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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Krebs und dessen herkommliche Therapiekonzepte

In der westlichen Welt nehmen bosartige Tumoren in der Todesursachenstatistik hinter Er-
krankungen des Herz-Kreislaufsystems den zweiten Platz ein. Somit stellt Krebs dort die
zweithdufigste Todesursache dar [1]. Man muss davon ausgehen, dass ungefihr jeder dritte
Deutsche im Laufe seines Lebens an einer Krebskrankheit erkrankt [2]. Da Krebs in vielen
Féllen eine Erkrankung des Alters ist und die Lebenserwartung weiterhin zunimmt, ist da-

mit zu rechnen, dass auch die Bedeutung der Onkologie in Zukunft weiter wachsen wird.

In den letzten 30 Jahren wurden die ,,klassischen* Therapiekonzepte der Krebsbehandlung
stetig verbessert. Dazu zdhlt die operative, die Strahlen- und die Chemotherapie. Diesen
etablierten Verfahren sind aber immer noch Grenzen gesetzt. Obwohl in der chirurgischen
und radiologischen Therapie in den letzten Jahren aufgrund technischer Neuerungen grof3e
Fortschritte erzielt werden konnten, bleibt ihr Einsatzgebiet auf regionale Tumoren be-
schrankt. In den meisten Féllen ist jedoch die Metastasierung fiir den tddlichen Ausgang
einer Krebserkrankung verantwortlich. Diese vollzieht sich vor allem tiber das Blutgefal-
system, in welches Tumorzellen sowohl direkt durch Uberwindung der Basalmembran und
der extrazelluldren Matrixkomponente als auch indirekt {iber das LymphgefidBsystem ein-
dringen konnen. Von den Systemfliissigkeiten werden die Krebszellen dann in andere, oft
auch weit entfernte Korperregionen transportiert. Zwar sind die malignen Zellen im Blutge-
faBsystem Interaktionen mit Blutkomponenten und dem Immunsystem ausgesetzt, dennoch
kann es einigen wenigen Zellen gelingen, sich in engen Kapillargefilen abzusetzen und

von dort in extravaskuldre Gewebeschichten vorzudringen [3, 4].

Die Chemotherapie erreicht eine systemische Behandlung des Patienten, wodurch neben
dem Primirtumor auch Metastasen erfasst werden. Die Chemotherapie in der Krebsbe-
handlung geht davon aus, dass vor allem die schnell wachsenden Krebszellen und nicht die
gesunden Korperzellen von den Medikamenten zerstort werden. Um eine signifikante oder
auch vollstindige Regression des Tumorgewebes zu erreichen, miissen aber oft hohe Dosen
an Chemotherapeutika verabreicht werden. Dies fithrt aufgrund der starken Toxizitdt der
Medikamente vor allem im gesunden, schnell proliferierenden Gewebe zu erheblichen

Schiden, die therapielimitierend seien konnen [5].
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Die Entwicklung von systemischen Therapiestrategien, die eine spezifischere Unterschei-
dung zwischen malignen und gesunden Zellen ermdglichen, stellt demnach ein bedeutendes

Ziel der modernen Krebsforschung dar.

1.2 Drug-Targeting

Das Drug-Targeting bietet einen hoffnungsvollen Lésungsansatz fiir eine optimierte syste-
mische Therapie. Unter Drug-Targeting versteht man den gezielten Transport von Medi-
kamenten zum Zielgewebe mittels eines geeigneten Trigers (engl. Carrier). In den letzten
Jahren hat die Forschung auf diesem Gebiet grofle Fortschritte erzielt. Es wurden eine gan-
ze Reihe molekularer, zelluldrer und synthetischer Carrier entwickelt. Durch den gezielten
Transport wird die Verteilung des Wirkstoffes im Korper giinstig beeinflusst, so dass sich
in den Zielzellen beziehungsweise im Zielgewebe hohere Wirkstoffkonzentrationen vorfin-
den als in nicht-spezifischem Gewebe. Hierdurch soll das Nebenwirkungsprofil von Medi-
kamenten optimiert und deren therapeutische Effektivitit erhoht werden [6, 7]. Ein idealer

Drug-Carrier sollte folgende Eigenschaften erfiillen:

a) hohe therapeutische Effektivitit bei minimaler Dosierung
b) keine oder wenig Nebenwirkungen

c) lokalisierte beziehungsweise zielgerichtete Wirkung

d) biologischer Abbau

e) keine Immunogenitét

f) leichter Herstellungsprozess/ unkomplizierte Handhabung

Die Herstellung eines idealen Carriers ist bisher noch nicht gelungen. Die geldufigsten Car-
rier-Systeme beinhalten Antikdrper, Liposomen, Nanopartikel oder zellulire Carrier wie
zum Beispiel Erythrozyten. Die nachstehende Tabelle 1 zeigt eine Auswahl mdglicher Car-

rier fiir Zytostatika.
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Tabelle 1: Auswahl méglicher Carrier fiir Zytostatika.

Carrier Assoziierte Medikamente
Makromolekiile
Immunglobuline Adriamycin, Chlorambucil, Daunomycin, Methotrexat [8]

Calicheamicin, Maytansinoid, Auristatin, Doxorubicin, CC-1065
Analoga [9]

Zellen

Erythrozyten Actinomycin D, Adriamycin, Bleomycin, Carboplatin, Daunomy-
cin, Etoposid, Methotrexat [10]

Neutrophile Granulo- Doxorubicin [11]

zyten

Synthetische Systeme
Liposomen Doxorubicin, Daunorubicin [7]
Nanopartikel Doxorubicin, 5-Fluorouracil, Paclitaxel [12]

1.3 Erythrozyten als Drug-Carrier

1.3.1 Vorteile

Unter den vielen verschiedenen Carriern, welche fiir das gezielte Drug-Targeting eingesetzt
werden konnen, erfiillen vor allem die Erythrozyten einige fiir die klinische Applikation
wiinschenswerte Kriterien. Dies wird deutlich, wenn man sich die biochemischen und mor-

phologischen Besonderheiten des Erythrozyten vor Augen fiihrt.

Die Erythrozyten bilden mit 99 % den groften Anteil an den zelluldren Blutbestandteilen.
Frauen haben durchschnittlich 4,8*10'? und Méanner 5,3*10" Erythrozyten pro Liter Blut
[13]. Diese Zellen sind somit im Uberfluss vorhanden. Thre Gewinnung ist kostengiinstiger

und einfacher als die Herstellung von synthetischen Carriern.

Die Hauptaufgabe der Erythrozyten besteht im Sauerstofftransport von der Lunge in das
Gewebe. Hierfiir sind sie optimal ausgestattet. Erythrozyten sind kernlose, bikonkave Zel-
len. Sie haben die Form einer von beiden Seiten eingedellten Scheibe (Abb. 1), mit einem
mittleren Durchmesser von 7,5 um, einer Dicke von etwa 2 um am Rand, einem mittleren
Volumen von 80-98 pum® und einer Oberfliche von 140 um? [13]. Durch die bikonkave
Form wird die gute Verformbarkeit der Erythrozyten gewéhrleistet. Dies ist fiir ihre Flexi-
bilitdt in engen Kapillaren und die Blutviskositdt wichtig. AuBerdem ensteht durch die be-

sondere Form ein groBes Oberfliche- zu Volumen-Verhiltnis, welches fiir den Sauer-

3
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stofftransport von Bedeutung ist. Aus diesen morphologischen Voraussetzungen ergibt sich
der besondere Vorteil ihrer hohen Beladungskapazitit. Bereits eine kleine Menge an Zel-
len, kann eine grofle Menge an Wirkstoff aufnehmen. So ldsst sich schon mit einem be-
grenzten Erythrozytenvolumen eine hinreichende Konzentration des jeweiligen Medika-

mentes im Organismus erreichen [14].

Abbildung 1: Erythrozyten aufgenommen mit einem Elektronenmikroskop [15].

Die Erythrozytenmembran ist aus Lipiden zusammengesetzt, die in einer doppelschichtigen
Lage angeordnet sind, wodurch eine hydrophile Auflenseite und ein hydrophobes Inneres
entstehen. Diese biochemische Zusammensetzung garantiert die mechanische Flexibilitét
der Membran [16]. In der Lipiddoppelschicht befinden sich integrale, transmembranére und
amphiphile Proteine, die sich durch laterale Diffusion in der Membran bewegen konnen
oder durch nicht-kovalente Bindungen mit peripheren Proteinen in der Membran immobili-
siert sind (Abb. 2). Insgesamt besteht die Erythrozytenmembran zu 19,5 % aus Wasser, zu

35,1 %, aus Lipiden, zu 39,6 % aus Proteinen und zu 5,8 % aus Kohlenhydraten [17].

Ein weiterer Vorteil der Erythrozyten als Carrier im Vergleich zu anderen Carriern besteht
in ihrer hohen Biokompatibilitdt und Stabilitit, was durch die Verwendung von autologen
Erythrozyten noch verstiarkt wird [14]. Liposomen werden normalerweise sofort nach der
intravendsen Injektion von Plasmaproteinen, unter anderem Albumin und Lipoproteinen,

bedeckt. Manche dieser Proteine, zum Beispiel das high-density Lipoprotein (HDL), kon-
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nen Phospholipide aus der Lipiddoppelschicht der Liposomen entfernen und dadurch zu
deren Destabilisierung fiihren. Dieser Vorgang kann bewirken, dass die Medikamente friih-

zeitig aus den Liposomen austreten [18].

Lipd-
doppelschicht
| 5 nm

[A)
\
v e 0
L -\._I.!:-.,l :_l-‘" I.I_I-:ll
'.IIL _I.' :r-I.' | .ll l| .;!.!. I.' . -
0000 [Di0) e Lipidmolekiil ~ + Proteinmolekiil
s L/ e S
Lipidmolekiil ] _ ()
(B Proteinmolekiil

Abbildung 2: Drei Ansichten einer Zellmembran. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme einer
Plasmamembran (Erythrozyt). (B und C) Diese Zeichnungen zeigen zwei- beziehungsweise drei-
dimensionale Ansichten einer Zellmembran (veridndert nach [15]).

Im Inneren des Erythrozyten befindet sich Himoglobin, welches fiir die Bindung und den
Transport des Sauerstoffs verantwortlich ist. Durch die hohe Konzentration dieses eisenrei-
chen Molekiils, welches jeweils vier Sauerstoffatome bindet [13], lassen sich Erythrozyten
durch Zentrifugation leicht von den anderen Zellen des Blutes trennen. Hieraus ergibt sich

unter anderem auch deren leichte Handhabung.

Erythrozyten entwickeln sich stindig neu aus hdmatopoetischen Stammzellen des Kno-
chenmarks (Abb. 3). Dieser Vorgang, die Erythropoese, wird durch das renale Hormon
Erythropoetin gesteuert. Wéahrend die Erythrozyten die verschiedenen Vorlduferstadien
durchlaufen, verlieren sie ihren Zellkern, erlangen ihre scheibenartige Form und beginnen
Himoglobin zu bilden. Die durchschnittliche Uberlebenszeit normaler Erythrozyten im
peripheren Blut betrdgt 120 Tage [16]. Unter optimalen Beladungsbedingungen konnen
Carrier-Erythrozyten die Uberlebenszeit von normalen Erythrozyten erreichen [19]. Durch
die lange Uberlebenszeit kénnen die Erythrozyten als Medikamentenreservoir genutzt wer-
den, aus dem eine verzogerte Freisetzung des Wirkstoffes in den Blutkreislauf erfolgt [20].

Da es sich im Gegensatz zu synthetischen Carriern bei den Erythrozyten um lebende Zellen
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handelt, konnen sie dariiber hinaus auch als Bioreaktoren wirken und mit Hilfe ihrer enzy-
matischen Ausstattung eingekapselte Prodrugs nach und nach in deren wirksame Form

umwandeln [10].

Der Abbau von gealterten und beschiadigten Erythrozyten vollzieht sich hauptsédchlich in
der Milz. Morphologisch verdnderte Erythrozyten bleiben in den Milztrabekeln hdngen und
werden zerstort. Eine wichtige Rolle fiir den Abbau von Erythrozyten spielen auBlerdem die
Makrophagen des Retikulo-Endothelialen-Systems (RES). Einmal im RES gefangen, wer-
den die Erythrozyten von lysosomalen Enzymen attackiert und ihre Zellmembran zerstort
[21]. Zum RES zdhlen peritoneale Makrophagen, Kupfer-Stern-Zellen der Leber, alveolare
Makrophagen der Lunge und periphere Monozyten des Blutes [22]. Carrier-Erythrozyten

sind vollstindig biologisch abbaubar und hinterlassen keine toxischen Produkte [14].

® ® D

Erythroblast Retikulozyt Erythrozyt

M @ — @ W
Myeloblast Myelozyt segmentkerniger

/ Neutrophiler
myelozyto- \\‘
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® &

® b &
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héamatopoetische i . —_— N —— X
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Abbildung 3: Schema der Himatopoese (verindert nach [23]).

1.3.2 Nachteile

Die Anwendung der Erythrozyten als Drug-Carrier bringt auch einige Nachteile mit sich.

Das grof3te Hindernis in der Anwendung natiirlicher Zellen besteht darin, dass sie durch die

6
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Zellen des RES zerstort werden, wenn ihre Oberfliche verdndert wurde. Hierdurch wird

ihre Anwendung als Drug-Carrier limitiert [24].

AuBlerdem treten bestimmte eingekapselte Substanzen zu schnell wieder aus dem Erythro-
zyten aus oder verdndern dessen Physiologie. Daher eignet sich diese Zelle nicht fiir die

Einkapselung jeder Substanz [10].

Da Erythrozyten Carrier biologischen Ursprungs sind, ergibt sich neben einer gro3eren Va-
riabilitdt und verminderten Standardisierung in deren Préparation, auch ein Problem mit
der Aufbewahrung und somit der Haltbarkeit. Nicht zu vergessen ist die Tatsache, dass
Blut potentiell infektios ist, weswegen immer groBite Vorsicht bei dessen Handhabung ge-

boten ist [10].

1.3.3 Gezieltes Targeting durch Immunoerythrozyten

Um ein gezieltes Targeting von Zellen beziehungsweise Gewebe mit den Carrier-Erythro-
zyten zu erreichen, kann man deren Oberfliche mit spezifischen Antikdrpern koppeln. Es

entsteht ein sogenannter Immunoerythrozyt.

Antikorper, beziehungsweise Immunglobuline (Ig), sind Molekiile, die von ausdifferenzier-
ten B-Lymphozyten, den Plasmazellen produziert und sezerniert werden. Sie stehen im
Dienste des Immunsystems. Thre Aufgabe ist es, Pathogene im Organismus zu binden und
deren Zerstorung zu erleichtern. Die Struktur, die von einem Antikérper erkannt wird,
nennt man Antigendeterminante oder Epitop, dies entspricht meist nur einer kleinen Region
auf der Oberfliche eines groen Molekiils. Die Bindung zwischen Epitop und Antigenbin-
dungsstelle des Antikorpers kommt durch elektrostatische Wechselwirkungen, Wasser-
stoffbriicken, van-der-Waals-Kréfte und hydrophobe Interaktionen zustande. Die Spezifitét
und Affinitdt dieser Bindung wird durch Aminosdureseitenketten der antigenbindenden
Region bestimmt, die mit dem Antigen in Kontakt treten [22].

Die Grundstruktur eines Antikorpermolekiils dhnelt schematisch dem Buchstaben Y, wobei
es aus zwei identischen Paaren von schweren (MG 50-70 kDa) und leichten (MG 25 kDa)
Polypeptidketten aufgebaut ist, die liber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die
aminoterminalen variablen V-Dominen der schweren und leichten Ketten bilden zusammen
die variable Region des Antikorpers und verleihen ihm die Fahigkeit, ein spezifisches An-
tigen zu binden. Diese Region variiert stark zwischen verschiedenen Antikérpern. Die iib-

rigen Doménen sind in den Immunglobulinketten desselben Isotyps dagegen konstant. Der
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konstante Teil der schweren Ketten bestimmt die Antikdrperklasse und Effektorfunktion

des Antikorpers. Abbildung 4 zeigt den schematischen Aufbau eines Antikérpermolekiils.

Antigenbindungs-
atelle T schwrere Kette

Antigenhindungsstelle

Varighle Dorne
der leichten Kette

Eonstante Doméne
det leichten Kette

(B)

Abbildung 4: (A) Schematische Darstellung eines Antikérpermolekiils. Ein Antikorpermolekiil hat eine
Y-Form und zwei identische Antigenbindungsstellen, eine an jedem Arm des Y. Das Protein ist aus 4
Polypeptid-Ketten zusammengesetzt (2 identischen schweren und 2 identischen leichten Ketten), die
durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Jede Kette wird aus verschiedenen Domiinen
gebildet, die hier blau und grau gekennzeichnet sind. Die Antigenbindungsstelle befindet sich dort, wo
die variable Doméine der schweren Kette (Vy) und die variable Domine der leichten Kette (Vi) nah
zusammen liegen. (B) Dieses Schleifenmodel einer leichten Kette zeigt die Teile der V;, Domiine in rot,
die am niichsten mit der Antigenbindungsstelle verbunden sind (verindert nach [15]).

Die fiinf wichtigsten Immunglobulin-Klassen sind IgM, IgA, IgE, IgD und IgG [22]. Diese
verschiedenen Isotypen sind so ausgelegt, dass sie in unterschiedlichen Regionen des Kor-
pers ihre Funktion erfiillen konnen. IgM-Molekiile bilden Pentamere und werden bei einer
Infektion als erstes gebildet. Sie finden sich vor allem im Blut und sind besonders starke
Aktivatoren des Komplementsystems. IgA-Molekiile bilden Dimere und sind die hdufigsten
Antikdrper in Sekreten, besonders in den Schleimdriisen des Darmes und des Bronchial-
systems. IgA wirkt haupsédchlich als neutralisierender Antikdrper an Korperoberflachen.
IgE liegt als Monomer vor und findet sich vor allem auf der Zelloberflache von Mastzellen.
Eine Antigenbindung fiihrt zur Freisetzung von Entziindungsmediatoren aus diesen Zellen.

Der héufigste Isotyp im Blut und in extrazelluldren Fliissigkeiten ist das IgG, welches im-
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mer als Monomer vorliegt. Es opsoniert effizient Pathogene fiir die Aufnahme durch
Phagozyten und aktiviert das Komplementsystem [22]. In der vorliegenden Arbeit wurden
Antikdrper vom Isotyp IgG verwendet.

Die Motivation zur Entwicklung von Immunoerythrozyten ist deren Anwendung in vivo als
Therapeutika zur spezifischen Bindung an Zielantigene, welche dem Blutkreislauf zuging-
lich sind. Zwei verschiedene therapeutische Anwendungsgebiete wurden bisher in Betracht
gezogen. Zum einen konnten Erythrozyten Medikamente zu intravaskuldren Zielen, wie
zum Beispiel glatten Muskelzellen der GefiBwand bei GefidB3schidden [25], Thromben [26,
27] und Endothelzellen [28, 29] transportieren, zum anderen ist es denkbar, Immunoery-
throzyten zu verwenden, um bestimmte schiddliche Substanzen aus dem Blutstrom zu eli-
minieren [30]. Wie weiter oben im Text bereits erwéhnt, ist die Haupttodesursache bei ei-
ner Krebserkrankung die Metastasierung, welche in den meisten Fillen tiber das Blutgefaf3-
system des Korpers stattfindet [3]. Es wére von groBer therapeutischer Bedeutung zirkulie-
rende Krebszellen im Kreislauf gezielt zu zerstéren, um das Riskio der Ausbildung von
Metastasen zu vermindern und dabei den Organismus vor schweren Nebenwirkungen einer
zytostatischen Therapie zu schiitzen. Um ein gezieltes Targeting zirkulierender Krebszellen
im BlutgefdBsystem durch die Carrier-Erythrozyten zu erreichen, konnen die Erythrozyten

mit spezifischen Krebsantikorpern gekoppelt werden.

Da die Membranoberfliche der Erythrozyten durch die Beladungsprozedur und das An-
bringen von Antikoérpermolekiilen verdndert wird, muss davon ausgegangen werden, dass
diese modifizierten Zellen vorzeitig vom korpereigenen Immunsystem zerstort werden. Fiir
therapeutische Zwecke ist es aber notwendig eine ausreichend lange Uberlebensdauer der
Immunoerythrozyten im Blutkreislauf zu erreichen, damit sie sich an die Zielzellen binden

und mit ihnen interagieren konnen.

Hierfiir ist es wichtig native, das heilit chemisch nicht stabilisierte Erythrozyten mit dem
entsprechenden Antikorper zu koppeln. Durch eine chemische Fixierung der Erythrozyten
konnen diese zwar stabilisiert und fiir lange Zeit haltbar gemacht werden, zugleich fiihrt
die Fixierung aber auch zu einer besonders schnellen Sequestrierung durch das RES, da
sich zum einen ihre Membran nicht mehr verformen kann und sie zum anderen sehr anfil-
lig werden fiir die Opsonierung durch Komplementfaktoren und autologes IgG, was zu ei-
ner verstirkten C3b- und Fc-Rezeptor-vermittelten Phagozytose durch Makrophagen des
RES fiihrt [31-34]. Die Aktivierung des Komplementsystems fiihrt auerdem zur Himolyse

der Erythrozyten, zur Bildung von den proinflammatorischen Peptiden C3a und C5a und
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zum Anhaften der Erythrozyten nicht nur an kernhaltige Zellen wie Fibroblasten, glatten
Muskelzellen und Endothel, sondern auch an Komponenten der extrazelluldren Matrix. Zu-
sdtzlich konnen Aggregate der fixierten und somit starren Erythrozyten die Lungenkapilla-
ren mechanisch embolisieren [35]. Um dies alles moglichst zu vermeiden, sollen in der
vorliegenden Arbeit native Erythrozyten mit einem monoklonalen Antikérper gekoppelt
werden. Nach der Antikorperankopplung soll auBerdem das Molekiil Polyethylenglykol
(PEG) an die Erythrozyten gebunden werden. In der Literatur ist beschrieben, dass die ko-
valente Bindung von Polyethylenglykol an Erythrozyten dazu fiihrt, dass Antigene auf de-
ren Oberfliche abgedeckt werden. Die PEGylierung war urspriinglich dazu gedacht, alle
Blutgruppenantigene auf der Erythrozytenoberfliche abzudecken, um universale Spender-
erythrozyten fiir die Bluttransfusion zu entwickeln [36]. In der vorliegenden Arbeit sollen
durch die PEGylierung Immunoerythrozyten entstehen, die nicht vorzeitig von den Zellen
des RES abgebaut werden und somit das Potential besitzen lange im Blutkreislauf zu zirku-

lieren.

1.4 Aufgabenstellung

Das Ziel dieser Arbeit ist die Ankopplung monoklonaler Tumor-spezifischer Antikdrper an
native Erythrozyten mittels der Molekiile Biotin und Avidin. Die optimalen Bedingungen
dieser Ankopplung werden charakterisiert, das heillit es sind die Biotin- beziehungsweise
Avidinkonzentrationen zu bestimmen, bei denen eine optimale Ankopplung des Tumoran-
tikorpers an die Erythrozytenoberfliche erreicht wird. AuBlerdem soll in vitro iberpriift
werden, ob eine PEGylierung die Immunogenitidt der Immunoerythrozyten herabsetzt und
sie somit vor der Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten schiitzen kann. Es soll
untersucht werden, ob ein Targeting der Tumorzellen durch die Immunoerythrozyten in
vitro erfolgreich ist. Da die Erythrozyten spiter als Drug-Carrier verwendet werden sollen,

sind sie mit einer Modellsubstanz, in diesem Fall FITC-Dextran zu beladen.

Der Nachweis der Kopplung von Antikdrpern an die Erythrozytenoberfliche sowie ihre
Beladung mit FITC-Dextran und das Targeting der Tumorzellen durch die Immuno-
erythrozyten soll mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Laserscanningmikroskopie

erfolgen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffer, Lésungen und Medien

. Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)

Als isotonische Pufferlésung wurde Dulbecco’s phosphate buffered saline 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM Phosphat, ohne Ca*" und Mg”", pH 7,4 (Sigma-Aldrich
AG, Steinheim, Deutschland) verwendet. Der pH-Wert wurde, wenn erforderlich,
mit 1 M NaOH auf 8 eingestellt.

. 0,2 % HSA (Humanes Serum Albumin, Sigma-Aldrich)/ 1,5 M MES (2-[N-
Morpholino] ethansulfonsdure, Sigma-Aldrich), pH 7,4, wurde in isotonischer Kon-
zentration als Lagerpuffer fiir die [gG-gekoppelten Erythrozyten verwendet.

. Boratpuffer pH 9: 50 mM Borax (Sigma-Aldrich) und 20 mM Borsédure (Merck).
Im Boratpuffer wurde die PEGylierung der Erythrozyten durchgefiihrt.

° PIGPA.C: 100 mM Na'Phosphat, 100 mM Inosin, 100 mM Glukose, 100 mM
Na'Pyruvat und 5 mM Adenin, 12% w/v NaCl, pH 7,4 [37].

PIGPA.C wurde zum Schlieffen der gedffneten Membranporen der Erythrozyten
nach Durchfithrung der hypotonen Hdmolyse verwendet.

° RPMI 1640 Medium (BioChrom AG, Berlin, Deutschland): Zellkulturmedium.

Fiir die Herstellung der Losungen wurde deionisiertes Wasser (Deionat aus einer mehrstu-
figen Anlage bestehend aus Kiesfilter, lonenaustauscher, Umkehrosmose und Sterilfilter

mit einer Leitfdhigkeit von 0,05 uS/cm) verwendet.
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Fiir die Versuche wurden die in Tabelle 2 aufgefiihrten Substanzen verwendet.

Tabelle 2: Verwendete Substanzen und Herstellerangaben.

Substanz

Natriumchlorid (NaCl)
Borsdure (H;BO3)

Borax (Na;B407 x 10 H,0)

Methoxy-Polyethylenglykol 5 kDa
(mPEG), aktiviert mit Zyanurchlorid

Trypsin
Fetales Kilberserum (FKS)

Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/ml / 10 mg/ml)

EZ-Link™Sulfo-NHS-LC-Biotin

® C g
ImmunoPure~ Avidin

ImmunoPure®Avidin FITC konjugiert

Hersteller

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

BioChrom AG, Berlin, Deutschland
BioChrom AG, Berlin, Deutschland
BioChrom AG, Berlin, Deutschland

Pierce, Rockfort, USA
Pierce, Rockfort, USA
Pierce, Rockfort, USA

Alle weiteren Chemikalien wurden, wenn nicht anders beschrieben, von Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland) bezogen.

2.1.3 Verwendete Antikorper

Fiir die Experimente wurden die in Tabelle 3 angegebenen Antikérper verwendet. Die

Verwendung erfolgte entsprechend den Herstellerangaben.

Der monoklonale Maus Antikorper Ep-CAM Ab-2 (Klon AUAT1) ist gegen das epithel-
spezifische Antigen (Ep-CAM) gerichtet, welches auf der baso-lateralen Zelloberfldche der

meisten einfachen Epithelien und einer groBen Mehrzahl der Karzinome exprimiert wird

[38].
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Tabelle 3: Verwendete Antikorper.

Material und Methoden

Antigen Wirt/Klon/Isotyp Form/ Hersteller
Konzentration
------ Rind, polyklonal, IgG Gelost, 1 mg/ml, antibodies-online
. GmbH, Aachen,
(Plasma-Antikdrper vom
. Deutschland
Rind)
IgG-Rind Ziege, polyklonal, IgG FITC-konjugiert, Immunotech,
lyophlisiert, Marseille, Frankreich
1 mg/ml
Ep-CAM - Maus, monoklonal, IgG | Geldst, 200 pg/ml Lab-Vision Corpora-
Mensch tion, Fermont, USA
IgG-Maus Ziege, polyklonal, IgG FITC konjugiert, Immunotech,
lyophilisiert, Marseille, Frankreich
1 mg/ml

2.1.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 4 werden die genutzten Gerdte und Verbrauchsmaterialien fiir die Versuche auf-

gefiihrt.

Tabelle 4: Gerite und Verbrauchsmaterialien sowie Herstellerangaben.

Gerite und Verbrauchsmaterialien

Labofuge 400

Biofuge primo R

CLSM Meta 4

BD FACSCanto™ flow cytometer
Zetasizer Nano

Explorer Feinwaage

CO;-Inkubator CB 210 APT.Line
Sterilwerkbank Thermo HS 12
Kryordhrchen

Mikroporfilter (Microcon 0,5 ml)
Porengrofle 50 kD

Phagozytoseassay, Phagotest”

Objekttrager, ibidi p-Slides 8 well

Hersteller

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

BD BioSciences, San Jose, USA

Malvern Instruments, Herrenberg,Deutschland

Ohaus, Pine Brook, USA

Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Millipore, Massachusetts, USA

Orpegen Pharma GmbH, Heidelberg, Deutsch-
land

Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Biotinylierung von 1gG

Die Ankopplung von IgG an die duBlere Erythrozytenmembran erfolgte iiber die Molekiile Biotin
und Avidin, die aufgund ihrer einzigartigen Eigenschaften in der Biomedizin eine breite Anwen-

dung als einfaches und spezifisches Vernetzungsmittel finden [39].

Biotin ist ein Vitamin (MG 244 Da), dass als Co-Faktor der Carboxylasen fungiert [40].
Sulfo-NHS-LC-Biotin (Sulfosuccinimidyl-6-[biotinamido] hexanoat) reagiert mit g-amino-
Gruppen des Lysins unter Bildung einer Amid-Bindung. Lysin kommt in den meisten Pro-
teinen hédufig vor und nimmt in diesen charakteristischerweise eine exponierte Position ein.
Dariiber hinaus hat die Modifikation der Lysinreste keinen nennenswerten Effekt auf die
Interaktion zwischen dem Antikorper und seinem Substrat, da diese normalerweise nicht
direkt an den Bindungsvorgidngen beteiligt sind [41].

Durch seine geringe Grofie beeinflusst Biotin die Eigenschaften eines Makromolekiils nach
Bindung in der Regel nicht. Die Anwendung des Sulfo-NHS-LC-Biotins (MG 556,59 Da;
Pierce, Rockford, USA) hat sich fiir Makromolekiile (z.B. Glykoproteine) als vorteilhaft
gezeigt. Hierbei wird durch eine zusétzliche Kette mit 6 Kohlenstoffmolekiilen (Hexanoat-
Spacer, 22,4 A) das Auftreten einer sterischen Hinderung reduziert. Gleichzeitig wird das
Biotin auf der Proteinoberfldche stirker exponiert und ist damit leichter zugédnglich fiir eine
Bindung mit Avidin (s. 2.2.4) [39]. Die Bindung von Biotin an primdre Amine der Proteine
erfolgt {iber die aktivierte Gruppe (Sulfo-NHS) eines N-Hydroxysuccinimid-Esters
(Abb. 5). Die Biotinylierung wird in einem schwach alkalischen pH-Bereich von 7-9 durch-
gefiihrt, da der NHS-Ester mit der deprotonierten Form des primidren Amins reagiert. Das
Sulfo-NHS-LC-Biotin wurde zur Minimierung des Reaktionsverlustes erst unmittelbar vor
Gebrauch geldst, da in wissrigen Losungen die Hydrolysereaktion des NHS-Esters als
Konkurrenzreaktion zur Aminierung ablauft [41].

Fiir die Vorversuche wurde polyklonales IgG vom Rind biotinyliert. Fiir die Hauptversuche
wurde monoklonales IgG von der Maus mit der Spezifitit gegen Ep-CAM biotinyliert.

Um eine optimale Biotinylierung zu erhalten, wurde das Biotin im Verhéltnis zum An-
tikdrper in einem 25- bis 30-fachen molaren Uberschuss zugegeben. Es wurde eine 6,6 uM
Stammlosung fiir das IgG in PBS (pH 8) und eine 1,79 mM Stammldsung fiir Sulfo-NHS-
LC-Biotin in PBS (pH 8) angesetzt. Fiir die Biotinylierung wurden 200 pl der IgG-
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Stammlésung mit 20 pl der Biotin-Stammldsung versetzt. Die Biotinylierung wurde dem-
nach bei einer Endkonzentration von 6 uM fiir IgG und 163 uM fiir Biotin durchgefiihrt.
Nach Zugabe des Biotins zu der IgG-Losung wurde unter méBigem Schiitteln fiir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundenes Biotin wurde anschliefend mittels Mikro-
porfilter (Millipore, San Diego, USA) mit einer Porengréfle von 50 kDa entfernt. Dazu
wurde der Biotinylierungsansatz in den Mikroporfilter iiberfiihrt und fiir 5 min bei 3500 g
zentrifugiert. Zum Waschen des Antikorpers wurde 500 pl PBS in den Mikroporfilter
pipettiert und weitere 5 min bei 3500 g zentrifugiert. Nach dreimaliger Wiederholung die-
ses Waschvorgangs wurde das biotinylierte 1gG (B-IgG) auf ein Volumen von 200 pul bei

einer Konzentration von 6,6 uM eingeengt, mit 0,1 % Natriumazid versetzt und bei 4 °C

aufbewahrt.
Sulfo-MHS-LC-Biotin i "
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Abbildung 5: Reaktion von Sulfo-NHS-LC-Biotin mit einem priméiren Amin [42].

2.2.2 Erythrozytengewinnung

Das Blut wurde von der Blutbank Charité zur Verfligung gestellt. Die schriftliche Zustim-
mung der Spender lag vor. Das Vollblut wurde mit EDTA antikoaguliert und bei 20 °C
abzentrifugiert (2500 g, 5 min) und das Plasma sowie der buffy coat abgenommen. Es er-

folgte dreimaliges Waschen der Erythrozyten mit isotoner (11 = 300 mosm) PBS pH 8.

2.2.3 Biotinylierung der Erythrozyten

10 ml EDTA-Blut wurden bei 2000 g 10 min zentrifugiert. Plasma und buffy coat wurden
entfernt. Darauthin wurde die Probe drei Mal mit PBS pH 8 gewaschen. Wie schon bei der
Biotinylierung der Antikorper unter 2.2.1 beschrieben, wurde die Reaktion in einem
schwach alkalischen pH-Bereich von 7-9 durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschvorgang

wurde eine Erythrozytensuspension mit einem H@matokrit von 10 % in PBS pH 8 ange-
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setzt. Die Biotinylierung wurde bei 0,08 mM, 0,17 mM, 0,89 mM beziechungsweise
1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin durchgefiihrt. Die Proben wurden gut gemischt und bei
Raumtemperatur unter mafigem Schiitteln fiir 30 min inkubiert. AnschlieBend wurde unge-
bundenes Sulfo-NHS-LC-Biotin durch dreimaliges Waschen mit PBS pH 8 entfernt. Mit
den biotinylierten Erythrozyten (B-Erythrozyten) wurde eine Suspension mit einem

Héamatokrit von 10 % angesetzt.

2.2.4 Avidinierung der Erythrozyten

Das Hiithnereiweil Avidin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 67 kDa,
das aus vier identischen Untereinheiten aus jeweils 128 Aminosduren besteht. Es besitzt
vier Bindungstellen fiir Biotin. Die nicht-kovalente Bindung zwischen Avidin und Biotin
besitzt die hochste bisher bekannte Affinitit zwischen einem Protein und einem Liganden
(Ko ~ 10"° M™") und ist in etwa 10°-10° Mal stérker als die Interaktion zwischen einem Li-
ganden und seinem spezifischen Antikdrper [39]. Die Bindung zwischen Biotin und Avidin

erfolgt iiber Wasserstoffbriicken und hydrophobe Wechselwirkungen [43].

Zur Avidinierung wurden jeweils 100 pl gepackte B-Erythrozyten in ein Falkonréhrchen
gegeben und in 5 ml PBS pH 8 resuspendiert. Die B-Erythrozyten wurden mit vier ver-
schiedenen Avidinkonzentrationen versetzt. Hierfiir wurden Avidinldsungen mit Konzent-
rationen von 3,7 uM, 7,5 uM, 14,9 uM beziehungsweise 37,3 uM Avidin in PBS pH 8 an-
gesetzt. Von diesen Losungen wurden jeweils 200 pl zu der B-Erythrozytensuspension da-
zugegeben. Die Avidinierung fand also bei einer Endkonzentration von 0,14 uM, 0,28 uM,
0,56 uM beziehungsweise 1,41 pM Avidin in einem Gesamtvolumen von 5,3 ml statt. Die
Proben wurden gut gemischt und unter mafligem Schiitteln fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurde freies Avidin durch dreimaliges Waschen mit PBS pH 8
entfernt. Dieser Vorgang wurde fiir die Versuche, in denen die Erythrozyten mit einem flu-

oreszierenden Farbstoff markiert wurden, in gleicher Weise mit FITC-Avidin durchgefiihrt.
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2.2.5 Antikdrperankopplung an die Erythrozytenoberflache

Die Optimierungsversuche wurden mit einem Modellantikorper der IgG-Klasse (Spezies
Rind) durchgefiihrt, da der spéter verwendete monoklonale Tumorantikérper Ep-CAM Ab-
2 (Klon AUATI) ebenfalls der IgG-Klasse (Spezies Maus) angehort.

Die Antikdérper-Ankopplung erfolgte bei dem Modellantikorper und bei dem Tumoranti-
korper nach demselben Prinzip (Abb. 6). 100 ul biotinylierte und avidinierte Erythrozyten
(A/B-Erythrozyten) geldst in 5 ml PBS pH 8 wurden mit 0,04 uM B-IgG-Ldsung versetzt
und fiir 30 min unter midBigem Schiitteln inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit PBS
pH 8, um freie Antikdrper zu entfernen. Die beladenen Erythrozyten wurden in 5 ml 0,2 %

HSA/ 1,5 M MES pH 7,4 resuspendiert und im Kiihlschrank bei 4 °C aufbewahrt.

Die Qualitdtskontrolle der Ankopplung erfolgte durchflusszytometrisch anhand eines
FITC-konjugierten sekundéren Ziege anti-IgG-Rind-Antikorpers gegen den Modellantikor-
per beziehungsweise mit einem FITC-konjugierten sekundiren Ziege anti-IgG-Maus-Anti-
korper gegen den Tumorantikérper (Abb. 6). Hierzu wurden 10 pl der Probe und 5 pl des
sekunddren Antikorpers (1 mg/ml) in 50 pul PBS pH 8 gegeben und 15 min bei Raumtempe-
ratur im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe in 500 ul PBS pH 8 resuspen-
diert und am Durchflusszytometer untersucht. Als Negativkontrolle wurden A/B-Erythro-
zyten ohne IgG mit demselben sekunddren Antikorper inkubiert, um eine Kreuzreaktion
zwischen dem sekundiren Antikdrper und den Erythrozyten, beziehungsweise Biotin und

Avidin auszuschlieBen.
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Primér-Antikdrper

Sekundir-Antikorper

Abbildung 6: Links: Schema eines Immunoerythrozyten. Spezifische Antikérper (schwarzes Y) wer-
den iiber eine Biotin (griine Kugel)/ Avidin (blaues Kreuz) -Briicke an die Erythrozytenoberfliche
angekoppelt. Rechts: Ausschnitt eines Immunoerythrozyten. Der FITC-konjugierte Sekundir-Anti-
korper (FITC anti-IgG) bindet an den Primér-Antikérper (IgG). Das FITC-Signal ldsst sich mit dem
Durchflusszytometer analysieren.

2.2.6 Beladung der 1gG-gekoppelten Erythrozyten mit FITC-Dextran

Fiir die Beladung der IgG-gekoppelten Erythrozyten mit der Modellsubstanz FITC-Dextran
wurde ein auf der hypotonen Hdmolyse beruhendes Verfahren, die sogenannte Verdiin-
nungsmethode (engl. dilutional method) in abgewandelter Form nach Brihler et al. [44]
angewandt (Abb. 7). Das Prinzip der hypotonen Hidmolyse basiert auf der Tatsache, dass
Erythrozyten, die in eine hypotone LoOsung gegeben werden, anschwellen und ihre
Membranpermeabilitit durch die Ausbildung von groBBen Poren (Durchmesser: 200 - 500
A) deutlich zunimmt. Durch erhéhen der Salzkonzentration ist es moglich, diese Poren
wieder zu schlieBen. Die Erythrozyten nehmen ihre urspriingliche bikonkave Form wieder

ein [37].

Es wurden 10 ml EDTA-Vollblut mit 2000 g fiir 10 min zentrifugiert und anschlieBend drei Mal
mit PBS pH 8 gewaschen. Zu 1 ml gewaschenem Sediment wurden 300 ul PBS pH 8 und 300 pl
FITC-Dextran (5 mg / 100 ul) mit einem Molekulargewicht von 77.000 Da gegeben. Die Proben
wurden gut gemischt. Zum Offnen der Poren der Erythrozytenmembran wurden nun 1500 ul

kaltes aqua dest. dazugegeben, die Proben erneut gut gemischt und fiir eine Stunde unter méafBi-
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gem Schiitteln bei 4 °C inkubiert. Zur Wiederherstellung einer isotonen Osmolaritdt wurden an-
schlieBend 51 pl PIGPA.C dazugegeben (100 mM Na Phosphat, 100 mM Inosin, 100 mM Glu-
kose, 100 mM Na Pyruvat und 5 mM Adenin, 12% w/v NaCl, pH 7,4). Die Proben wurden gut
gemischt und bei 37 °C im Wasserbad fiir eine weitere Stunde inkubiert, so dass sich die Poren
der Erythrozytenmembranen wieder schlieBen konnten. Nach Abschluss der Inkubation wurden
die Proben drei Mal mit PBS pH 8 gewaschen (800 g, 15 min). Die Beladung der Erythrozyten

mit FITC-Dextran wurde mit dem Durchflusszytometer und dem konfokalen Lasermikroskop

kontrolliert.
FITC Dextran
Erythrozyt Eeladener Erythrozyt
e C03 ~ — G — O
Membranschwellung Schiiefung der Waschen
und Porendffiung Poren

Abbildung 7: Schema der Beladungsprozedur von Erythrozyten mit FITC-Dextran iiber das Verfahren
der hypotonen Himolyse.

2.2.7 PEGylierung der Erythrozyten

PEG (Polyethylenglykol) ist ein nicht-ionischer Polyether mit der Grundstruktur HO-
(CH,CH,0),-CH,CH,0H, der in vielen verschiedenen Molekulargewichten (10'-
8*10° g/mol) und Konfigurationen (linear, verzweigt, sternformig) vorhanden ist. PEG-
Molekiile sind nicht geladen. Durch ihre Féahigkeit drei Wassermolekiile pro Ethylen-oxid-
Einheit zu binden, sind sie wasserldslich und bilden in wéssriger Losung eine grofle Hy-
dratschicht um sich aus. Gebunden an die Erythrozytenoberfldche entsteht somit ein Schild
aus Wasser, das Antigene auf der Erythrozytenoberfliche abdeckt [45] (Abb. 8). Urspriing-
lich war die PEGylierung dazu gedacht, alle Blutgruppenantigene auf der Erythrozyten-
oberfliche abzudecken, um universale Spendererythrozyten fiir die Bluttransfusion zu ent-
wickeln [36]. In der vorliegenden Arbeit wurde mit methoxy-Polyethylenglykol (mPEG)
5 kDa (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), welches mit Zyanurchlorid aktiviert war,
gearbeitet. Es bindet kovalent an e-amino-Gruppen des Lysins an der extrazelluliren Ober-

flaiche der Plasmamembran unter Ausbildung einer Amidbindung [45].
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In dieser Arbeit wurde {iberpriift, ob eine PEGylierung die Antikorper-gekoppelten Ery-
throzyten vor der Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten in vitro schiitzen kann

(s. 2.2.8).

Die PEGylierung von IgG-gekoppelten Erythrozyten erfolgte in abgewandelter Weise nach

einem Protokoll von Scott et al. [46].

200 mg mPEG 5 kDa, konjugiert mit Zyanurchlorid wurden in 10 ml Boratpuffer pH 9 kurz
vor Zugabe von 500 ul Erythrozytensediment gelost. Die PEGylierung wurde bei einer
Endkonzentration von 3,8 mM fiir mPEG durchgefiihrt. Die Zellen wurden eine Stunde bei
Raumtemperatur in dem Puffer inkubiert und anschlieend drei Mal mit PBS pH 8 gewa-
schen. Zur pH-Kontrolle wurden IgG-gekoppelte Erythrozyten in Boratpuffer pH 9 ohne
die Zugabe von mPEG inkubiert. Als Qualitdtskontrolle wurde das Zeta Potential gemessen

(s. 2.2.12).

Abbildung 8: Schema eines PEGylierten Immunoerythrozyten. Das Molekiil mPEG wird durch die
blaue geschlingelte Linie und die Hydratschicht durch die hellblaue Farbe dargestellt.

2.2.8 Phagozytoseassay

Zur Bestimmung der Phagozytenaktivitit wurde ein Phagozytoseassay (Phagotest”, Orpe-
gen Pharma Heidelberg, Deutschland) benutzt, welcher eine FITC-opsonierte E.coli-Sus-
pension, Quenchlésung, DNA-Firbelosung, Lyse-LOosung und Instamed-Salze fiir die

Waschlosung enthélt. Der Phagozytoseassay findet in der Labormedizin Anwendung bei
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der in vitro Bestimmung der quantitativen Phagozytoseaktivitdt von Monozyten und Gra-

nulozyten im Vollblut.

In der vorliegenden Arbeit diente er zur Kontrolle, ob die PEGylierung die IgG-gekoppel-
ten Erythrozyten vor der Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten schiitzen kann.
Sowohl fiir die Testansitze als auch fiir die Kontrollansédtze wurde frisches heparinisiertes
Vollblut vom Menschen mit den modifizierten autologen Erythrozyten im Verhiltnis 5:1
gemischt. Wihrend der Testansatz im Wasserbad fiir 60 min bei 37,0 °C inkubierte, blieb
die Kontrolle auf Eis stehen. Um die Phagozytose zu stoppen wurden die Proben des Test-
ansatzes zeitgleich auf Eis gestellt. Die Zugabe von Quenchlosung 16schte die Fluoreszenz
von nicht aufgenommen FITC-Partikeln. Es schlossen sich zwei Waschungen mit der iso-
tonen Waschldsung an (5 min, 250 g, 4 °C). Mittels Lyse-Losung wurden die Erythrozyten
bei zeitgleicher Fixierung der Leukozyten lysiert. Zur Beseitigung von Zellresten wurden
die Ansdtze zwei Mal mit der isotonen Waschlosung gewaschen (5 min, 250 g, 4 °C) und
der Uberstand dekantiert. Nach der zweiten Waschung wurden 100 pl der DNS-Firbels-
sung Probidiumiodid (PI) zur Farbung der Leukozyten-DNS zur Probe hinzugegeben. PI
gelangt durch die Kernmembran und lagert sich dort an die DNS an, wobei ein starkes Flu-
oreszenzsignal nach Anregung mit visuellem Licht der Wellenldne 543 nm und einer
Emissionsmaximierug bei 580 nm entsteht. Innerhalb von 60 min erfolgte die durchfluss-

zytometrische Analyse.

2.2.9 Zellkultur

2.2.9.1 Verwendete Zellen

Fiir die Versuche wurden Mammakarzinom-Zellen der Zelllinie T47D verwendet (Abb. 9).
Die Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. Possinger, Klinik fiir Ha-

matologie/ Onkologie der Charité-Universitdtsmedizin zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 9: CLSM-Aufnahmen. Links: Zwei einzelne Mammakarzinom-Zellen der Zelllinie T47D.
Rechts: Verband aus 5 Mammakarzinom-Zellen der Zelllinie T47D. Aufgenommen mit einem 100 x
Olimmersionsobjektiv.

2.2.9.2 Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C, in einer Atmosphére von 5 % CO, und bei
95 % Luftfeuchtigkeit in RPMI 1640 (BioChrom, Berlin, Deutschland) mit 10 % FKS und
1 % Penicillin/Streptomycin (BioChrom, Berlin, Deutschland).

2.2.10 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension.
Sie erlaubt die simultane Messung der relativen Zellgroe, der Granularitdt und mehrerer
verschiedener Fluoreszenzsignale. Abbildung 10 zeigt die schematische Darstellung des

Aufbaus eines Durchflusszytometers.

Das Messprinzip des Durchflusszytometers (Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS)
besteht darin, dass die zu messenden Zellen umgeben von einem Hiillstrom durch eine Kii-
vette gedriickt werden. Der Hiillstrom dient einerseits der Beschleunigung der Zellen, an-
dererseits der Auflosung von Aggregaten. Dieser Vorgang wird hydro-dynamische Fokus-
sierung genannt. Der dabei entstehende Strom aus einzelnen Zellen passiert in der Kiivette
einen monochromatischen Laserstrahl, der jede Zelle einzeln erfasst. Trifft der Laserstrahl

auf eine passierende Zelle, so entsteht Streulicht. Dieses Streulicht wird von Detektoren
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mindestens zweier Kategorien registriert, dem Vorwértsstreulicht (Forward Scatter, FSC)
und dem Seitwértsstreulicht (Side Scatter, SSC). Das Vorwirtsstreulichtsignal ist vor-
nehmlich von der ZellgroBe, das Seitwirtsstreulicht mehrheitlich von der Granularitit der
jeweiligen Zelle abhidngig. Zusitzlich konnen mehrere Fluoreszenzsignale unterschiedli-
cher Wellenldngen simultan registriert werden. Das Durchflusszytometer misst in Kanélen
unterschiedlicher Empfindlichkeit und kann dadurch das Fluoreszenzsignal quantifizieren.
Da es keine mitgefiihrten Standardeinheiten fiir die Fluoreszenzintensitdt gibt, werden re-
lative Einheiten [rel. E.] angegeben. Als Standard galt die Fluoreszenzintensitit von I1gG-

gekoppelten Erythrozyten. Es wurde stets unter den gleichen Einstellungen gemessen.

In dieser Arbeit wurde das Durchflusszytometer zur Detektion der Antikorper auf der
Oberflaiche von Erythrozyten verwendet. Dies erfolgte mit Hilfe von sekunddren Antikor-

pern, die mit fluoreszierenden Farbstoffen konjugiert waren.

Gemessen wurde am BD FACSCanto™™ flow cytometer (BD BioSciences, San Jose, USA).
Die Software FCS Express Version 3 Research Edition wertete die gemessenen Signale
aus. Die Messprozedur beginnt, indem die gemessenen Signale der Zellen in einem doppelt
logarithmischen Diagramm (SSC gegen FSC) dargestellt werden (Abb. 11). In diesem Dia-
gramm kann man bestimmte Bereiche definieren (gaten) und dadurch verhindern, dass

Verunreinigungen oder Zelltriimmer in die Analyse eingehen [47].
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Abbildung 10: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Durchflusszytometers (verindert nach [48]).
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Abbildung 11: Darstellungsoptionen der Software FCS Express Version 3 Research Edition. Oben
links: Density Dot Plot von IgG-gekoppelten Erythrozyten, Darstellung der gemessenen SSC/FSC-
Streulichtwerte. Oben rechts: Histogramm der Fluoreszenzintensitit sekundirer FITC-konjugierter
anti-IgG Antikorper auf der Oberfliche von IgG-gekoppelten Erythrozyten. Unten: Statistische Aus-
wertung des FITC-Signals aus dem Histogramm.

FACS-Rohdaten enthalten oft weit aullerhalb liegende Ereignisse und der Versuch all diese
Ereignisse systematisch durch das Setzen von Gates auszuschlieBen ist nicht praktikabel,
deshalb wurde zur Datenauswertung robuste Statistik angewendet [49]. Robuste Statistik
ist resistenter gegeniiber statistischen Einfliissen von auflerhalb liegenden Ereignissen in
einer Probe. Das robuste Aquivalent zum arithmetischen Mittelwert ist der Median. Die
robuste Standardabweichung (rSTABW) errechnet sich wie folgt aus dem Median und den

einzelnen Messwerten (X;):
rSTABW = (Median von {|X; - Median|})*1,4826

Der Wert 1,4826 ist eine Konstante, die die robusten Werte an das Aquivalent einer Popu-

lation mit Normalverteilung angleicht.
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Der robuste Variationskoeffizient (rVK) ist das robuste Aquivalent zum Variationskoeffi-

zienten und wird mit folgender Formel berechnet:

rVK = rSTABW / Mediany,

2.2.11 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Der Vorteil der Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (CLSM) im Vergleich zur
Durchlicht- und zur klassischen Fluoreszenzmikroskopie liegt in der hoheren optischen
Auflosung. Durch das konfokale Prinzip werden 3D-Objekte in einen Stapel optischer,
konfokaler Schnittebenen zerlegt und so nur die Informationen aus der Fokusebene ge-
sammelt. Ein Laserstrahl wird iiber einen dichroitischen Strahlteiler, der die Wahl der kor-
rekten Wellenldnge erlaubt, durch das Objektiv auf die Probe gelenkt (Abb. 12). Dabei
wird das Objekt durch den Laserstrahl punkt- und zeilenweise abgetastet. Wird nur von
einem fluoreszenzmarkierten Préparat Licht emittiert, durchlduft es zunichst dieselbe Op-
tik, trifft auf eine konfokale Lochblende und wird schlieBlich vom Photomultiplier verar-
beitet. Wird zunidchst noch die Fokusebene schrittweise verschoben, sind 3D-

Visualisierungen und Animationen mdglich [50].

Gemessen wurde an einem CLSM Meta 4 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).
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Abbildung 12: Strahlengang in einem CLSM. Das konfokale Prinzip beruht darauf, dass bei Untersu-
chung dreidimensionaler Objekte nur jeweils eine optische Ebene abgebildet wird. Es werden Uber-
schneidungen verhindert und es gelingt, Schnittebenen einzelner Zellen zu untersuchen [S0].
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2.2.12 Bestimmung des Zeta Potentials

Biologische Membranen besitzen aufgrund ihres molekularen Aufbaus anionische und kationi-
sche Gruppen, die unter physiologischen Bedingungen den entsprechenden Objekten im Allge-
meinen eine negative Uberschussladung verleihen. Diese Uberschussladung wird durch entge-
gengesetzt geladene Ionen (Gegenionen) elektrisch neutralisiert. Der Bereich aus Oberflachenla-
dungen und Gegenionen, in welchem der elektrische Potentialabfall erfolgt, wird als elektrische
Doppelschicht bezeichnet. Wird die geladene Oberfldche relativ zur Elektrolytldsung bewegt, so
wird der an der Gleitebene (Hydrodynamische Scherebene) auftretende Potentialabfall als Zeta
Potential definiert [51] (Abb.13), welches zur Charakterisierung der Oberflichenladung der Zel-

len herangezogen wird.
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Abbildung 13: Grenzflichenpotentiale. vy Nernst-Potential = elektrochemisches Potential, y; Potenti-
al der Helmholtz-Doppelschicht, & Zeta-Potential = Potential der Scherebene = elektrokinetisches Po-
tential, 0 Schichtdicke der Stern-Schicht, 1/x Maf fiir die diffuse Gouy-Chapman-Schicht, k = Debye-
Hiickel-Léange [52].
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In dieser Arbeit diente die gemessene Anderung des Zeta Potentials dem Nachweis der er-
folgreichen PEGylierung. Durch die stark hydrierten Seitenketten des PEG-Molekiils ver-
schiebt sich die Gleitebene und somit wird der Wert des Zeta Potentials verdndert. Die
Messungen wurden an einem Zetasizer Nano 3000 (Malvern, Herrenberg, Deutschland)
durchgefiihrt. Hierfiir wurde jeweils 1 pl Sediment nativer Erythrozyten, PEGylierter
Erythrozyten, IgG-gekoppelter Erythrozyten beziechungsweise PEGylierter IgG-gekoppelter
Erythrozyten in 1 ml 300 mOsm Saccharose-Losung resuspendiert und das Zetapotential
der Proben gemessen. Die Leitfdhigkeit der 300 mOsm Saccharoselosung betrug im Mittel
0,039 mS/cm £ 0,014. Zur Eichung des Gerites wurde ein Zetastandard der Firma Malvern

mit einem Zeta Potential von -50 mV verwendet.
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3 Ergebnisse

Zunichst werden die Ergebnisse der IgG-Ankopplung an die Erythrozytenoberfliche abhidngig
von der Verwendung unterschiedlicher Biotin- beziehungsweise Avidinkonzentrationen be-
schrieben. AnschlieBend wird die Stabilitdt des gekoppelten Antikorpers liber mehrere Tage un-
tersucht. Die Ergebnisse der Beladungsversuche mit FITC-Dextran sowie die Ergebnisse der
PEGylierung der Erythrozyten werden aufgefiihrt. Zuletzt wird gezeigt, ob die modifizierten
Erythrozyten dazu in der Lage sind, die Mammakarzinom-Zellen der Zelllinie T47D in vitro

spezifisch zu binden.

3.1 Ankopplung von IgG an die Erythrozytenoberfliche

Die Ankopplung von IgG an die Oberfliche nativer Erythrozyten erfolgte mit Hilfe der
Molekiile Biotin und Avidin. Hierfiir wurden die optimalen Biotin- beziechungsweise Avi-
dinkonzentrationen bestimmt. Alle Optimierungsversuche wurden zunédchst mit einem Mo-
dellantikorper der IgG-Klasse (Spezies Rind) durchgefiihrt, da der spiter verwendete Tu-
morantikérper Ep-CAM Ab-2 (Klon AUA-1) ebenfalls der IgG-Klasse angehort.

3.1.1 Optimierung der Biotinkonzentration

Die Biotinylierung der Erythrozyten wurde nach dem Protokoll wie unter 2.2.3 beschrieben
durchgefiihrt. Es wurden Biotinkonzentrationen im Bereich von 0,08 mM bis 1,79 mM bei
zundchst gleichbleibender Avidinkonzentration verwendet. Das Ziel war die Bestimmung
der Biotinkonzentration, welche eine optimale Ankopplung von IgG an die Oberflache der
Erythrozyten ermdéglicht. Gleichzeitig sollte eine Quervernetzung zwischen den verschie-
denen Biotin/Avidin-Komplexen und somit eine Agglutination der Erythrozyten moglichst

vermieden werden.

Die Morphologie der Erythrozyten sollte sich durch die Biotinylierung mdglichst nicht ver-
dndern. Die Biotinylierung wurde mit 0,08 mM, 0,17 mM, 0,89 mM beziehungsweise
1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin in einer Erythrozytensuspension mit einem Hamatokrit von
10 % durchgefiihrt. Die Morphologie der Erythrozyten wurde mittels CLSM beurteilt. Bei-

spiele fiir den Einfluss der Biotinkonzentration auf die Erythrozytenmorphologie sind in
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Abbildung 14 dargestellt. Um den Einfluss der Biotinkonzentration zumindest semiquanti-
tativ zu erfassen, wurde der prozentuale Anteil der Echinozyten in den verschiedenen Pro-
ben bestimmt (Tab. 5). Nach Inkubation mit 0,08 mM beziechungsweise 0,17 mM Sulfo-
NHS-LC-Biotin wurden jeweils weniger als 3 % Echinozyten gezéhlt. In den Proben, wel-
che mit 0,89 mM beziehungsweise 1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin biotinyliert wurden,
nahm die Tendenz zur Ausbildung von Agglutinaten um mehr als das Zehnfache im Ver-

gleich mit den niedrigen Biotinkonzentrationen zu.

Anschliefend wurden jeweils 100 pul B-Erythrozyten der 0,08 mM, 0,17 mM und 0,89 mM
Sulfo-NHS-LC-Biotin-Proben mit 200 pl einer 0,28 puM Avidin versetzt. Die A/B-
Erythrozyten wurden mit 0,04 uM B-IgG gekoppelt. Da sich in der 1,79 mM Sulfo-NHS-
LC-Biotin-Probe zu einem erheblichen Teil Echinozyten ausgebildet hatten, wurde diese
Probe nicht mehr mit IgG gekoppelt. Zur Uberpriifung, ob IgG erfolgreich an die
Erythrozytenoberfliche angekoppelt wurde, erfolgte die Inkubation der Proben mit dem
FITC-konjugierten sekundidren Antikorper Ziege anti-IgG-Rind. Dieser sekundidre Antikdr-
per bindet an das IgG, welches an die Erythrozytenoberfliche gekoppelt ist. Die fluoreszie-
renden Zellen wurden durchflusszytometrisch untersucht. Pro Probe wurden 10.000 Ereig-
nisse gemessen. Zur Charakterisierung des Fluoreszenzsignals wurde der Median der Fluo-
reszenzintensitdt (Fyeqian) 1n relativen Einheiten [rel. E.] und die robuste Standardabwei-
chung (rSTABW) als MaB fiir die Streuung der Werte benutzt. Der Fyeqian der Fluoreszenz-
intensitdt war bei der 0,08 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe am niedrigsten, stieg bei der
0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe deutlich an und fiel bei der 0,89 mM Sulfo-NHS-
LC-Biotin-Probe wieder ab (Tab. 6). Es wurden jeweils drei unabhdngige Messungen
durchgefiihrt. Ein reprédsentatives Histogramm der Fluoreszenzintensitit der 0,17 mM
Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe zeigt Abbildung 15. In dem Dotplot der Abbildung 16 ist die
Fluoreszenzintensitit in Bezug auf das Vorwirtsstreulicht (FSC) dieser Erythrozyten dar-
gestellt. Die Erythrozyten zeigten eine gleichmédfige Fluoreszenzintensitét, bei einer leich-

ten Variabilitdt des Vorwartsstreulichtes.
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Tabelle 5: Optimierung der Biotinkonzentration. Anteil an Echinozyten in Prozent an den mit
0,08 mM, 0,17 mM, 0,89 mM beziehungsweise 1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin (in einer
Erythrozytensuspension mit einem Himatokrit von 10 %) biotinylierten Erythrozyten. Angegeben
sind der Mittelwert aus drei unabhingigen Messungen und die Standardabweichung. Ausgezihlt wur-
den jeweils n = 3*80 Zellen.

Biotinkonzentration 0,08 0,17 0,89 1,79
[mM]

Anteil Echinozyten [%] | 361117 | 226132 | 29.20+3,00 | 58,06+ 627
+ STABW

Abbildung 14: CLSM Aufnahmen. Erythrozyten biotinyliert mit. 0,08 mM (a), 0,17 mM (b),
0,89 mM (c¢) und 1,79 mM (d) Sulfo-NHS-LC-Biotin in Erythrozytensuspension (Himatokrit 10 %).
Aufgenommen mit einem 100 x Olimmersionsobjektiv.
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Tabelle 6: Der Median (n = 3) der Fluoreszenzintensitiit des FITC-konjugierten sekundiren Antikor-

pers Ziege anti-IgG-Rind, gebunden an IgG auf der Oberfliche von B-Erythrozyten, die mit 0,08 mM,

0,17 mM

beziehungsweise

0,89 mM  Sulfo-NHS-LC-Biotin

biotinyliert

wurden.

Die

Avidinkonzentration betrug hierbei konstant 0,28 pM. Als Maf} fiir die Streuung der Werte ist die

robuste Standardabweichung angegeben.

Biotinkonzentration

Median der Fluoreszenz

[mM] [rel. E.] rSTABW
Negativkontrolle 1 + 0,05
0,08 24,9 +5,9
0,17 39,2 + 38,9
0,89 30,5 + 9,66
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Abbildung 15: FACS-Histogramm der Fluoreszenzintensitiit des FITC-konjugierten sekundéiren Anti-

korpers Ziege anti-IgG-Rind, gebunden an IgG auf der Erythrozytenoberfliche von Erythrozyten, die
mit 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin biotinyliert wurden (roter Graph); Negativkontrolle (schwarzer

Graph).
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Abbildung 16: FACS-Dotplots der Fluoreszenzintensitit bezogen auf die Vorwirtsstreuung. Links:
Negativkontrolle. Rechts: Erythrozyten der 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe.

Um gleichzeitig den Einfluss der Biotinkonzentration auf die Morphologie der Erythrozy-
ten und die Fluoreszenzintensitidt beurteilen zu koénnen, wurde ein Score mit folgender

Formel berechnet:
(rSTABW / Fytedian) *Echinozyten [%]

Fiir die Erythrozyten, welche mit 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin biotinyliert wurden,
ergab sich mit 0,4 Punkten der niedrigste Score und somit der beste Wert (Abb. 17). Der
Anteil an Echinozyten war in dieser Probe gering, wéhrend gleichzeitig die stirkste Fluo-
reszenzintensitit gemessen wurde, was mit der groffiten Menge an gekoppletem IgG auf der

Erythrozytenoberflache korreliert.
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Abbildung 17: Score zur Zusammenfiihrung des Einflusses der Biotinkonzentration auf die Morphologie der
Erythrozyten sowie die Intensitiit des Fluoreszenzsignals. Der Score berechnet sich aus der Formel:
(rSTABW/ Fypegian) “Echinozyten [%].

3.1.2 Optimierung der Avidinkonzentration

Als Naichstes wurde die optimale Konzentration an Avidin bestimmt, das heiit die
Avidinkonzentration bei der eine optimale Ankopplung von B-IgG an die
Erythrozytenoberfldche stattfindet und gleichzeitig sowohl die Agglutination als auch mor-
phologische Verdnderungen der Erythrozyten am geringsten sind. 100 pl gepackte B-
Erythrozyten, die bei einer Sulfo-NHS-LC-Biotin-Konzentration von 0,17 mM biotinyliert
wurden, resuspendiert in 5 ml PBS pH 8, wurden wie unter 2.2.4 beschrieben, mit ver-
schiedenen Avidinkonzentrationen gemischt. Die Morphologie der Erythrozyten wurde
mittels CLSM beurteilt. Beispiele fiir den Einfluss der Avidinkonzentration auf die Mor-
phologie der Erythrozyten sind in Abbildung 18 a-d dargestellt. Bei einer Avidin-
Endkonzentration von 0,14 puM beziehungsweise 0,28 pM fanden sich nur wenige
Echinozyten. Bei einer Avidin-Endkonzentration von 0,56 uM nahm der Anteil an
Echinozyten geringfiigig zu. In der Probe, welche eine Avidin-Endkonzentration von
1,41 uM hatte, betrug der Anteil an Echinozyten um 30 %. AuBlerdem bildeten sich hier
zum Teil deutliche Agglutinate aus. In Tabelle 7 ist der prozentuale Anteil der Echinozyten

in den einzelnen Proben dargestellt. Parallel wurde der gleiche Versuch auch mit FITC-
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Avidin durchgefiihrt. In Abbildung 19 sind FITC-Avidin-markierte Erythrozyten darge-
stellt, die mit 0,28 uM FITC-Avidin modifiziert wurden.

In einer weiteren Versuchsreihe wurden jeweils 100 pl der verschiedenen A/B-
Erythrozyten in 5 ml PBS pH 8 resuspendiert und mit 0,04 uM B-IgG inkubiert. Die Eryth-
rozyten, welche mit 1,41 uM Avidin versetzt worden sind, wurden aufgrund ihrer starken
Tendenz zur der Ausbildung von Agglutinaten nicht mit IgG gekoppelt. Zur Uberpriifung,
ob IgG erfolgreich an die Erythrozytenoberfliche angekoppelt wurde, erfolgte wieder die
Inkubation der Proben mit dem FITC-konjugierten sekunddren Antikorper Ziege anti-IgG-
Rind. Der Fyjegian der Fluoreszenzintensitit und die rSTABW dienten zur Charakterisierung
des Fluoreszenzsignals. Es kam zu keiner signifikanten Verdnderung der Werte unter Ver-
wendung der verschiedenen Avidinkonzentrationen (Tab. 8). Abbildung 20 zeigt ein repréa-
sentatives Histogramm der Fluoreszenzintensitit und einen Dotplot des Vorwirtsstreulich-

tes und des Seitwértsstreulichtes der 0,28 uM Avidin-Probe.

Um gleichzeitig den Einfluss der Avidinkonzentration auf die Morphologie der Erythrozy-
ten und die Fluoreszenzintensitit beurteilen zu konnen, wurde wie zuvor bei den verschie-

denen Biotinkonzentrationen ein Score mit folgender Formel berechnet:
(rSTABW / Fyfedian) *Echinozyten [%]

Fiir das optimierte Protokoll wurde bei einer Avidin-Endkonzentration von 0,28 uM gear-
beitet. Bei dieser Avidinkonzentration ergab sich mit 2,4 Punkten der niedrigste Score und
somit der beste Wert (Abb. 21). Es wurde ein deutliches Fluoreszenzsignal entsprechend
einer guten IgG-Ankopplung erreicht, gleichzeitig war die Tendenz zur Ausbildung von

Echinozyten nur gering vorhanden.

Tabelle 7: Optimierung der Avidinkonzentration. Anteil von Echinozyten in Prozent in den Proben,
die mit 0,14 pM, 0,28 nuM, 0,56 pM beziehungsweise 1,41 pM Avidin modifiziert wurden. Abgebildet
sind der Mittelwert aus drei unabhingigen Messungen und die Standardabweichung. Es wurden je-
weils n = 3*80 Zellen ausgeziihlt.

Avidinkonzentration 0,14 0,28 0,56 1,41
[uM]
. . 5
Anteil Echinozyten[%] 10.89 2,94 | 10,73 2,45 | 13,13 + 3,62 30,23 + 4,89
+ STABW
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Abbildung 18: CLSM Aufnahmen. B-Erythrozyten, die mit einer Avidin-Endkonzentration von
0,14 uM (a), 0,8 uM (b), 0,56 pM (c¢) und 1,41 uM (d) modifiziert wurden. Aufgenommen mit einem
100 x Olimmersionsobjektiv nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm).
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Abbildung 19: CLSM-Aufnahme. Erythrozyten, die mit 0,28 pM FITC-Avidin markiert wurden. Im
linken Bild ist der FITC-Kanal abgebildet, im rechten Bild der Durchlicht-Kanal. Aufgenommen mit

Ergebnisse

o i

5 pm

einem 100 x Olimmersionsobjektiv nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm).

Tabelle 8: Der Median (n = 3) der Fluoreszenzintensitit des FITC-konjugierten sekundiren Antikor-
pers Ziege anti-IgG-Rind, gebunden an IgG auf der Oberfliche von B-Erythrozyten, die mit 0,14 pM,
0,28 nM bezichungsweise 0,56 pM Avidin versetzt wurden. Die Konzentration des Sulfo-NHS-LC-
Biotin betrug konstant 0,17 mM. Als Ma#8 fiir die Streuung der Werte ist die robuste Standardabwei-

chung angegeben.

Avidinkonzentration Median der Fluoreszenz
[LM] [rel. E.] rSTABW
Negativkontrolle 1,01 +0,14
0,14 27,30 + 6,81
0,28 27,56 + 6,04
0,56 28,01 + 7,39

36




Ergebnisse

200
150
-
=
2 100
Q
50
0 iy N ML | LA | e
10° 10" 10° 10° 10°
FITC-H
4
107 10*7
10" 1037
T x
@) ]
= 10° %ﬁ 10%
= =
10" 1017
100 L LAY | | 100 LB B B L) B LR | T
10° 10t 10% 10° 10* 10° 10t 10° 10° 10*
FSC-H FSC-H

Abbildung 20: Oben: FACS-Histogramm der Fluoreszenzintensitit des FITC-konjugierten sekunda-
ren Antikorpers Ziege anti-IgG-Rind, gebunden an IgG auf der Oberfliche von B-Erythrozyten, die
mit 0,28 pM Avidin modifiziert wurden. Hierbei war die Sulfo-NHS-LC-Biotin-Konzentration kon-
stant bei 0,17 mM. Unten links Dotplot der Fluoreszenzintensitit bezogen auf das Vorwiirtsstreulicht
(FSC) von nativen Erythrozyten (Negativkontrolle). Rechts unten: Dotplot der Fluoreszenzintensitiit
bezogen auf die Vorwirtsstreuung von IgG-gekoppelten Erythrozyten, die mit 0,28 pnM Avidin modifi-
ziert wurden.
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Abbildung 21: Score um den Einfluss der Avidinkonzentration auf die Morphologie der Erythrozyten und
die Fluoreszenzintensitit zusammenzufiihren. Der Score berechnet sich aus der Formel:
(rSTABW / Fyjeqian) *Echinozyten [%].

3.1.3 1gG-gekoppelte Erythrozyten

Nach Optimierung der Biotin- und Avidinkonzentrationen wurden die IgG-gekoppelten
Erythrozyten erneut mittels CLSM auf ihre Morphologie hin untersucht. Abbildung 22
zeigt ein reprédsentatives Bild von Erythrozyten, die nach dem optimierten Protokoll mit
IgG gekoppelt wurden. Die Erythrozyten behielten auch nach der Ankopplung von IgG ihre

natiirliche bikonkave Form bei.
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Abbildung 22: CLSM-Aufnahme (Durchlicht). Erythrozyten, die nach dem optimierten Protokoll mit
IgG gekoppelt wurden. Aufgenommen mit einem 100 x Olimmersionsobjektiv.

3.2 Ankopplung des Tumorantikorpers an die Erythrozyten

Nach Optimierung der Ankopplungsmethode mit dem IgG-Modellantikorper vom Rind,
wurde der monoklonale anti-Epitheliale-Antikorper Ep-CAM Ab-2 (Klon AUA-1, Spezies
Maus) wie im Protokoll unter 2.2.5 beschrieben, an die Erythrozyten gekoppelt. Zum
Nachweis des gebundenen Tumorantikdrpers auf der Oberfliche der Erythrozyten, wurde
der FITC-konjugierte sekundidre Antikorper Ziege anti-IgG-Maus verwendet. Die Fluores-
zenz des sekundédren Antikdrpers wurde durchflusszytometrisch detektiert. Die modifizier-
ten Erythrozyten wurden 15 Tage lang auf die Stabilitdt ihrer Antikdrperankopplung hin
iiberpriift. Uber diesen Zeitraum wurden die Zellen (Volumenkonzentration von 10 %) in
0,2 % HSA/ 1,5 M MES pH 7,4 bei 4°C gelagert. Das Gesamtvolumen der Probe betrug
1 ml. An Tag 0, 5, 10, 12 und 15 wurden jeweils 50 pl der Probe entnommen, mit PBS
pH 8 gewaschen und anschlieBend mit dem sekundidren Antikdrper inkubiert. Danach wur-
den die Erythrozyten im Durchflusszytometer untersucht. In Tabelle 9 sind der Fyjedian der
Fluoreszenzintensitdt und der robuste Variationskoeffizient der einzelnen Messungen an-
gegeben. Der Fypedian der Fluoreszenzintensitdt nahm von Tag 0 auf Tag 5 geringfiigig ab.
Bis zu Tag 12 verhielten sich die Werte stabil. Am Tag 15 kam es zu einem starken Abfall
der Werte. Es wurde auBerdem beobachtet, dass der Uberstand der Probe im Verlauf der

Zeit hamolytischer wurde, was auf den Zerfall der Erythrozyten hinweist.
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Tabelle 9: Median der Fluoreszenzintensitit und robuster Variationskoeffizient der Fluoreszenz des
FITC-konjugierten sekundiren Antikérpers Ziege anti-IgG-Maus, gebunden an den Tumor-
Antikorper auf der Erythrozytenoberfliche an Tag 0, 5, 10, 12 und 15 nach der Ankopplung.

Zeit [d] Median der Fluoreszenz Robuster
[rel. E.] Variationskoeffizient
Negativkontrolle 1,0 0
0 27,14 0,60
5 23,93 0,61
10 23,93 0,73
12 23,93 0,69
15 2,86 0,78

3.3 Beladung der IgG-gekoppelten Erythrozyten mit FITC-Dextran

Zur Beladung des Zellinneren der IgG-gekoppelten Erythrozyten wurde FITC-Dextran mit
einem Molekulargewicht von 77 kDa als Modellsubstanz verwendet. Es eignete sich als
Modellsubstanz, da es nicht toxisch ist und auch nicht passiv in die Zellen diffundieren
kann. Es ldsst sich zudem gut mit dem CLSM und dem Durchflusszytometer analysieren.

Die Beladung erfolgte nach dem unter 2.2.6 beschriebenem Protokoll.

Bei iiber 90 % der Erythrozyten wurde eine Fluoreszenzintensitit mit einem Fyjedian VON
mehr als 10° rel. E. erreicht. Native Erythrozyten dienten als Negativkontrolle und zeigten
eine geringe Autofluoreszenz mit einer Fluoreszenzintensitit bei einem Fpyedian vON
2,21 rel. E. 99,89 % dieser Zellen besalen eine Autofluoreszenz von weniger als 10 rel. E.
Ein repriasentatives Histogramm der Fluoreszenzintensitidt und einen Dotplot der Fluores-
zenzintensitiat bezogen auf das Vorwirtsstreulicht zeigt Abbildung 23. Die homogene Be-

ladung wird auch in den CLSM-Aufnahmen (Abb. 24) deutlich.
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Abbildung 23: Oben: Histogramm der Fluoreszenzintensitit von FITC-Dextran (77 kDa) beladenen
Erythrozyten (roter Graph) und der Negativkontrolle (schwarzer Graph). Unten links: Dotplot der
Fluoreszenzintensitit bezogen auf das Vorwirtsstreulicht (FSC) von nativen Erythrozyten (Negativ-
kontrolle). Unten rechts: Dotplot der Fluoreszenzintensitit bezogen auf das Vorwiirtsstreulicht (FSC)
von FITC-Dextran (77 kDa) beladenen Erythrozyten.
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10 pm

Abbildung 24: CLSM-Bild: Erythrozyten beladen mit FITC-Dextran. Das linke Bild zeigt den FITC-
Kanal und das rechte Bild den Durchlicht-Kanal. Aufgenommen mit einem 100 x Ol-
immersionsobjektiv nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm).

3.4 PEGylierung der Erythrozyten

Zur Anwendung der Immunoerythrozyten in vivo ist es von entscheidender Bedeutung, dass
die modifizierten Erythrozyten ausreichend lange im Kreislauf zirkulieren. Es ist zu erwar-
ten, dass die Fremdproteine Avidin und IgG vom Rind beziehungsweise von der Maus,
welche an die Oberflache der Erythrozyten angebracht worden sind, in vivo zu einer friih-
zeitigen Eliminierung dieser modifizierten Erythrozyten durch das RES fiihren. Um diesen
Prozess zu umgehen, sollten die Antigene auf der Erythrozytenoberflache mit dem Molekiil

mPEG maskiert werden.

3.4.1 PEGylierung

IgG-gekoppelte Erythrozyten wurden nach dem unter 2.2.7 beschriebenem Protokoll mit
mPEG 5 kDa PEGyliert. Das Ergebnis der PEGylierung wurde anhand einer Verdnderung
im Zeta Potential der jeweiligen Probe iiberpriift. Es wurde das Zeta Potential von
PEGylierten Erythrozyten, IgG-gekoppelten Erythrozyten und PEGylierten IgG-
gekoppelten Erythrozyten bestimmt. Als Kontrolle galt das Zeta Potential nativer un-
behandelter Ery-throzyten. Es zeigte sich erwartungsgemil3 eine deutliche Abnahme des

Zeta Potentials der PEGylierten Proben im Vergleich zu den nicht-PEGylierten Proben
42



Ergebnisse

durch die Maskierung negativer Ladungen des IgG auf der Oberfliche der Erythrozyten
durch das mPEG. Die Mittelwerte und die Standardabweichung aus drei unabhingigen
Messungen sind in Tabelle 10 angegeben. In Abbildung 25 ist die Zeta Potentialinderung

in Prozent bezogen auf die Kontrolle dargestellt.

Die Leitfdahigkeit der isotonen Saccharose-Losung betrug fiir alle Messungen im Mittel
0,039 mS/cm + 0,014 bei einem pH-Wert von 7,4. Es wurde bei niedriger Ionenstirke ge-
messen, weil die Dicke der Debye-Hiikel-Linge von der Ionenstirke abhingt. Je weniger
Gegenionen vorhanden sind, umso stidrker konnen auch tiefer liegende Ladungen erfasst
werden [51]. Aufgrund des Ionengradienten zwischen dem Zellinneren der nativen Ery-
throzyten und der Saccharoselosung kommt es im Verlauf der Zeit zu einem lonenausstrom
aus den Erythrozyten. Hierdurch steigt die Leitfdhigkeit der Saccharoseldsung an. Der
niedrigste gemessene Wert betrug 0,022 mS/cm und der hochste Wert 0,062 mS/cm. Die
Anderung der Leitfihigkeit der Saccharoseldsung hatte keinen signifikanten Einfluss auf

das Zeta Potential der Erythrozyten.

Um den Einfluss von mPEG auf die Morphologie der Erythrozyten zu untersuchen, wurden
die Proben gewaschener Erythrozyten jeweils in zwei Aliquots geteilt. Ein Aliquot wurde
in Boratpufferlosung (pH 9) ohne den Zusatz von mPEG, das andere Aliquot im gleichen
Puffer mit Zusatz von mPEG (2 g/dl) fiir 60 min bei Raumtemperatur unter maBigem
Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die beiden Aliquots mit dem CLSM untersucht.
Unter der PEGylierung bildeten sich zu 31,8 % Echinozyten aus. Die Erythrozyten, welche
nur in Boratpuffer pH 9 ohne Zusatz von mPEG inkubiert worden waren, behielten in tiber

90 % ihre Form bei (Abb. 26).

Tabelle 10: Mittelwerte und Standardabweichung des Zeta Potentials von nativen Erythrozyten, PEGylierten
Erythrozyten, IgG gekoppelten Erythrozyten und PEGylierten IgG gekoppelten Erythrozyten (n = 3).

Kontrolle - mPEG IgG- mPEG IgG-
native Erythrozyten | Erythrozyten Erythrozyten Erythrozyten
-2432mV +5,9 -13,23 mV £0,5 -36,13 mV £ 8,1 -13,9mV +£7,7
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PEGylicrung von Erythrozyten

€

160

140 T

120

100 -

Zeta Potentialinderung bezogen auf
Kontrollein %
8

: 60 T
40 -
200
o -
Kontrolle mPEG IgG IgG+mPEG

Abbildung 25: Bestimmung des Zeta Potentials von nativen (Kontrolle), PEGylierten (mPEG), IgG-
gekoppelten (IgG) und PEGylierten IgG-gekoppelten (IgG+mPEG) Erythrozyten in Saccharoselésung
(300 mOsm, pH 7,4). Die Leitfahigkeit der Saccharoselésung betrug im Mittel 0,039 mS/cm = 0,014.

Abbildung 26: CLSM-Aufnahme. PEGylierte Erythrozyten. Linkes Bild: PH-Kontrolle, Erythrozyten
nach Inkubation in Boratpuffer pH 9 ohne die Zugabe von mPEG. Rechtes Bild: Positivkontrolle,
Erythrozyten nach Inkubation in Boratpuffer pH 9 mit Zugabe von mPEG. Aufgenommen mit einem
100 x Olimmersionsobjektiv.
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3.4.2 Effekt der PEGylierung auf den gekoppelten Antikdrper

Im Folgenden wurde iiberpriift, ob die IgG-Molekiile auf der Oberfldche der Erythrozyten
trotz der Maskierung durch mPEG noch fiir den sekundédren Antikorper zugénglich waren.
Dies galt als Modell, um zu testen, ob die Tumorantikorper trotz PEGylierung noch eine
ausreichende Antigenbindungsfihigkeit besitzen wiirden. Abbildung 27 zeigt ein Histo-
gramm der Fluoreszenzintensitit FITC-konjugierter sekundirer anti-IgG-Antikorper ge-
bunden an IgG auf der Oberfliche von Erythrozyten vor und nach der PEGylierung. Auch
nach der PEGylierung waren noch ausreichend Bindungsstellen vorhanden. Der Fyegian der
Fluoreszenzintensitdt des FITC-konjugierten sekundaren Antikorpers auf der Erythrozyten-
oberfliche vor der PEGylierung hatte einen Wert von 17,78 rel. E. Nach der PEGylierung
betrug der Fyjedian noch 14,46 rel. E. Dies entspricht einer Abnahme von 18,75 %.
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Abbildung 27: Histogramm der Fluoreszenzintensitit des FITC-konjugierten sekundiren Antikérpers
Ziege anti-IgG-Rind gebunden an IgG auf der Oberfliche von Erythrozyten vor und nach
PEGylierung. Roter Graph: vor PEGylierung. Blauer Graph: nach PEGylierung. Schwarzer Graph:
Negativkontrolle.
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3.4.3 Phagozytoseassay

Im Phagozytoseassay (s. 2.2.8) wurde iiberpriift, ob die PEGylierung einen Schutz vor der
Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten darstellt. Die Erythrozyten wurden mit
FITC-Avidin markiert und wie oben beschrieben mit IgG gekoppelt. Anschlieend wurde
ein Teil der Probe mit mPEG 5 kDa PEGyliert. 10 pl (~ 1*10® Zellen) der IgG-gekoppelten
Erythrozyten und 10 pl der PEGylierten IgG-gekoppelten Erythrozyten wurden in jeweils
50 pl autologes heparinisiertes Vollblut gegeben und 60 min bei 37 °C inkubiert. Nach der
Lyse der Erythrozyten wurden die Leukozyten fixiert und deren DNA mit Probidiumiodid
(PI) geféarbt. Die Ereignisse, bei denen durchflusszytometrisch gleichzeitig ein FITC- und
ein PI-Signal detektiert werden konnte, entsprachen den Zellen, die FITC-markierte Ery-
throzyten phagozytiert hatten. Die Ereignisse, bei denen nur ein PI-Signal detektiert wurde,
entsprachen Phagozyten, die keine Erythrozyten phagozytiert hatten. Granulozyten und
Monozyten wurden aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofie (Vorwirtsstreulicht) und unter-
schiedlichen Dichte (Seitwértsstreulicht) voneinander unterschieden. In Abbildung 28 sind
im linken Bild zwei Phagozyten dargestellt, deren Kern mit PI (rot) angefarbt wurde und
deren Zytoplasma aufgenommenes FITC-Avidin (griin) von Erythrozyten enthélt. Das rech-
te Bild zeigt zwei Phagozyten der Negativkontrolle, das heiit der Kontrolle, welche auf Eis
stehen blieb. Es zeigte sich, dass die PEGylierten IgG-gekoppelten Erythrozyten sowohl
von den Monozyten als auch von den Granulozyten deutlich stirker phagozytiert wurden,
als die nicht-PEGylierten IgG-gekoppelten Erythrozyten (Abb. 29). Um auszuschlief3en,
dass das FITC-Avidin selbst die Phagozytoseaktivitit der Monozyten und Granulozyten
beeinflusst hat, wurde aullerdem ein Phagozytoseassay durchgefiihrt, bei dem die IgG-
Erythrozyten nicht von auflen mittels FITC-Avidin, sondern von innen mit FITC-Dextran
markiert wurden. Auch hier wurden die PEGylierten IgG-Erythrozyten stirker
phagozytiert, als die nicht PEGylierten IgG-Erythrozyten, insgesamt allerdings in geringe-
rem MaBe als die PEGylierten IgG-Erythrozyten, die mittels FITC-Avidin markiert wurden
(Abb. 30).
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Abbildung 28: CLSM Aufnahmen. Links: Zwei Phagozyten, die mit FITC-Avidin (griin) markierte
IgG-Erythrozyten phagozytiert haben. Der Zellkern der Phagozyten wurde mit PI (rot) gefirbt.
Rechts: Zwei Phagozyten aus der Kontrolle. Aufgenommen mit einem 100 x Olimmersionsobjektiv
nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) und einem HeNel-Laser (543 nm).

Phagozytoseassay: FITC-Avidin Markierung
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Abbildung 29: Phagozytoseassay (n = 3): Phagozytoseaktivitit von Monozyten (M) und Granulozyten
(G) in Prozent in Bezug auf IgG-Erythrozyten, nicht-PEGyliert (IgG-Erythrozyten) und PEGyliert
(mPEG-IgG-Erythrozyten). Die Erythrozyten wurden mit FITC-Avidin markiert. Als Kontrolle diente
jeweils die bei 0 °C inkubierte Probe. Aufgetragen ist aufierdem die Testkontrolle mit E.coli.
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Phagozytoseassay: I'I'TC-Dextran Markierung
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Abbildung 30: Phagozytoseassay (n = 3): Phagozytoseaktivitit von Monozyten (M) und Granulozyten
(G) in Prozent in Bezug auf IgG-Erythrozyten, nicht-PEGyliert (FITC-Dextran-Erythrozyten) und
PEGyliert (mPEG-FITC-Dextran-Erythrozyten). Die Erythrozyten wurden zur Markierung mit
FITC-Dextran (77 kDa) beladen. Aufgetragen ist aulerdem die Testkontrolle mit E.coli.

3.5 Targeting von Tumorzellen durch die modifizierten Erythrozyten in vitro

Die mit Tumorantikérper gekoppelten Erythrozyten wurden nun mit den Krebszellen inkubiert,
um deren Fdhigkeit zu iiberpriifen, mit diesen spezifisch in Wechselwirkung zu treten
(Targeting). Hierfiir wurden die Krebszellen direkt nach der Zellernte, gelost in RPMI, in vertief-
te Objekttriager (Ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland) iiberfiihrt. Danach wurden PEGylierte
beziehungsweise nicht-PEGylierte Antikorper gekoppelte Erythrozyten, die mit FITC-Avidin
markiert waren, im Uberschuss (100:1) dazugegeben. Zur Markierung der Krebszellen wurde
PI verwendet. PI dringt nach lédngerer Inkubation durch die Membran und gelangt in den
Zellkern, wo es sich an die DNS bindet, so dass der Kern rot fluoreszieren kann. Die Zell-
suspension wurde fiir 60 min unter leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert und dann

unter dem CLSM beurteilt.
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3.5.1 Nicht-PEGylierte Tumor-Antikorper gekoppelte Erythrozyten

Es zeigte sich, dass die nicht-PEGylierten Tumorantikdrper-gekoppelten Erythrozyten an
die Tumorzellen binden. Reprédsentative Bilder sind in den Abbildungen 31 c-f dargestellt.
In Abbildung 31 c ist in der Mitte des Bildes eine grole Tumorzelle zu sehen, an die sich
mehrere Erythrozyten gebunden haben. Abbildung 31 d zeigt eine kleinere Tumorzelle an
deren Oberfliche zwei Erythrozyten haften. In Abbildung 31 e ist eine grofle Tumorzelle
abgebildet an deren Oberfliache ebenfalls mehrere Erythrozyten gebunden sind und in Ab-
bildung 31 f ist eine weitere kleine Tumorzelle zu sehen, an der drei Erythrozyten haften.
Als Negativkontrolle wurden Erythrozyten, an die unspezifisches IgG (Spezies Rind) ge-
koppelt war, mit den Tumorzellen inkubiert. Hier kam es zu keiner Bindung zwischen

Erythrozyten und Tumorzellen (Abb. 31 a, b).
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Abbildung 31: CLSM-Aufnahme nach Anregung mit einem Argonlaser (488nm). Nicht-PEGylierte mit
Tumorantikérper-gekoppelte Erythrozyten gebunden an Krebszellen (Mammakarzinom-Zellen
T47D). Bild a und b zeigen die Negativkontrolle. Hierfiir wurden die Erythrozyten mit unspezifischem

IgG gekoppelt. Die Erythrozyten wurden mit FITC-Avidin gekennzeichnet. Aufgenommen mit einem
100 x Olimmersionsobjektiv.
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Die Erythrozyten, welche an die Krebszellen gebunden haben, wurden im weiteren Verlauf
von diesen Krebszellen aufgenommen. Dies konnte am intrazelluliren FITC-Signal der
Krebszellen festgestellt werden. In Abbildung 32 wurde ein repridsentatives Bild in vier
verschiedenen Kanélen gezeigt, um das FITC-Signal (griin) und das PI-Signal (rot) sowohl
getrennt voneinander als auch gleichzeitig darzustellen. Man sieht eine grofle Tumorzelle
in der Mitte des Bildes. Der Kern dieser Zelle ist deutlich mit PI angefarbt. Aulerdem be-
finden sich mehrere FITC-Avidin markierte Tumorantikorper-gekoppelte Erythrozyten auf
dem Bild, von denen einige an der Oberfliche der Tumorzelle haften. Im Inneren der Tu-
morzelle ist zusdtzlich ein starkes FITC-Signal zu erkennen, was auf die Aufnahme der

Erythrozyten durch die Tumorzelle zuriickzufiihren ist.

—

20 um

Abbildung 32: CLSM-Aufnahme. Tumorzelle, deren Nucleus mit PI angefiarbt ist. Zusétzlich zeigt sich
ein FITC-Signal im Zellinneren. Die Tumorzelle ist von Tumorantikérper-gekoppelten Erythrozyten
umgeben, die mit FITC-Avidin markiert wurden. Aufteilung des Bildes in einen FITC-Kanal (oben
links), einen PI-Kanal (oben rechts), einen Durchlicht-Kanal (unten links) und ein Bild, in dem alle
Kanile gleichzeitig gezeigt werden (unten rechts). Aufgenommen nach Anregung mit einem
Argonlaser (488 nm) und einem HeNel-Laser (543 nm). Aufgenommen mit einem 100 x Olimmersi-
onsobjektiv.
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3.5.2 PEGylierte Tumor-Antikdrper gekoppelte Erythrozyten

Der gleiche Versuch wurde auch mit PEGylierten Tumorantikdérper-gekoppelten Ery-
throzyten durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass auch die PEGylierten Erythrozyten an die
Krebszellen binden. Es wurde ebenfalls beobachtet, dass Erythrozyten von den Krebszellen
aufgenommen wurden (Abb. 33 c, e¢). Als Negativkontrolle wurden PEGylierte Erythrozy-
ten, gekoppelt mit unspezifischem IgG (Spezies Rind) mit den Krebszellen inkubiert. Hier
kam es zu keiner Bindung von Erythrozyten an die Tumorzellen und auch zu keiner Phago-

zytose der Erythrozyten durch die Tumorzellen (Abb. 33 a, b).

In Abbildung 30 c ist ein Zellverband aus mehreren Tumorzellen zu sehen. Sowohl eine
Zelle am oberen Pol dieses Zellverbandes als auch eine Zelle unten links sind gerade dabei
jeweils zwei nebeneinander liegende Erythrozyten aufzunehmen. Abbildung 33 d zeigt ei-
nen vergroferten Ausschnitt aus Abbildung 33 c. Es ist deutlich zu erkennen, wie die
Erythrozyten in die Tumorzelle hineingezogen werden. In Abbildung 33 e ist der gleiche
Vorgang dargestellt. Mehrere nebeneinander liegende Tumorzellen sind dabei, Erythrozy-

ten aufzunehmen. Abbildung 33 f zeigt einen vergroBerten Ausschnitt aus Abbildung 33 e.
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Abbildung 33: CLSM-Aufnahme nach Anregung mit einem Argonlaser (488 nm). PEGylierte Erythrozyten,
gekoppelt mit Tumorantikorper. Die Erythrozyten wurden mit FITC-Avidin markiert. Die Krebszellen neh-
men die Erythrozyten auf. Bild d zeigt einen vergrofierten Ausschnitt von Bild c. Bild f zeigt einen vergrofier-
ten Ausschnitt von Bild e. Bild a und b zeigen Negativkontrollen. Hierfiir wurden die Erythrozyten mit un-
spezifischem IgG gekoppelt und PEGyliert. Aufgenommen mit einem 100 x Olimmersionsobjektiv.
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4 Diskussion

Den etablierten Therapiekonzepten in der Krebsbehandlung sind trotz bemerkenswerter
Fortschritte in den letzten Jahren immer noch Grenzen gesetzt. Wéahrend mit der Operati-
ven- und Strahlentherapie vor allem lokoregionale Tumoren behandelt werden, findet die
Chemotherapie ihren Einsatz gegen ein metastasiertes Krebsleiden. Die Metastasierung ist
in den meisten Féllen fiir den letalen Ausgang der Krankheit verantwortlich. Leider geht
die Chemotherapie oft mit erheblichen Nebenwirkungen einher, die in manchen Féllen
auch therapielimitierend sein konnen. Es ist demnach ein wichtiges Anliegen in der Krebs-
forschung, neue Therapiestrategien zu entwickeln, die eine Zerstérung vornehmlich der
Krebszellen und nicht der gesunden Zellen des Organismus erreichen. Hierfiir bietet sich
unter anderem die Anwendung von Drug-Carriern an, in denen die Zytostatika transportiert
werden konnen, um dadurch die gesunden Zellen vor deren toxischer Wirkung zu schiitzen.
Vor allem die Erythrozyten bringen einige fiir die klinische Applikation wiinschenswerte
Voraussetzungen als Drug-Carrier mit. Sie sind natiirliche Zellen, biokompatibel, nicht-
immunogen und haben eine besonders groe Beladungskapazitit. Um ein gezieltes
Targeting mit ihnen zu erreichen, ist es moglich, die Erythrozytenoberfliche mit spezifi-

schen Antikdrpern zu koppeln.

4.1 Ankopplung von Antikorpern an die Erythrozytenoberfliche

Die Ankopplung von IgG an die Oberfldche nativer Erythrozyten erfolgte in der vorliegen-
den Arbeit mit den Molekiilen Sulfo-NHS-LC-Biotin und Avidin. Ziel war zunédchst eine
Optimierung der Ankopplung des Antikdrpers, das heifit die Bindung moglichst vieler An-
tikdrper an die Erythrozytenoberfldche bei gleichzeitig moglichst geringer Beeinflussung
der Morphologie der Erythrozyten. Die Ankopplung des IgG-Modellantikérpers wurde
hierfiir mit unterschiedlichen Sulfo-NHS-LC-Biotin- beziehungsweise
Avidinkonzentrationen durchgefiihrt, um das beste Verhidltnis zwischen Biotin- und

Avidinkonzentration fiir die IgG-Ankopplung zu bestimmen.

Es ist bekannt, dass die Morphologie und Verformbarkeit der Erythrozyten eine entschei-
dende Rolle fiir deren Uberlebensdauer in der Zirkulation besitzt [53]. Die Milz ist die

wichtigste Barriere fiir die Erythrozyten in vivo. Morphologisch verdnderte Erythrozyten,
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deren Verformbarkeit eingeschrinkt ist, bleiben in den engen Milztrabekeln hiangen und
werden von den Zellen des RES zerstort. Es sind eine Reihe von genetischen Krankheiten
der Erythrozytenmembran bekannt, die zu einer anormalen Form der Zelle und somit zu
deren frithzeitigem Abbau in der Milz fithren [54]. Die morphologische Umwandlung der
Erythrozyten kann entweder iiber echinozytische oder stomatozytische Zwischenstufen er-

folgen und endet in der gemeinsamen Endform des Sphérozyten (Abb. 34).

Stematozytische Tmwandng
Diakéa- T A— Stotmato-
stomatozyt spharozyt

Echinozytische Tmwandlung

Abbildung 34: Die Umwandlung eines normalen Diskozyten iiber stomatozytische und echinozytische Zwi-
schenformen zu der gemeinsamen pathologischen Endform eines Sphérozyten (verindert nach [53]).

4.1.1 Einfluss der Biotin- und Avidinkonzentration auf die Morphologie der Erythro-

zyten

Es zeigte sich, dass sich die Morphologie der Erythrozyten durch eine ansteigende Sulfo-
NHS-LC-Biotinkonzentration zunehmend #nderte. Als Mall fiir die Formédnderung der
Erythrozyten wurde der Anteil an Echinozyten in den verschiedenen Proben bestimmt.
Erythrozyten, die mit 0,08 mM beziehungsweise 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin
biotinyliert wurden, zeigten eine normale Morphologie unter dem Konfokalen Lasermikro-
skop. Die Proben, welche mit 0,89 mM beziechungsweise 1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin
biotinyliert wurden, wiesen jedoch einen groflen Teil an Echinozyten auf (s. 3.1.1, Tab. 5).
In der Literatur beschriebene Faktoren, die eine Echinozytose verursachen konnen, sind

unter anderem auch ein pH-Wert im alkalischen Bereich, eine Kalium-Depletion, ein Man-
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gel an Glukose, amphiphile Medikamente und anionische sowie kationische Detergentien,

um nur einige wenige zu nennen [55].

Sulfo-NHS-LC-Biotin reagiert mit g-amino-Gruppen des Lysins von Membranproteinen
auf der Oberfliche von den Erythrozyten unter Bildung einer Amid-Bindung [56]. Es ist
moglich, dass die Membranstruktur durch eine exzessive Biotinylierung gestort wird, in-
dem das Sulfo-NHS-LC-Biotin mit zu vielen Membranproteinen interagiert und eine
Konformationsédnderung in diesen Makromolekiilen verursacht. Es ist bekannt, dass die
Proteine  Spectrin  und Actin ein anastomosierendes Netzwerk unter der
Erythrozytenmembran bilden, welches entscheidend fiir die Stabilitit der Membran ist [57]
und mit integralen und transmembraniren Membranproteinen wie zum Beispiel
Glycophorin und Band 3 in Verbindung steht [58] (Abb. 35). Eine dominante Rolle scheint
hier vor allem das transmembrandre Glykoprotein Band 3 zu spielen, welches die Funktion
eines Anionenaustauschers innehat und dazu in der Lage ist, Spectrin zu falten und auszu-
klappen. Diese Funktion kann durch eine Konformationsidnderung des Molekiils beeintréch-
tig werden, was in der Folge zur Ausbildung von Echinozyten beziehungsweise

Stomatozyten fiihrt [55, 59].

Troporuyosin

Abbildung 35: Schematische Darstellung des Zytoskeletts eines Erythrozyten. Spectrindimere sind in einem
anastomosierenden Netzwerk durch junktionale Komplexe (vergrofiert in linkem Kasten) verbunden. Der
junktionale Komplex besteht aus Actin, Band 4.1, Adducin und einem Tropomyosin. Das Zytoskelett ist zum
einen iiber die indirekte Bindung eines Spectrintetramers mit Band 3 Proteinen iiber ein Ankyrinmolekiil mit
der Membran verbunden und zum anderen iiber die Bindung eines Band 4.1 Proteins zu einem Band 3 Prote-
in und einem Glycophorin (verindert nach [15]).
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Der Einfluss der kovalenten Bindung von Biotin an die Erythrozytenmembran auf die Mor-
phologie der Zellen und deren Verhalten in vivo, wurde auch von anderen Forschungsgrup-
pen untersucht. Mishra et al. [60] biotinylierten Erythrozyten mit ansteigenden
Biotinkonzentrationen, um dadurch ein Leber-Targeting zu erreichen. Es ist bekannt, dass
mit Zunahme des Biotinylierungsgrades der Erythrozyten auch das Leber-Targeting zu-
nimmt [56]. Sie biotinylierten allerdings nicht direkt die Erythrozytenmembran, sondern
verwendeten succinyliertes Serum Albumin vom Rind als Quervernetzer zwischen
Erythrozytenmembran und Biotin. Das succinylierte Albumin diente als ein nicht-
nucleophiler Triger fiir das hydrophobe Biotin. Sie gingen davon aus, dass das Biotin in
der Gegenwart von succinyliertem Albumin daran gehindert wird, mit der Membran des
Erythrozyten in Interaktion zu treten und dadurch eine Formverdnderung dieser Zellen
vermieden werden kann. Sie arbeiteten bei einem Hédmatokrit von 20 %. Die Erythrozyten
wurden bei 37 °C fiir eine Stunde mit dem Biotin inkubiert. Eine maximale Biotinylierung
erreichten sie bei einer Biotinkonzentration von 5 mM. Danach stellten sie keine weitere
Zunahme an gebundenen Biotinmolekiilen pro Erythrozyt fest. Eine Verdnderung der
Erythrozytenform wurde nicht beobachtet. Die Stabilitit der Erythrozyten nahm bei maxi-
maler Biotinylierung im Vergleich zu nativen Erythrozyten sogar zu. Bestimmt wurde das
anhand der Glyzerin Lyse Zeit (GLTs), das hei3t der Zeit, die vergeht bis 50 % der Eryth-

rozyten in einer standardisierten Glyzerinmischung hdmolysieren.

In der vorliegenden Arbeit war es jedoch nicht das Ziel, ein Lebertargeting mit den modifi-
zierten Erythrozyten zu erreichen, sondern Carrier herzustellen, die das Potential haben
in vivo lange zu zirkulieren. Aus diesem Grund wurden die Zellen bei niedrigeren Konzent-
rationen biotinyliert. Es konnte gezeigt werden, dass sich bei Sulfo-NHS-LC-
Biotinkonzentrationen von 0,08 mM beziehungsweise 0,17 mM auch ohne die Verwendung
von Albumin kaum Echinozyten ausbildeten. Als wichtiges Kriterium galt vor allem auch
die erfolgreiche Ankopplung des Antikorpers an die Erythrozytenoberfliche. Wie gezeigt
werden konnte, war dies auch bei den niedrigen Sulfo-NHS-LC-Biotinkonzentrationen sehr

gut moglich (s. unten).

Muzykantov et al. [56] zeigten, dass ein hoher Biotinylierungsgrad von Erythrozyten der
Ratte, biotinyliert bei einer Biotinkonzentration von 0,7 mM, iiber eine Aktivierung des
Komplementsystems und eine C3b-vermittelte Phagozytose durch Makrophagen zu deren
raschen Elimination aus dem Blutkreislauf fiihrt. Erythrozyten, die sie mit nur 0,02 mM

Biotin biotinyliert hatten, wiesen hingegen im Vergleich zu nativen Erythrozyten keine
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nennenswerten Verdnderungen in Bezug auf ihre Biodistribution, ihre Entfernung aus dem

Blutkreislauf oder ihre Lyserate auf.

Auch die Avidinkonzentration wurde bei konstanter Biotinkonzentration variiert, um fest-
zustellen, ob die Morphologie der Erythrozyten und die IgG-Ankopplung davon beeinflusst
werden. Bei einer Avidinkonzentration von 0,14 puM und 0,28 uM bewahrten etwa 90 %
der Erythrozyten ihre diskoide Form. Bei 0,56 uM Avidin stieg der Anteil der Echinozyten
nur geringfiigig an. In der Probe, welche mit 1,41 uM Avidin versetzt wurde, bildeten sich

bis zu 30 % Echinozyten aus (s. 3.1.2, Tab. 7).

Avidin ist ein Glykoprotein von 67 kDa und besitzt eine hohe positive Ladung. Es ist mog-
lich, dass es zu Wechselwirkungen mit geladenen Membrankomponenten, wie zum Bei-
spiel Sialoglykoproteinen, kommen kann, die relevante Verdnderungen in physiochemi-
schen Eigenschaften in Protein- und Lipidbestandteilen der Membran nach sich ziehen

konnen.

Muzykantov et al. [61] machten die Beobachtung, dass biotinylierte Erythrozyten nach der
zusitzlichen Modifikation mit Avidin durch autologes Serum lysiert wurden. Dieses und
weitere Ergebnisse der Gruppe wiesen darauf hin, dass die biotinylierten Erythrozyten
durch das polyvalente Binden von Avidin zu Aktivatoren des alternativen Weges des Kom-
plementsystems wurden [61-66]. Dies erkldrten sie damit, dass es durch das polyvalente
Binden von Avidin an biotinylierte Oberflichen zu einer Verschiebung der
Membranproteine kommen kann. Wie bereits weiter oben im Text erwdhnt, besitzt Avidin
vier Bindungsstellen fiir Biotin und da Biotin kovalent an Membranproteine gebunden ist,
kann es, wenn Avidin gleichzeitig mehrere Biotinmolekiile bindet, zu einer Stérung der
rdumlichen Struktur dieser Membranproteine kommen. Dies kann unter anderem auch zu
einer Inaktivierung des Decay-accelerating Faktor (DAF) und von CD59 in der Membran
des biotinylierten Erythrozyten fiihren. Beides sind Inhibitoren der Aktivierung des Kom-
plementsystems [66]. Dieser Vorgang wird durch die zusitzliche Kette mit sechs Kohlen-
stoffatomen  (Hexanoat-Spacer) des Sulfo-NHS-LC-Biotins begiinstigt, da die
Biotinmolekiile durch diese Verlingerung im Raum beweglicher werden und somit eher

dazu in der Lage sind, die vier Biotin-Bindungsstellen eines Avidinmolekiils zu besetzen.

Muzykantov et al. [56] erreichten durch die Verwendung von geringen
Biotinkonzentrationen eine monovalente Bindung von Avidin. Diese Erythrozyten wurden

nicht durch autologes Serum lysiert und zeigten ein gutes Uberleben in vivo. Hierdurch
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wird deutlich, dass das Verhiltnis von Biotinkonzentration zu Avidinkonzentration ent-
scheidend fiir den Erhalt einer intakten Membranstruktur und somit auch fiir die Herstel-
lung von langzirkulierenden Carrier-Erythrozyten ist. Die positive Ladung von Avidin
scheint demgegeniiber nur einen untergeordneten Einfluss auf die Membranstruktur zu ha-

ben.

4.1.2 19G-Ankopplung bei verschiedenen Biotin- und Avidinkonzentrationen

Nach  Beurteilung  ihrer  Morphologie = wurden die bei  unterschiedlichen
Biotinkonzentrationen biotinylierten Erythrozyten mit jeweils 0,28 pM Avidin in PBS ver-
setzt und anschlieBend mit biotinylierten IgG gekoppelt. Aufgrund des hohen Anteils von
knapp 60 % an Echinozyten in der 1,79 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe wurden diese
Zellen nicht mehr mit Antikorpern beladen. Zum Nachweis des gekoppelten I1gG auf der
Erythrozytenoberfliche wurde ein FITC-konjugierter sekundédrer Antikdrper verwendet.
Das Fluoreszenzsignal dieses sekunddren Antikorpers auf der Zelloberfliche wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Fluoreszenzintensidt war fiir die 0,08 mM Sulfo-
NHS-LC-Biotin-Probe am niedrigsten. Sie stieg bei der 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-
Probe deutlich an und fiel bei der 0,89 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe wieder ab (s.
3.1.1, Tab. 6). Die Zunahme der Fluoreszenzintensitit von der 0,17 mM Sulfo-NHS-LC-
Biotin-Probe in Bezug auf die 0,08 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin-Probe ldsst sich dadurch
erkldren, dass bei einem grofBeren Angebot an Biotinmolekiilen auf der Membranoberflidche
mehr Avidinmolekiile binden konnten und dadurch auch mehr biotinyliertes IgG angekop-
pelt wurde. Dies wiederum ergibt mehr Bindungsstellen fiir den FITC-konjugierten sekun-
diren Antikérper und damit ein stdrkeres Fluoreszenzsignal. Bei der 0,89 mM Sulfo-NHS-
LC-Biotin-Probe nahm die Fluoreszenzintensitdt wieder ab. In dieser Probe betrug der An-
teil an Echinozyten im Mittel um die 30 %. Es ist moglich, dass die Ankopplung von IgG
durch diese Voraussetzung beein-trachtigt gewesen ist. Dariliber hinaus kann es bei hoheren
Biotinkonzentrationen auch zu einer Sittigung der vier Biotinbindungsstellen des Avidins
gekommen sein, also zu einer multivalenten Bindung von Avidin an die biotinylierten
Erythrozyten, so dass fiir den biotinylierten Antikdrper kaum noch freie Bindungsstellen

zur Verfiigung standen.

Muzykantov et al. [65] zeigten, dass die Zahl der gebundenen IgG-Molekiile von der ver-

wendeten Biotinkonzentration abhdngt. Die meisten IgG-Molekiile konnten bei
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Biotinkonzentrationen zwischen 0,1 mM und 1 mM Biotin an die Erythrozyten gekoppelt
werden. Bei Biotinkonzentrationen hoher als 1 mM war die Anzahl von gekoppelten IgG an
die Erythrozyten ungeniigend. Dies fiihrten sie ebenfalls auf die multivalente Bindung von
Avidin an Biotin zuriick. Diese Ergebnisse von Muzykantov konnten in der vorliegenden

Arbeit somit prinzipiell bestitigt werden.

Auch der Einfluss verschiedener Avidinkonzentrationen bei konstanter Biotinkonzentration
auf die Ankopplung von biotinyliertem IgG wurde untersucht. Hierfiir wurden die 0,14 uM,
0,28 uM beziehungsweise 0,56 uM Avidin-Proben mit dem FITC-konjugierten sekundiren
Antikorper Ziege anti-IgG-Rind inkubiert. Die 1,41 pM Avidin-Probe wurde aufgrund der
Tendenz zur Ausbildung von Agglutinaten nicht weiter beriicksichtigt. Die Fluoreszenz
wurde anschlieBend durchflusszytometrisch charakterisiert. Sie nahm mit steigender
Avidinkonzentration geringfiligig zu, ein signifikanter Unterschied war jedoch nicht zu
vermerken (s. 3.1.2, Tab. 8). Dies konnte sich dadurch erkldaren, dass der GroBteil an zu-
ginglichen Biotinmolekiilen auf der Erythrozytenoberfliche bereits bei der niedrigsten
Avidinkonzentration durch Avidin besetzt war und somit kein weiteres Avidin gebunden
werden konnte. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass nicht mit der maximal ein-
setzbaren IgG-Konzentration gearbeitet wurde, so dass bei den hoheren
Avidinkonzentrationen durchaus noch freie Bindungstellen fiir I[gG vorhanden gewesen

sind, hierfiir jedoch keine weiteren Bindungspartner zur Verfiigung standen.

Um den Einfluss der Biotin- beziehungsweise Avidinkonzentration auf die Morphologie
der Erythrozyten und die Stérke der Fluorszenzintensitit zusammenzufassen, wurde unter
3.1.1 ein Score eingefiihrt, der den Anteil der Echinozyten in der jeweilgen Probe, die
Starke des Fluoreszenzsignals und die robuste Standardabweichung des Fluoreszenzsignals
der einzelnen Messungen beriicksichtigte. Der niedrigste Score kennzeichnete die beste
Kombination aus den verschiedenen Parametern und wurde zum einen fiir 0,17 mM Sulfo-

NHS-LC-Biotin und zum anderen fiir 0,28 uM Avidin errechnet.

4.1.3 Stabilitat der Ankopplung von IgG an die Erythrozyten

Um die physiologischen Eigenschaften der Erythrozyten so wenig wie moglich zu beein-
flussen, wurde die Ankopplung von IgG an deren Oberfliche durchgefiihrt, ohne die Zellen
zuvor chemisch zu fixieren. Die Haltbarkeit der Erythrozyten ist dadurch allerdings be-

grenzt. Fiir eine spitere Anwendung der Immunoerythrozyten in vivo kann es unter Um-
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stinden wichtig sein, dass diese Zellen iiber einen gewissen Zeitraum eX Vivo haltbar blei-
ben und auch die Antikorperbindung iiber diesen Zeitraum nicht beeintriachtigt wird. Aus

diesem Grund wurde die Stabilitdt der Antikdrperbindung tiber mehrere Tage untersucht.

Nach Optimierung der Ankopplung mit dem IgG-Modellantikdrper vom Rind, wurde nun
der Tumor-Antikérper an die Erythrozyten gebunden. Die Tumorantikdrper-gekoppelten
Erythrozyten wurden in 0,2 % HSA/ 1,5 M MES pH 7,4 bei 4 °C gelagert. Nach 5, 10, 12
beziehungsweise 15 Tagen wurde jeweils eine kleine Menge der Probe entnommen und mit
einem FITC-konjugierten sekunddren Ziege anti-IgG-Maus-Antikorper inkubiert. An-
schlieBend wurde diese Probe durchflusszytometrisch untersucht. Es zeigte sich, dass sich

die IgG-Ankopplung liber 12 Tage stabil verhielt.

Dies erklért sich durch die hohe Bindungsaffinitidt zwischen Biotin und Avidin. Wie bereits
weiter oben im Text erwédhnt, besitzt die nicht-kovalente Bindung zwischen Avidin und
Biotin die hochste bisher bekannte Affinitdt zwischen einem Protein und einem Liganden
[39]. Die hohe Stabilitdt der Antikorperankopplung iiber die Molekiile Biotin und Avidin
wird auch bei der Anwendung von Dynabeads® deutlich. Dies sind paramagnetische Poly-
sterenpartikel, die iiber Biotin und Avidin mit monoklonalen Antikorpern gekoppelt sind
und monatelang haltbar bleiben [67]. Das IgG-Molekiil selbst ist ebenfalls sehr stabil, da
die leichten und schweren Ketten {iber kovalente Disulfidbriicken miteinander verbunden

sind [22].

An Tag 15 nahm die Fluoreszenzintensitdt gegeniiber dem Wert von Tag 12 jedoch um
80 % ab (s. 3.2, Tab. 9). Dies ist dadurch zu erkldren, dass der Grofteil der Erythrozyten

inzwischen himolysiert war, was bereits an der Fiarbung des Uberstandes erkennbar war.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass nicht die Stabilitdt der Antikdrperbindung, son-
dern vielmehr die Uberlebensdauer der Erythrozyten ex vivo den limitierenden Faktor bil-
det. Bei MES handelt es sich um einen synthetischen Puffer, der weder von Bakterien noch
von Eukaryonten verstoffwechselt werden kann [68]. Eine ldngere Lagerungszeit der modi-
fizierten Erythrozyten liee sich durch die Verwendung von speziellen Aufbewahrungslo-
sungen fiir Erythrozytenkonzentrate wie zum Beispiel SAG-M, Adsol oder PAGGS-M er-

reichen, da sie die fiir das Uberleben der Zellen wichtigen Substrate enthalten [69].

In Hinblick auf die Anwendung der Erythrozyten in vivo wire es allerdings sinnvoller, die
autologen Erythrozyten so frith wie moglich nach Modifikation zu retransfundieren, da sich

die Zellen dann in ihrem besten Zustand befinden. Es ist bekannt, dass die Lagerung zu
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strukturellen und biochemischen Verdnderungen der Erythrozyten fiihrt [70-73]. Diese
Verdnderungen sind wahrscheinlich dafiir verantwortlich, dass bis zu 25 % der Erythrozy-

ten innerhalb von nur 24 Stunden nach Transfusion aus der Zirkulation verschwinden [74].

Die Lagerung von Zellen bringt aulerdem auch immer das Risiko einer Kontamination mit
sich [75]. Eine frithzeitige Reinfusion der modifizierten Erythrozyten wiirde dieses Risiko

vermindern.

4.2 Beladung der IgG-gekoppelten Erythrozyten mit FITC-Dextran

Die modifizierten Erythrozyten sollen spidter als Drug-Carrier fiir Zytostatika verwendet
werden. Thre hohe Beladungskapazitit stellt einen ihrer groflten Vorteile gegeniiber synthe-
tischen Carriern wie Liposomen dar. Bereits eine kleine Menge an Zellen kann eine grof3e
Menge an Medikamenten aufnehmen [10, 76]. Die 1gG-gekoppelten Erythrozyten wurden
in der vorliegenden Arbeit mit der Modellsubstanz FITC-Dextran (MG 77 kDa) beladen.
FITC-Dextran kann nicht passiv in die Zellen diffundieren. Aulerdem bietet es den Vorteil,
dass es wasserloslich und nicht toxisch ist. FITC-Dextran beladene Zellen lassen sich sehr
gut mit dem Durchflusszytometer und dem CLSM untersuchen. Das CLSM bietet die Mog-
lichkeit morphologische Beobachtungen von einzelnen Zellen durchzufiihren. Mit dem
Durchflusszytometer kann eine grole Anzahl an Zellen in Hinblick auf die Homogenitit
ihrer Beladung mit der Modellsubstanz analysiert werden. Es ist also moglich Subpopulati-
onen zu unterscheiden, die in unterschiedlichem Mafle mit der Modellsubstanz beladen

worden sind.

Die Beladung wurde, wie unter 2.2.6 beschrieben, mit dem Verdiinnungsverfahren der
hypotonen Hidmolyse durchgefiihrt. Bei iiber 90 % der Erythrozyten wurde eine Fluores-
zenzintensitit mit einem Fyedian vOn mehr als 10> rel. E. erreicht, wohingegen der Fyedian
der Fluoreszenzintensitét der Negativkontrolle, in diesem Fall native Erythrozyten, nur ei-
nen Wert von 2,21 besal (s. 3.3, Abb. 23), was den Werten der Eigenfluoreszenz der Zellen
entspricht. Das Ergebnis der durchflusszytometrischen Messungen macht deutlich, dass die
Erythrozyten mit dieser Technik homogen mit FITC-Dextran beladen werden kdnnen. Dies

wird auch durch die CLSM-Aufnahmen bestétigt (s. 3.3, Abb. 24).

Alvarez et al. [77] verwendeten ebenfalls eine Methode der hypotonen Hamolyse, die so-

genannte Dialysemethode (engl. dialysis method), um Erythrozyten der Ratte und des Men-
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schen mit FITC-Dextran (MG 19,6 kDa) zu beladen. Dieses Verfahren unterscheidet sich in
wesentlichen Punkten von dem Verfahren, welches in dieser Arbeit angewendet wurde. So
verwendeten sie einen Dialysebeutel in dem die Erythrozyten und das FITC-Dextran ent-
halten waren. Die Erythrozyten wurden dann fiir eine Stunde bei 4 °C gegen eine hypotone
PBS (80 mOsm/kg) mit zugesetzter Glukose, ATP und Gluthation dialysiert. AnschlieBend
wurden die Poren der Zellen durch Zugabe von PIGPA.C bei 37 °C und wiahrend einer In-
kubationszeit von 30 min wieder verschlossen.

Sie erhielten eine stark inhomogene Beladung der humanen Erythrozyten mit einer Subpo-
pulation die eine Fluoreszenzintensitdt mit einem Fyiegian ZWischen 5%10% bis 7*10° rel. E.
hatten, zusitzlich zu einer Population mit Werten zwischen 7*10° bis 9*10° rel. E. Die rest-
lichen Zellen, immer weniger als 40 %, hatten eine niedrige Fluoreszenzintensitit mit ei-
nem Fyedian von Werten zwischen 15 und 5*10” rel. E. Einerseits wurde zwar fiir iiber die
Hilfte der Zellen eine hohe Beladung erreicht, andererseits ergaben sich aber bei den tibri-
gen Erythrozyten nur sehr unterschiedliche FITC-Dextran-Konzentrationen. In Anbetracht
der Heterogenitidt der Beladung ist anzunehmen, dass die Erythrozyten in unterschiedli-
chem MaB fiir diese Methode der hypotonen Hamolyse empféanglich sind. Scott et al. [78]
wiesen darauf hin, dass es moglicherweise bei einem bedeutenden Teil der Erythrozyten in
dem Dialysebeutel iiberhaupt nicht zu einer hypotonen Hamolyse kommt.

Rossi et al. [37] empfehlen die Verdiinnungsmethode der hypotonen Hédmolyse fiir Sub-
stanzen mit einem niedrigem Molekulargewicht unter 130 kDa. Die Methode ist schnell
und einfach durchzufiihren. Allerdings weisen sie auch darauf hin, dass fiir dieses Verfah-
ren eine hohe Ausgangskonzentration von der einzuschlieBenden Substanz notwendig ist
und im Verhéltnis dazu nur ein geringer Prozentsatz in die Erythrozyten aufgenommen
wird. Es muss zudem mit einem erheblichen Verlust an intrazellulirem Inhalt, wie
erythrozytidren Enzymen und Hdmoglobin, gerechnet werden. Den hochsten Prozentsatz an
eingeschlossenem Substrat geben sie fiir die Dialysemethode an. Auch berichten sie bei
dieser Methode iiber ein sehr gutes in vivo Uberleben der beladenen Zellen. Dies erkliren
sie damit, dass die Abnahme des osmotischen Druckes bei dieser Methode graduell erfolgt
und die strukturelle Integritdt der Membran hierdurch besser erhalten bleibt. Diese Metho-
de wird empfohlen, wenn eine grole Menge an Erythrozyten beladen werden soll.
Insgesamt ldsst sich festhalten, dass die Verfahren der hypotonen Hamolyse einfach durch-
zufithrende und effektive Beladungsmethoden sind. Ein groBer Anteil des gewiinschten

Medikamentes wird von den Erythrozyten aufgenommen. Die Zellen erholen sich anschlie-
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Bend gut von dieser Behandlung und zeigen eine beinahe normale Uberlebenszeit sowie

beinahe normale himatologische Parameter [37].

Aus den eigenen Untersuchungen lédsst sich folgern, dass das Beladungspotential der Ery-
throzyten durch deren Oberflichenmodifizierung mit IgG nicht beeintrachtigt wird. AuBler-
dem erweist sich die Durchflusszytometrie fiir die Evaluation von Zellen, die mittels der
hypotonen Hamolyse beladen werden als ein sehr effektives Verfahren, um gleichzeitig
sowohl die Ankopplung der Antikorper an die dullere Erythrozytenmembran als auch die
Beladung mit Substraten zu quantifizieren. Voraussetzung dafiir ist jedoch, dass die zu de-
tektierenden Molekiile fluoreszieren beziehungsweise mit entsprechenden Markern verse-

hen werden konnen.

4.3 PEGylierung der modifizierten Erythrozyten zur Herabsetzung ihrer Immuno-

genitit

Die modifizierten Erythrozyten sollen sich spéter in vivo ausreichend lange im Blutkreis-
lauf befinden, um dort zirkulierende Krebszellen zu binden. Um sie vor einem friithzeitigen
Abbau durch das korpereigene Immunsystem zu schiitzen, ist es notwendig das Fremdpro-
tein, namentlich IgG und Avidin, auf deren Oberfliche zu maskieren. Hierfiir wurde mPEG

an die modifizierten Erythrozyten gebunden.

In der Literatur ist mehrfach beschrieben, dass die Modifikation von Proteinen oder Enzy-
men mit PEG deren Halbwertszeit in der Zirkulation signifikant verldngert und deren Im-
munogenitét reduziert [79-83]. PEG wurde darauthin auch eingesetzt, um Blutgruppenanti-
gene auf Erythrozyten abzudecken und somit universale Spendererythrozyten zu schaffen
[36]. Die PEGylierung fiihrt zu der Ausbildung eines Hydratschildes um die Erythrozyten.
Hierdurch werden zum Beispiel Blutgruppenantigene auf deren Oberfldche fiir groBe Mo-
lekiile wie Antikdrper nicht mehr zuginglich und die Interaktion mit Zellen des Immunsys-
tems wird erschwert. Der Austausch von kleinen Molekiilen wie Sauerstoff und Glukose

wird durch die PEGylierung nicht beeintrichtigt [45].

In der vorliegenden Arbeit wurden die IgG-gekoppelten Erythrozyten PEGyliert, um deren

Phagozytose durch Zellen des Immunsystems zu vermeiden.

Zur Uberpriifung, ob die PEGylierung der IgG-gekoppelten Erythrozyten erfolgreich war,

wurde jeweils vor und nach der PEGylierung das Zeta Potential der Erythrozyten gemes-
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sen. In einem relativ konzentrierten ionischem Medium, wie es zum Beispiel physiologi-
sche Losungen sind, wirkt das gebundene PEG auf die elektrokinetische Schicht der
Plasmamembranoberfldche, indem es die Menge und die Verteilung von Ionen in der Néhe
dieser Oberfliche reduziert [84]. Durch die stark hydrierten Seitenketten des PEG-
Molekiils verschiebt sich die hydrodynamische Gleitebene des Erythrozyten nach aullen

weg von der Membranoberfliche und somit wird der Wert des Zeta Potentials verdndert.

Erwartungsgeméif zeigte sich eine deutliche Abnahme des Zeta Potentials der PEGylierten
Zellen gegeniiber den nicht-PEGylierten Kontrollen (s. 3.4.1, Abb. 25). Das bedeutet, dass
negative Ladungen des IgG auf der Oberfliche der Erythrozyten durch das mPEG abge-
deckt wurden. Es konnte folglich davon ausgegangen werden, dass die IgG-gekoppelten

Erythrozyten erfolgreich PEGyliert worden sind.

Aufnahmen mit dem CLSM zeigten, dass die PEGylierung in 31,8 % der Zellen zur Aus-
bildung von Echinozyten fiihrte (s. 3.4.1, Abb. 26). Um eine moglichst gute Abdeckung der
Fremdproteine auf der Erythrozytenoberfliche zu erreichen und die Zellen damit vor der
Phagozytose durch Monozyten und Granulozyten zu schiitzen, wurden die Erythrozyten in
der vorliegenden Arbeit bei einer relativ hohen Konzentration von 3,8 mM fiir mPEG
inkubiert. Dabei wurde beriicksichtigt, dass durch die Proteine Avidin und IgG auf der
Erythrozytenoberfldche zusitzliche Bindungsstellen fiir das mPEG zur Verfiigung standen.
Scott et al. [46] zeigten, dass ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Konzentration
von mPEG und der Abnahme der Phagozytose durch Monozyten besteht. Sie PEGylierten

unter anderem bei einer Konzentration von bis zu 10 mM.

Hashemi-Najafabadi et al. [85] empfahlen fiir die PEGylierung von nativen Erythrozyten
zur Herstellung von universalen Spendererythrozyten eine maximale Konzentration von
3mM fir mPEG (MW 5 kDa), da sich bei hoheren Konzentrationen zunehmend

Echinozyten ausbildeten.

Aus dem Vergleich der Form der Erythrozyten in Boratpuffer pH 9 mit und ohne Zugabe
von mPEG, kann gefolgert werden, dass das mPEG, und nicht der alkalische pH des Puf-
fers, fiir die Ausbildung der Echinozyten verantwortlich gewesen ist. Die Erythrozyten der
Kontrolle, die in Boratpuffer pH 9 ohne die Zugabe von mPEG inkubiert wurden, behielten
zu lber 90 % ihre diskoide Form. Trotz der zusétzlichen mPEG-Bindungstellen durch das

an der Erythrozytenoberfliche gebundene Avidin und IgG, weisen die Ergebnisse darauf
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hin, dass die gewdhlte Konzentration von 3,8 mM eine zu grofle Belastung fiir die

Erythrozytenmembran darstellte.

4.3.1 Verfugbarkeit der gekoppelten Antikérper nach der PEGylierung

Einerseits sollte das mPEG Antigene auf der Erythrozytenoberfliche maskieren, anderseits
durfte das IgG, welches an die Erythrozytenoberfliche gekoppelt war, seine Antigenbin-
dungseigenschaft durch die PEGylierung nicht einbiilen. Um zu iiberpriifen, ob die 1gG-
Molekiile auf der Erythrozytenoberfliche auch nach der PEGylierung noch in ausreichen-
dem Mafle zuginglich waren, wurden die PEGylierten IgG-gekoppelten Erythrozyten mit
einem FITC-konjugierten sekundédren anti-IgG-Antikorper inkubiert und anschlieBend
durchflusszytometrisch untersucht. Als Kontrolle galten IgG-gekoppelte Erythrozyten, die
nicht PEGyliert waren.

Es zeigte sich, dass der FITC-konjugierte sekundédre Antikdrper auch nach der PEGylierung
an das IgG auf der Oberfliche der Erythrozyten binden konnte. Insgesamt kam es im Ver-
gleich zu den nicht-PEGylierten IgG-gekoppelten Erythrozyten zu einer Abnahme der Flu-
oreszenzintensitit um 18,75 % (s. 3.4.2, Abb. 27). Dieses Ergebnis zeigte, dass die 1gG-
Molekiile auf der Erythrozytenoberfldche trotz der PEGylierung noch fiir den sekundéren
Antikorper zuginglich waren. Es kann deshalb davon ausgegangen werden, dass der prima-

re Antikorper trotz PEGylierung seine Antigenbindungseigenschaft beibehalten hat.

Dies lésst sich dadurch erkldren, dass mPEG kein starres, sondern ein bewegliches Molekiil
ist. Durch thermische Bewegungen und elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Mo-
lekiilen an der Oberfliche der Membran, kommt es stindig zu Verschiebungen zwischen
diesen Molekiilen, so dass der sekundidre Antikorper einen Zugang zu dem IgG auf der

Erythrozytenoberfldche finden kann.

4.3.2 Immunogenitat der modifizierten Erythrozyten im Phagozytoseassay

Der Phagozytoseassay mit autologem Vollblut wurde angewendet, um zu iiberpriifen, ob
die PEGylierung die IgG-gekoppelten Erythrozyten vor der Phagozytose durch Monozyten
und Granulozyten schiitzen kann. Hierfiir war es zunichst notwendig, die modifizierten
Erythrozyten sowie die Kontroll-Erythrozyten mit FITC-Avidin zu markieren, um die Pro-

ben spiter mit dem Durchflusszytometer auswerten zu konnen.
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Die PEGylierten Erythrozyten wurden entgegen der Annahme deutlich stiarker phagozytiert
als die nicht-PEGylierten Erythrozyten. Die Phagozytoseaktivitit der Monozyten betrug bei
den nicht-PEGylierten Erythrozyten 13,9 %, bei den PEGylierten Erythrozyten hingegen
47 %. Die Phagozytoseaktivitidt der Granulozyten lag fiir die nicht-PEGylierten Erythrozy-
ten bei 9,4 % und fiir die PEGylierten Erythrozyten bei 49,13 % (s. 3.4.3, Abb. 29).

Um auszuschlieBen, dass das FITC-Avidin die Phagozytoseaktivitdt beeinflusst, wurden die
Erythrozyten in einem zweiten Ansatz markiert, indem sie innen mit FITC-Dextran beladen
wurden. Auch hier zeigte sich die gleiche Tendenz, wenn auch der Unterschied zwischen
den nicht-PEGylierten und PEGylierten Erythrozyten weniger ausgeprigt war. Die
Phagozytoseaktivitit der Monozyten betrug bei den nicht-PEGylierten Erythrozyten 23,39
%, bei den PEGylierten Erythrozyten hingegen 30,25 %. Die Phagozytoseaktivitit der
Granulozyten lag fiir die nicht-PEGylierten Erythrozyten bei 23,93 % und fiir die
PEGylierten Erythrozyten bei 43,15 % (s. 3.4.3, Abb. 30).

Scott et al [46] zeigten dagegen, dass sich PEGylierte Erythrozyten vom Schaf, die zuvor
mit humanem Serum inkubiert worden waren, gegeniiber der Phagozytose durch humane
Monozyten des peripheren Blutes in hohem MaBe als resistent erwiesen. Die PEGylierung
fiihrte hier konzentrationsabhéngig zu einer deutlichen Abnahme der Antigenitdt der Ery-
throzyten. Es wurde bei Konzentrationen von 0,1 mM bis 1,6 mM fiir PEG (5 kDa) in einer
Erythrozytensuspension mit einem Hématokrit von 12 % gearbeitet. In weiteren Versuchen
wurde auBerdem keine signifikante Abnahme der in vivo Uberlebenszeit von PEGylierten
Erythrozyten der Maus beobachtet, auch nicht nach wiederholter Administration. Bei die-
sen Ergebnissen sollte beriicksichtigt werden, dass verschiedene Spezies auch verschiedene
hiamorheologische Eigenschaften besitzen [86], was sich vermutlich auch auf das Ergebnis

der PEGylierung auswirken kann.

Wie oben beschrieben, kam es in der vorliegenden Arbeit durch die PEGylierung bei tiber
30 % der Erythrozyten zur Ausbildung von Echinozyten. Dies deutet darauf hin, dass die
Membran der Zellen verdndert worden war. Dies wiederum kdnnte die Zellen zur Phagozy-
tose durch Monozyten und Granulozyten prddisponieren. Die Phagozytose dient normaler-
weise der Beseitigung von toten, sterbenden und kranken Zellen sowie von Mikroorganis-
men durch Phagozyten wie Makrophagen, Dendritische Zellen und Granulozyten [87]. Dies
kann durch die Opsonierung mit Antikérpern und die Aufnahme iiber Fc-Rezeptoren der
Phagozyten oder durch die Opsonierung durch das Komplementsystem und die Aufnahme

tiber den C3-Rezeptor der Phagozyten geschehen.
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Garratty [88] weist darauf hin, dass bis zu 25 % der normalen Individuen Antikdrper gegen
PEG haben konnen. PEG habe demnach antigenetische Eigenschaften und wirkt immuno-
gen. Er stiitzt sich bei dieser Hypothese auf eigene Ergebnisse sowie auf dhnliche Ergeb-
nisse von anderen Arbeitsgruppen. Armstrong et al. [89] zeigten, dass das Vorhandensein
von anti-PEG Antikérpern eng mit der raschen Elimination von PEG-ASNase aus der Zir-

kulation assoziiert ist.

In der vorliegenden Arbeit betrug die Phagozytoserate der Monozyten bei nicht-
PEGylierten IgG-gekoppelte Erythrozyten nur 13,9 % und die Phagozytoserate der
Granulozyten lag sogar noch niedriger bei nur 9,4 %. Fiir in vivo Versuche wiren die nicht-

PEGylierten Erythrozyten somit besser geeignet als die PEGylierten.

Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Erythrozyten, die bei einer hohen
PEG-Konzentration PEGyliert wurden, in vivo von den Zellen des RES in Leber und Milz
sequestriert werden, da sich bereits in vitro eine deutliche Phagozytose dieser Zellen durch
Monozyten und Granulozyten nachweisen ldsst. Dieser Effekt ldsst sich positiv nutzen,
wenn eine hohe Dosis des Medikamentes in der Leber oder Milz erwiinscht ist. Mdgliche
klinische Indikationen fiir ein RES-Targeting sind neben hepatischen Tumoren und Meta-
stasen [90] auch lysosomale Speicherkrankheiten [91], parasitire Erkrankungen [92], eine

Eiseniiberladung der Zellen des RES [93], sowie eine HIV-Infektion [94].

4.4 Targeting der Tumorzellen durch die modifizierten Erythrozyten in vitro

Nach der Optimierung der Antikdrper-Ankopplung an die Erythrozyten mittels IgG vom
Rind als Modellantikérper, wurde der monoklonale Maus Antikérper Ep-CAM Ab-2 (Klon
AUAL1), der gegen das humane epithelspezifische Antigen gerichtet ist, an die Erythro-
zytenoberfliche gekoppelt. Das epithelspezifische Antigen wird auf der baso-lateralen
Zelloberfldche der meisten einfachen Epithelien und einer groen Mehrzahl der Karzinome
exprimiert [38]. Die Tumorantikorper-gekoppelten Erythrozyten wurden mit
Mammakarzinom-Zellen der Zellreihe T47D inkubiert. Es wurden parallele Ansétze fiir
nicht-PEGylierte und PEGylierte Erythrozyten durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die modi-
fizierten Erythrozyten an die Krebszellen binden, unabhingig davon, ob sie PEGyliert wa-
ren oder nicht. Erythrozyten, die mit unspezifischem IgG gekoppelt waren, zeigten keine

Affinitdt zu den Tumorzellen. Es konnte nachgewiesen werden, dass die gebundenen Eryth-
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rozyten von den Krebszellen aufgenommen wurden. Dies war bei den PEGylierten Eryth-

rozyten hdufiger zu beobachten als bei den nicht PEGylierten Erythrozyten.

In der Literatur sind phagozytose-dhnliche Eigenschaften von Tumorzellen beschrieben.
Die Phagozytoseaktivitit kann sich dabei sowohl auf amorphes Material [95] als auch auf
apoptotische [95] oder lebendige Zellen [96, 97] beziehen. Friiher wurde angenommen,
dass Tumorzellen vor allem andere Tumorzellen (Geschwisterzellen) aufnehmen. Es gab
jedoch immer mehr Hinweise darauf, dass der sogenannte Kannibalismus von Tumorzellen
auch Zellen anderen Ursprungs, wie neutrophile Granulozyten, Lymphozyten und Erythro-
zyten zum Ziel haben kann [96, 98-101]. Der genaue Mechanismus dieses Phdnomens war
zunéchst nicht klar. Lugini et al. [99] konnten jedoch zeigen, dass lebendige Lymphozyten
von Melanomzellen iiber eine Sequenz von Ereignissen internalisiert wurden, die mit einem
engen Zell-Zell-Kontakt, einer Art ,,Fusions-dhnlichem Vorgang begannen, gefolgt von
einer Invagination der Tumorzellmembran und dem Einschluss des Lymphozyten in die
Tumorzelle. Morphologisch unterscheidet sich dieser Vorgang somit deutlich von der ,,her-
kémmlichen* Phagozytose professioneller Phagozyten, bei der die phagozytierende Zelle
Pseudopodien ausbildet, welche anschlieBend das zu phagozytierende Objekt umfangen
[102]. Lugini et al. [99] gingen aufgrund ihrer Ergebnisse davon aus, dass es sich bei dem
beobachteten Vorgang um einen zwar einfachen jedoch sehr effizienten ,,Treibsand®-
Mechanismus handeln miisse, dem ein dynamisches Zusammenspiel der Proteine Ezrin,
Caveolin-1 und Actin zu Grunde liegt und durch den jedes lebendige oder tote Material,

welches die dullere Membran der Tumorzelle beriihrt, augenblicklich endozytiert wird.

In der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass die Erythrozyten, die mit dem
Tumorantikdrper gekoppelt waren in die Tumorzellen hineingezogen wurden. Die Ausbil-
dung von Pseudopodien wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet. Es ist wahrscheinlich, dass
es sich um einen dhnlichen Prozess, wie bereits von Lugini beschrieben, gehandelt hat.
Erythrozyten, die mit unspezifischem IgG gekoppelt waren, zeigten jedoch keine deutliche
Affinitdt zu den Tumorzellen und wurden auch nicht von diesen aufgenommen.
Overholtzer et al. [103] weisen daraufhin, dass die spontane Ausbildungsrate von Zell-in-
Zell-Strukturen, wie sie bei Kannibalismus oder der Zytophagozytose entstehen konnen,
generell sehr niedrig sind. Sobald jedoch der Kontakt von Wirtszelle und Zielzelle erhoht
wird, zum Beispiel durch spezifische Antikoérper, kann dadurch auch die Zytophagozytose

deutlich provoziert werden.
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Diskussion

Bei unseren Untersuchungen wurde auch die Tendenz beobachtet, dass die PEGylierten
Tumorantikdrper-gekoppelten Erythrozyten ofters von den Tumorzellen aufgenommen
wurden, als die nicht-PEGylierten Tumorantikdrper-gekoppelten Erythrozyten. Wie unter
3.4.1 beschrieben, kam es durch die PEGylierung verstirkt zur Ausbildung von
Echinozyten, das heillit die Membranstruktur der Erythrozyten wurde verandert. Es ist mog-
lich, dass die Erythrozyten durch die Destabilisierung und Verdnderung ihrer Membran
leichter von den Krebszellen aufgenommen werden konnten. Im Phagozytoseassay zeigte
sich bereits die gleiche Tendenz. Die PEGylierten Erythrozyten wurden deutlich starker
von den Monozyten und Granulozyten phagozytiert als die nicht-PEGylierten. Marin-
Padilla [101] beobachtete, dass die Zellen eines duktalen Mammakarzinoms Erythrozyten
phagozytierten. Die Erythrophagozytose war bis dahin vor allem bekannt fiir Malignome
der Zellen des Retikuloendothelialensystems, welche dazu bereits unter gesunden Bedin-
gungen in der Lage sind. Bei Mammakarzinom-Zellen ist die Erkldrung jedoch nicht so
einfach. Marin-Padilla ging davon aus, dass die Erythrozytenmembran wahrscheinlich in
einer Weise geschddigt war, die diese Zellen besonders anfillig fiir die Phagozytose, selbst

durch Zellen epithelialen Ursprungs machte.

4.5 Schlussfolgerung

Das Ziel der Arbeit bestand darin zu untersuchen, inwieweit sich native Erythrozyten so
modifizieren lassen, dass sie einerseits spezifisch an Tumorzellen binden und andererseits
als Drug-Carrier geeignet sind, Molekiile in diese Zellen zu transportieren. Es gelang
Immunoerythrozyten herzustellen, indem monoklonale Tumor-spezifische Antikérper an
native Erythrozyten mittels der Molekiile Biotin und Avidin angekoppelt wurden. Die op-
timalen Bedingungen dieser Ankopplung wurden charakterisiert, das heifit die Biotin- be-
ziehungsweise Avidinkonzentrationen wurden bestimmt, bei denen eine optimale Ankopp-

lung des Tumorantikorpers an die Erythrozytenoberfliche erreicht wird.

Die Tatsache, dass die Antikorper-gekoppelten Erythrozyten an die Krebszellen binden und an-
schlieBend von ihnen aufgenommen werden, ist ein viel versprechendes Ergebnis. Es bedeutet,
dass die Substanz, welche sich in dem Erythrozyten befindet, gezielt auf die Krebszelle wirken
kann und somit das gesunde Gewebe vor den toxischen Nebenwirkungen dieses Medikamentes
geschiitzt wird. Auf diese Weise ist mit einer deutlichen Verbesserung des Nebenwirkungsprofils

des verabreichten Medikamentes und einer Steigerung seiner therapeutischen Potenz zu rechnen.
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Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit, Tumorzellen in vitro mit Antikorper-gekoppelten Erythrozyten spezifisch

anzusteuern, wurde somit erreicht.

AuBerdem wurde in vitro tberpriift, ob eine PEGylierung die Immunogenitit der Immuno-
erythrozyten herabsetzt und sie somit vor der Phagozytose durch Monozyten und
Granulozyten schiitzen kann. Es wurde untersucht, ob ein Targeting der Tumorzellen durch
die Immunoerythrozyten in vitro auch erfolgreich ist, wenn die Immunoerythrozyten zu-

sdtzlich PEGyliert werden.

Im Hinblick auf die Herstellung von lang zirkulierenden IgG-gekoppelten Erythrozyten scheint
die PEGylierung, so wie sie in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt wurde, wahrscheinlich eine
wenig geeignete Methode zu sein, da durch die PEGylierung die Membran der Erythrozyten zu
stark modifiziert wird. Es kann aber vermutet werden, dass diese Erythrozyten fiir das Targeting
von Zellen des RES besonders geeignet sind, da ihre Aufnahme durch Monozyten und
Granulozyten bereits in vitro deutlich erhoht war. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen
darauf hin, dass sich iiber die PEG-Konzentration, die Uberlebensdauer der modifizierten Eryth-

rozyten in der Zirkulation beeinflussen lasst.

In kiinftigen Versuchen sollte untersucht werden, welche Mechanismen dazu fiihren, dass die
Tumorzellen die Immunerythrozyten aufnehmen und welchen Weg die im Erythrozyten einge-
kapselten Pharmaka in der Tumorzelle nehmen. Die eingehende Untersuchung der
Pharmakokinetik und Wirksamkeit der eingeschlossenen Medikamente wird gegenwirtig in an-
deren Arbeiten der AG Baumler durchgefiihrt. Diese Ergebnisse werden hinsichtlich der in vivo

Anwendung der Immunerythrozyten von entscheidener Bedeutung sein.
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Zusammenfassung

S5 Zusammenfassung

Die Behandlung von Krebs mit Chemotherapeutika bringt viele Nachteile mit sich. Thre
begrenzte Zuginglichkeit zu den Krebszellen, erfordert oft die Gabe von hohen Dosen.
Dies fiihrt zu toxischen Wirkungen auch im gesunden Gewebe, da diese Medikamente un-
spezifisch auf alle schnell proliferierenden Zellen wirken. Bei den Versuchen die Krebsthe-
rapie zu verbessern und assoziierte Nebenwirkungen zu reduzieren, wurden sogenannte
»drug delivery“-Systeme entwickelt, die Medikamente zum gewiinschten Ziel transportie-
ren konnen. Erythrozyten bringen als Medikamenten-Carrier einige fiir die klinische Appli-
kation wiinschenswerte Kriterien mit. Die Erythrozytenmembran kann iiber das Verfahren
der hypotonen Hidmolyse gedffnet und auch wieder verschlossen werden. Auf diese Weise
konnen sie mit einer Vielzahl von Medikamenten beladen werden. Als natiirliche Zellen
sind Erythrozyten an sich biokompatibel und nicht-immunogen. Dazu besitzen sie eine sehr

hohe Beladungskapazitit.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, Erythrozyten {iber die Molekiile Biotin und Avidin
mit einem monoklonalen Mausantikdrper gegen das epithelspezifische Antigen zu koppeln,
welches auf der baso-lateralen Zelloberfliche der meisten einfachen Epithelien und einer
groBBen Mehrzahl der Karzinome exprimiert wird. Mit Hilfe dieses Antikorpers sollte ein
spezifisches Targeting von Mammakarzinom-Zellen (T47D) in vitro erreicht werden. Des-
weiteren wurden die Erythrozyten mit der Modell-Substanz FITC-Dextran beladen, um zu

priifen, ob diese Beladung durch die Membranmodifikation mit Antikorpern gestort wird.

Der Nachweis der Kopplung von Antikérpern an die Erythrozytenoberfliche sowie ihre
Beladung mit FITC-Dextran und das Targeting der Tumorzellen durch die Immuno-
erythrozyten erfolgte mittels konfokaler Laserscanningmikroskopie und

Durchflusszytometrie.

In vitro konnte gezeigt werden, dass die modifizierten Erythrozyten an die Krebszellen
binden und anschlieBend von diesen aufgenommen werden. Somit ist deutlich, dass Anti-
korper-gekoppelte Erythrozyten einen moglichen Weg darstellen, Tumorzellen spezifisch

anzusteuern.

Um Carrier-Erythrozyten herzustellen, wurden die Erythrozyten zusdtzlich mit methoxy-
Polyethylenglykol behandelt, welches Antigene auf der Erythrozytenoberfliche abdecken
soll. Es stellte sich heraus, dass die PEGylierung mit aus der Literatur bekannten PEG-
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Zusammenfassung

Konzentrationen zu einer verstirkten Phagozytose der modifizierten Erythrozyten durch
Monozyten und Granulozyten in vitro fiithrte. Die PEGylierten Erythrozyten wéren dadurch
vor allem fiir ein spezifisches Targeting von Zellen des Retikuloendothelialensystems ein-

setzbar.
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