Verwendung von Rituxan® (van Heeckeren et al., 2006) oder rituximab
(Flohr et al., 2002; Nademanee & Forman, 2006). Diese beiden Arzneimittel
bestehen aus chimédren monoklonalen Antikdrpern und binden an den CD20
Rezeptor auf allen B-Zellen und fiihren zu einer gezielten Lyse dieser Zellen. Die
Ergebnisse der vorhandenen Studien sind viel versprechend, allerdings bleibt diese
Methode auf den Einsatz fiir Krankheiten mit malignen B-Zellen beschrankt. Zudem
ist berichtet worden, dass der Einsatz solcher Mittel zu einer verlangsamten
Rekonstituierung des Blutes nach der Transplantation und zu erhfhten
Infektionsraten fuhrte (Benekli et al., 2003; Hess et al., 2006).

Die Anforderungen, welche an eine Methode, die nach einer positiven Anreicherung
von Stammzellen zur Elimination von den im Transplantat verbliebenen Tumorzellen
eingesetzt werden soll, gestellt werden mussen (Shimoni & Kaérbling, 2002; de Lima
& Shpall, 2004; Geens et al., 2007; Dainiak et al., 2007), sind

eine hochreine Elimination der ungewdinschten Zellen im Transplantat, damit keine

reimplantierten Tumorzellen zu einem Rezidiv fihren kdnnen,

eine hohe Ausbeute der zuvor angereicherten hdmatopoetischen Stammzellen, also

ein geringer Verlust, der zu transplantierenden Stammzellen,

keine unerwinschten Nebenwirkungen, wie eine Storung der Rekonstitution nach
Stammzelltransplantation oder eine spétere Beeintrachtigung der rekonstituierten
h&matopoetischen Zellen.

Die in dieser Arbeit untersuchte Methode zur selektiven Zellelimination mittels
Nano-Photothermolyse scheint geeignet, diese drei Anforderungen zu erfillen.

Zum einen konnte gezeigt werden, dass mit dieser Methode eine gezielte Reduktion
von Zellen um uber funf log-Stufen mit einer Reinheit von tber 99,999 % erzielbar
ist (Kap. 3.1.2) und damit die Nano-Photothermolyse anderer diskutierten

75



Methoden

als TEMgo angegeben, die eigene Vermessung bestatigte das Gaussche Profil mit

einer Pulsbreite von 0,5 mm bei 80 % maximaler Energiedichte.

Die Energiemessung des Lasers erfolgte mit einem Energiekopf-Detektor und konnte
dariiber dargestellt und kontrolliert werden. Die Energiemessung wurde vor und nach
jeder Bestrahlung von Zellen durchgefiinrt. Wenn nichts anders angegeben ist,
wurden die Zellen mit einer Leistung von 125 mW entsprechend einer Energie von
1,25 J/cm? bestrahlt.

Abb. 21 Am IMMEI realisiertes Setup fur die Nano-Photothermolyse.
1) DIVA 11 Laser, 2) Umlenkspiegel, 3) rechter Seiteneingang vom Mikroskop, 4)
Quarzplatte mit Zellen, 5) Energiedetektor, 6) Laserpulsprofil und 7) Scanprofil.

Der Aufbau wurde auf einem erschitterungsgedampften optischen Tisch realisiert
und ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Der Laserstrahl aus dem DIVA Il Laser wurde
uber zwei Umlenkspiegel in den rechten Seiteneingang in ein invertes Mikroskop
eingekoppelt. Anstatt einer Lupe wurde dieses Mikroskop im Inneren mit einem 45°
Umlenkspiegel ausgeristet, welcher den Laserstrahl nach oben in die Strahlenachse
ablenkt. Des Weiteren besitzt das Mikroskop einen motorisierten Kreuztisch, welcher
uber einen Computer mit der Software WinPos gesteuert werden kann. Somit konnen
die Zellen in Probengefalien, welche groier als der Laserstrahldurchmesser sind, in
einem fest definierten Scanprofil bei der Bestrahlung abgefahren werden (Abb. 2.1).
Das Scanprofil ist so berechnet, das sich die einzelnen Pulse bei Gber 80 %
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Aufreinigungsmethoden (s.0.) eine bis drei log-Stufen tberlegen sein kann. Zudem
konnte in in vivo Versuchen mit B-Zell und T-Zell Tumorzellen gezeigt werden, dass
alle Mé&use, welche nach myeloablativer Strahlenbehandlung mit Nano-
Photothermolyse aufgereinigtes Knochenmark transplantiert bekommen haben, nicht
von Tumorzellen besiedelt werden konnten (Kap. 3.4.2), was auf eine erfolgreiche
Elimination der den Stammzellen zuvor beigemischten Tumorzellen durch die Nano-

Photothermolyse hinweist.

Zum zweiten gehen bei der Behandlung mittels Nano-Photothermolyse keine Zellen
verloren, da keine Waschschritte wéhrend oder nach der Elimination der Zellen
erfolgen miissen. Zudem ergaben die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche, dass
die Vitalitat aller Zellen erhalten geblieben ist, welche aufgereinigt wurden (Kap.
3.1.3). Folglich ist kein Verlust und somit eine hohe Ausbeute der zu
transplantierenden Stammzellen durch die Aufreinigung mit der Nano-
Photothermolyse zu erwarten.

Zum dritten zeigten mit der Nano-Photothermolyse aufgereinigte primére Zellen,
keine Beeinflussung in ihrer immunologischen Integritat (Kap. 3.3). Es konnte
gezeigt werden, dass die aufgereinigten und transplantierten syngenen
Knochenmarkzellen in ihrer F&higkeit, das Knochenmark zu besiedeln und fur eine
h&matopoetische Rekonstruktion zu sorgen, nicht beeinflusst gewesen waren
(Kap. 3.4.1). Diese rekonstituierten Mause wurden mit einem Adenovirus Konstrukt
infiziert und zeigten in einem in vivo Zytotoxizitatstest keine Beeintrdchtigung in
ihrer F&higkeit zu einer Antigenspezifischen Immunantwort (Kap. 3.4.3), was darauf
schlielen lasst, dass die erfolgreiche Elimination von Tumorzellen aus einem
Stammzelltransplantat mit der Nano-Photothermolyse keine Nebenwirkungen auf die
aufgereinigten Stammzellen hatte.

Abschlielend weisen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass die
Nano-Photothermolyse als eine Methode fir den Kklinischen Einsatz zur effektiven
Aufreinigung von autologen Stammzellen zur Transplantation nach einer Hochdosis-
chemotherapie fir Patienten mit malignen Erkrankungen vorgeschlagen werden
kann. In Kombination mit einer zuvor erfolgten Anreicherung, der zu
transplantierenden hamatopoetischen Stammzellen konnte die Methode der Nano-
Photothermolyse, durch ihre nebenwirkungsfreie hohe Reinheit und Ausbeute bei der
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Elimination von Tumorzellen, einen notwendigen Beitrag zu der Erhéhung der
Patientenzahl mit kompletter Remission durch eine erfolgreiche Tumorbehandlung
mittels autologer Stammzelltherapie nach einer Hochdosis-Chemotherapie leisten.

Neben der Aufreinigung von autologen hdmatopoetischen Stammzellen ergeben sich
fiir die Nano-Photothermolyse aber auch weitere klinische Einsatzgebiete, wie z.B.
die Aufreinigung von T-Zellen aus allogenen Stammzellen zur Transplantation, oder
die Aufreinigung von undifferenzierten Stammzellen aus einer adulten oder

embrionalen Stammzellkultur fur die Transplantation.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Durch die Ankoppelung von Nanogoldpartikeln mit Gro3en von 15 nm und 25 nm an
Zellen mittels eines 1gG Antikorpers und der anschlieBenden Bestrahlung mit
Nanosekunden Laserpulsen mit einer Wellenldngen von 532 nm lassen sich Zellen

effektiv und selektiv eliminieren.

Die effektive und selektive Elimination von Zellen mittels Nano-Photothermolyse
konnte sowohl fir Zellen in einer Suspension, als auch fur adhdrent wachsende
Zellen gezeigt werden. Mit den in dieser Arbeit ermittelten Parametern war es
moglich, Zellen mit einer Effizienz von Uber 99,999 % zu eliminieren bzw.

aufzureinigen.

Bei der Nano-Photothermolyse vermittelten Elimination, sind physikalische GroRen,
wie der Energieeintag, die Partikelgrofle, die Partikelanzahl und der Abstand
zwischen Nanogoldpartikeln und Zellmembran bzw. die Art der Anbindung der
Partikel an die Zelle, wichtige Faktoren fiir die Eliminationseffizienz.

Die Nano-Photothermolyse ermdglicht eine Aufreinigung primérer Zellen ohne
detektierbare Nebenwirkungen und ohne Verlust von Zellen. Die im murinen Modell
durchgefiihrte Aufreinigung von Stammzellen vor der Transplantation in
myeloablativ behandelten M&usen war geeignet, die behandelten Mause zu 100% vor
einer Tumorinvasion zu bewahren. Dabei konnte keine Beeintréachtigung der
Rekonstitutierung von Knochenmark und vom Blut der transplantierten Tiere
festgestellt werden. Eine anschlieBend durchgefihrte in vivo Untersuchung zur
Antigen spezifischen Immunantwort der rekonstituierten Tiere ergab, dass die
Aufreinigung der Stammzellen durch Nano-Photothermolyse keine ermittelbaren
Nebenwirkungen hatte.

Alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen weisen darauf hin, dass die
Methode der Nano-Photothermolyse eine geeignete Aufreinigungsmethode fir
maogliche klinische Anwendungen sein kann, da sie eine hohe Reinheit, eine hohe
Ausbeute und eine hohe Sicherheit bzw. Nebenwirkungsfreiheit verspricht.
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