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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Tumorerkrankungen spielen im heutigen Klinikalltag eine immer gr6Bere Rolle. Zur
Behandlung von bésartigen Erkrankungen werden neben chirurgischen Verfahren,
Chemotherapie und Bestrahlung eingesetzt. Der Bedarf an Optimierung der
Therapieerfolge und das groBe Spektrum von Nebenwirkungen dieser
Therapieverfahren verdeutlichen den Forschungsbedarf in Hinblick auf alternative
Methoden. Ein potentiell alternatives Verfahren ist die magnetische
Waérmebehandlung. Ziel dieser Methode ist es kleinste Eisenoxidpartikel in Form von
magnetischen Nanopartikeln im Tumorgewebe anzureichern und mit einem externen
Magnetwechselfeld eine lokalisierte Erwarmung der Region zu erzeugen. Durch
einen Temperaturanstieg auf Gber 50°C kann das Gewebe irreversibel geschadigt
werden. Durch die bisher durchgefihrte intratumorale Applikationsform sind
multifokale Karzinome oder unzugangliche Tumore ungenlgend erreichbar. Aus
diesem Grund ist eine selektive Anreicherung von magnetischem Material und eine
einfache Darreichungsform z.B. als intravenése Applikation notwendig.

Einen interessanten Ansatz bietet hierfir die selektive Anreicherung von
magnetischem Material Gber spezifisch an eine Zielstruktur bindende Antikdrper.
Hierbei ist eine intravasale Applikation mit Anschwemmung zum Zielgewebe Uber
das GefaBsystem vorstellbar. Als Zielstrukturen kénnen bekannte Rezeptoren, die
auf der Zelloberflache von Tumorzellen Uberexpremiert werden, Verwendung finden.
Des Weiteren bietet die gesteigerte Expression definierter Rezeptoren auf Zellen von
TumorgefaBen verglichen mit gesunden Endothelzellen einen Ansatzpunkt. So ist
eine antikérpervermittelte Kopplung von magnetischem Material an TumorgefaB-
bzw. Tumorzellen vorstellbar. Die anschlieBende Erwarmung im magnetischen
Wechselfeld kann hierbei eine Schadigung dieser Zellen induzieren.

Zur Untersuchung dieses Ansatzes wurden in der in vitro Situation Endothelzellen
und Tumorzellen Uber eine antikdrpervermittelte Kopplung mit magnetischen
Nanopartikeln tber verschiedene Bindungsmodelle beladen.

Um das Potential und die Mechanismen der spezifischen Bindung beurteilen zu
kénnen, wurden Vergleichsuntersuchungen zur unspezifischen Bindung von
Nanopartikeln an Makrophagen durchgefihrt. Hierbei konnte eine zeitabhangige
Steigerung der Partikelaufnahme beobachtet werden (2h Inkubation 12,5 pg/Zelle;
12h Inkubation 73,5 pg/Zelle). Eine Abhangigkeit der im magnetischen Wechselfeld
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1. Zusammenfassung

(MWEF) erzielten Temperaturerhhung der magnetisch markierten Zellen von der
Behandlungszeit wurde ebenfalls ermittelt (12h, AT=15,31K).

Die  Untersuchungen der antikérpervermittelten  Kopplung  magnetischer
Nanopartikeln an Zellen wurden mit der sogenannten Mehrschrittmethode bzw.
Einschrittmethode durchgefihrt. Beim Einsatz der Mehrschrittmethode wurden den
Endothelzellen im ersten Schritt Antikérper, im zweiten Schritt magnetische
Nanopartikel zugegeben. Bindungsvermittler waren hierbei die Brickenmolekile
Biotin und Streptavidin. Zur Analyse der Einflisse von Inkubationszeiten und
Temperaturen auf die zellularen Prozesse der rezeptorvermittelten Partikelaufnahme
erfolgte die Variation der Behandlungsbedingungen. Die Ergebnisse der
Untersuchungen zeigten unter verschiedenen Behandlungsbedingungen (Inkubation
Antikdérper von 30 min bis 90 min) eine stetige Abnahme der Eisenoxidmenge in den
Zellen mit zunehmender Nanopartikelinkubationsdauer (bis 90 min). Diese
Abnahmetendenzen sind vermutlich auf Endozytose- und Exozytoseprozesse der
Zellen zurlckzufthren. Die zellgebundene Menge an Nanopartikeln war hierbei zu
gering um eine Temperaturerhéhung im MWF zu erzeugen.

Die Verwendung der Einschrittmethode erméglichte die Gabe der Antikérper und
Nanopartikel als sogenannte Sonden in einem Schritt zu den Zellen. Es wurden
hierbei drei Sondenmodelle untersucht. Zum einen wurde eine Sondenkopplung Uber
die bereits beschriebenen Brickenmolekiile erreicht. Die Behandlung der
Endothelzellen mit dieser Sonde zeigte mit zunehmender Inkubationszeit (bis 90 min)
eine Abnahmetendenz der Eisenoxidmengen. Voraussichtlich sind hierfar
Exozytoseprozesse der Zellen verantwortlich. Zwei weitere Sonden wurden Uber
chemische Bindung hergestellt. Hierbei wurden Antikérper gegen Endothelzell- bzw.
Tumorzellrezeptoren an Nanopartikel gekoppelt und die Zellen flir 30 min mit diesen
Sonden behandelt. Eine spezifische Bindung der Sonden an Endothel- und
Tumorzellen konnte erreicht werden. Wobei die hohe Beladung der Tumorzellen mit
magnetischem Material (1,242 pg/Zelle) bei der Messung im MWF zu einer
Temperaturerh6hung von 5 K flhrte.

In den Untersuchungen konnte eine spezifische Markierung von Zellen mit
magnetischen Nanopartikeln erreicht werden. Die Steigerung der Zellmarkierung ist
jedoch erforderlich. Hierzu missen zelluldre Einflisse (Endozytose und Exozytose)
auf die Partikelaufnahme aufgeklart und die Weiterentwicklung von Sonden

vorangebracht werden.
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2. Einleitung

In der heutigen Zeit haben kleinste Teilchen, sogenannte Nanopartikel, Einzug in das
tagliche Leben gehalten. So finden diese winzigen Teilchen Anwendung in der
Kosmetik z.B. in Sonnencremes, im Haushalt bei der Beschichtung der Badewanne,
in der Autoindustrie und nattrlich auch in der Medizin (Nanoscience, 2004). Im
medizinischen Bereich sind es unter anderem magnetische Teilchen sogenannte
magnetische Nanopartikel die verwendet werden. Bei magnetischen Nanopartikeln
handelt es sich um superparamagnetische Teilchen, die aus einem Eisenoxidkern
und einer Dbiovertraglichen Hille (z.B. Carboxymethyldextran) bestehen.
Suspensionen dieser ferromagnetischen Teilchen mit einem  mittleren
Kerndurchmesser von 10 nm, die in einer Tragerflissigkeit geldst sind, werden als
Ferrofluide bezeichnet. Sie vereinen normale rheologische Eigenschaften mit
magnetischen Kraftwirkungen, die sich bereits bei schwachen Magnetfeldern
bemerkbar machen (Odenbach, 2001).

Eine etablierte Anwendung der magnetischen Partikel findet sich in der
radiologischen Diagnostik, wo diese als Kontrastmittel im MRT eingesetzt werden.
Hierbei zugelassene Substanzen sind u.a. Endorem und Resovist (Taupitz et al.,
2003).

Der weitere Einsatz magnetischer Nanopartikel wird in diversen Forschungsanséatzen
untersucht. So werden in experimentellen Ansatzen kleinste Partikel im Rahmen der
molekularen Bildgebung zur Tumordiagnostik mittels MRT eingesetzt. Hierbei erfolgt
unter anderem eine rezeptorgerichtete bzw. antikdrpervermittelte Kontrastierung von
Zielgewebe (z.B. Tumorgewebe) (Taupitz et al., 2003). Des weiteren finden sich
interessante Einsatzgebiete von magnetischem Material in der Onkologie. So kénnen
Partikel beispielsweise als Medikamententrager verwendet werden. Hierbei ist
theoretisch die Akkumulation des Medikaments mit Hilfe des magnetischen Materials
und eines starken Magnetfeldes an einen Zielort méglich (Taupitz et al., 2003). Zum
anderen werden die Partikel im Rahmen der magnetischen Warmebehandlung
verwendet. Hierbei sind die Hyperthermie und die magnetische Thermoablation zu
nennen (Taupitz et al., 2003 ). Bei diesen Verfahren wird versucht, durch Erwarmung
eine Schadigung von Tumorgewebe zu erzielen.

Der Einsatz des magnetischen Materials in der onkologischen Therapie bzw.
Forschung ist vielversprechend und bedeutend, da im Jahr 2000 die Ursache flr
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jeden 4. Todesfall ein Krebsleiden war. Somit liegen die bdsartigen Neubildungen auf
Rang 2 der Todesursachen in Deutschland hinter Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems (Rubenach, 2001). Hierbei ist in der westlichen Welt die haufigste
Krebserkrankung der Frau das Mammakarzinom. Es macht etwa 18% aller
bdsartigen Erkrankungen aus. Es versterben jahrlich etwa 18000 Frauen an dieser
Krebserkrankung (Medicine Worldwide, 2004; Batzler et al., 2002).

In der bisherigen Therapie von Brustkrebserkrankung kamen Operationsverfahren
und Strahlentherapie zum Einsatz. Ebenfalls ist die Anwendung von adjuvanter bzw.
neoadjuvanter Chemotherapie und Hormontherapie etabliert. Ausschlaggebend flr
die Wahl und die Wirksamkeit der Therapie ist die Tumorausbreitung zum
Erkennungszeitpunkt, die histologische Differenzierung des Gewebes und der
Metastasierungsgrad. Jedoch hat jede Therapie unerwiinschte Nebenwirkung
(Chemotherapie mit Beeinflussung von gesunden, teilungsaktiven Zellen des
Verdauungstraktes, der Haut und Haare mit Haarausfall und des Knochenmarks mit
Blutbildveranderungen) bzw. nur einen begrenzten Einsatzbereich (Operation nur bei
guter chirurgischer Zuganglichkeit mdglich) (Medicine Worldwide, 2004; Deutsche
Krebsgesellschaft e. V., 2001).

Daher ist die Erforschung alternativer Therapieverfahren erforderlich. Ein bereits
erwahntes Forschungsgebiet ist die magnetische Warmebehandlung.

Hierbei ist ein in den letzten Jahren viel erforschtes alternatives Therapieverfahren
die Hyperthermie. Das Wort Hyperthermie stammt aus dem Griechischen und
bedeutet Ubererwarmung (Medicine Worldwide, 2002). Hierbei soll die Warme als
Mittel in der Therapie maligner Erkrankungen eingesetzt werden. Bei
Hyperthermieverfahren werden Temperaturen von 41 - 44°C in einer definierten
Korperregion angestrebt. Dabei kommt es ab 42°C zu einem direkt zytotoxischen
Effekt. Bei niedrigeren Temperaturen (40°C) kommt es zu einer Sensibilisierung von
Tumorzellen, die in Kombinationsverfahren z.B. Bestrahlung ausgenutzt wird (Wust &
Molls, 1999). Ebenso treten bei Temperaturen von 40°C sensibilisierende Effekte fiir
bestimmte Chemotherapeutika, die speziell an der DNA von Tumorzellen angreifen,
auf (Medicine Worldwide, 2002).

Laut Pschyrembel, dem Klinischen Wérterbuch der Medizin, wird die Hyperthermie
meist in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie eingesetzt. Die Hyperthermie
wird hierbei als ein Ubererwdrmungsverfahren in der Onkologie beschrieben,
welches die héhere Temperaturempfindlichkeit von Tumorzellen in der S-Phase des
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Zellzyklus, verglichen mit normalen Zellen, ausnutzt (Pschyrembel, 258. Auflage,
1998).

Die Vorteile der Anwendung von Hyperthermieverfahren in Kombination mit z.B.
Radiotherapie konnten in verschiedenen Studien belegt werden. So zeigten
Overgaard et al. (1996), dass die hypertherme Radiotherapie eines lokal rezidivierten
oder metastasierten malignen Melanoms, bezogen auf die Remissionsrate, der
alleinigen Radiotherapie deutlich Gberlegen ist. Eine Studie von Vernon et al. (1996)
stellte bei Mammakarzinomrezidiven nach lokaler Hyperthermiebehandlung eine
verbesserte Ansprechbarkeit auf die Radiotherapie fest. Darlber hinaus konnten
Valdagni et al. (1993) eine verbesserte 5-Jahres-Uberlebensrate von Kopf-Hals-
Karzinomen mit fortgeschrittenen Lymphknotenmetastasen nach Radio-/
Thermotherapie im Vergleich zur alleinigen Radiotherapie zeigen.

In der klinischen Erprobung finden sich auch Hyperthermie-Chemotherapie-
Kombinationen. So wurde in einer Phase Il Studie die Kombination von regionaler
Hyperthermie und neoadjuvanter Chemotherapie bei Hochrisiko-Weichteilsarkomen
Uberprift (Issels et al.,, 1990). Die Daten weisen eine tumorfreie 8-Jahres-
Uberlebenszeit von 46% aus, was insbesondere im Hinblick auf eine niedrige
Metastasierungsrate ein hervorragendes Resultat darstellt (Wust & Molls, 1999).

Die bisherigen Erkenntnisse (geringere Rezidivraten, bessere Therapieeffekte bei
Tumoren) verdeutlichen den Vorteil einer Kombination von Hyperthermieverfahren
mit Strahlen- bzw. Chemotherapie verglichen mit der Monotherapie dieser
Standardverfahren.

Die Kombination von Hyperthermie mit anderen Verfahren zeigt eine gute
Wirksamkeit, jedoch kann die alleinige Anwendung von Hyperthermie nicht zur
irreversiblen Schadigung von Tumorzellen und zur Tumorvernichtung flhren
(Madersbacher et al., 1996).

Fir eine irreversible Tumorschadigung sind Temperaturen, die Gber denen der
Hyperthermie liegen, notwendig. Eine Methode, bei der Temperaturen jenseits der
50°C erreicht werden und die in der Lage ist Gewebe zu koagulieren, wird als
Thermoablation bezeichnet (Medicine Worldwide, 2002). Zur Erzielung solch hoher
Temperaturen werden verschiedene Techniken wie z.B. Laserapplikatoren,
Ultraschall, Radiofrequenzablation (Medicine Worldwide, 2002) oder der Einsatz
magnetischen Materials in Form von Ferrofluiden angewandt. Hierbei werden
magnetische Nanopartikel selektiv im Tumor angereichert. Durch die Anlage eines
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externen  magnetischen Wechselfelds wird dessen Energie von den
Eisenoxidpartikeln absorbiert und in Warme umgewandelt (durch Brown’sche und
Neel’sche Relaxation). Dies fuhrt zur Erwarmung des Zielgewebes (Hergt et al.,
1998). Eine in vitro Studie von Hilger et al. (1997) an Schweinelebern konnte eine
Abhangigkeit zwischen applizierter Eisenoxidmenge und erreichten
Temperaturanstieg zeigen.

In in vitro Untersuchungen an humanen Adenokarzinomzellen konnte eine
irreversible Schadigung der Tumorzellen bei Temperaturen von 58 - 63 °C lber 4min
erreicht werden (Hilger et al., 2001a). Die Wirksamkeit der magnetischen
Thermoablation unter in vivo Bedingungen wurde von Hilger et al. (2001b) an
tumortragenden Mausen untersucht. In den Tumor, ein Adenokarzinom (MX1
Zelllinie) im Bereich des lateralen Abdomens, wurde ein Ferrofluid appliziert und die
Lage im Tumor mittels Rdéntgen UOberprift. Nun wurde der Tumor einem
Magnetwechselfeld ausgesetzt (H: 11 kA/m; f: 410 kHz). Es konnte dabei nach 2
mindtiger Exposition eine Temperatur im Tumor von 63 °C gemessen werden. Diese
stieg bis zum Ende der Behandlung nach 4 min auf 71°C an. Die histologische
Aufarbeitung des Tumorgewebes nach der Behandlung zeigte das deutliche
Schadigungsmuster der Koagulationsnekrose in den Zellen. Dies beweist das
Zerstérungspotential dieser Methode. Bei diesen Verfahren ist fir die Anreicherung
des magnetischen Materials in den Tumor die genaue Kenntnis der
Tumorlokalisation bedeutend. Daher lassen sich mit diesem Verfahren nur
lokalisierbare und der Applikation zugéngliche Tumore therapieren. Eine selektive
Anreicherung von magnetischem Material in Tumoren, die der intratumoralen
Applikation nicht zuganglich sind oder deren genaue Lokalisation nicht bekannt ist,
ist nicht mdglich.

Hierfir bendtigt man unter anderem einen alternativen Zugangsweg zum Tumor.
Hierbei bietet das GefaBsystem einen Ansatz. Tumoren sind stark vaskularisiert und
so Uuber den Blutstrom gut erreichbar. Nach intravasaler Applikation von
magnetischem Material ist das Erreichen des Tumors Gber den Blutstrom durchaus
denkbar. Zum Anderen sind ,intelligente” Partikel notwendig, die nach Erreichen des
Tumors via Blutbahn spezifisch und selektiv an das Tumorzielgewebe binden und
andere Strukturen nicht beeinflussen. Eine L&sung hierflir bieten spezifische

Antikérper gegen geeignete Zielstrukturen.
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In der radiologischen Diagnostik werden Kontrastmittel entwickelt, die ein
strukturspezifisches Signal erzeugen. So sind Forschungsgruppen damit beschaftigt,
magnetische Nanopartikel mit spezifischen Proteinen (Antikérper, Substraten fir
Rezeptoren) zu koppeln und damit im MRT eine Kontrastierung von pathologischen
Gewebsveranderungen zu erreichen. Ein Beispiel hierfur ist z.B. die Untersuchung
der Expression von Sekretin- und Transferrin-Rezeptoren, die auf der Oberflache von
Tumorzellen verstarkt gebildet werden. Mit der Anreicherung von Nanopartikeln Uber
diese Rezeptoren bietet sich ein Ansatz fir eine selektive MR-tomographische
Diagnostik solcher Tumoren (Hégemann et al., 2001; Taupitz et al., 2003). So
wurden in Untersuchungen von Remsen et al. (1996) in vivo an Raten
monokristalline Eisenoxid-Nanopartikel mit monoklonalen Antikérpern konjugiert und
zur noninvasiven Diagnostik von kleinzelligen Bronchialkarzinomen mittels MR
eingesetzt. In einem von Grana et al. (1996) veréffentlichten nuklearmedizinischen
Verfahren konnten mit der sogenannten , Three Stepp Strategie® Tumore visualisiert
werden. Hierbei wurden zunachst Dbiotinylierte  Antikbrper gegen ein
tumorspezifisches Antigen appliziert, 24h spéater wurden Streptavidin Partikel und
weitere 24h spater biotinylierte Radioisotope verabreicht. Es kam so Uber das Biotin-
Strepavidin-System (Bayer et al., 1980) zu einem schrittweisen Aufbau des
bildgebenden Komplexes, der an den Rezeptor gekoppelt war und mittels
Szintigraphie eine Tumordarstellung ermdglichte.

Es stellt sich an dieser Stelle die Frage, ob nicht nur diagnostisch, sondern auch
therapeutisch im Rahmen der magnetischen Warmebehandlung, nach intravasaler
Verabreichung von magnetischen Nanopatrtikeln, eine Anreichung im Tumorgewebe
Uber spezifische Antikérper erzielt werden kann. Auf diese Weise besteht die
Méglichkeit den Tumor nicht nur sichtbar zu machen, sondern ihn auch mittels
Erwarmung im magnetischen Wechselfeld selektiv zu zerstéren.

Fir den Ansatz der ,intelligenten Nanopartikel“, die spezifisch tber Antikérper an das
Tumorgewebe binden sollen, ist die Kenntnis von tumorspezifischen Antigenen als
Zielstrukturen (z.B. Rezeptoren) von Bedeutung. Ebenso muss das magnetische
Material Uber Antikérper an den Rezeptor gebunden werden, was eine Interaktion
der Antikdrper und der Nanopartikel am Rezeptor notwendig macht.

Der Einsatz Antikérper-gekoppelter-MNP  zur spezifischen Anreicherung in
Tumorgewebe wurde bereits von Shinkai et al. (1994) in der in vitro Situation
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untersucht. Hierbei wurden Konjugate aus Magnetoliposomen und Antikérpern gegen
Kolonkarzinomzellen hergestellt. Die spezifische Bindung dieser Komplexe an
humane Kolonkarzinomzellen (Zelllinie BM314) und die daraus resultierende
magnetische Markierung der Zellen war 6 mal so groB wie die unspezifische
Markierung der Tumorzellen in den Kontrollen. Dieser Ansatz zeigt, dass eine
spezifische Anlagerung von magnetischem Material an Tumorzellen méglich ist.

Wie bereits erwahnt hat das Mammakarzinom neben den kolorektalen Tumoren in
Europa einen groBen Anteil an den bdsartigen Neuerkrankungen. Daher ist die
Kenntnis einer geeigneten Zielstruktur auf der Oberflache von Brustkrebszellen
entscheidend fur den Ansatz der ,intelligenten Nanopartikel*.

Untersuchungen konnten Rezeptoren auf gesunden Zellen der menschlichen Brust,
die an Wachstum und Entwicklung beteiligt sind, ausmachen. Die
Expressionssteigerung des als Her-2-Protein bezeichneten Rezeptors um das 10 bis
100 fache konnte auf Brustkrebszellen in 30% der Tumore der Brust nachgewiesen
werden (Deutsche Krebsgesellschaft e.V., 2001). Durch die Uberexpression des
Rezeptors im Tumor, verglichen mit dem gesunden Gewebe, ist er als Target
geeignet. Eine spezifische Anreicherung magnetischen Materials an Brustkrebszellen
Uber den Her-2/neu-Rezeptor ist daher durchaus denkbar. Fir die Behandlung im
magnetischen Wechselfeld im Rahmen des thermoablativen Ansatzes stellt die
weibliche Brust, auf Grund ihrer anatomischen Lage und guten Zuganglichkeit,
ebenfalls ein gutes Ziel dar.

Nach der intravasalen Applikation des magnetischen Materials muss es die Blutbahn
verlassen um zum Zielgewebe zu kommen. Die BlutgeféaBe mit ihnren Endothelzellen
wirden also fir diese Komplexe die erste Barriere zwischen Blutstrom und Gewebe
darstellen. Daher ist ein weiterer interessanter Ansatz die Endothelzellen der
TumorgefaBe als Targets zu verwenden.

Die Endothelzellen mit ihren Antigenen kénnen direkt Uber den Blutstrom erreicht
werden. Eine selektive Anreicherung von magnetischem Material Gber Antikérper ist
vorstellbar, zumal eine intravasale Applikation der Nanopartikel minimalinvasiv und
wenig aufwendig scheint. Voraussetzung hierfir ist die Kenntnis von
Oberflachenantigenen, die Endothelzellen von TumorgeféaBen von Endothelien des
gesunden Gewebes unterscheiden. Beispielhaft ist hierbei die Expression von VEGF

Rezeptoren (VEGF- vascular endothelial growth factor) zu nennen. Diese werden auf
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Tumorendothelien stark expremiert, im gesunden Gewebe kommen sie jedoch kaum
vor (Martiny-Baron et al., 1995; Brown et al., 1995).

Im Rahmen des thermoablativen Ansatzes ist, nach Exposition magnetisch
markierter GefaBzellen im magnetischen Wechselfeld, eine Schadigung des
TumorgefaBsystem denkbar. ldealerweise fihrt dies zu einer Verminderung der
Nahrstoff- und Sauerstoffzufuhr mit der Folge eines geringeren Wachstums bzw. des

Tumorunterganges.

Aufgrund der benannten Angriffspunkte, Tumorgewebe und GefaBsystem, wurde in
dieser Arbeit die Bindung von Nanopartikeln Uber Antikérper an geeignete Antigene
im Rahmen der magnetischen Warmebehandlung sowohl an Tumorzellen als auch
an Endothelzellen untersucht. Das Gesamtziel dieser Untersuchungen bestand darin,
eine spezifische antikérpervermittelte Bindung von magnetischen Nanopartikeln an
Zellen in vitro zu realisieren. Damit sollte Gberprift werden, ob die Idee der
intelligenten Nanopartikel, die nach intravasaler Applikation ihr Ziel finden, im

Rahmen der magnetischen Warmebehandlung zu verwirklichen ist.

Im Rahmen von Voruntersuchungen galt es die unspezifische Aufnahme von
magnetischem Material durch Makrophagen und die zeitabhangige Dynamik dieser
Aufnahme zu analysieren. Die unspezifische Aufnahme von magnetischen
Nanopartikeln durch Makrophagen wurde bereits in Untersuchungen von Wilhelm et
al. (2002) erforscht. In dieser Studie und der hier vorliegenden Untersuchung finden
sich jedoch Unterschiede bei den verwendeten Nanopartikeln und den
Behandlungsbedingungen. Der Ansatz zur unspezifischen Bindung im Rahmen der
vorliegenden Studie diente zum einen der Modellierung der unspezifischen
Aufnahme des magnetischen Materials nach intratumoraler Applikation, zum anderen
sollte ein Ausgangspunkt flr den Vergleich der Mechanismen von unspezifischer und
spezifischer Bindung geschaffen werden.

Die spezifische Bindung von magnetischem Material an Zellen erfolgte in dieser
Arbeit zum einen Uber den CD106-Rezeptor an die SVEC4-10 Zellen des
Endothelzellmodells, zum anderen an die SK-BR-3 Zellen mit dem Her-2/neu-
Rezeptor des Tumorzellmodells. Die Expression des CD106-Rezeptors, der als
Modellantigen des GefaBzellmodells fungierte, konnte auf der Zelloberflache der
SVEC4-10 Zelllinie nachgewiesen werden. Aus Untersuchungen von Keil (2003) ist
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bekannt, dass durch Stimulation mit TNFa eine Rezeptorexpressionssteigerung
moglich ist. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit eine
Rezeptorexpressionssteigerung  nach  festgelegten  Stimulationsbedingungen
durchgefiihrt. Die erneute Uberpriifung des Stimulationserfolges konnte hierbei mit
der FACS Analyse vorgenommen werden. Die Eignung des CD106-Rezeptors als
Modellantigen war durch die starke Expression auf der Zelloberflache und deren
Beeinflussbarkeit gegeben. Eine Vergleichbarkeit des CD106-Rezeptors mit
Rezeptoren auf TumorgefaBzellen, die wie bereits beschrieben starker expremiert
werden als auf normalen Endothelzellen, ist daher durchaus mdéglich.

Beim Tumorzellmodell der SK-BR-3 Zellen handelt es sich um Zellen eines humanen
Adenokarzinoms der Brust, die den Herceptin-2/neu-Rezeptor Uberexpremieren.
Diese Zellen stellen, da sie direkt aus einem Brusttumor stammen und den bereits
beschrieben wichtigen Tumorrezeptor ausbilden, ein ideales Modell zur
Untersuchung der spezifischen Bindung von Nanopartikeln an Tumorzellen dar.

In verschiedenen Studien wird die spezifische magnetische Markierung von Zellen
beschrieben. So gelang es, wie bereits erwahnt, Grana et al. (1996) Tumore Uber
Antikérper spezifisch zu markieren und diese so zu visualisieren. Die hierbei
angewandte , Three-Step-Strategie“ machte sich das Biotin-Streptavidin-System zu
nutzen. Biotinylierte Antikdrper gegen ein tumorspezifisches Antigen wurden Uber
Streptavidin-Partikel mit biotinylierten Radioisotopen gekoppelt und erméglichten so
eine Tumordarstellung. In der hier vorliegenden Studie war jedoch nicht die Tumor-
bzw. Zelldarstellung, sondern die quantitative Untersuchung der
Nanopartikelaufnahme durch die Zellen und deren Beeinflussung das Ziel. Hierflr
erfolgte ebenfalls unter Einsatz des Biotin-Streptavidin-Systems die magnetische
Markierung von CD106-Rezeptor positiven Endothelzellen. Diese wurden also mit
der sogenannten Mehrschrittmethode zuerst mit biotinylierten Antikérpern und
anschlieBend mit streptavidinhaltigen Nanopartikeln markiert. In Untersuchungen von
Bayer et al. (1979) zum Biotin-Avidin-System konnte eine hohe Stabilitat und Affinitat
des Komplexes nachgewiesen werden. Die Bindungskonstante Ky betragt fir diesen
stabilen Komplex 107"° M (Jenne et al., 1999). Auf Grundlage dieser Tatsachen war
eine Kopplung der einzelnen Komponenten (Antikérper und Nanopartikel)
gewahrleistet. Die Analyse der Bindungsdynamik von Antikdrper und Nanopartikel

am Rezeptor, der Aufnahmeprozesse in die Zelle und deren Abhangigkeit von Zeit
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und Temperatur erfolgte in Experimenten unter Variation der Behandlungsparameter
(z.B. Zeit, Temperatur). Als Nachweis und zur Quantifizierung der
Nanopartikelmenge in den Zellen wurde deren Eisengehalt mittels
Atomabsorptionsspektrometrie (AAS) bestimmt. Die AAS ist eine etablierte Methode
zur quantitativen Analyse von Elementen in atomarisierter Form. Bei einer
Nachweisgrenze des Eisens von 28 ug/l war sie auch fir geringe Mengen Eisen in
den Zellen geeignet und wurde daher eingesetzt. Aus den ermittelten Eisenmengen
konnte der Eisenoxidgehalt der verschiedenen Ansatze ermittelt werden. Die
Bestimmung des Eisenoxidgehaltes war Endpunkt aller Untersuchungen (sowohl bei
Analysen zur unspezifischen als auch zur spezifischen Bindung) und ermdéglichte
eine Beurteilung bzw. einen Vergleich der zellularen Partikelaufnahme auf Grundlage
der verschiedenen Aufnahmemechanismen.

In einer weiteren Studie zur spezifischen Bindung magnetischer Nanopartikel an
Zellen untersuchte Shinkai et al. (1994) in der in vitro Situation die Bindung von
Antikdrper konjugierten Magnetoliposomen an Kolonkarzinomzellen. Eine spezifische
Bindung dieser Komplexe in einem Schritt an humane Kolonkarzinomzellen war so
moglich. Diese Idee der Einschrittkopplung von Antikérper und Nanopartikel an
Zellen wurde in der hier vorliegenden Studie aufgegriffen. Es wurden jedoch keine
Magnetoliposomen-Konjugate  verwandt, sondern  fur die  sogenannte
Einschrittmethode drei neue Sondenmodelle hergestellt. Zum einen wurden, Uber die
bekannten Briickenmolekile Biotin und Streptavidin, Antikdrper und Nanopartikel
miteinander zu der sogenannten Briickenmolekll-Sonde verbunden. Mit dieser galt
es die Bindungsdynamik am CD106-Rezeptor und die zellulare Partikelaufnahme am
Endothelzellmodell zu untersuchen. Zum anderen erfolgte eine Kopplung von
Antikérpern an die Nanopartikelhille Gber deren chemische Aktivierung. Unter
Einsatz der so hergestellten funktionalisierten Sonden gegen den CD106-Rezeptor
bzw. gegen den Her-2/neu-Rezeptor konnte das spezifische Aufnahmepotential des
Endothelzell- bzw. Tumorzellmodells fir das magnetische Material Gberprift werden.
In diversen Studie sollte durch die Nanopartikelmarkierung von Zellen eine
Bildgebung mittels MRT (Remsen et al., 1996, Weissleder et al., 1992) oder
Szintigraphie (Grana et al., 1996) ermdglicht werden. In dieser Studie jedoch wurden
die Zellen unter dem Aspekt der magnetischen Warmebehandlung mit magnetischem
Material beladen. Das Ziel hierbei war es, bei der Exposition der mit Nanopartikeln
beladenen Zellen im magnetischen Wechselfeld, eine Temperaturerhdhung zu
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erreichen und so einen Zusammenhang zwischen Eisenoxidgehalt und
Warmegenerierungspotential der Zellen zu ermitteln.
Unter Berilcksichtigung der beschriebenen Gesichtspunkte wurden in der

vorliegenden Studie folgende Zielsetzungen bearbeitet.

1. Analyse der unspezifischen Aufnahme von magnetischen Nanopartikeln am
Beispiel von Makrophagen

2. Untersuchungen zur spezifischen Bindung von magnetischen Nanopartikeln
an Zellen
a. Analyse der Beeinflussbarkeit der Nanopartikelaufnahme unter Einsatz
der Mehrschrittmethode am Endothelzellmodell durch Variation der
Behandlungsparameter

b. Untersuchungen im Rahmen der Einschrittmethode unter Verwendung
verschiedener Nanopartikel-Sondenmodelle am  Endothel- und

Tumorzellsystem

3. Ermittlung der Temperaturerhéhung bei Exposition der magnetisch markierten

Zellen im magnetischen Wechselfeld
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3.1. Substanzen, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Produkt

Hersteller

Alexa Fluor 488-Antikérper, goat anti rat
IgG

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

Anti-CD106-Antikérper, rat anti mouse

Southern  Biotechnologies Associates,

Inc., Birmingham, Alabama, USA

Anti-CD106-Antikdrper, rat anti mouse,
biotinyliert

Southern Biotechnologies Associates,

Inc., Birmingham, Alabama, USA

Anti-Her-2/neu-Antikdérper

Roche GmbH, Mannheim, Deutschland

Becherglaser

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Bradford Reagenz

Selbst hergestellt, Jena, Deutschland

Bovine serum albumin (BSA), biotinfrei

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Cell Scraper

Bio-One GmbH, Labortechnik,
Frickenhausen , Deutschland

Greiner

Chamber Slide

Nalge Nunc International, Naperville, USA

CY5.5

Amersham Biosciences Europe GmbH,
Freiburg, Deutschland

DAPI| (4’6-Diamidino-2 phenyl-indol x 2
HCl p.A))

Serva Elektrphoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Deckglaser

VWR

Deutschland

International GmbH, Darmstadt,

DMEM (Dulbecco’s Modifiziertes Eagle
Medium) 500 ml

GIBCO BRL Life Technologies Ltd.
Paisley Schottland

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland

Einfrierrdhrchen

Simport Plastics, Quebec, Kanada

Eppendorfcups

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht,
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Deutschland

Ethanol

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

Exicator

Schott Glas, Jena, Deutschland

FACS Roéhrchen

BD Biosciences, Bedford, MA USA

Falcon-Tubes

Greiner Bio-One GmbH, Labortechnik,

Frickenhausen , Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS)

GIBCO BRL Life Technologies Ltd.
Paisley, Schottland

Glasmaterial

Merck
Deutschland;
Schott GmbH, Jena, Deutschland

Eurolab GmbH, Darmstadt,

Glasmesspipetten Schellbbach, Klasse
A5, Hirschmann

VWR GmbH, Darmstadt,
Deutschland

International

Isopropanol

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

Isotyp-Kontrolle rat 1gG 1

Southern  Biotechnologies Associates,

Inc., Birmingham, Alabama, USA

Isotyp-Kontrolle rat 19G 1, biotinyliert

Southern  Biotechnologies Associates,

Inc., Birmingham, Alabama, USA

J774 Mausmakrophagen

American Type Culture  Collection,

Manassas, USA

Kulturflaschen

Greiner Bio- One GmbH, Labortechnik,
Frickenhausen , Deutschland;
Nalge Nunce International, Danemark

Klvetten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Methanol

Sigma Chemical CO., St. Louis, MO, USA

MS Separationssaule

Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA

Ferroflluid B1

Hergestellt vom Institut fir Pharmazie

Greifswald, Deutschland

NaOH

Fluka Chemie AG Buchs, Schweiz

PBS (phosphat buffered saline, 0,1 M,
pH 7,2)

GIBCO BRL Life Technologies Ltd.
Paisley, Schottland;

Pipettenspitzen

Bio-One GmbH, Labortechnik,
Frickenhausen, Deutschland

Greiner
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Prazisionskivetten aus Quarzglas

Hellma GmbH, Mullheim-Baden,

Deutschland

Reagenzglaser

Greiner Bio-One GmbH, Labortechnik,
Frickenhausen , Deutschland

SDS (Sodiumdodecylsulfat )

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,
Deutschland

SK-BR-3 Zelllinie

American Type Culture Collection,

Manassas, USA

Streptavidinhaltiges Ferrofluid

Hergestellt vom Institut fir Pharmazie
Greifswald, Deutschland

SVEC4-10 Zelllinie

American Type Culture Collection,

Manassas, USA

Thoma-Zahlkammer

Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe,

Deutschland

(Recombinant murine) TNFa

R&D Systems Ins., Mineapolis, MN USA

Trypanblau

Riedel-de Haen AG, Seelze, Deutschland

Trypsin/EDTA 0,25%

GIBCO BRL Life Technologies Ltd.
Paisley, Schottland

Ferrofluid V123

Innovent, Jena, Deutschland

3.2. Gerate

Produkt

Hersteller

Abzug

Kottermann

Akku Boy Pipettus-Akku

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co.
KG, Eberstadt Deutschland

Akku Boy

Brand, Wertheim, Deutschland

Auswertungsprogramme

Sigma Plot 4.0, Microsoft Excel 97

Autoclav fur Flussigkeiten, Varioclav

H+P Labortechnik
Oberschleissheim, Deutschland

GmbH,

Autoclav fur Materialien, HVP-50

Hirayama Manufacturing Corporation,

Japan

Brenner Vulcan

Hera Safe, Kendro Laboratory Products,
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Hanau, Deutschland

Brutschrank

Hera Safe, Kendro Laboratory Products,

Hanau, Deutschland

Digitalmultimeter

Keithley Instruments, Ohio, USA

Einfriergefa3

Qualilab, Bender & Hobein, USA

Eismaschine Ziegra

Dresdner  Kihlanlagenbau, Dresden,
Deutschland

Eppendorfpipetten

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Flow Cytometer FACS Calibur

BD Biosciences, Bedford, MA, USA

Feinwaage isocal AC 211P

Sartoruis AG, Géttingen, Deutschland

Fotobearbeitungsprogramm

Adobe Photoshop 7.0

Generator und Spule

Typ HFP 061/05, EFD
Induktionserwarmung Fritz  Dlsseldorf
GmbH, Deutschland

Kupferdraht @ = 0,09 mm

Kupfer-Konstantan-Thermoelement

Konstantandraht & = 0,16 mm

Selbst gefertigt, Jena, Deutschland

Kurzzeitwecker

Glaswarenfabrik Karl Hecht KG,

Sondheim, Deutschland

MACS Magnet

Miltenyi Biotec, Auburn, CA USA

Magnetrihrer

IKA-Labortechnik GmbH & Co. KG,
Staufen, Deutschland

Mikroskop BX-50

Olympus, Hamburg, Deutschland

Phasenkontrastmikroskop
40

OlympusCK

Olympus, Hamburg, Deutschland

pH-Meter

Hanna Instruments , Portugal

Reinraumwerkbank

Hera Safe, Kendro Laboratory Products,

Hanau, Deutschland

Ruttler Unimax 2010

Heidolph Instruments & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Spektrophotometer

Biochrom Ltd., Cambridge, UK

Stichstofftonne Chronos

Messer Griesheim GmbH, Krefeld,

Deutschland
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Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Thermostat

VEB MLW Prifgeratewerk Medingen,
DDR

Tiefkihltruhe (~18°C)

Liebherr-Holding GmbH, Biberach an der
Riss, Deutschland

Tiefkthltruhe (—80°C)

Scientific  Equipment Group GmbH,
Egelsbach, Deutschland

Tischzentrifuge, Eppendorf
5414 D

Centrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Trockenschrank Heraeus Kendro Laboratory Products,
Hanau, Deutschland

Vortexer Scientific Industries, Inc. Bohemia, N.Y.,
USA

Wasserbad GFL Gesellschaft fir Labortechnik
Burgwedel, Deutschland

Zentrifuge Hera Safe, Kendro Laboratory Products,

Hanau, Deutschland

Zentrifuge, gekuhlt

Hera Safe, Kendro Laboratory Products,
Hanau, Deutschland
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4. Methoden

4.1. Zellkultur
4.1.1. Beschreibung der verwendeten Zelllinien

Bei den in Experimenten verwendeten Zelllinien handelt es sich um J774
Mausmakrophagen (Cell Line Service, Heidelberg, Deutschland), Endothelzellen der
SVEC4-10 Zelllinie (American Type Culture Collection, Manassas, USA) und um SK-
BR-3 Zellen.

Die SVEC4-10 Zellen (Abbildung 1a) stammen aus dem Endothel axillarer
LymphknotengeféBe von virustransformierter Mausen. Durch die Transformation mit
dem SV40-Virus sind die Zellen unsterblich, ihr Aussehen und ihre Eigenschaften
lassen sich dennoch mit denen normaler Endothelzellen vergleichen. Die Zellen
expremieren unter anderem LDL-Rezeptoren, MHC der Klasse | und Il und CD106-
Rezeptoren (VCAM 1) (O Connell & Edidin,1990; O Connell et al.,1991; O Connell &
Rudmann,1993).

Die J774 Makrophagen (Abbildung 1b) stammen aus der Muskulatur von Mausen
und sind zur Phagozytose befahigt. Sie sind eine adharent wachsende Kultur und
bilden auf ihrer Oberflache unter anderem Rezeptoren flir Antikérper und
Komplementfaktoren aus (Ralph P et al., 1975 & 1976; Ralph P & Nakoinz, 1975 &
1977; Knowlton KU et al., 1996; Schissel SL et al., 1996).

Bei den SK-BR-3 Zellen handelt es sich um Zellen eines humanen Adenokarzinoms
der Brust. Auf der Oberflache dieser Zellen werden Her-2/neu-Rezeptoren

expremiert.
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Abbildung 1: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der nativen Zellen, die in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden. a) Darstellung nativer SVEC4-10 Zellen; b)
Abbildung nativer Makrophagen. Messbalken 100 pm.

4.1.2. Zellkulturbedingungen

Lésungen:
Zellkulturmedium: 500 ml (90 %) DMEM
50 ml (10 %) FKS
(far SVEC4-10 Zellen FKS bei 56 °C fir 60 Minuten inaktiviert)

SVEC4-10 Zellen, J774 Makrophagen und SK-BR-3 Zellen wurden bei einer
Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% und einer Begasung von 5%
CO, im  Brutschrank  gezlchtet. Diese  Bedingungen werden als
Standardkulturbedingungen  bezeichnet.  Die  Kultivierung  erfolgte  auf
Zellkulturflaschen mit Wachstumsflachen von 12,5 bis 160 cm?. Die Verdopplungszeit
betrug unter diesen Bedingungen 24 bis 36 Stunden.

Es wurden zundchst 1x10” Zellen aufgetaut. Hierfiir wurde eine Kulturflasche mit
einer Flache von 75 cm? mit 15 ml Medium befillt und im Inkubator vorgewarmt. Die
Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C erwarmt und in die vorbereitete Flasche
gegeben. Spuren des DMSO haltigen Einfriermediums, welches einen schadigenden
Einfluss auf die Zellen hat, wurden durch einen Mediumwechsel 4 Stunden nach

Aussaat beseitigt.
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4.1.3. Subkultivierung und Ziichtung der Zellen

Lésungen:  Zellkulturmedium (siehe 4.1.2)
PBS (pH 7,4, Konz. 0,1 M)
0,25 % Trypsin/ EDTA

Zwei bis drei Tage nach der Aussaat wurden die SVEC4-10 Zellen, die J774
Makrophagen und die SK-BR-3 Zellen unter dem Mikroskop zur Beurteilung der
Zellmorphologie untersucht. Bei Konfluenz wurden die Zellen passagiert und auf
neue Kulturflaschen aufgeteilt.

HierfUr wurde zunachst das verbrauchte Medium verworfen und die Zellen mit PBS
gewaschen, um Mediumreste zu entfernen. Die Ablésung der Zellen erfolgte mit
einer 0,25%igen Trypsin/EDTA-Ldsung. Auf eine Wachstumsflaiche von 25 cm?
wurden 0,5 ml Trypsin/ EDTA eingebracht und bei 37°C im Brutschrank fir 3 Minuten
inkubiert. Nach mikroskopischer Kontrolle des Ablésevorganges konnten die SVEC4-
10 Zellen und die SK-BR-3 Zellen in frischem Medium aufgenommen und in einen
Falcontube gegeben werden.

Eine Besonderheit ergab sich beim Ablésevorgang der J774 Makrophagen. Da sich
die J774 Makrophagen durch die Trypsinierung nicht ausreichend I6sten, wurden sie
mit einem Zellschaber von den Kulturflaschen abgelést und dann ebenso mit
frischem Medium in einen Falcontube gegeben. Die Mediummenge betrug hierbei
das Finffache der Trypsinmenge, um eine Inaktivierung des Trypsins zu erreichen.
Von der so gewonnenen Zellsuspension wurden 100 pl zur Z&hlung abgenommen
(siche 4.1.5.), der Rest wurde bei 200g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und durch neues Medium ersetzt, so wurde eine vollstandige
Entfernung des Trypsins erreicht. Die Zellsuspension wurde erneut gemischt und
entsprechend der ermittelten Zellzahl auf neue Kulturflaschen verteilt.

4.1.4. Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension

Lésungen:
Trypanblaustammlésung: 400 mg Trypanblaugranulat
100 ml PBS (pH 7,4, Konz. 0,1M)
- Konzentration Trypanblau 4 mmol/I
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Von der Trypanblaustammlésung wurden 900 pl mit 100 pl der beim Passagieren
gewonnenen Zellsuspension vermischt und in eine Thomazahlkammer pipettiert. Die
in den beiden Zahlrastern der Zahlkammer befindlichen Zellen wurden ausgezahlt

und gemittelt. Nach folgender Formel wurde anschlieBend die Gesamitzellzahl

errechnet.
(ZZ* Ny * 1) (Zellzahl * 1000 ul * 10) Zellzahl
----------------- bzw - = e
Vr 0,064 pl ml
ZZ: Zellzahl

Vum:  Volumen der zu zadhlenden Suspension (1000 pl)
f: Verdinnungsfaktor (10)
V1: Volumen der Zahlkammer Uber dem Zahlraster (0,064 pl

4.1.5. Einfrieren von Zellen

Lésungen:
Einfriermedium: 10 ml Kulturmedium (4.1.2.)
800 ul DMSO

Zur Anlage eines Stammzellpools wurden die SVEC4-10 Zellen, die J774
Makrophagen und die SK-BR-3 Zellen bei mdglichst niedriger Passagezahl
eingefroren. Nach der Ernte und Auszahlung der Zellen wurden 1x10” Zellen mit 1ml
des auf 4°C gekihlten Einfriermediums vermischt. Die entstandene Zellsuspension
konnte nun rasch auf die Einfrierrbhrchen verteilt und diese in ein gekuhltes, mit
Isopropanol gefilltes, EinfriergefaB gestellt werden. In diesem GefaB wurden die
Zellen fur 2 Tage bei -80°C eingefroren. Das Isopropanol sorgte hierbei fir eine
gleichmaBige Abkuhlung der Zellen. AnschlieBend erfolgte die weitere Aufbewahrung
in der Stickstofftonne bei -196 °C.
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4.1.6. Kontrolle der Zellen auf Mycoplasmeninfektion mittels DAPI-Test

Lésungen:
DAPI-Stammlésung: 5 ug DAPI
1 ml Aqua dest.
- Konzentration: 5 pg/ml

DAPI-Gebrauchslésung: 0,2 ml DAPI-Stammldésung
10 ml Methanol
- Konzentration: 0,1 pg/ml

Die zu untersuchenden Zellen wurden in einem Chamber Slide (8 Kammern,
Wachstumsflache 0,8 cm?Kammer, Volumen 400 pl pro Kammer) ausgeséat. Die
Kammern wurden mit 1x10° Zellen und 400 pl Medium befiillt. Nach 24 Stunden
Inkubation im Brutschrank wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen
dreimalig mit 400 ul PBS gewaschen. AnschlieBend folgte ein Waschschritt mit 400
ul DAPI-Gebrauchslésung. Nun wurden die Zellen mit 400 ul DAPI-Gebrauchslésung
abgedunkelt fir 15 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach dieser Zeit
erfolgte die Entfernung der DAPI-Gebrauchslésung und das dreimalige Waschen mit
400 pl PBS. Jetzt konnte die Chamber Slide Begrenzung mit einem Skalpel
vorsichtig abgetrennt werden. Der verbleibende Objekitrager mit dem Zellrasen
wurde mit einem befeuchteten Deckglas versehen. Die Auswertung des Testes
erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop bei der DAPI-Anregungswellenlange von

488 nm und einer 100 fachen VergréBerung.

4.2. Grundlagen der angewandten Methoden

4.2.1. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Grundlage der Proteinbestimmung nach Bradford bildet der Farbstoff Coomassie
Brilliant Blue G-250, dessen Absorptionsmaximum in Anwesenheit von Proteinen von

465 auf 595 nm verschoben wird. Die Absorptionszunahme ist hierbei ein MaB fir die
Menge an vorhandenem Protein in der Lésung (Bradford, 1976).
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Fir die Proteinbestimmung wurde eine Eichkurve mit einer Proteinstammlésung (0,5
ug BSA/ul) angefertigt. Unterschiedliche Mengen an Proteinstammlésung (0, 2, 5, 10,
15, 20 pl) wurden mit Aqua bidest. auf 100 pl aufgefillt und mit 1 ml Bradfordreagenz
versetzt. Es ergaben sich so verschieden konzentrierte Anséatze mit
Proteinkonzentrationen von 0 bis 10 pg. Von den =zu untersuchenden
Proteinldsungen wurden 20 pl abgenommen, auf 100 ul mit Aqua bidest. aufgeflillt
und mit 1 ml Bradfordreagenz versetzt. Alle Ansétze wurden dreifach hergestellt. Es
erfolgte anschlieBend die Messung im Spektrophotometer bei einer Wellenlange von
595 nm. Dabei wurde die Absorption der Eichkurvenansatze und der unbekannten
Proben gegen 1 ml Bradfordreagenz als Referenz gemessen. Von den ermittelten
Absorptionswerten wurden die Mittelwerte gebildet und die Eichkurve erstellt. Die
Proteinmenge der unbekannten Ansatze konnte aus der Eichkurve abgelesen

werden.

4.2.2. Eisen- bzw. Eisenoxidbestimmung

Bei dem magnetischen Material, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, handelt
es sich um magnetische Nanopartikel bzw. Ferrofluide. Ein Ferrofluid ist eine
Suspension aus Nanopartikeln in einem flissigen Medium. Die Nanopartikel
bestehen ihrerseits aus einem Eisenoxidkern, der von einer biovertraglichen
Carboxymethyldextranhiille umgeben wird. Diese Hille erméglicht die Suspension
der Partikel in einem flissigen Medium.

In allen eingesetzten Ferrofluiden (siehe 4.3. Tabelle 1) wurde die
Eisenkonzentration vor der Verwendung in Experimenten bestimmt. Uber die
Bestimmung der Eisenmenge konnte ebenfalls, als Endpunkt aller Experimente, die
an Zellen gebundene Menge magnetischen Materials abgeschatzt werden. Die
Analyse dieser Eisengehalte (einzelne Ferrofluide bzw. Proben der Experimente)
wurde im |Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik mittels
Atomabsorptionsspekirometrie (AAS) durchgefiihrt. Dieses Verfahren dient der
quantitativen Analyse von Elementen in atomarisierter Form. Man macht sich hierbei
die Fahigkeit der Atome zu nutze, einen charakteristischen Bereich der Lichtenergie
zu absorbieren.

Da die Nanopartikel bzw. Ferrofluide nicht nur aus Eisen, sondern aus Eisenoxid

bestehen, war es erforderlich aus den ermittelten Eisengehalten die Eisenoxidmasse
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zu berechnen. Aus Untersuchungen ist bekannt, dass der Eisenoxidkern der
Ferrofluide zu 90% aus Maghemit (yFe-O3 ) und zu 10 % aus Magnetit (FesO4)
besteht (KieBling, 2002; Hergt R., persénliche Mitteilung). Um die Eisenoxidmassen-
Berechnung zu vereinfachen, wurde der geringe Anteil an Magnetit vernachlassigt
und der Maghemit Anteil gleich 100% gesetzt. So konnte mit der ermittelten
Eisenmasse nach folgender Formel (1) (KieBling, 2002) die entsprechende
Sauerstoffmasse das Eisenoxid im definierten Volumen Ferrofluid naherungsweise

berechnet werden.

Mo - Molare Masse von Sauerstoff (Mo = 15,999 g/mol)
M. - Molare Masse von Eisen (Mge = 55,85 g/mol)

no -> Stoffmenge von Sauerstoff im Molekil FexO3

Nre > Stoffmenge von Eisen im Molekil FexO3

Mee = Masse von Eisen (ermittelt durch AAS)

mo —> Masse von Sauerstoff

Mit den ermittelten Massen von Eisen und Sauerstoff lasst sich die Masse des
Eisenoxids (Maghemit) fur ein bestimmtes Volumen des Ferrofluids Uber folgende
Formel (2) (KieBling, 2002) berechnen.
(2) M Fe203 = Mo + Mge

M re203 2 Masse von Maghemit im definierten Ferrofluidvolumen

Mre > Masse von Eisen (AAS - Bestimmung)
Mo - Masse von Sauerstoff (Berechnung mit Formel (1))
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4.3. Darstellung der verwendeten Magnetischen Nanopartikel

Die in dieser Arbeit verwendeten Ferrofluide und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 1
dargestellt. Die hydrodynamischen Teilchdurchmesser sind nach Herstellerangaben
aufgefihrt, die Eisen- bzw. Eisenoxidgehalte wurde mittels AAS bestimmt bzw.
errechnet (4.2.2.). Eine Besonderheit findet sich bei der Hlllenzusammensetzung
des magnetischen Materials P1, P2 und P3 aus Greifswald, bei denen

Streptavidinmolekile Bestandteile der Hiille sind.

Tabelle 1: In dieser Arbeit verwendete Ferrofluide mit ihren Eigenschaften. Die dargestellten
Eisengehalte der Ferrofluide wurden mittels Atomabsorptionsspektrometrie bestimmt, die
Eisenoxidkonzentrationen konnten aus den Eisengehalten mit der unter 4.2.2. beschrieben
Formel errechnet werden. Die hydrodynamischen Teilchendurchmesser entstammen
Herstellerangaben. Als Besonderheiten finden sich neben den Carboxymethyldextranhillen
der Partikel B1 und V123, an die Carboxymethyldextranhillen der Partikel P1,P2,P3
Streptavidinketten gekoppelt.

Bezeichnung des . ] . Hydrodynamischer
. Eisengehalt Eisenoxidgehalt .
Ferrofluids Teilchendurchmesser
B 1
_ _ , 56 g/l 80 g/l 50 nm
Weitschies/ Greifswald
P1
) ) , 0,49 g/l 0,70 g/l 73 nm
Weitschies/ Greifswald
P2
_ _ , 0,353 g/l 0,50 g/l 84 nm
Weitschies/ Greifswald
P3
_ _ . 0,40 g/l 0,58 g/l 85 nm
Weitschies/ Greifswald
V123
83,38 g/l 119,21 g/l 150 nm
Innovent/ Jena

4.4. Untersuchungen zur unspezifischen Bindung

Zur unspezifischen Bindung von magnetischen Nanopartikeln an phagozytierende
Makrophagen wurde das native Ferrofluid B1 aus Greifswald verwendet. Um die
Sterilitat der Partikel sicher zu stellen, wurden diese bei 121°C fiir eine halbe Stunde
autoklaviert. Es erfolgte daraufhin eine erneute Bestimmung des Eisen bzw.

Eisenoxidgehaltes im Ferrofluid wie unter 4.2.2. beschrieben.
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Das Ferrofluid B1 wurde auf die adharent wachsenden Makrophagen gegeben und
diese damit fur 2, 4, 8 und 12h inkubiert. Hierfir wurden 5 Versuchsansatzen mit
gleicher Anzahl an Makrophagen auf Zellkulturflaschen ausgesat und fir 3 Tage
bebritet. Ein Ansatz wurde anschlieBend zur Ermittlung der Ausgangszellzahl ty
verwendet. Die 4 anderen Versuchsansatze wurden vom Medium befreit und mit
PBS gewaschen. Auf den Zellrasen wurden jetzt jeweils 70 ul des Ferrofluids B1
gegeben. Diese Menge wurde empirisch festgelegt, um den Zellen eine
ausreichende Eisenoxidquelle bieten zu kdnnen. Auf den Zellrasen wurden 5 ml
Medium hinzugefligt und die Flaschen flr die festgelegten Zeitintervalle (2, 4, 8 und
12h) inkubiert. Danach wurden die Flaschen aus dem Inkubator genommen und die
Zellen unter dem Mikroskop beurteilt. Die Zellen wurden vom ferrofluidhaltigem
Medium befreit und 5 mal mit PBS gewaschen, um nicht an die Zellen gebundenes,
freies Ferrofluid zu entfernen. Die Ablésung der adharenten Makrophagen vom
Flaschenboden wurde nun mittels Zellschabern durchgefiihrt, da die Anwesenheit
des Ferrfluids den enzymatischen Ablésevorgang mit Trypsin/EDTA behinderte. Jetzt
konnten die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen und in einen Falcontube gegeben
werden. Es wurde nun die Zellzahl flr jede Inkubationszeit (ton, tan, tsn und tion)
ermittelt (4.1.4.). Danach wurden die Zellsuspensionen nochmals 3 mal mit 1 ml PBS
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 200 pyl PBS
gelést. Als Kontrollen, zur Analyse des nativen Eisengehaltes der Makrophagen,
dienten fir jeden Versuchansatz Makrophagen ohne magnetisches Material, die mit
der entsprechenden Zellzahl in 200 ml PBS gelést wurden. AbschlieBend wurde in
allen Proben der Eisengehalt in den Zellsuspensionen bestimmt und die
Eisenoxidkonzentration daraus errechnet (4.2.2.). Es wurden insgesamt 3
unabhangige Experimente mit den Makrophagen durchgeflhrt.

4.5. Untersuchungen zur spezifischen Bindung

Zur spezifischen Bindung von magnetischen Nanopartikeln (MNP) an die Zellen war
das Vorhandensein eines geeigneten Oberflachenrezeptors entscheidend, um die
spezifische antikdrpervermittelte Bindung des magnetischen Materials an die Zellen
erzielen zu kdénnen. Hierbei fanden 2 Zellmodelle (Endothelzell- und

Tumorzellmodell) mit ihren Rezeptoren Anwendung.
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Im Endothelzellmodell wurde der CD106-Rezeptor auf den SVEC4-10 Zellen als
Modellantigen verwendet. Dieser Rezeptor wird von den SVEC4-10 Zellen konstant
auf der Oberflache ausgebildet und kann, nach Untersuchungen von Keil (2003),
durch TNFa in seiner Expression gesteigert werden.

Das Modellantigen im Tumorzellmodell stellte der Her-2/neu-Rezeptor dar, der auf
der Oberflache von SK-BR-3 Zellen expremiert wird. Die Expression des Rezeptors

wurde hierbei nicht beeinfluBt.
4.5.1. Rezeptorexpression im Endothelzell- und Tumorzellmodell
4.5.1.a. Das Endothelzellmodell

Lésungen:  Steriles PBS (pH 7,4; Konz.0,1 M)
TNFo Stammiésung (10 pg/ml)

Die Expressionssteigerung des CD106-Rezeptors auf der SVEC4-10 Zelloberflache
wurde unter dem EinfluB von TNFa erreicht. Die SVEC4-10 Zellen wurden ausgesat
(Zellzahl 7x10°%) und fiir 24h im Brutschrank inkubiert. Die hohe Zellzahl war
erforderlich, da die anschlieBende TNFa Behandlung das Wachstum der Zellen
verlangsamte, und eine hohe Ausbeute an Zellen nach 48h Inkubation fir die
Versuche noétig war. Nach einer 24 stindigen Wachstumszeit erfolgte die
mikroskopische Beurteilung der Zellen und die Stimulation mit TNFo. Hierfir wurde
eine TNFa Gebrauchslésung mit einer Konzentration von 1 ug/ml hergestellt. Zur
Stimulation der Zellen wurden 30 ng TNFa pro ml Medium fir 24 Stunden unter
Standardkulturbedingungen auf die Zellen gegeben. Dies entsprach bei 20 ml
Medium einer TNFa Menge von 600 ng bzw. 600 pl TNFa Gebrauchlésung. Nach

der Stimulation konnten die Zellen fir die Experimente verwendet werden.
4.5.1.b. Das Tumorzelimodell
Die Steigerung der Her-2/neu-Rezeptoren auf den SK-BR-3 Zellen wurde im Rahmen

dieser Arbeit nicht durchgefiihrt. Die Zellen konnten ohne Stimultionsbehandlung fir

die Experimente verwendet werden.
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4.5.2. Kontrolle der Rezeptorexpression der Zelllinien mittels FACS Analyse

Der Nachweis der Expression der Rezeptoren auf den verwendeten Zellen erfolgte
mittels FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) Analyse. Hinter dem Begriff
FACS verbirgt sich ein Verfahren, das unter anderem zur quantitativen Bestimmung
von Oberflachenrezeptoren angewandt wird. Grundlage hierbei bilden Antigen-
Antikérper-Reaktionen mit fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikérpern (Toxikologie,
Uni Mainz, 2003). In den durchgeflhrten Experimenten dienten Alexa Fluor 488 und
CY 5.5 als Fluoreszenzfarbstoffe.

Der Nachweis der Expression des CD106-Rezeptors auf den SVEC4-10 Zellen
erfolgte hierbei mit einer indirekten Methode. Bei dieser indirekten Methode wird der
fluoreszenzmarkierte Antikdrper nicht direkt an den Rezeptor gebunden. Fir die
Rezeptorbindung wird ein primarer Antikdrper verwendet. An diesen erfolgte dann die
Kopplung des fluoreszenzmarkierten sekundaren Antikorpers.

Die Oberflachenrezeptoren der SVEC4-10 Zellen wurden hierbei mit den priméaren
CD106-Antikdrpern besetzt, zum Nachweis der unspezifischen Bindung der
Antikérper an die Zelloberflache wurden priméare 19G1x-Isotyp-Antikérper verwendet.
Diese primaren Antikérper wurden mit den Alexa Fluor 488 gekoppelten sekundaren
Antikérpern markiert.

Der Nachweis der Her-2/neu-Rezeptoren auf der Oberflache der SK-BR-3 Zelllinie
wurde als direkte Methode gefiihrt. Bei dieser Methode wurde ein mit dem
Fluorochrom CY5.5 markierter Her-2-Antikérper eingesetzt, der sowohl an die
Oberflachenrezeptoren der Zellen bindet als auch fluoresziert. Ebenfalls wurde ein
Isotyp-Antikérper mit dem Fluorochrom markiert und in einem Schritt an die Zellen
gebunden.

Die Messungen erfolgten am FACS Gerét, ebenso die Auswertungen der Ergebnisse

mit einer speziellen Software.
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4.5.2.a. Kontrolle der Rezeptorexpression im Endothelzelimodell

Lésungen: FACS Puffer (PBS (pH 7,4; Konz.0,1 M) mit 1 % BSA)
CD106- bzw. Isotyp-Antikdrper (rat anti mouse, Konzentration 0,5 pg/ul)
Alexa 488-Antikérper (anti rat, Konzentration 0,5 pg/ul)

Fir die FACS Untersuchung der CD106-Rezeptorexpression auf SVEC4-10 Zellen
(siehe auch 4.2.1.) wurden jeweils 1x10° mit TNFa stimulierte Zellen und 1x10°
unstimulierte Zellen fiir die spezifische (CD106-Antikdrper) und unspezifische (Isotyp-
Antikérper) Markierung verwendet. Die primaren CD106- bzw. IgG1xk-Antikérper
wurden in FACS Puffer geldst (Endkonzentration 2ug/1x10° Zellen), auf die Zellen
gegeben und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Ansatze 3 mal mit FACS Puffer gewaschen. Nach dem Waschen erfolgte die
Inkubation der Zellen mit den sekundaren Alexa Fluor 488 markierten Antikérpern
(Endkonzentration 1ug/1x10° Zellen) fiir 30 min bei Raumtemperatur und Dunkelheit.
Nach dieser Zeit wurden die Zellen 3 mal mit FACS Puffer gewaschen und
abschlieBend in 500 pl FACS Puffer aufgenommen. Jetzt erfolgte die Messung am
FACS Gerat und die Auswertung der ermittelten MeBergebnisse.

4.5.2.b. Kontrolle der Rezeptorexpression im Tumorzellmodell

Lésungen: FACS Puffer (PBS (pH 7,4; Konz.0,1 M) mit 1% BSA)
Herceptin-Antikérper + CY 5.5 (Konzentration 0,2 pg/pl)
Isotyp-Antikérper + CY 5.5 (Konzentration 0,64 ug/ul)

Die FACS Analyse der SK-BR-3 Zellen wurde mit jeweils 1x10° Zellen fir die
spezifische (Herceptin) und unspezifische (Isotyp) Bindung durchgefiihrt. Die 1x10°
SK-BR-3 Zellen wurden in 500 ul FACS Puffer gelést und mit 25 pl CY5.5-
gekoppelten-Herceptin-Antikbrper oder CY5.5-gekoppelten-Isotyp-Antikérper flir 30
min bei Raumtemperatur und in Dunkelheit behandelt. AnschlieBend wurden die
Zellen 3 mal mit FACS Puffer gewaschen, in 500 ul FACS Puffer aufgenommen und
die Messung am FACS Gerat durchgefiihrt.
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4.5.3. Spezifische Bindung von Ferrofluiden an Endothelzellen mit der
Mehrschrittmethode (Two Step Methode)

Lésungen: Separationspuffer (SP) (PBS (pH 7,4; Konz. 0,1 M) + 2 mM EDTA +
0,5% biotinfreies BSA, pH 7,2)
Biotinylierte CD106-Antikdrper (rat anti mouse, Konzentration 0,5 pg/ul)
Biotinylierte Isotyp-Antikérper (IgG1x, rat anti mouse, Konzentration 0,5
Ho/pl)
Ferrofluide P1, P2 und P3 mit Streptavidin (Eisenkonzentration siehe
Tabelle 1 unter 4.3.)

Im Rahmen der Untersuchung zur spezifischen Bindung von Ferrofluiden an Zellen
stand der CD106-Rezeptor auf der Oberflaiche der SVEC4-10 Zellen unter
Verwendung der Mehrschrittmethode im Vordergrund. Bei dieser Methode wurden
zunadchst in einem ersten Schritt die spezifisch bindenden, biotinylierte CD106-
Antikdérper an die CD106-Rezeptoren gekoppelt. In einem zweiten Schritt wurde Uber
die Biotin Gruppen der Antikdrper die Kopplung der streptavidinhaltigen
magnetischen Nanopartikel vermittelt. Die bindungsvermittelnden Molekile Biotin
und Streptavidin, die auch als Brickenmolekile bezeichnet werden, wurden also im
Rahmen der Mehrschrittmethode nacheinander, an Antikérper bzw. Ferrofluid
gebunden, zu den Zellen gegeben. Sie ermdglichten somit eine Bindung des
Ferrofluids Uber den Antikérper spezifisch an die SVEC4-10 Zellen. In Abbildung 2
sind die Komponenten dieser Bindung schematisch dargestellt.
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1. Schritt

SVEC4-10 Zelle
mit CD106-
Rezeptoren

Briickenmolekiile

2. Schritt

flagnetische

Nanopartikel

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Bindung eines biotinylierten Antikérpers und
eines streptavidinhaltigen Magnetischen Nanopartikels an eine SVEC4-10 Zelle im Rahmen
der Mehrschrittmethode. Griin: SVEC4-10 Zelle mit ihren CD106-Rezeptoren; Blau: CD106-
Antikdrper mit der Biotin-Komponente; Rot: Magnetischer Nanopartikel mit einem
Streptavidinmolekdl.

Zur Durchfihrung der Experimente mit der Mehrschrittmethode wurden die SVEC4-
10 auf Zellkulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 160 cm? ausgesét und fiir
24 Stunden unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Nach 24h wurde bei einem
Teil der Zellen die Rezeptorstimulation mit TNFo wie unter 4.5.1.a. beschrieben Uber
24h durchgefthrt. Ein anderer Teil der Zellen wurde nicht stimuliert und konnte
ebenfalls nach weiteren 24h fir Kontrollen genutzt werden. Nach 48h wurden alle die
Zellen geerntet, gewaschen und gezahlt. In jedem Experiment wurden 4
Versuchsansatze parallel analysiert. In 3 Ansatzen wurden stimulierten SVEC4-10
Zellen mit Antikérpern und Ferrofluid bearbeitet. In einem Ansatz wurden
unstimulierte Zellen unbehandelt, d.h. zur Kontrolle der nativen Eisenmenge in den
Zellen, mitgefihrt. Die Zellzahl lag zwischen 8x10° und 10x10° Zellen. Die
stimulierten Zellen wurden mit 300 pl Separationspuffer (SP) versetzt und mit den
Antikdrpern (1pg AK auf 1x10° Zellen) inkubiert. Die Inkubationszeiten betrugen
30min, 60min und 90min bei einer Temperatur von 37°C. Die Zellen wurden hierbei
auf einem Mixer langsam bewegt, um eine Sedimentation zu verhindern. Nach der
entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen 3 mal mit Separationspuffer
gewaschen und bei 4°C zentrifugiert, um die ungebundenen Antikérper zu entfernen.
Die Kuhlung sollte hierbei Endozytoseprozesse verringern. AbschlieBend wurde das
Zellpellet in 85 pl Separationspuffer aufgenommen. Nun wurden zu jedem Ansatz
15ul der Streptavidin gekoppelten magnetischen Nanopartikel zugeflgt. Die
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Konzentration an Eisenoxid im Ferrofluid schwankte in Abhangigkeit von der Charge
und lag zwischen 7.5 pg/pl und 10 pg/pl. Die Inkubation mit dem Ferrofluid erfolgte
fir 30, 60 und 90min bei 37°C unter leichtem Schutteln. Nach der Behandlung mit
den Nanopartikeln wurden die Zellen 3 mal mit Separationspuffer gewaschen und
zentrifugiert. Der letzte Uberstand nach der Zentrifugation wurde abgenommen und
zum Nachweis von freiem Eisen im Ansatz mittels AAS untersucht.

Das Zellpellet wurde nun in 500 ul Separationspuffer aufgenommen und Uber eine
Miltenyi-Separationssdule gegeben, um die magnetisch markierten von den
unmarkierten Zellen zu trennen (siehe Methode 4.5.4). AnschlieBend wurden die
markierten Zellen nochmals zentrifugiert und in 100 pl Separationspuffer
aufgenommen. Eine Kontrolle aus unstimulierten und unbehandelten Zellen wurde
ebenfalls in 100 ul Puffer gelést.

In einer weiteren  Untersuchungsreihe  wurden die Parameter der
Endothelzellbehandlung mit dem CD106-Antikérper verandert. Sie wurde far alle 3
Untersuchungsansétze auf 30 min bei 37 °C festgelegt. Durch die Verkirzung und die
Vereinheitlichung der Behandlungsdauer mit dem Antikérper auf 30 min bei 37°C in
allen 3 Ansatzen sollte der Einfluss der Inkubationszeit und damit verbundenen
Endozytosevorgdnge  analysiet  werden. Die  Behandlung mit dem
streptavidinhaltigen Ferrofluid wurde nicht veradndert. Eine Variation der
Antikérperbehandlung in einer weiteren Versuchsreihe war die Inkubation der
SVEC4-10 Zellen fir 30min bei 4°C mit dem CD106-Antikérper. Hierbei galt es,
neben dem zeitlichen Aspekt, auch den Einfluss der Temperatur auf die zelluldren
Aufnahmeprozesse zu untersuchen. Die Ferrofluidbehandlung blieb hierbei ebenfalls
unverandert.

Als Kontrollen fir alle vorher genannten Untersuchungen dienten Experimente mit
einem Isotyp-Antikdrper. Der Isotyp-Antikérper ist ein Antikdrper gleichen Typs, der
sich von dem CD106-Antikérper darin unterscheidet, dass er die spezifisch an den
Rezeptor bindende Doméane nicht besitzt. Mit diesem Antikérper lasst sich also eine
Aussage Uber die Spezifitdt der Antikdrperbindung machen. In den Untersuchungen
waren alle Parameter zu denen der beschriebenen Versuchsanséatze vergleichbar,
bis auf dass der CD106-Antikérper durch den Isotyp-Antikérper ersetzt wurde.
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4.5.4. Trennung von magnetisch markierten von nicht markierten Zellen mit der

Miltenyi Separationssaule

Nach der Behandlung der Zellen mit den MNP erfolgte die Trennung der nicht
magnetisch markierten von den magnetisch markierten Zellen. Die Separation
erfolgte mit der Magnetseparationssaule von Miltenyi (Abbildung 3). Die Saule besitzt
eine Matrix aus Eisenkugeln und wird mit dieser in einem Permanentmagneten
platziert. Dieser Magnet erzeugt ein starkes Magnetfeld, durch welches alle
magnetischen Teilchen, in unserem Falle alle mit magnetischen Nanopartikeln
beladenen Zellen, in der Matrix festgehalten werden, alle Teilchen ohne magnetische
Markierung passieren die Matrix der Saule.

In den durchgefihrten Versuchen wurde die Saule im Permanentmagneten platziert
und einmal mit Separationspuffer gespult, danach wurde die Zellsuspension (8-
10x10° SVEC4-10 Zellen in 500 pl Puffer) auf die Saule gegeben. Nach dreimaligem
Spllen der Saule mit Puffer wurde diese mit 1 ml Puffer aufgefillt und aus dem
Magneten entfernt. In Abwesendheit des Magnetfeldes lieBen sich die markierten
Zellen mit einem Stempel aus der Sdulenmatrix entfernen und konnten weiter
verwendet werden. Die unmarkierten Zellen, die aus der Matrix gespult wurden,

konnten aufgefangen und ausgezahlt werden.

Abbildung 3: Versuchsaufbau zur Trennung von
magnetisch markierten von unmarkierten Zellen A
mittels einer Miltenyi Separationssaule. A: Reservoir
fir die Zellsuspension; B: Ferromagnetische Matrix;
C: Permanentmagnet; D: Stempel zum Auslésen der
Zellen aus der Sdulenmatrix; E: FACS Réhrchen zum
Auffangen der unmarkierten bzw. markierten Zellen
nach der Trennung; F: Stander
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4.5.5. Spezifische Bindung magnetischer Nanopartikel an Zellen mit der
Einschrittmethode (One Step Methode)

Im Gegensatz zu den bisher durchgefihrten Untersuchungen mit der
Mehrschrittmethode, bei der die Antikérper im ersten und das Ferrofluid im zweiten
Schritt zu den Zellen gegeben wurde, konnte bei der Einschrittmethode die Zugabe
in einem Schritt vollzogen werden. Daflr war jedoch eine vorherige Kopplung der
Komponenten, d.h. der Antikérper und der magnetischen Nanopartikel notwendig.
Die aus den Kopplungen entstandenen Produkte wurden in dieser Arbeit als Sonden
bezeichnet. Hierbei wurden verschiedene Sonden hergestellt. Zum einen wurden die
biotinylierten CD106-Antikérper mit den streptavidinhaltigen magnetischen
Nanopartikeln Uber ihre bereits beschriebenen Brickenmolekile miteinander
verbunden. Diese Sonde wurde daher als CD106-Briickenmolekiil-Sonde bezeichnet
und fir die Untersuchungen an Endothelzellen eingesetzt. Eine weitere Sonde fir
Experimente am Endothelzellmodell wurde durch chemische Bindung von nicht
biotinylierten CD106-Antikdrpern und magnetischen Nanopartikeln hergestellt. Da
diese Nanopartikel als Antikdrper funktionalisierte Partikel bezeichnet werden, wurde
diese Sonde als funktionalisierte CD106-Sonde bezeichnet. Im Rahmen der
chemischen Bindung von Antikérpern an Nanopartikel konnte ebenfalls eine Sonde
fir das Tumorzellmodell erzeugt werden. Hierbei wurden Herceptin-Antikbrper an
magnetisches Material gekoppelt. Diese Sonde wurde funktionalisierte Her-2-Sonde
genannt.

Zusammenfassend wurden folgende Sonden fir die Versuche am Endothelzell bzw.
Tumorzellmodell hergestellt: CD106-Briickenmolekil-Sonde, funktionalisierte CD106-
Sonde, funktionalisierte =~ Her-2-Sonde.  Zur  Verdeutlichung sind  die

Sondenunterschiede in Tabelle 2 aufgefihrt.
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Tabelle 2: Dargestellt sind die verschiedenen Sonde fir die Untersuchungen im Rahmen der
Einschrittmethode. Hierflir wurden die zu Sonden gekoppelten Antikérper und Nanopartikeln
in einem Schritt zu den entsprechenden Zellen gegeben. Die Tabelle zeigt die
Bezeichnungen der Sonden, die Bindungsmechanismen der Komponenten und die in den
einzelnen Sonden gebundenen Antikérper und Nanopartikel. Ebenso sind die Zielzellen der
Sonden mit ihren Rezeotoren benannt.

Gebundener Gebundene

Sonden Kopplung uber o ] Zielzellen
Antikorper Nanopartikel
Nanopartikel mit SVEC4-10
CD106- ) ) L streptavidinhaltiger Endothel-
) .. | Brickenmolekiile | Biotinyliert, _
Brickenmolekdl-| o Carboxymethyldextran- | zellen mit
Biotin-Streptavidin CD106 .
Sonde halle (P1,P2, CD106-
Weitschies, Greifswald) | Rezeptor
_ _ SVEC4-10
Nanopartikel mit
. - : Endothel-
Funktionalisierte Chemische Carboxymethyldextran- _
_ CD106 ) zellen mit
CD106-Sonde Bindung hulle (V123, Innovent,
CD106-
Jena)
Rezeptor
_ . SK-BR-3
Nanopartikel mit
. - : Tumorzellen
Funktionalisierte Chemische _ Carboxymethyldextran- _
_ Herceptin . mit Her-
Her-2-Sonde Bindung hulle (V123, Innovent,
2/neu-
Jena)
Rezeptor

4.5.5.1.a. Herstellung der CD106-Briickenmolekiil-Sonde

Fir diese Versuche mit der CD106-Brickenmolekil-Sonde war zunéachst die
Kopplung der Sondenkomponenten erforderlich. Hierbei wurden die biotinylierten
CD106-Antikdrper und die Streptavidin gekoppelten MNP aneinander gebunden. Zur
Kontrolle der Bindungsspezifitait des Antikdrpers wurde ebenfalls eine Sonde mit
einem Isotyp-Antikérper hergestellt. Die in Tabelle 3 beschriebenen Mengen an
Antikérpern und Ferrofluid wurden mit Separationspuffer in Eppendorfcups gegeben
und flr 24h bei 4°C auf einem Mixer inkubiert. Danach wurden die nicht an die
Nanopartikel gebundenen Antikdrper mittels einer Miltenyi-Separationsséaule
abgetrennt (siehe 4.5.4.). Die Sonde (600 ul) konnte nun fir die Experimente mit der

Einschrittmethode eingesetzt werden.
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Tabelle 3: Darstellung der einzelnen Komponenten und deren eingesetzte Mengen zur
Herstellung der Brlickenmolekil-Sonden. Zur Herstellung der Sonde wurde die
Antikérpermengen mit etwa 1ug Antikdrper pro 1x10° Zellen angesetzt, im Experiment
wurden 8x10° Zellen verwendet. Die Menge der Nanopartikel wurde empirisch festgelegt,
ebenso das Gesamtvolumen der Sonde, welches durch die Zugabe von Separationspuffer
auf 600 ul aufgefillt wurde.

Menge
) _ | Menge Isotyp- _
Brucken- | CD106-Anti- L Menge Separations-
) ) Antikorper _ Gesamtansatz-
molekl- kérper Nanopartikel | puffervolumen _
(Konz. 0,5 _ . volumen in pl
Sonde (Konz. 0,5 P1/P2 in pg/pl inpl
Ho/ul)
Hg/ul)

84ug/120 ul P1

1.CD106 | 9ug/18ul
HOTTEH 60ug/120 pl P2

462 pl 600 pl

2. Isotyp 9ug/18 ul | 60ug/120 pl P2 462 l 600 i

4.5.5.1.b. Magnetische Markierung der SVEC4-10 Zellen mit der
Brickenmolekil-Sonde

Die Einschrittmethode mit der CD106-Brickenmolekiil-Sonde wurde an stimulierten
SVEC4-10 Zellen untersucht. Hierfiir wurden 3 Ansatze mit jeweils 8x10° Zellen mit
der Sonde bei 37°C fur 30, 60 oder 90 min unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach
der Inkubation wurden die Ansatze 3 mal mit Separationspuffer gewaschen und bei
4°C zentrifugiert, um ungebundene Sondenmolekile zu entfernen. Der letzte
Uberstand von jedem Ansatz wurde abgenommen und der Gehalt an freiem Eisen
bestimmt. Die Trennung der mit Sonde markierten von den nicht markierten Zellen
erfolgte mit der Miltenyi Separationssaule (siehe 4.5.4.). Die markierten Zellen
wurden nochmals zentrifugiert, in 100 ul Puffer aufgenommen wund der
Eisengehaltbestimmung zugefihrt. Mit einer Kontrolle aus 8x10° unstimulierten und
unbehandelten Zellen, zur Ermittlung des nativen Eisengehaltes, wurde
gleichermaBen verfahren. Es wurden ebenfalls Untersuchungen mit einer Isotyp-
Brickenmolekil-Sonde unter den gleichen oben genannten Bedingungen, zur

Untersuchung der Bindungsspezifitat, durchgefuhrt.
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4.5.5.2.a. Herstellung der funktionalisierten Sonden

Die Herstellung der funktionalisierten CD106- und Her-2-Sonden basiert auf der
chemischen Aktivierung der Carboxylgruppen der Carboxmethyldextranhille der
verwendeten magnetischen Nanopartikel durch Carbodiimid (Carbodiimidmethode).
Die Experimente zur Einschrittmethode unter Verwendung dieser funktionalisierten
Sonden wurden fir das Endothelzell- und das Tumorzellmodell durchgefihrt. Zur
Besetzung der Zielmolekile, d.h. der Rezeptoren der Zellen (CD106- und Her-2/neu-
Rezeptoren) wurden fir die Sonden die entsprechenden Antikérper an die
Nanopartikel gekoppelt. Ebenso wurden funktionalisierte Isotyp-Sonden hergestellt,
mit denen die Spezifitdt der Bindung untersucht wurde. Die im Einzelnen
verwendeten Komponenten und deren Mengen flr die Sondenherstellung sind in
Tabelle 4 dargestellt.

Fir die Herstellung der funktionalisieten Sonden wurde zuerst die
Kopplungsreagenz (EDC x HCL, Nethyl-carbodiimidhydrochlorid) zu den
Nanoprtikeln (500 pl) pipettiert und dieser Ansatz fir 30 min bei Raumtemperatur auf
einem Mixer inkubiert. Nach dieser Zeit erfolgte die Zugabe der je nach Sonde
entsprechenden Antikdrperldsung. Der gesamte Ansatz wurde flr weitere 3h
(Raumtemperatur, kontinuierliches Schutteln) inkubiert. Danach wurde der Ansatz
auf einen Magneten gestellt, um ungebundenen Antikdrper abzutrennen. Die Partikel
wurden anschlieBend 3 mal mit sterilem Wasser gewaschen und in 400 ml sterilem
Wasser aufgenommen.

Zur Bestatigung des Kopplungserfolges bei der Produktion der verschiedenen
Sonden, wurde bei allen Sonden eine Proteinbestimmung (siehe 4.4.5.2.) zur
Ermittlung der gebundenen Antikérpermenge durchgefthrt. AuBerdem wurde der
Eisengehalt der Sonden ermittelt.
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Tabelle 4: Darstellung der einzelnen Komponenten fiir die Herstellung der funktionalisierten
CD106-, Her-2- und Isotyp-Sonden. Die zugesetzten Mengen an Kopplungsreagenz und
Nanopartikeln wurden nach dem Kopplungsprotokoll fir die Carbodiimidmethode gewahlt.
Die zugesetzten Antikérpermengen wurden empirisch gewahlt.

Lésungs- Gesamt-
Komponente Name Menge mittel menge
N ethyl-
. . 8mg/0,05ml
Kopplungsreagenz | carbodiimidhydrochlorid 8 mg 50 ul PBS He53
EDC x HCL Pri=>
Nanopartikel V123 200 ul 300 ul PBS 500 ul
. 100 pl steriles
Antikorper CD106 30 pg 30pg/100ul
Wasser
o 100 pl steriles
Antikérper Isotyp (IgG1x) 12,5 ug 12,5ug/100pl
Wasser
o R 100 pl steriles
Antikérper Herceptin 100 ug 100ug/100pl
Wasser
o 100 pl steriles
Antikérper Isotyp (IgG1x) 12,5 ug 12,5ug/100pl
Wasser

4.5.5.2.b. Magnetische Markierung von Endothel- und Tumorzellen mit
funktionalisierten Sonden

Die Bindungsfahigkeit der funktionalisierten Sonden wurden in Experimenten sowohl
an den Endothelzellen mit den CD106-Rezeptoren, als auch an den Tumorzellen mit
den Her-2/neu-Rezeptoren untersucht.

Zur magnetischen Markierung von SVEC4-10 Zellen wurden in 2 Experimenten
jeweils 3x10” und 5x10” Zellen mit der funktionalisierten CD106-Sonde inkubiert.
Unter gleichen Bedingungen wurden die Zellen ebenfalls mit einer funktionalisierten
Isotyp-Sonde, zur Untersuchung der Bindungsspezifitat, behandelt. Als Kontrolle zur
Ermittlung des nativen Eisengehaltes der Zellen wurden nicht stimulierte Zellen mit
gleicher Zahl eingesetzt.

Die eingesetzte Sondenmenge lag bei 100l (3x10” Zellen) und 120ul (5x10” Zellen)
pro Versuchsansatz. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fir 30 min unter leichtem
Schitteln. Nach der Inkubation wurden die Ansatze mehrfach gewaschen und bei
4°C zentrifugiert, um nicht gebundenes Sondenmaterial zu entfernen. Ebenfalls
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konnten Anteile der nicht an die Zellen gebundenen Sonden mit Hilfe eines
Magneten aus den Proben entfernt werden. Diese zusammengelagerten
Sondenpartikel, die auch als Agglomerate bezeichnet werden, wurden der
Eisenbestimmung zugefihrt. Die Proben wurden nochmals gewaschen und
zentrifugiert, bis die bei der Zentrifugation entstandenen Uberstande klar waren. Der
letzte Uberstand jedes Ansatzes wurde abgenommen und der Eisengehalt bestimmt.
Die mit den funktionalisierten CD106- und Isotyp-Sonden behandelten Zellen wurden
in 100 pul  Separationspuffer —aufgenommen und  abschlieBend  zur
Eisengehaltbestimmung gegeben. Die Kontrolle aus unbehandelten Zellen wurde
ebenfalls in 100 ul Puffer gelést und der Eisengehalt bestimmt.

Fur die Untersuchung an den SK-BR-3 Zellen wurden 6,25x10” Zellen in
Separationspuffer gelést und mit 100 pl der funktionalisieren Her-2- bzw. Isotyp-
Sonden behandelt. Beide Versuchsanséatze wurden fiir 30 min bei 37°C und leichtem
Schutteln inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen mehrfach gewaschen.
Somit wurden die ungebundenen Sondenanteile und Agglomerate abgetrennt. Diese
und die entstandenen Uberstande wurde zur Eisenbestimmung gegeben. Die
behandelten Zellen wurden in 100 pl Puffer aufgenommen und der Eisengehalt
bestimmt. Eine Kontrolle aus 6,25x10” unbehandelten SK-BR-3 Zellen in 100 pl
Puffer wurde ebenfalls der Eisenbestimmung zugefihrt.

4.6. Magnetische Warmebehandlung der Zellen im
Magnetwechselfeld

Die im Rahmen der Untersuchungen zur unspezifischen und spezifischen Bindung
(Mehrschrittmethode und Einschrittmethode) entstandenen Ansatze aus magnetisch
markierten Zellen wurden alle der magnetischen Warmebehandlung zugefihrt.
Ebenfalls wurden alle unbehandelten Kontrollen im Magentwechselfed untersucht.

Die magnetische Warmebehandlung der Zellen erfolgte mit Hilfe eines
Magnetfeldapplikators. Dieser besteht aus einer doppelwindigen Induktorspule mit
einem Durchmesser von 9 ¢cm und einem Generator. Zum Schutz vor Uberhitzung
diente ein Wasserkihlsystem. Charakteristisch flir das erzeugte magnetische
Wechselfeld war eine Frequenz von 410 kHz und eine Amplitude von 11 kKA/m im
Zentrum der Spule bei 50 prozentiger Generatorleistung (Hiergeist, persdénliche

Mitteilung, 2003). Zur Ermittlung der Temperatur wurde ein Thermoelement genutzt,
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welches aus zwei elektrischen Leitern unterschiedlichen Materials (Kupferdraht mit
0,09 mm im Durchmesser und Konstantandraht mit 0,16 mm im Durchmesser)
bestand. Diese waren miteinander verdrillt und an ihren Enden durch Létenstellen
verbunden. Eine dieser Létstellen wurde in der Probe platziert, die andere befand
sich in einem Eiswassergemisch in einem isolierten GefaB und diente als Referenz.
Das Thermoelement war wiederum mit einem Multimeter verbunden. Dieses
zeichnete die Spannungsverdanderungen auf, die am Thermoelement infolge der
Temperaturunterschiede zwischen der Probe und der Refernezlbtstelle im Eiswasser
entstanden. Die aufgezeichneten Spannungsveranderungen konnten vom Multimeter
auf einen PC Ubertragen werden. Da die Spannungsveranderungen eine Funktion
der Temperatur darstellten, lieBen sie sich mit einer fir das Thermoelement
spezifischen Kalibrierungsgleichung (Frihauf, 2002) in Temperturen in °C
umwandeln. Diese Temperaturen verdeutlichten die Warmeentwicklung in der Probe
und wurden in Abhangigkeit von der Zeit dargestellt.

Fir die Experimente war ein stabiler und reproduzierbarer Versuchsaufbau nétig, um
fir alle Messungen gleiche Bedingungen erzeugen und eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse sicherstellen zu kénnen (Skizze zum Versuchsaufbau siehe Abbildung 4).
Hierfir wurden die Probe und das Thermoelement, welches sich ein einer
Pasteupipette befand, im Zentrum der Spule genau zwischen den beiden Wendeln
platziert. Um ein thermisches Gleichgewicht zwischen der Probe und dem
Thermoelement zu erreichen, wurde eine 20 minltige Temperaturmessung ohne
Magnetwechselfeld durchgeftihrt. Nach Erreichen des Gleichgewichtes konnte die
Untersuchung mit zugeschaltetem MWF vorgenommen werden. Das Kihlsystem
wurde ebenfalls hinzugeschaltet. Die Messung wurde mit 300 MeBzyklen und einem
MeBintervall von 1 Sekunde gestartet. Zuerst wurden 50 MeBzyklen ohne
Wechselfeld aufgezeichnet, dann wurde das MWF hinzugeschaltet und 150 Zyklen
wurden gemessen. Nach dieser Zeit wurde das MWF wieder ausgestellt und die
restlichen 100 Zyklen wurden aufgezeichnet. Die Auswertung der Daten erfolgte
tabellarisch und graphisch. Zur Ermittlung der Temperaturdifferenzen wurden die
Ausgangstemperaturen von den erreichten Endtemperaturen subtrahiert.
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Abbildung 4: Skizze zum Versuchsaufbau der Messungen im magnetischen
Wechselfeld zur Ermittlung der Warmeentwicklung in den Proben.

A: Generator; B: Spulengehduse; C: doppelwindige Spule; D: Kihlung; E: Facs-
Réhrchen; F: Probe mit magnetischen Material; G: Pasteurpipette fir Thermoelement; H:
Thermoelement; |: Stander mit Befestigungsarmen; J: ThermogefaB mit Eiswasser als
Referenz; K: Multimeter fir Thermoelement; L: Computer zur Datenauswertung.
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5. Ergebnisse

5.1. Auswertung des DAPI-Tests

Die lichtmikrokopische Auswertung der DAPI-Tests zeigte, dass sowohl die
Makrophagen als auch die SVEC4-10 Zellen und die SK-BR-3 Zellen
mykoplasmenfrei waren. In den fluoreszenzmikroskopischen Betrachtungen der
Zellen konnten die Zellkerne als scharf abgrenzbare, blau leuchtende, rundliche
Gebilde dargestellt werden (Abbildung 5a und 5b). Spuren von Mycoplasmen DNA,

als unscharf begrenzte, fadige Schweife um die Zellkerne wurden nicht entdeckt.

Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Zellen zur Auswertung des DAPI-
Tests. Die Zellkerne der Zellen sind mit DAPI gefarbt und lassen sich scharf voneinander
abgrenzen. a) Abbildung von gefarbten SVEC4-10; b) Darstellung von geférbten
Makrophagen. Auf die Abbildung von mit DAPI gefarbten SK-BR-3 Zellen wurde verzichtet.
Messbalken 100 um.

5.2. Unspezifische Bindung magnetischer Nanopartikel an
Makrophagen

Die magnetische Markierung der Makrophagen erfolgte Uber 2, 4, 8 und 12 Stunden
mit den magnetischen Nanopartikeln. Diese zeigten nach der Sterilisation eine
Eisenkonzentration von 72,3 g/I. Die Eisenoxidkonzentration betrug daher 103,3 g/l.

Die Untersuchungen zeigten eine Zunahme der Zahl an Makrophagen in

Abhéngigkeit von der Inkubationszeit (Abbildung 6a). Bei einer Ausgangszellzahl von
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7,03x10° unbehandelten Zellen konnte eine Steigerung der Zellanzahl von 9,37x10°
Zellen nach 2h Inkubation mit dem Ferrofluid auf 18,75x10° Zellen nach 12h
Inkubation verzeichnet werden. In zwei weiteren Wiederholungsexperimenten
konnten ebenfalls vergleichbare Zellzahlen ausgezahlt werden.

In den Versuchen konnte ebenso eine stetiger Anstieg der Eisenoxidkonzentration in
den Makrophagen mit zunehmender Inkubationsdauer festgestellt werden (Abbildung
6b). Wahrend die unbehandelten Zellen eine Eisenmasse von 0,18 = 0,10 ug
zeigten, welche einer Eisenoxidmenge von 0,25 + 0,14 ug entsprach, lagen die
Eisenoxidkonzentrationen in den Anséatzen der behandelten Magrophagen zwischen
146,35 + 103,85 ug nach 2h Behandlung mit den MNP und 839,61 + 569,89 ug nach
12h Inkubation. Dieser Anstieg konnte auch bei der Ermittlung der Eisenoxidmenge
pro Zelle verzeichnet werden (Abbildung 6c). So konnte der Eisenoxidgehalt von
12,511 = 7,337 pg pro Zelle nach 2h Behandlung auf 73,447 + 48,837 pg nach 12h
Inkubation mit den MNP gesteigert werden. Der Eisenoxidgehalt der unbehandelten
Kontrolle lag hierbei bei 0,018 + 0,003 pg pro Zelle.

a 207 18,75
18 -
16 - 14,84
14 -
124
x 10,20
£ 101 9,37
N
N 8 7,03
6 -
4 -
2 -
0
0 2 4 8 12
Inkubationszeit in h
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Abbildung 6: Dargestellt sind die Ergebnisse der Untersuchungen zur
unspezifischen Bindung von magnetischen Nanopartikeln an Makrophagen. Nach
der Behandlung der Makrophagen fur 2, 4, 8 und 12h mit dem magnetischen
Material konnten sowohl Zellzahlen als auch Eisenoxidkonzentrationen pro Ansatz
und pro Zelle ermittelt werden. Ebenso wurden unbehandelte Zellen analysiert. a)
Zellzahlen vor und nach Inkubation von Makrophagen mit magnetischen
Nanopartikeln. Der Oh Wert stellt die Ausgangszellzahl vor Behandlung der Zellen
mit Nanopartikeln dar. Die anderen Zellzahlen wurden nach den angegebenen
Inkubationszeiten mit den Nanopartikeln bestimmt. Die Ergebnisse der
Zellzahlungen  bestatigten sich in 2  Wiederholungsexperimenten. b)
Eisenoxidmenge pro Ansatz und c) Eisenoxidmenge pro Zelle vor und nach
Inkubation von Makrophagen mit Nanopartikeln. Der 0h Wert zeigt den
Eisenoxidgehalt von nativen unbehandelten Makrophagen. Die anderen Werte
spiegeln den Eisenoxidgehalt der Ansatze mit magnetisch markierten Makrophagen
nach entsprechender Behandlungszeit wieder.
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5.3. Spezifische Bindung von magnetischen Nanopartikeln an Zellen

5.3.1. FACS Untersuchungen zur Rezeptorexpression an den verwendeten
Zellmodellen

Die FACS Analyse der SVEC4-10 Zellen verdeutlichte die Rezeptorexpression des
CD106-Proteins auf der Zelloberflache unter EinfluB der An- und Abwesendheit von
TNFo (24h Inkubationszeit). Die FACS Untersuchung zeigte die hodchste
Fluoreszenzintensitat, die proportional zur  Antikdérperbindung an den
Oberflachenrezeptor ist, nach der Behandlung von stimulierten SVEC4-10 Zellen mit
CD106-Antikdrpern  (Abbildung 7 Kurve D). Die Fluoreszenzintensitdt nach
Behandlung von unstimulierten Zellen mit CD106-Antikbrpern war geringer
(Abbildung 7 Kurve C). Die gerinste Fluoreszenzintensitat konnte nach der Inkubation
von stimulierten und unstimulierten SVEC4-10 Zellen mit Isotyp-Antikérpern, die zur
Analyse der Spezifitat der Antikdrperbindung dienten, erreicht werden (Abbildung 7
Kurven A und B). Ein Unterschied in der Fluoreszenzintensitat zwischen stimulierten
und unstimulierten Zellen konnte hierbei nicht deutlich gezeigt werden.

Die Expression des CD106-Proteins auf der Oberflache von SVEC4-10 Zellen I&sst
sich also durch die Anwesendheit von TNFa positiv beeinflussen.

Die SK-BR-3 Zellen zeigten in der FACS Analyse eine deutlich hdéhere
Fluoreszenzintensitat nach der Behandlung mit dem spezifisch an den Her-2/neu-
Rezeptor bindenden Antikdrper (Abbildung 8,Kurve B) als nach der Behandlung mit
einem Isotyp-Antikdrper (Abbildung 8 Kurve A). Die Expression des Her-2/neu-
Proteins auf der Zelloberflache lasst sich somit deutlich zeigen.
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Abbildung 7: Nachweis der Expression des CD106-Rezeptors auf unstimulierten (violett)
und stimulierten (30 ng/ml TNFa Uber 24h; schwarz) SVEC4-10 Zellen mit der FACS
Analyse. Der Rezeptornachweis erfolgte mit primaren Antikérpern (CD106-AK) gegen die
Rezeptoren und sekundéaren fluoreszenzmarkierten Antikdrpern (Alexa 488 markierte AK)
gegen die priméren Antikérper. Zur Untersuchung der Bindungsspezifitdt wurden
stimulierte und unstimulierte Zellen ebenfalls mit einem primaren Isotyp-Antikérper
behandelt (blau und grin). Die Anregung des Fluorochroms erfolgte bei einer
Wellenlange von A = 486-488 nm, die Emission von Licht bei einer Wellenldnge von A =
504-541 nm. Die Fluoreszenzintensitat ist auf der X Achse, die dazu untersuchte
Zellpopulation ist auf der Y Achse aufgetragen.
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Abbildung 8: Nachweis der Expression des Her-2/neu-Rezeptors auf SK-BR-3 Zellen
mit der FACS Analyse. Der Rezeptornachweis erfolgte mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern (Her-2-AK markiert mit CY 5.5) gegen die Her-2/neu-Rezeptoren (blau). Zur
Untersuchung der Bindungsspezifitdt wurden SK-BR-3 Zellen ebenfalls mit einem
fluoreszenzmarkierten Isotyp-Antikérper behandelt (griin). Die Fluoreszenzintensitat ist
auf der X Achse, die dazu untersuchte Zellpopulation ist auf der Y Achse aufgetragen.

5.3.2. Magnetische Markierung von Endothelzellen mit der Mehrschrittmethode
unter verschiedenen Kombinationen der Antikérper- und Ferrofluidinkubation

5.3.2.1. Zellmarkierung in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer mit

Antikérpern und Ferrofluid

Der Anteil der magnetisch markierten Zellen nach vorheriger Inkubation mit den
CD106-Antikdrpern fur 30, 60 und 90 min und den Nanopartikeln fir 30, 60 und 90
min bei 37°C war in den beiden durchgefiihrten Versuchen stets hoch und lag nicht
unter etwa 94 % (Tabelle 5). Im Vergleich hierzu lag der Anteil der markierten Zellen
bei der Kontrolluntersuchung zur unspezifischen Bindung des Ferrofluids an die
Zelloberflache deutlich niedriger und zwar zwischen 60 und 80 % (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Dargestellt sind die Ausgangszellzahlen, sowie die Zahlen der magnetisch
markierten (positiv Fraktion) und unmarkierten (negativ Fraktion) SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation der Zellen unter Anwendung der Mehrschrittmethode mit CD106-Antikérpern und
magnetischen Nanopartikeln fir jeweils 30/60/90 min bei 37 °C.

1.Versuch: 2.Versuch: Kontrollversuch:
CD106-Antikorper | CD106-Antikorper magnetische
und Nanopartikel und Nanopartikel Nanopartikel
Inkubationszeit
Antikdrper/Nanopartikel | 30/30 | 60/60 | 90/90 | 30/30 | 60/60 | 90/90 | -/30 | -/60 | -/90
in min
Inkubationstemperatur
Antikérper/Nanopartikel | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | -/37 | -/37 | -/137
in °C
Ausgangszellzahl 10x10° Zellen 8x10° Zellen 10x10° Zellen
Negativ Fraktion in %
6,25 5 3,2 5,5 3 0 40 20 35
von Ausgangszellzahl
Positiv Fraktionin % |93,75| 95 | 96,8 | 945 | 97 100 60 80 65
(Zellzahl x 10°) (94 | 95 9,7 7,6 7,8 8,0 6,0 8,0 | 6,5)

Die Analyse dieser magnetisch markierten Zellen auf Eisenoxid zeigte eine Abnahme
der Eisenoxidmenge in den Zellen mit langerer CD106-Antikérper- bzw.
Ferrofluidinkubation. So konnte nach der Behandlung Uber 30 min mit den
Antikérpern und den Nanopartikeln eine Eisenoxidmenge von 0,177 pg pro Zelle im
ersten Versuch und 0,245 pg pro Zelle im zweiten Versuch ermittelt werden
(Versuchsansatze 1, VA 1). Nach 90 min Inkubation mit beiden Komponenten lag der
Eisenoxidgehalt nur noch bei 0,048 pg bzw. 0,047 pg pro Zelle in den Versuchen
(Versuchsansatze 3, VA 3) (Abbildung 9). Bei der Untersuchung der Kontrollansatze
(KA 1-3), die nur mit Nanopartikeln behandelt wurden, zeigten sich hohe
Eisenoxidkonzentrationen in den Zellen. Diese lagen zwischen 0,115 und 0,335 pg
pro Zelle. Die, zur Bestimmung des nativen Eisenoxidgehaltes, untersuchten
unbehandelten SVEC4-10 Zellen erbrachten im Mittelwert eine Eisenoxidmenge von
0,042 + 0,030 pg pro Zelle.

Die Analysen, zur Untersuchung des Gehalts an ungebundenen Ferrofluid in den
letzten Spiilldésungen der magnetisch markierten SVEC4-10 Zellansatze, ergaben nur

sehr geringe Konzentrationen an Eisenoxid, die zwischen 0,5 und 2,5 % des
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Eisenoxidgehalts des zugehdrigen Zellansatzes lagen. Daher kann angenommen
werden, dass ungebundene Nanopartikel weitgehend aus den Zellansatzen entfernt

werden konnten.

Native VA1: KA 1: VA 2: KA 2: VA 3: KA 3:
Zellen 30 min/30 min 30min 60 min/60 min 60min 90 min/90 min 90min
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Abbildung 9: Eisenoxidmengen nach Inkubation von SVEC4-10 Zellen mit biotinylierten
CD106-Antikérpern und Streptavidin gekoppelten magnetischen Nanopartikeln unter
Verwendung der Mehrschrittmethode (VA, Versuchsansatze). Zur Untersuchung der
Bindungsspezifitdit wurde die alleinige Bindung der magnetischen Nanopartikel, ohne
Antikérperbehandlung, an SVEC4-10 Zellen analysiert (KA, Kontrollansatze). Ebenso
wurden native Zellen auf ihren Eisenoxidgehalt untersucht. Versuchsanséatze (VA), die zu
gleichen Inkubationszeiten behandelt wurden, sind durch Klammern gekennzeichnet. Auf
diesen sind die Behandlungszeiten mit den Antikérpern und Nanopartikeln aufgetragen.
Ebenso sind die Kontrollansatze (KA) mit Klammern, auf denen die Behandlungszeit
aufgetragen ist, gekennzeichnet. a) Eisenoxidgehalt nativer SVEC4-10 Zellen, Mittelwert und
Standardabweichung aus 3 Anséatzen; b und c) VA 1: Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen
nach Inkubation mit Antikbrpern und Nanopartikeln fir jeweils 30 min bei 37°C; d) KA 1:
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Nanopartikeln fir 30 min bei 37 °C;
e und f) VA 2: Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Antikérpern und
Nanopartikeln fur jeweils 60 min bei 37°C; g) Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation mit Nanopartikeln fir 60 min bei 37°C; h und i) Eisenoxidmengen in SVEC4-10
Zellen nach Inkubation mit Antikérpern und Nanopartikeln fir jeweils 90 min bei 37°C; j)
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit magnetischen Nanopartikeln fiir 90
min bei 37 °C.
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5.3.2.2. Zellmarkierung in Abhangigkeit von der Dauer der Ferrofluidinkubation

Nach der Behandlung von SVEC4-10 Zellen mit CD106-Antikérper fir 30 min und
streptavidinhaltigen magnetischen Nanopartikeln fir 30, 60 und 90 min jeweils bei
37°C lag der Anteil an magnetisch markierten Zellen (positiv Fraktion) zwischen 94
und 100 % in zwei unabhangigen Versuchen (Tabelle 6). In einer Untersuchung zur
Bindungsspezifitdt mit einem Isotyp-Antikdrper unter gleichen Bedingungen wurden
dagegen nur zwischen 41 und 53 % der Zellen magnetisch markiert (Tabelle 6).

Tabelle 6: Dargestellt sind die Ausgangszellzahlen, sowie die Zahlen der magnetisch
markierten (positiv Fraktion) und unmarkierten (negativ Fraktion) SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation der Zellen unter Anwendung der Mehrschrittmethode mit CD106- bzw. Isotyp-
Antikdrpern fur 30min bei 37°C und mit magnetischen Nanopartikeln fir 30/60/90 min bei
37°C.

1.Versuch: 2.Versuch: 3.Versuch:
CD106-Antikorper | CD106-Antikdrper | Isotyp-Antikérper
und Nanopartikel und Nanopartikel und Nanopartikel
Inkubationszeit
Antikérper/Nanopartikel | 30/30 | 30/60 | 30/90 | 30/30 | 30/60 | 30/90 | 30/30 | 30/60 | 30/90
in min
Inkubationstemperatur
Antikdrper/Nanopartikel | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37 | 37/37
in °C
Ausgangszellzahl 8x10° Zellen 8x10° Zellen 10x10° Zellen
Negativ Fraktion in %
von Ausgangszelizahi 2,8 5,6 5,6 5,6 0 0 58,6 | 58,6 | 47
Positiv Fraktionin% | 97,8 | 944 | 944 | 944 | 100 | 100 | 41,4 | 414 53
(Zellzahl x10°) (78 | 7,55 | 755 | 755 | 8,0 | 8,0 | 4,14 | 4,14 | 5,3)

Die magnetisch markierten Zellen der positiv Fraktionen wurden auf ihren
Eisenoxidgehalt untersucht, und es konnte eine Abnahme der Eisenoxidmenge in
den Zellen mit langerer Dauer der Ferrofluidinkubation, wie bereits unter 5.3.2.1
festgestellt, ermittelt werden. Es zeigte sich nach der 30 minltiger Behandlung der
Zellen mit den Antikérpern und den Nanopartikeln bei 37°C ein Eisenoxidgehalt von
0,724 pg pro Zelle, dieser nahm nach 60 und 90 mindtiger Ferrofluidbehandlung auf
0,534 pg pro Zelle ab (Versuchsansatze, VA 1-3) (Abbildung 10). Im
Wiederholungsversuch konnte diese Tendenz bestatigt werden, hierbei nahm der
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Eisenoxidgehalt der Zellen von 0,641 pg pro Zellen (30 min MNP) auf 0,345 pg pro
Zelle (90 min MNP) ab. Nach der Behandlung der SVEC4-10 Zellen mit dem Isotyp-
Antikérper unter gleichen Versuchsbedingungen zeigten sich geringere
Eisenoxidmengen in den Zellen als nach der CD106-Antikérper Behandlung. Diese
lagen nach 30 min Isotyp-Antikérper und 30, 60 und 90 min Ferrofluidbehandlung bei
0,028 pg, 0,087 pg und 0,067 pg pro Zelle (Kontrollansatze, KA 1-3) (Abbildung 10).
Die Untersuchungen an unbehandelten SVEC4-10 Zellen zur Bestimmung des
nativen Eisenoxidgehaltes zeigten im Mittelwert aus 3 Ansadtzen einen
Eisenoxidgehalt von 0,03 + 0,008 pg pro Zelle. Die Analysen der Spullésungen aller
mit Ferrofluid behandelten Zellen ergaben geringe Eisenoxidgehalte von unter 8 %
bezogen auf den Gehalt des zugehdrigen Ansatzes, und lassen daher eine nahezu
vollstdndig Entfernung des ungebundenen Ferrofluids annehmen.
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Abbildung 10: Eisenoxidmengen nach Inkubation von SVEC4-10 Zellen mit biotinylierten
CD106-Antikdrpern und Streptavidin gekoppelten magnetischen Nanopartikeln unter
Verwendung der Mehrschrittmethode (VA, Versuchsansatze). Zur Untersuchung der
Bindungsspezifitdt wurde eine Behandlung der Zellen mit einem Isotyp-Antikérper und den
Nanopartikeln durchgefihrt (KA, Kontrollansatze). Ebenso wurden native Zellen auf ihren
Eisenoxidgehalt untersucht. Versuchsansatze (VA), die zu gleichen Inkubationszeiten
behandelt wurden, sind durch Klammern gekennzeichnet. Auf diesen sind die
Behandlungszeiten mit den Antikérpern und Nanopartikeln aufgetragen. Ebenso sind die
Kontrollanséatze (KA) mit Klammern, auf denen die Behandlungszeit aufgetragen ist,
gekennzeichnet. a) Eisenoxidgehalt nativer SVEC4-10 Zellen, Mittelwert und
Standardabweichung aus 3 Anséatzen; b und c) VA 1: Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen
nach Inkubation mit Antikérpern und Nanopartikeln flr jeweils 30 min bei 37°C; d) KA 1:
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Isotyp-Antikérpern fir 30 min und
Nanopartikeln fir 30 min bei 37°C; e und f) VA 2: Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen
nach Inkubation mit Antikérpern fir 30 min und Nanopartikeln fir 60 min bei 37°C; g)
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Isotyp-Antikérper fir 30 min und
Nanopartikeln fir 60 min bei 37°C; h und i) Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation mit Antikérpern fir 30 min und Nanopartikeln fir 90 min bei 37°C; j)
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Isotyp-Antikérpern fiir 30 min und
magnetischen Nanopartikeln fiir 90 min bei 37 °C.

Zur Untersuchung des Einflusses der Ferrofluid-Inkubationsdauer wurde eine weitere

Versuchsreihe durchgefuhrt. Hierbei wurde die Temperatur der Antikorper-

Behandlung von 37°C auf 4°C reduziert, die Dauer der Antikérperbehandlung und die

Bedingungen der Ferrofluidbehandlung blieben konstant. So wurden SVEC4-10
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Zellen fir 30 min mit CD106-Antikérpern bei 4°C inkubiert und anschlieBend mit
Streptavidin gekoppelten magnetischen Nanopartikeln fir 30, 60 und 90 min bei
37°C behandelt. Der Anteil der hierdurch magnetisch markierten Zellen lag in zwei
Versuchen zwischen 94 und 100 % (Tabelle 7). Im Gegensatz dazu konnten bei der
Behandlung von SVEC4-10 Zellen mit dem Isotyp-Antikdrper und dem Ferrofluid
unter gleichen Bedingungen nur zwischen 37,5 und 80 % magnetisch markierte
Zellen gefunden werden (Tabelle 7).

Tabelle 7: Dargestellt sind die Ausgangszellzahlen, sowie die Zahlen der magnetisch
markierten (positiv Fraktion) und unmarkierten (negativ Fraktion) SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation der Zellen unter Anwendung der Mehrschrittmethode mit CD106- bzw. Isotyp-
Antikérpern fir 30 min bei 4°C und mit magnetischen Nanopartikeln fir 30 /60 /90 min bei
37<C.

1.Versuch: 2.Versuch: 3.Versuch:
CD106-Antikérper | CD106-Antikorper Isotyp-Antikorper
und Nanopartikel und Nanopartikel und Nanopartikel
Inkubationszeit
Antikdrper/Nanopartikel | 30/30 | 30/60 | 30/90 | 30/30 | 30/60 | 30/90 | 30/30 | 30/60 | 30/90
in min
Inkubationstemperatur
Antikoérper/Nanopartikel | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37 | 4/37
in °C
Ausgangszellzahl 8 x 10° Zellen 10 x 10° Zellen 10 x 10° Zellen
Negativ Fraktion in %
5,6 0 2,5 5,8 2 2 80 37,5 47
von Ausgangszellzahl
Positiv Fraktion in % 944 | 100 | 97,5 | 94,2 98 98 20 62,5 53
(Zellzahl x10°) (7,55 | 8,0 7,8 9,4 9,8 9,8 2 6,25 | 5,3)

Die Eisenoxidbestimmung der markierten Zellen zeigte hierbei deutlich, dass gréBere
Mengen an Eisenoxid in den Zellen nach Behandlung mit CD106-Antikérpern als
nach Inkubation mit Isotyp-Antikbrpern vorhanden waren. Ein Zusammenhang
zwischen Abnahme der Eisenoxidmenge in den Zellen mit Dauer der
Ferrofluidinkubation konnte in den Versuchen nicht eindeutig gefunden werden. Die
Eisenoxidkonzentration nach der 30 min Behandlung mit Antikérper und Ferrofluid
war mit 0,870 pg pro Zelle im ersten Versuch hoch, sonst lag sie im Bereich von
0,172 pg bis 0,324 pg pro Zelle in den Experimenten (Versuchsansatze, VA 1-3)
(Abbildung 11). Die Eisenoxidgehalte nach Isotyp-Antikérper Behandlung lagen
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zwischen 0,037 pg und 0,054 pg pro Zelle (Kontrollansatze, KA 1-3). Die nativen
unbehandelten SVEC4-10 Zellen wiesen im Mittel eine Eisenoxidkonzentration von
0,015 + 0,00046 pg pro Zelle auf. Die Eisenoxidmenge in den Spullésungen der
Proben, zur Bestimmung des ungebundenen Ferrofluids, schwankte zwischen 1 und
10% bezogen auf den Gehalt an Eisenoxid der zugehdérigen Probe. Eine

weitgehende Entfernung kann also angenommen werden.
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Abbildung 11: Eisenoxidmengen nach Inkubation von SVEC4-10 Zellen mit biotinylierten
CD106-Antikdrpern und Streptavidin gekoppelten magnetischen Nanopartikeln unter
Verwendung der Mehrschrittmethode (VA, Versuchsansatze). Zur Untersuchung der
Bindungsspezifitdt wurde eine Behandlung der Zellen mit einem Isotyp-Antikérper und den
Nanopartikeln durchgefihrt (KA, Kontrollansatze). Ebenso wurden native Zellen auf ihren
Eisenoxidgehalt untersucht. Versuchsansatze (VA), die zu gleichen Inkubationszeiten
behandelt wurden, sind durch Klammern gekennzeichnet. Auf diesen sind die
Behandlungszeiten mit den Antikérpern und Nanopartikeln aufgetragen. Ebenso sind die
Kontrollanséatze (KA) mit Klammern, auf denen die Behandlungszeit aufgetragen ist,
gekennzeichnet. a) Eisenoxidgehalt nativer SVEC4-10 Zellen, Mittelwert und
Standardabweichung aus 3 Anséatzen; b und c) VA 1: Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen
nach Inkubation mit Antikérpern fir 30 min bei 4°C und Nanopartikeln fir 30 min bei 37°C; d)
KA 1: Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Isotyp-Antikdrpern fir 30
min bei 4°C und Nanopartikeln fir 30 min bei 37°C; e und f) VA 2: Eisenoxidmengen in
SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Antikérpern fir 30 min bei 4°C und Nanopartikeln far
60 min bei 37°C; g) Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Isotyp-
Antikérper fur 30 min bei 4°C und Nanopartikeln fir 60 min bei 37°C; h und i)
Eisenoxidmengen in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit Antikérpern fiir 30 min bei 4°C
und Nanopartikeln fir 90 min bei 37°C; j) Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation mit Isotyp-Antikérpern fir 30 min bei 4°C und magnetischen Nanopartikeln fir 90
min bei 37 °C.
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5.3.3. Magnetische Markierung von Zellen mit der Einschrittmethode

5.3.3.1. Markierung von SVEC4-10 Zellen mit der Briickenmolekiil-Sonde

Im Rahmen der Untersuchungen mit den Brickenmolekll-Sonden wurden die
SVEC4-10 Zellen fur 30, 60 und 90 min bei 37°C mit diesen Sonden inkubiert. Der
Anteil der magnetisch markierten Zellen nach dieser Behandlung mit der CD106-
Brickenmolekil-Sonde lag zwischen 93 und 100 % (Tabelle 8). Hingegen fand sich
nach Inkubation der Zellen mit der Isotyp-Briickenmolekil-Sonde, die der
Untersuchung der Bindungsspezifitat diente, ein Anteil magnetisch markierter Zellen
von 70 bis 95 % (Tabelle 8).

Tabelle 8: Dargestellt sind die Ausgangszellzahlen, sowie die Zahlen der magnetisch
markierten (positiv Fraktion) und unmarkierten (negativ Fraktion) SVEC4-10 Zellen nach
Inkubation der Zellen unter Anwendung der Einschrittmethode mit den CD106- bzw. Isotyp-
Brickenmolekil-Sonden fur 30, 60 und 90 min bei 37°C.

1. Versuch: CD106- | 2. Versuch: CD106- | 3. Versuch: Isotyp-
Briickenmolekiil- Briickenmolekiil- Briickenmolekiil-
Sonde Sonde Sonde

Inkubationszeit Sonde
30 60 90 30 60 90 30 60 90

in min

Inkubationstemperatur
Sonde in °C

37 37 37 37 37 37 37 37 37

Ausgangszellzahl 8 x 10° Zellen 8 x 10° Zellen 8 x 10° Zellen

Negativ Fraktion in %
7 0 0 5,8 7 0 30 30 5

von Ausgangszellzahl

Positiv Fraktion in % 93 100 | 100 | 94,2 | 93 100 70 70 95
(Zellzahl x10°) (7,44 | 8,0 80 | 7,54 |7,44| 8,0 5,6 56 | 7,6)

Die, nach der Markierung der Zellen mit der CD106-Brickenmolekil-Sonde,
durchgefihrte Bestimmung der Eisenoxidkonzentration der Zellen ergab Werte
zwischen 0,761 pg und 0,406 pg pro Zelle (Versuchsansatze 1-3). Auffallig ist die
Abnahme der Eisenoxidmenge in den Zellen mit langerer Behandlungsdauer
(Abbildung 12). Diese Tendenz konnte im zweiten Experiment bestatigt werden
(Daten nicht gezeigt). Die Analyse der mit Isotyp-Briickenmolekil-Sonden
behandelten Zellen erbracht Eisenoxidgehalte von 0,075 pg bis 0,094 pg pro Zelle
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(Kontrollansatze 1-3) Die nativen SVEC4-10 Zellen hatten im Mittel einen
Eisenoxidgehalt von 0,029 pg pro Zelle. In den Spillésungen der Proben, zur
Bestimmung der ungebundenen Sondenanteile, zeigten sich
Eisenoxidkonzentrationen von maximal 7 % des Eisenoxidgehaltes der zugehdérigen
Probe, was auf eine weitgehende Entfernung von ungebundenen Sondenresten
durch die Waschvorgange schlieBen lasst.
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Abbildung 12: Eisenoxidmengen nach Inkubation von SVEC4-10 Zellen mit der CD106-
Brickenmolekil-Sonde unter Verwendung der Einschrittmethode (VA, Versuchsansétze).
Zur Untersuchung der Bindungsspezifitdt wurde eine Behandlung der Zellen mit einer Isotyp-
Briickenmolekil-Sonde durchgefiihrt (KA, Kontrollansétze). Ebenso wurden native Zellen auf
ihren Eisenoxidgehalt untersucht. Die VA und KA sind durch Klammern gekennzeichnet, auf
denen die Behandlungszeiten mit den Sonden aufgetragen sind. a) Eisenoxidgehalt nativer
SVEC4-10 Zellen, Mittelwert und Standardabweichung aus 3 Anséatzen; b) VA 1:
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit der CD106-Briickenmolekil-Sonde
fir 30 min bei 37°C; c) KA 1: Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation mit der
Isotyp-Brickenmolekil-Sonde fir 30 min bei 37°C; d) VA 2: Eisenoxidmenge in SVEC4-10
Zellen nach Inkubation mit der CD106-Briickenmoleki-Sonde fir 60 min bei 37°C; e) KA 2:
Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Behandlung mit der Isotyp-Briickenmolekil-
Sonde fiir 60 min bei 37°C; f) VA 3: Eisenoxidmenge in SVEC4-10 Zellen nach Inkubation
mit der CD106-Briickenmolekil-Sonde fir 90 min bei 37°C; g) KA 3: Eisenoxidmenge in
SVEC4-10 Zellen nach Behandlung mit der Isotyp-Brickenmolekiil-Sonde fir 90 min bei
37°C.
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5.3.3.2. Markierung von Zellen mit funktionalisierten Sonden

5.3.3.2.a. Magnetische Markierung der SVEC4-10 Zellen unter Einsatz der
funktionalisierten CD106-Sonden

Charakteristisch fur die funktionalisierten CD106-Sonde ist ihr Proteingehalt von 250
ug/ml Sonde und ihr Eisenoxidgehalt von 21,6 mg/ml. Zur Analyse der Spezifitat der
Bindung wurde eine funktionalisierte Isotyp-Sonde verwendet und auf ihren Protein-
und Eisenoxidgehalt untersucht. Dabei ergaben sich 162,5 ug Protein und 21,4 mg
Eisenoxid pro ml Sonde. Die beiden Sonden wurden unter gleichen
Versuchsbedingungen eingesetzt.

Nach Zugabe von 100ul der funktionalisieten CD106-Sonde war die
Eisenoxidkonzentration in 3x10’ SVEC4-10 Zellen doppelt so hoch (0,214 pg pro
Zelle) als nach Behandlung mit der funktionalisierten Isotyp-Sonde (0,110 pg pro
Zellen). Im Vergleich zu nativen Zellen (0,024 pg pro Zelle) verneunfachte sich der
Eisenoxidgehalt der Zellen sogar (Abbildung 13 I). Die durch Waschen abgetrennten
ungebundenen Sondenanteile (Agglomerate) wiesen einen Eisenoxidgehalt von
10,6ug (CD106-Sonde) bzw. 17,6 ug (Isotyp-Sonde) auf. In den Spullésungen der
Proben konnten ebenfalls noch Eisenoxidriickstande gefunden werden, sie lagen
zwischen 30 und 100 % des zugehdrigen Probengehaltes.

Die Behandlung von 5x10” SVEC4-10 Zellen mit 120 pl der CD106- bzw. Isotyp-
Sonden ergab vergleichbare Eisenoxidgehalte in den Zellen (0,306 pg bzw. 0,359 pg
pro Zelle) (Abbildung 13 Il). Wiederrum zeigt sich eine enorme Steigerung der
Eisenoxidmenge in den behandelten Zellen im Vergleich zu den nativen Zellen
(0,014 pg pro Zellen). Die Untersuchung der isolierten Agglomerate ergab eine
Eisenoxidkonzentration von 25,6 ug (CD106-Sonde) bzw. 20,9 ug (Isotyp-Sonde).
Die Eisenoxidriickstande in den Spillésungen beliefen sich auf 18 bis 30 % des
Eisenoxidgehaltes des zugehdérigen Zellansatzes.
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Abbildung 13: Eisenoxidmengen pro Zelle nach Inkubation von SVEC4-10 Zellen mit
funktionalisierten CD106-Sonden unter Verwendung der Einschrittmethode. Zur
Untersuchung der Bindungsspezifitdit wurde eine Behandlung der Zellen mit einer
funktionalisierten Isotyp-Sonde durchgefiihrt. Ebenso wurden native Zellen auf ihren
Eisenoxidgehalt untersucht. |) Eisenoxidgehalt nach Behandlung von 3x10’" SVEC4-10
Zellen mit den Sonden fiur 30 min bei 37°C; a) native Zellen; b) Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten Isotyp-Sonden; c) Behandlung der Zellen mit funktionalisiertenn CD106-
Sonden. Il) Eisenoxidgehalt nach Behandlung von 5x10” SVEC4-10 Zellen mit den Sonden
fir 30 min bei 37°C; a) native Zellen; b) Behandlung der Zellen mit funktionalisierten Isotyp-
Sonden; ¢) Behandlung der Zellen mit funktionalisierten CD106-Sonden.

Die elektronenmikroskopische Aufnahme der SVEC4-10 Zellen nach der Behandlung
mit der funktionalisierten CD106-Sonde zeigt eine Anreicherung des magnetischen
Materials an der Zelloberflache (Abbildung 14b). Dieser Zusammenhang wird an
unbehandelten Zellen (Abbildung 14a) nicht gefunden. Ebenso sind intrazellular,
neben den Zellorganellen, Einschlisse von internalisierten magnetischen
Nanopartikeln sichtbar (Abbildung 14b, Pfeile).
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Abbildung 14: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von SVEC4-10 Zellen. a) native
SVEC4-10 Zellen ohne magnetisches Material; b) SVEC4-10 Zellen nach Behandlung mit
der funktionalisierten CD106-Sonde. Die Pfeilel und 2 zeigen von der Zelle bereits
internalisierte Nanopartikel, Pfeil 3 zeigt Partikel wahrend des Aufnahmeprozesses in die
Zelle. Messbalken 2 um.

5.3.3.2.b. Magnetische Markierung der SK-BR-3 Zellen unter Einsatz der
funktionalisierten Her-2-Sonden

Die Charakteristika der funktionalisierten Her-2-Sonde waren ein Proteingehalt von
385 pg/ml und ein Eisenoxidgehalt von 45,6 mg/ml. Die als Kontrollen zur Spezifitat
der Bindung hergestellten funktionalisierten Isotyp-Sonden wiesen einen
Proteingehalt von 162,5 pg/ml und eine Eisenoxidkonzentration von 21,4 mg/ml auf.
Nach Behandlung von 6,25x10” SK-BR-3 Zellen mit 100 pl der Sonden konnte ein
dreimal héherer Gehalt an Eisenoxid in den mit der Her-2-Sonde behandelten Zellen
(1,242 pg pro Zelle) als in den mit der Isotyp-Sonde inkubierten Zellen (0,412 pg pro
Zelle) gefunden werden (Abbildung 16). In den nativen Zellen lag der
Eisenoxidgehalt bei 0,057 pg pro Zelle vor. Im Wiederholungsexperiment konnten die
Daten bestatigt werden. In Abbildung 15 sind die drei Versuchsanséatze dargestellt,
es lasst sich ein Zusammenhang zwischen der Farbung und dem Eisenoxidgehalt
der Ansatze erkennen. Die Analyse der aus den Proben entfernten Agglomerate
erbracht eine Eisenoxidmenge von 429 ug (Her-2-Sonde) bzw. 13,5 ug (Isotyp-
Sonde). Die Untersuchung der letzten Splllésung der Proben ergab einen Gehalt an
Eisenoxid von 22% bzw. 6% des Eisenoxidgehaltes der zugehdrigen Probe.
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Probe A Probe B Probe C
SK-BR-3 Zellen in SK-BR-3 Zellen mit SK-BR-3 Zellen mit
Separationspuffer  funktionalisierter - |sotyp funktionalisierter -

Sonde Her-2 Sonde

Abbildung 15: Native bzw. mit den funktionalisierten Her-2- und
funktionalisierten Isotyp-Sonden fir 30 min bei 37 °C behandelte SK-
Probe A: 6,25x10’ native SK-BR-3 Zellen in
Separationspuffer; Probe B: SK-BR-3 Zellen nach Behandlung mit
der funktionalisierten Isotyp-Sonde; Probe C: SK-BR-3 Zellen nach
Inkubation mit der funktionalisierten Her-2-Sonde.
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Abbildung 16: Eisenoxidmengen pro
Zelle nach Inkubation von 6,25x10’
SK-BR-3 Zellen mit funktionalisierten
Her-2-Sonden unter Verwendung der
Einschrittmethode. Zur Untersuchung
der Bindungsspezifitit wurde eine
Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten Isotyp-Sonden
durchgefihrt. Ebenso wurden native
Zellen auf ihren Eisenoxidgehalt
untersucht. a) native Zellen; b)
Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten Isotyp-Sonden; c)
Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten Her-2-Sonden.



5. Ergebnisse

5.4. Messungen im Magnetwechselfeld

5.4.1. Temperaturentwicklung nach unspezifischer = Aufnahme von
magnetischen Nanopartikeln

In der Temperaturkurve der mit Ferrofluid behandelten Makrophagen l&asst sich ein
Zusammenhang zwischen Temperaturanstieg und Inkubationszeit erkennen. So
erreichten native Zellen eine Temperaturdifferenz von 1,23 K + 0,15 K. Hingegen
zeigte sich mit langerer Ferrofluid- Behandlung eine deutliche Zunahme der
Temperaturdifferenz. So betragt diese nach 12h Inkubation mit den magnetischen
Nanopartikeln 15,31 K+ 3,52 K (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Exposition nativer und magnetisch markierter Makrophagen far
150 Sekunden im magnetischen Wechselfeld (H = 11 kA/m; f = 410 kHz).
Dargestellt sind die Temperaturdifferenzen der unbehandelten Zellen, ebenso der
mit magnetischen Nanopartikeln fur 2, 4, 8 und 12h inkubierten Makrophagen.
Mittelwerte und Standardabweichungen stammen aus drei unabhangigen
Versuchen.
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5.4.2. Temperaturentwicklung nach spezifischer Bindung magnetischer

Nanopartikel an Zellen

5.4.2.1. Temperaturentwicklung nach magnetischer Markierung von
Endothelzellen mit der Mehrschrittmethode

In den Untersuchungen an SVEC4-10 Zellen unter Verwendung der
Mehrschrittmethode mit den Variationen der Inkubationsbedingungen konnte kein
Temperaturunterschied zwischen den behandelten und den nativen unbehandelten
Zellen festgestellt werden. Die Kontrollen aus nativen Zellen wiesen, wie auch die mit
den biotinylierten CD106- bzw. Isotyp-Antikérpern und den Ferrofluiden behandelten
Zellen, eine Temperaturdifferenz von etwa 1 K auf. Auf eine Darstellung dieser

Ergebnisse wurde daher verzichtet.

5.4.2.2. Temperaturentwicklung nach magnetischer Markierung von Zellen mit
der Einschrittmethode

5.4.2.2.a. Temperaturentwicklung nach Behandlung von SVEC4-10 Zellen mit

der Briickenmolekiil-Sonde

Ein Temperaturanstieg konnte nach Behandlung der Zellen mit den CD106- bzw.
Isotyp-Brickenmolekiil-Sonden nicht ermittelt werden. Die mit den Sonden
behandelten Zellen zeigten die gleiche Temperaturdifferenz von etwa 1 K wie die

nativen Zellen. Auf eine Darstellung dieser Ergebnisse wurde daher verzichtet.

5.4.2.2.b. Temperaturentwicklung nach Behandlung von SVEC4-10 Zellen mit

der funktionalisierten CD106-Sonde

Nach Behandlung von 3x10” SVEC 4-10 Zellen mit funktionalisierten CD106- und
Isotyp-Sonden konnte kein Temperaturunterschied zwischen den beiden Proben
gefunden werden (1,88 bzw. 1,87 K) (Abbildung 18 I). Die nativen Zellen zeigten eine
Temperaturerh6hung von 0,93 K. Es zeigte sich also eine Temperaturdifferenz von

etwa 1 K zwischen unbehandelten und behandelten Zellen.
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Die Analyse von 5x10° SVEC4-10 Zellen im MWF zeigte ebenfalls eine
Temperaturdifferenz von ca. 1 K zwischen den unbehandelten und behandelten
Zellen. Zwischen den mit den funktionalisierten CD106- und Isotyp-Sonden
behandelten Zellen konnte kein deutlicher Temperaturunterschied verzeichnet
werden (2,49 K und 2,88 K) (Abbildung 18 II).
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Abbildung 18: Temperaturentwicklung nach Exposition von SVEC4-10 Zellen far 150
Sekunden im magnetischen Wechselfeld (H: 11 kA/m; f: 410 kHz) nach Behandlung mit den
funktionalisierten Sonden. 1) Messung von 3x10” SVEC4-10 Zellen a) native Zellen; b)
Behandlung der Zellen mit funktionalisierten Isotyp-Sonden; c) Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten CD106-Sonden. 1l) Messung von 5x10” SVEC 4-10 Zellen; a) native Zellen;
b) Behandlung der Zellen mit funktionalisierten Isotyp-Sonden; ¢) Behandlung der Zellen mit
funktionalisierten CD106-Sonden.

5.4.2.2.c. Temperaturentwicklung nach Behandlung von SK-BR-3 Zellen mit der
funktionalisierten Her-2-Sonde

Ein deutlicher Temperaturanstieg von 6,02 K konnte nach Behandlung von 6,25x10’
SK-BR-3 Zellen mit den funktionalisierten Her-2-Sonden erreicht werden. Im
Vergleich hierzu lagen die Temperaturdifferenzen der nativen Zellen (0,44 K) und der
mit den funktionalisierten Isotyp-Sonden behandelten Zellen (1,08 K) deutlich
darunter (Abbildung 19). Es lasst sich also eine Temperaturdifferenz von 5 K
zwischen den mit beiden funktionalisierten Sonden behandelten Zellen verzeichnen.

Im Wiederholungsversuch konnten diese Daten bestatigt werden.
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7,0 - Abbildung 19: Temperaturentwicklung
nach Exposition von SK-BR-3 Zellen fir
60 6,02 150  Sekunden im  magnetischen
’ Wechselfeld (H: 11 kA/m; f: 410 kHz) nach
Behandlung mit den funktionalisierten
5,0 - Sonden. a) Messung von 6,25x10” nativen
SK-BR-3 Zellen; b) Messung der Zellen
T 401 nach Behandlung mit funktionalisierten
5 Isotyp-Sonden; c) Messung der Zellen
< nach Behandlung mit funktionalisierten
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6. Diskussion

Im Rahmen der durchgefihrten Untersuchungen an Makrophagen gelang der
Nachweis einer Abhangigkeit zwischen der Eisenoxidmenge in den Zellen, durch
unspezifische Aufnahme des magnetischen Materials und der Inkubationszeit. Die
aufgenommenen Partikel flhrten zu deutlichen Temperaturerhéhungen bei den
Messungen im magnetischen Wechselfeld.

Bei den Untersuchungen zur spezifischen Bindung von magnetischem Material an
Zellen kam zum einen die Mehrschrittmethode unter verschiedenen
Behandlungsbedingungen und zum anderen die Einschrittmethode mit drei
unterschiedlichen Sonden zum Einsatz. Unter Verwendung der Mehrschrittmethode
fand sich am Endothelzellmodell der SVEC4-10 Zellen eine Abnahmetendenz der
Eisenoxidkonzentration in den Zellen mit zunehmender Behandlungsdauer mit dem
Ferrofluid unter verschiedenen Versuchsbedingungen. Zur Behandlung von Zellen
mit der Einschrittmethode konnten drei Sonden kreiert werden. Der Einsatz der
Sonden zeigte eine spezifische Anlagerung von Nanopartikeln an die Zellen, es
ergaben sich jedoch Unterschiede im Bindungsverhalten der Sonden. Messungen im
magnetischen Wechselfeld konnten, in Abhangigkeit von den verwendeten
Methoden, Unterschiede in den Temperaturentwicklungen der behandelten Zellen

zeigen.
6.1. Unspezifische Aufnahme von magnetischen Nanopartikeln

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur unspezifischen Aufnahme von Ferrofluiden
in Makrophagen zeigten eine Zunahme der Eisenoxidmenge in den Zellen mit
langerer Inkubationsdauer. Diese Beobachtung konnte sowohl flr jede einzelne Zelle
als auch fur die gesamten Versuchansatze verdeutlicht werden. Das Datenmaterial
wies Schwankungen der Eisenoxidmengen auf, was zu den dargestellten hohen
Standardabweichungen flhrte. Eine mdgliche Begrindung hierfir kann in der
Sterilisation der Ferrofluide vor der Zellbehandlung gefunden werden. Durch die
hohen Sterilisationstemperaturen kam es zu Flissigkeitsverlusten in den Ferrofluiden
und so zu einer Konzentrationserhdhung der Eisenoxidgehalte. Die Uberpriifung
dieser Konzentrationsveranderungen erfolgte stichprobenartig mittels AAS,
Abweichungen zwischen einzelnen Ferrofluidproben wurden nicht analysiert. Ebenso
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kénnen zum einem Pipetierfehler beim Umgang mit den magnetischen Nanopartikeln
zum anderen Verluste von magnetisch markierten Zellen bei den Waschvorgéangen
oder beim Abschaben der Zellen vom Flaschenboden zu Schwankungen der
Eisenoxidgehalte gefihrt haben. Das Abschaben kann aber auch den Austritt von
magnetischem Material aus den Zellen durch Irritation der Zellmembran
hervorgerufen haben. Durch mehrfaches Waschen sollte jedoch eine Verringerung
der frei vorliegenden Partikel erreicht werden, eine vollstandige Entfernung wurde
nicht untersucht. Eine Beeinflussung der Zellvitalitat oder der Aufnahmefahigkeit der
Makrophagen durch eine Kontamination mit Mycoplasmen wurde mittels DAPI-Test
mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen. Die Ergebnisse der Untersuchungen
zur unspezifischen Bindung an Makrophagen sind, trotz der beschriebenen
Fehlerquellen, die durch Wachvorgange und dreifache Versuchsausflhrung
minimiert wurden, als zuverlassig anzusehen.

Der deutliche Anstieg der Eisenoxidkonzentration in den Zellen mit zunehmender
Inkubationszeit (bis zu 12h) um etwa Faktor 6 ist das Ergebnis der unspezifischen
phagozytosebedingten Aufnahme des Ferrofluids in die Makrophagen. In
Untersuchungen von Wilhelm et al. (2002) ebenfalls an Mausmakrophagen, die mit
magnetischen Nanopartikeln (Hllle aus DMSA (dimercaptosuccinicacid), bis zu 24h)
behandelt wurden, konnte eine Zunahme der Eisenmenge in den Zellen durch
unspezifische Aufnahme der Partikel um etwa Faktor 8 ermittelt werden. Der grdBere
Anstieg der Eisenmenge in den Zellen in Untersuchungen von Wilhelm lasst sich
vermutlich auf die langere Behandlungsdauer von 24h, verglichen mit der Dauer von
12h in der hier vorliegenden Studie, erklaren.

Die Quantifizierung der Eisenaufnahme in die Makrophagen erfolgte in dieser Arbeit
mit der Atomabsorptionsspekirometrie. Wilhelm et al. (2002) dagegen verwendeten
eine Methode namens Magnetophorese und untersuchten die Partikelaufnahme
ebenfalls mittels Elektronenmikroskopie. Hierbei konnte die Anlagerung der
Nanopartikel an die Zellen Uber elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der
Plasmamembran und den Partikeln nachgewiesen werden. Die Nanopartikel wurden
in frihen® Endosomen eingeschlossen und fusionierten im Zytoplasma zu ,spaten®
Endosomen oder Lysosomen. Vergleichbare Mechanismen der Partikelaufnahme
und Prozessierung in den Makrophagen in der hier vorliegenden Arbeit sind

vorstellbar. Eine vergleichbare Untersuchung z.B. mittels Elektronenmikroskopie
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hatte jedoch den Rahmen dieser Arbeit gesprengt und bleibt zukinftigen
Untersuchungen vorbehalten.

In den durchgefihrten Versuchen dieser Studie blieb das Erreichen eines
Sattigungsbereiches der Partikelaufnahme in die Makrophagen aus. Die
Eisenoxidkonzentration in den Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer (bis
12h) mit den Nanopatrtikeln stieg hierbei stetig an (siehe oben). Untersuchungen von
Wilhelm et al. (2002) zeigten dagegen, neben der Abhangigkeit der Partikelaufnahme
der Makrophagen von der Inkubationszeit, ebenfalls eine Abhangigkeit von der
Partikelkonzentration im extrazellularen Medium. Es zeigte sich hierbei mit
zunehmender Dauer der Behandlung (bis zu 24h) eine Séttigung der
Aufnahmefahigkeit der Zellen. Eine denkbare Ursache fiir diese unterschiedlichen
Tendenzen ist die klrzere Behandlungszeit von nur 12h in dieser Arbeit im
Gegensatz zu 24h in der Arbeit von Wilhelm. Tendenziell ist eine Sattigung der
Aufnahme fur langere Behandlungszeiten durchaus denkbar. Hierzu mussten
weiterfihrende Experimente durchgeflihrt werden.

Eine weitere Erkenntnis der Untersuchungen war die Zunahme der
Makrophagenzellzahl mit langerer Behandlungsdauer. Die hierbei mittels der Thoma
Zahlkammer ermittelten Zellzahldaten, wiesen trotz gleicher Aussaatzellzahlen und
Behandlungsbedingungen eine Schwankungsbreite auf. Hierflir kommen Fehler bei
der verwendeten Zahlmethode, Pipetierfehler bei der Verteilung der Zellsuspension
und Wachstumsschwankungen, die bei der Arbeit mit biologischem Material bis zu
30% betragen kdnnen (Hilger, persénliche Mitteilung, 2004), in Betracht. Die
Vermehrung der Zellen im Zeitintervall (12h) spiegelt jedoch deutlich die
Wachstumsdynamik der Makrophagen wieder und lieB sich ebenfalls in drei
Experimenten bestatigen.

Das zunehmende Wachstum der Makrophagen innerhalb der Behandlungsdauer
lasst die Vermutung zu, dass das Ferrofluid keinen schadigenden Einfluss auf die
Zellvitalitat genommen hat. Die Zunahme der Zellen im Behandlungsintervall flihrte
zu einer Steigerung des Aufnahmepotentials der Makrophagen fiir das Ferrofluid. Die
Abhéangigkeit zwischen Zellwachstum und Aufnahmepotential von Zellen fir das
magnetische Material wurde in Untersuchungen von Moore et al. (2000) analysiert.
Hierbei wurde neben der Aufnahme der Partikel durch verschiedene Zelllinien, das
Wachstum der Zellen wahrend der Behandlung beobachtet. Es konnte ein

Zusammenhang zwischen Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen und gesteigerter
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Aufnahme von Nanopartikeln festgestellt werden. Eine hohe Verdopplungsrate
korrelierte hierbei positiv mit einer erhéhten Aufnahme von Nanopartikeln. Daher
lasst sich in den durchgefiihrten Untersuchungen die Steigerung der
Eisenoxidmenge in den Makrophagen zum einen durch die Zunahme der Zellen, und
damit der potentiellen Nanopartikelaufnehmer und zum anderen durch die langere
Darbietung der Partikel mit zunehmender Inkubationsdauer erklaren.

6.2. Spezifische Aufnahme von Ferrofluiden mit der
Mehrschrittmethode

In  Untersuchungen zur zeitlichen Dynamik der Partikelaufnahme am
Endothelzellmodell der SVEC4-10 Zellen unter Einsatz der Mehrschrittmethode
(biotinylierte  CD106-Antikbrper und streptavidinhaltiges  Ferrofluid, jeweils
Behandlungsdauer 30, 60, 90 min) zeigte sich eine Abnahme der Eisenoxidmenge in
den Zellen in Abhangigkeit von der Behandlungszeit mit den Komponenten. Diese
Abnahmetendenz mit zunehmender Inkubationsdauer bestatigte sich im
Wiederholungsversuch, der wie das vorherige Experiment mit sterilen,
mykoplasmenfreien Zellen durchgefihrt wurde.

Die gefundene Abnahme der Eisenoxidmenge der Zellen basiert vermutlich auf
rezeptorvermittelten = Endozytosemechanismen. Diese energieverbrauchenden
Vorgéange laufen, sobald ein Ligand an einen Rezeptor gebunden hat, rasch ab und
ermdglichen so die zlgige Aufnahme von Material in die Zelle (Darnell et al., 1994).
So zeigte beispielsweise die Aufnahme von radioaktiv markiertem Transferrin durch
rezeptorvermittelte Endozytose eine deutliche Erhdéhung der intrazellularen
Radioaktivitat mit einem Maximalbereich von 15 - 30 min nach der Rezeptorbindung
(Chiechanover et al., 1983). Ahnliche Zusammenhinge sind auch fiir eine
Endozytose der an den CD106-Rezeptor gebundenen biotinylierten Antikdrper
denkbar. Theoretisch wird eine wiederholte Neubesetzung von Rezeptoren mit den
Antikérpern durch das begrenzte Vorkommen beider Komponenten limitiert. Mit
zunehmender Dauer der Antikdrper Behandlung sinkt also seine Prasens auf der
Zelloberflache. Dies fuhrt zu einer Verminderung der Bindungsstellen fir die
magnetischen Nanopartikel mit zunehmender Behandlungszeit. Es ist denkbar, dass
diese Prozesse eine Rolle bei der Abnahme der Eisenoxidgehalte in den Zellen in
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dieser Arbeit gespielt haben. Die Zusammenhange mussen jedoch in
weiterfihrenden Untersuchungen bestatigt werden.

Im Gegensatz zur antikérpervermittelten Partikelaufnahme in die Endothelzellen im
Rahmen der Mehrschrittmethode, die zu einer Eisenoxidabnahme in den Zellen
flhrte, zeigte die zeitabhangige Inkubation der Zellen ausschlieBlich mit dem
streptavidinhaltigen Ferrofluid eine Zunahme der Eisenoxidmenge. Die hierbei
ermittelten relativ hohen Eisenoxidwerte, vor allem nach 60 min Behandlungsdauer,
kénnen auf Wechselwirkungen zwischen den Hullmolekilen des Ferrofluids
zurickzufihren sein. Es kann durch diese Reaktionen zur Zusammenlagerung von
Partikel (Odenbach, 2001) und damit zu einer Konzentrationserhdhung kommen.
Weitere Ursachen, die zu einer Veranderung der Partikel geflihrt haben kénnen, sind
bisher nicht hinreichend geklart.

Die zeitabhangige Steigerung der Eisenoxidmenge nach Behandlung der SVEC4-10
Zellen mit dem Ferrofliud lasst sich auf eine unspezifische Anlagerung und Aufnahme
des magnetischen Materials zurtckfihren. In Untersuchungen von Jugminder et al.
(2003) an MCF7 Zellen, die mit Tamoxifen beladenen magnetischen Nanopartikeln
behandelt wurden, zeigte sich ebenfalls ein Anstieg der Partikelaufnahme, bis nach
ca. 2h eine Séttigung erreicht war. Diese Zellen, so die Vermutung, nahmen die
Partikel durch adsorptive Pinozytose auf, da sie nicht zur Phagozytose befahigt sind.
Die Partikelaufnahme durch diesen Prozess der unspezifischen Endozytose ist
durchaus auch auf die SVEC4-10 Zellen Ubertragbar, da sie ebenfalls nicht speziell
zur Phagozytose befahigt sind. Untersuchungen in der hier vorliegenden Arbeit zur
unspezifischen Anlagerung von Nanopartikeln an phagozytierende Makrophagen
konnten ebenfalls die Zunahme der Konzentration an magnetischem Material in den
Zellen mit langerer Behandlungszeit verzeichnen. Durch diese vergleichbaren
Ergebnisse lassen sich die gefundenen Daten bestatigen.

Die unspezifische Anlagerung der Partikel an die Endothelzellen in der hier
vorliegenden Studie kann zum einen Uber die Streptavidin Komponente der
magnetischen Nanopartikel zum anderen Uber die Carboxymethyldextranhille der
Partikel vermittelt wurden sein. Da jedoch die Biotin-Avidin-Bindung als sehr stabil
und hoch affin gilt (Ky = 107'° M) (Bayer et al., 1979; Jenne et al., 1999) und eine
hohe Spezifitat aufweist (Bayer et al., 1979), ist eine unspezifische Uber die
Streptavidin Komponente der Nanopartikel vermittelte Anlagerung unwahrscheinlich.

Die unspezifische Bindung erfolgte am ehesten Uber die Carboxymethyldextranhille
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der Partikel (KieBling, 2002). Die Ergebnisse von KieBling (2002) am gleichen
Zellsystem der SVEC4-10 Zellen zur spezifischen und unspezifischen Bindung von
Streptavidin gekoppelten Nanopartikeln zeigen in beiden Féllen eine Zunahme der
Eisenoxidmenge in den Zellen. In der Arbeit von KieBling (2002) wurde eine
Begulnstigung der unspezifischen Anlagerung der magnetischen Nanopartikel durch
.das statische Versuchssystem®, bei dem eine Ablagerung der Partikel auf die Zellen
stattfand, vermutet. Um solche Interaktionen des Ferrofluids mit den Zellen zu
verringern und eine Sedimentation der Zellen zu vermeiden, wurden in der
vorliegenden Arbeit die Anséatze unter leichtem Schiutteln inkubiert.

Die gleichen Tendenzen bei der unspezifischen Bindung am gleichen Zellsystem
(Zunahme Eisenoxidmenge beide Studien) sind wie bereits beschrieben durch die
unspezifische Endozytose der Partikel zu erkldren. Die gegenlaufigen
Bindungstendenzen bei der spezifischen Bindung in beiden Arbeiten (KieBling
Zunahme, vorliegenden Studie Abnahme der Eisenoxidmenge) sind im
Zusammenhang mit dem veranderten Versuchssystem zu sehen.

Die Abnahme der Eisenoxidmenge in den Zellen nach Inkubation mit biotinylierten
Antikérpern und Streptavidin gekoppelten Nanopartikeln bestatigte sich in weiteren
Untersuchungen zur spezifischen antikbrpervermittelten Bindung von magnetischem
Material mit der Mehrschrittmethode (siehe unten). Die Kontrolluntersuchungen mit
Isotyp-Antikérpern zeigten dabei nur eine geringe unspezifische Anlagerung. Somit
ist die Abnahmetendenz der Eisenoxidmengen in den Zellen durch eine spezifische
CD106-rezeptorvermittelte  Bindung und Internalisierung der Partikel am

wahrscheinlichsten zu erklaren.

Die Abnahme der Eisenoxidmengen in den Endothelzellen in Abhangigkeit von der
Behandlungszeit mit dem Ferrofluid bei gleichbleibender Antikérperbehandlung
zeigte sich in Untersuchungen an SVEC4-10 Zellen unter Einsatz der
Mehrschrittmethode (biotinylierte CD106-Antikérper, Inkubationsdauer 30 min und
streptavidinhaltiges Ferrofluid, Behandlungsdauer 30, 60, 90 min). Diese
Abnahmetendenz bestétigte sich im Wiederholungsversuch.

Die Untersuchung zur Bindungsspezifitdt mit einem Isotyp-Antikdrper und dem
Ferrofluid unter gleichen Bedingungen zeigte zum einen eine deutlich geringere
Beladung der Endothelzellen mit Eisenoxid im Vergleich zu den Werten nach der
CD106-Antikdrper-Behandlung. Zum anderen konnte auch tendenzielle eine
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Zunahme der Eisenoxidmengen in den Zellen mit zunehmender Ferrofluid-
Behandlungsdauer beobachtet werden.

Die Eisenoxidmengen in den Zellen und die ermittelte Abnahmetendenz lassen sich
auf Grundlage dieser Ergebnisse auf eine spezifische rezeptorvermittelte Bindung
des magnetischen Materials zurlckflhren.

Die erneut ermittelte Abnahmetendenz der Eisenoxidgehalte in den Zellen trotz
gleicher Antikérperbehandlung gibt einen Hinweis darauf, dass neben
Endozytosemechanismen auch andere Zellvorgange Einfluss auf das magnetische
Material haben. Bei der Antikérperinkubation ist das Auftreten von
Endozytosevorgange (innerhalb von 15 - 30 min; Chiechanover et al., 1983), die zu
einer Reduktion der Rezeptorzahl und der gebundenen Antikérper durch Aufnahme
in die Zellen fuhrten, durchaus vorstellbar. Da dieser Befund alle Zellen in den
Ansatzen betraf, ist es denkbar, dass die Antikdrperverfligbarkeit am CD106-
Rezeptor nach 30 min in den Versuchsansatzen durchaus vergleichbar war. Damit
war vermutlich ein vergleichbarer Ausgangspunkt zur Ferrofluidbindung an die
antikérperbesetzten Rezeptoren geschaffen. Nach der Bindung der Nanopartikel
Uber das Biotin-Streptavidin-System an die Antikérper und somit an die Zellen,
unterliegen diese Komplexe ebenfalls Endozytosemechanismen, die zu einer
Aufnahme des magnetischen Materials in die Zellen fihren. Da die Bindung der
Nanopartikel durch das limitierte Vorkommen antikdrperbesetzter Rezeptoren
begrenzt ist, kommt es zur Stagnation der Partikelaufnahme. Es ist vorstellbar, dass
auf  Grundlage der bereits beschriebenen  zeitlichen  Dynamik  der
Endozytosevorgange (Aufnahme innerhalb von 15 — 30 min) die Stagnation in
diesem zeitlichen Rahmen auftritt. Eine weitere Aufnahme von Ferrofluid ist durch
das Fehlen antikérperbesetzter Rezeptoren nur eingeschrankt maoglich. Hieraus
ergdbe sich eine Erklarung fir eine gleichbleibende nicht ansteigende
Eisenoxidmenge in den Zellen aber keine Begriindung fiir eine Abnahme. Daher
muissen weitere Vorgange Einfluss auf das magnetische Material in den Zellen
haben. Es besteht die Mdbglichkeit, dass hierbei Ausschleusungsprozesse
(Exozytosemechanismen) eine Rolle spielen. Exozytosevorgdnge sind z.B. beim
Rezeptorrecycling von groBer Bedeutung, aber auch Makromolekile kénnen die
Zellen Uber diesen Prozess verlassen (James Darnell et al., 1994). Ob
Sekretionsvorgange der Zellen zur Abnahme der Eisenoxidmenge geflhrt haben,
muss jedoch in weiteren Experimenten Bestatigung finden.
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In Untersuchungen zum Einfluss der Inkubationstemperatur auf der Partikelaufnahme
am Endothelzellmodell der SVEC4-10 Zellen unter Einsatz der Mehrschrittmethode
(biotinylierte  CD106-Antikérper, Behandlungsdauer 30 min bei 4°C und
streptavidinhaltiges Ferrofluid, Behandlungsdauer 30, 60, 90 min bei 37°C) zeigte
sich eine Abnahme der Eisenoxidmenge in den Zellen mit zunehmender Ferrofluid-
Behandlungsdauer. Diese Abnahmetendenz bestéatigte sich im
Wiederholungsversuch. Die Kontrolluntersuchung mit einem lIsotyp-Antikérper und
dem Ferrofluid unter gleichen Inkubationsbedingungen zeigten neben einer
geringeren Eisenoxidbeladung der Endothelzellen, verglichen mit den Werten nach
der CD106-Antikérper-Behandlung, einen relativ konstanten Eisenoxidspiegel in den
Zellen.

Die erneut aufgetretene Abnahmetendenz der Eisenoxidmenge in den Zellen nach
antikérpervermittelter spezifischer Nanopartikelaufnahme stand im Gegensatz zu den
erwarteten Tendenzen. Durch die Verringerung der Behandlungstemperatur des
Antikérpers auf 4°C sollten Endozytoseprozesse am Rezeptor und die damit
verbundene Antikdrperinternalisierung vermindert werden. Durch diese Behandlung
sollte eine gleichbleibende Antikdrperbesetzung am Rezeptor und damit eine
vergleichbare Ausgangsposition fir die Bindung des magnetischen Materials in allen
Zellen erreicht werden. Diese Erwartungen begriinden sich darauf, dass die
Endozytosevorgange energieverbrauchend sind und bei 37°C optimal ablaufen,
jedoch bei 4°C nur eine Ligandenbindung aber keine Internalisierung erfolgen kann.
Die Aufnahme von an Rezeptor gebundenen Liganden erfolgt erst oberhalb von 4°C
(James Darnell et al.,1994). In Untersuchungen von Miltenyi et al. (1989) zur
magnetischen Zellseparation wurden Zellen ebenfalls Uber Antikdrper mit
magnetischem Material markiert. Hierbei erfolgte die Antikbrperbehandlung ebenfalls
bei 4°C. Eine Internalisierung der antikérperbesetzten Rezeptoren war erst im
Rahmen der Ferrofluidbehandlung bei 37°C méglich. Hierbei sollte es zur Aufnahme
der rezeptorgebundenen Antikérper-Nanopartikel-Komplexe kommen. Limitiert war
dieser Prozess durch das begrenzte Vorkommen von antikérperbesetzten
Rezeptoren. Daher wurde mit einer relativ gleichbleibenden Eisenoxidmenge in den
Zellen nach der Ferrofluidinkubation gerechnet.

Die ermittelte Abnahme des Eisenoxidgehaltes in den Zellen unter beschriebenen
Bedingungen widerlegte jedoch diese Vermutung. Sie lasst sich jedoch unter diesen
Inkubationsbedingungen nicht mit Internalisierungsvorgdngen am Rezeptor und der
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Verminderung der Bindungsstellen erklaren. Hierbei missen wie bereits vermutet
Ausschleusungsprozesse der Zellen verantwortlich sein. Diese Vorgange sind bisher
sparlich beschrieben und missen in weiterfihrenden Experimenten naher beleuchtet

werden.

6.3. Spezifische Aufnahme von Ferrofluiden mit der
Einschrittmethode

Die Analyse der Aufnahmedynamik magnetischen Materials unter Einsatz der
Einschrittmethode mit den CD106-Briickenmolekil-Sonden und den Endothelzellen
der SVEC4-10 Zelllinie zeigte eine Abnahme der Eisenoxidkonzentrationen mit
zunehmender Sondeninkubationsdauer. Diese Abnahmetendenz konnte im
Wiederholungsexperiment erneut gezeigt werden, die Absolutwerte der
Eisenoxidkonzentration in den Zellen waren jedoch geringer. In den
Kontrolluntersuchungen mit den Isotyp-Brickenmolekiil-Sonden konnten deutlich
geringere Eisenoxidkonzentrationen in den Zellen verglichen mit den Mengen nach
der  CD106-Brickenmolekiil-Sonden-Inkubation ~ verzeichnet = werden.  Die
Eisenoxidgehalte der Zellen waren trotz der verschiedenen Behandlungsdauern
relativ konstant und zeigten keine Abnahmetendenz.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse sind die Eisenoxidmengen in den Zellen und die
ermittelte Abnahmetendenz auf eine spezifische Bindung und rezeptorvermittelte
Internalisierung der Sonden zurlickzufiihren. Diese Abnahme der Eisenoxidmenge in
den Zellen steht im Gegensatz zu den erwarteten Tendenzen. Es wurde ein ahnlicher
Eisenoxidgehalt in den Zellen trotz unterschiedlich langer Behandlungszeiten
erwartet. Diese Annahme begrindet sich darauf, dass das spezifische
Aufnahmepotential der Zellen durch die Anzahl der Rezeptoren und Sonden, deren
Zahl bzw. Menge in den Ansatzen vergleichbar war, limitiert bzw. beeinflusst wird.
Andere Einflisse wie z.B. Endozytosevorgange der Antikérper am Rezeptor wurde
durch den Einsatz der Einschrittmethode mit den Sonden reduziert. Die Sonden
ermoglichten eine Bindung und Internalisierung der Antikdrper und Nanopartikel in
einem Schritt in die Zellen. So zeigte die ermittelte Abnahmetendenz der
Eisenoxidgehalte der Zellen erneut, dass nicht nur Endozytosevorgdnge am
Rezeptor, sondern auch Ausschleusungsvorgange der Zellen die Partikelaufnahme

beeinflussen. Diese Exozytosevorgange fihrten in den Untersuchungen mit der
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Mehrschritt- und auch der Einschrittmethode zu einer Abnahme der Eisenoxidgehalte
in den Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit.

Bei der unspezifischen Aufnahme von magnetischem Material in Zellen zeigt sich
eine zeitabhangige Zunahme, diese ist jedoch in ihrem Umfang durchaus von der
Zelllinie abhangig. So findet sich bei zur Phagozytose befahigten Zellen eine
deutliche Zunahme der Eisenoxidmenge in Abhangigkeit von der Behandlungszeit,
wie Untersuchungen von Wilhelm et al. (2002) und die Ergebnisse der vorliegenden
Studie zeigen. Diese Zunahme unterliegt einer Sattigung, die innerhalb von 24h
auftritt (Wilhelm et al., 2002).

Im Rahmen der unspezifischen Aufnahme von magnetischem Material durch nicht
speziell zur Phagozytose befahigte Zellen bestatigen die hier vorliegenden Analysen
an Endothelzellen, im Rahmen der Kontrolluntersuchungen zur unspezifischen
Bindung der Streptavidin gekoppelten Nanopartikel, und Untersuchungen von
Jugminder et al. (2003) an MCF7 Zellen eine tendenzielle Zunahme der
Partikelaufnahme mit der Zeit. Das Erreichen einer Sattigung trat nach Jugminder et
al. (2003) jedoch bereits nach 2h ein. Demnach werden die Vorgange der
unspezifischen Anlagerung von Material an Zellen also hauptsédchlich von der
Einwirkzeit mit Erreichen einer Sattigung und der Zellart beeinflusst und sind
unabhangig von Zielstrukturen der Zellen.

Im Gegensatz zu dieser unspezifischen Bindung zeigt die spezifische Bindung des
magnetischen Materials an Zellen Uber den Prozess der rezeptorvermittelten
Endozytose in der vorliegenden Arbeit eine zeitabhangige Abnahme der
Eisenoxidgehalte in den Zellen. Hierbei spielen offensichtlich
Internalisierungsvorgange am Rezeptor und Ausschleusungsmechanismen der
Zellen eine entscheidende Rolle. Die spezifische rezeptorvermittelte Bindung des
magnetischen Materials an Zellen wird hierbei auch durch das begrenzte

Vorhandensein von Zielstrukturen (Rezeptoren) limitiert.

6.4. Spezifische Aufnahme von Ferrofluiden unter Einsatz der
Einschrittmethode mit funktionalisierten Sonden

Die Aufnahme von magnetischem Material nach Behandlung von SVEC4-10 Zellen

mit funktionalisierten CD106-Sonden konnte durch Bestimmung der Eisenoxidmenge
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und durch elektronenmikroskopische Aufnahmen gezeigte werden. Durch
Untersuchung von nativen und mit funktionalisierten Isotyp-Sonden behandelten
Zellen konnte die spezifische Anlagerung nachgewiesen werden. Die
Eisenoxidmenge in den Endothelzellen nach der spezifischen rezeptorvermittelten
Bindung war im Vergleich zur Isotypkontrolle doppelt so hoch.

Ein Zusammenhang zwischen Zellzahl und aufgenommenen magnetischem Material
konnte ebenfalls ermittelt werden. So fand sich bei der Behandlung von
Endothelzellen, deren Zellzahl um 1,7 erhdéht wurden war (von 3x10’ auf 5x10’
Zellen), eine 1,5 fach hdhere Eisenoxidmenge als in 3x10” behandelten Zellen (von
0,214 pg auf 0,306 pg pro Zelle). Die mit der Isotyp-Sonde behandelten Zellen
zeigten jedoch hierbei ebenfalls einen hohen Eisenoxidgehalt. Dieser hohe
Eisenoxidgehalt der Isotyp-Sonden-Probe lasst sich durchaus auf den Einfluss der
bereits im Ergebnisteil beschriebenen Agglomerate zurlickfihren. Sie kénnen durch
Zusammenlagerung der funktionalisierten Nanopartikel durch Wechselwirkungen der
Hullmolekile (Odenbach, 2001) entstehen. Durch vielfaches Waschen der Ansatze
wurde eine Reduzierung der Agglomerate erreicht. Das Verbleiben von einigen
zusammengelagerten Partikeln ist jedoch nicht auszuschlieBen. Daflr sprechen auch
die unterschiedlichen Eisenoxidgehalte der entfernten Agglomerate der Ansatze, die
nach den Waschungen ermittelt wurden (Agglomerate, Eisenoxidgehalt 25,6 ug
CD106-Sonde bzw. 20,9 ug Isotyp-Sonde). So ist es durchaus mdglich, dass
verbliebene Agglomerate in der Isotyp-Sonden-Probe den Eisenoxidgehalt des
Ansatzes verfalscht haben und die ermittelte Eisenoxidmenge daher falsch hoch ist.
Bei der Herstellung der Sonden zeigten sich Unterschiede im Proteingehalt der
funktionalisierten CD106- bzw. Isotyp-Sonden. In wie weit diese einen Einfluss auf
die Zellbindung und Aufnahme haben, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Dieser
Ansatzpunkt ist derzeit Gegenstand weiterer Untersuchungen.

Bei der Behandlung der Her-2-Rezeptor Uberexpremierenden Tumorzellen mit der
funktionalisierten Her-2-Sonde konnte eine spezifische magnetische Markierung der
Zellen erreicht werden. Die Inkubation dieser Zellen mit einer Isotyp-Sonde erbrachte
eine geringere magnetische Markierung. Die Eisenoxidmenge in den Zellen war nach
Bindung der spezifischen funktionalisierten-Her-2-Sonde um ein Dreifaches héher als
nach Bindung der Isotyp-Sonde. Die Her-2-Sonde eignet sich also zur spezifischen
Markierung der Zielzellen.
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Einfluss auf die Bindung der beiden Sonden (Her-2-Sonde, Isotyp-Sonde ) kann
deren unterschiedlicher Protein und Eisenoxidgehalt haben. So zeigte sich bei der
Isotyp-Sonde ein geringerer Gehalt an Protein und Eisenoxid (Proteingehalt von
162,5 pg/ml und eine Eisenoxidkonzentration von 21,4 mg/ml) im Vergleich zur Her-
2-Sonde (Proteingehalt von 385 pg/ml und ein Eisenoxidgehalt von 45,6 mg/ml).
Diese Schwankungen sind durch das Herstellungsverfahren bedingt. Wie stark sich
der Einfluss dieser Sondenunterschiede auf das beschriebene Ergebnis ausgewirkt
hat, konnte in dieser Untersuchung nicht ausreichend geklart werden. Hierzu missen
weitere Untersuchungen unter gleichen Bedingungen mit modifizierten Partikeln
durchgefihrt werden.

Bei der ermittelten dreifach héheren Eisenoxidmenge nach Anlagerung der
spezifischen Her-2-Sonde verglichen mit der Isotyp-Sonde spielte die Problematik
der Agglomerate und deren Einfluss auf das Versuchsergebnis eine untergeordnete
Rolle. So findet sich bei der Eisenoxidanalyse der Agglomerate des Her-2-Sonden
Ansatzes 32 mal mehr Eisenoxid als bei den Agglomeraten des Isotyp-Sonden
Ansatz. Dennoch zeigt sich ein deutlich héherer Eisenoxidgehalt in den Zellen nach
der Her-2-Sonden Inkubation als nach der Isotyp-Sonden Behandlung. So ist von
einer magnetischen Markierung der Tumorzellen durch spezifische Anlagerung der
Her-2-Sonde und nicht von einer Verfadlschung durch Agglomerate der Sonden
auszugehen.

Im Vergleich zu der hier vorliegenden dreifach hdéheren spezifischen Sonden
Anlagerung an Zellen konnte in Untersuchungen von Kang et al. (2002) an HUVEC
(humane-Umbilikalvenen-Endothelzellen) eine 50 fach hdhere spezifische Bindung
von Antikérper funktionalisierten Nanopartikel erreicht werden. Dieser deutliche
Unterschied kann =zum einen auf die verschiedenen Detektionsmethoden
zurtckzufihren sein. In der hier vorliegenden Studie diente der mit AAS ermittelte
Eisenoxidgehalt der Zellen als BezugsgréBe. In den Untersuchungen von Kang et al.
(2002) wurde die Bindungsspezifitat unter anderem Gber die Anreicherung von
radioaktiv markierten Antikdrper-konjugierten-Nanopartikeln an die Zellen bestimmt.
Ebenso bestehen Unterschiede bei den eingesetzten Zelllinien, zum einen
Tumorzellen zum anderen humane Endothelzellen. Des weiteren kdnnen die
differierenden Nanopartikel (Eisenoxidkern mit Carboxymethyldextranhille und bei
Kang et al. modifizierte ,Cross-linked-Eisenoxide”) und Inkubationsbedingungen
(vorliegende Studie 30min, 37°C, Kang et al., 1h, 37°C) zu den Unterschieden bei
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der Bindungsspezifitat gefihrt haben. In beiden Studien konnte aber eine deutliche
rezeptorvermittelte Anlagerung des magnetischen Materials an die Zelloberflache
gezeigt werden.

Eine, wie in dieser Studie erreichte, spezifische magnetische Markierung von
Tumorzellen konnte in Untersuchungen von Shinkai et al. (1994) ebenfalls gezeigt
werden. Hierbei wurden Kolonkarzinomzellen mit  Antikérper-konjugierten
Magnetoliposomen, die einen Eisenoxidkern enthielten, spezifisch markiert. Dabei
wurde eine 6 fach héhere Anlagerung der spezifisch bindenden Liposomen nach 4h
Behandlungszeit im Vergleich zu den Kontrollen erreicht. Die BezugsgréBe war
hierbei ebenfalls der mittels AAS bestimmte Eisenoxidgehalt der Zellen. Die doppelte
so hohe spezifische Anlagerung (6 fach) in der Studie von Shinkai et al. im Vergleich
zur vorliegenden Untersuchung der Her-2-Sonde an den SK-BR-3 (3 fach hohe
spezifische Anlagerung) kann zum einen durch die unterschiedlichen Partikel mit
ihren differierenden Oberflachen zum anderen durch die unterschiedlichen
Tumorzelllinien und Behandlungszeiten bedingt sein.

Die Untersuchung mit den funktionalisieten Her-2-Sonde an SK-BR-3 Zellen
verdeutlicht, dass eine spezifische Anlagerung von Nanopartikeln an Zellen und
damit das Erreichen hoher Eisenoxidmengen in Zellen machbar ist. Weitere
Untersuchungen unter vergleichbaren Bedingungen zur Verifizierung der

gewonnenen Ergebnisse sind derzeit Gegenstand weiterer Analysen.

6.5. Temperaturmessung im Magnetwechselfeld

6.5.1. Unspezifische Bindung

Die Messungen der mit dem Ferrofluid behandelten Makrophagen im magnetischen
Wechselfeld zeigten einen stetigen Anstieg der Temperatur in Abhangigkeit von der
Inkubationszeit. So konnte ein Vervierfachung der Temperatur zwischen der 2 und
12h Behandlung erreicht werden. Die Temperaturerhbhung der unbehandelten
Kontrolle aus Zellen in Puffer war relativ konstant und machte ein Drittel (nach 2h)
bzw. ein Dreizehntel (nach 12h) der Temperaturerhéhung aus.

Die Temperaturerhbhung wird also wenig von den Zellen selbst beeinflusst, sondern
héangt von deren Eisenoxidgehalt ab, der wie bereits beschrieben ebenfalls mit
zunehmender Inkubationsdauer ansteigt. Als Ursache des Temperaturanstieges der
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nativen Zellen kébnnen durch Wirbelstrome verursachte lonenbewegungen in der Zell-
Puffer-L6sung genannt werden. Der Einfluss der Variation der Probenplatzierung auf
die Messungen wurde durch die dreifach Ausflihrung der Experimente und einen
reproduzierbaren Versuchsaufbau minimiert. Die Einflisse von
Umgebungstemperatur und Luftbewegungen wurden durch das 20 minQtige
Angleichen der Proben an die Umgebungsbedingungen und dem Erreichen des
thermischen Gleichgewichtes verringert. Die ermittelten Standardabweichungen der
Temperaturwerte sind auf die bereits beschriebenen Schwankungen der
Eisenoxidkonzentrationen in den Zellen zurlckzufiihren. Denn die Zunahme der
Eisenoxidkonzentration in den Zellen in Abhangigkeit von der Inkubationszeit steht
im direkten Zusammenhang mit der Erhéhung der Temperatur. Die zunehmende
Anreicherung von magnetischem Material in den Zellen fUhrt zu einer héheren
Temperaturentwicklung im magnetischen Wechselfeld. Es kann also ein
Zusammenhang zwischen der steigenden Zellzahl, der zunehmenden
Eisenoxidmenge in den Makrophagen und der Temperaturerhéhung im MWF in

Abhéngigkeit von der Behandlungsdauer mit dem Ferrofluid festgestellt werden.

6.5.2. Spezifische Bindung von Ferrofluiden mit der Mehrschritt- und

Einschrittmethode

Bei den Messungen im magnetischen Wechselfeld konnte weder nach Inkubation der
Endothelzellen mit  den  biotinylierten ~ CD106-Antikérpern  und  dem
streptavidinhaltigen Ferrofluid unter Verwendung der Mehrschrittmethode und unter
Variation der Behandlungsbedingungen noch nach Inkubation der Endothelzellen
unter Einsatz der Einschrittmethode mit der CD106-Briickenmolekil-Sonde eine
Temperaturerh6hung verzeichnet werden. Die magnetisch markierten Zellen wiesen
im Vergleich zu den nativen Zellkontrollen und den mit biotinylierte Isotyp-Antikdrpern
und streptavidinhaltigen Ferrofluid bzw. mit der Isotyp-Sonde behandelten Zellen
keinen nachweisbar hdheren Temperaturanstieg auf. Es konnte also unter den
verwendeten Methoden keine ausreichende magnetische Markierung der Zellen
erreicht werden, die zu einer Temperaturerhbhung bei den Messungen im
Wechselfeld flihren konnte.

Die ermittelten Unterschiede bei den Eisenoxidmengen in den nativen bzw. mit

Antikérpern (CD106 und Isotyp) und Ferrofluid bzw. Sonden behandelten Zellen
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spiegeln sich nicht in den Temperaturdaten wieder. Der Eisenoxidgehalt in den
Zellen reichte unter den verwendeten Parametern nicht flr einen Temperaturanstieg
aus. Ebenfalls kénnte ein geringeres Warmegenerierungspotential des verwendeten
streptavidinhaltigen  Ferrofluids fir die geringen Temperaturanstiege mit
verantwortlich sein. Dieses Potential wurde in dieser Studie jedoch nicht untersucht.

6.5.3. Spezifische Bindung von funktionalisierten Sonden unter Einsatz der
Einschrittmethode

Die Warmebehandlung der mit den funktionalisieten CD106-Sonden markierten
Endothelzellen zeigte einen Temperaturunterschied zwischen den behandelten und
unbehandelten Zellen. Eine Temperaturdifferenz zwischen den mit den
funktionalisierten CD106-Sonden und den Isotyp-Sonden inkubierten Zellen konnte
jedoch nicht ermittelt werden.

Die Temperaturdifferenz (ca. 1K) zwischen den nativen und behandelten Zellen ist
auf den deutlichen Unterschied im Eisenoxidgehalt der Proben zuriickzufiihren. Die
Differenzen im Eisenoxidgehalt der spezifisch und unspezifisch magnetisch
markierten Zellen reichten nicht fir einen nachweisbaren Temperaturunterschied
aus.

Zu einem deutlichen Temperaturanstieg fihrte die magnetische Warmebehandlung
von Tumorzellen nach Markierung mit den funktionalisierten Her-2- bzw. Isotyp-
Sonden. Hierbei konnte sowohl eine Temperaturdifferenz zwischen den behandelten
und unbehandelten Zellen (AT 5,6 K) als auch zwischen den spezifisch und
unspezifisch magnetisch markierten Zellen (AT 5 K) ermittelt werden. Diese
Temperaturanstiege nach Behandlung der Zellen im Wechselfeld korrelieren hierbei
mit den Eisenoxidgehalten der Zellansatze. Die spezifisch markierten Tumorzellen
weisen den hoéchsten Eisenoxidgehalt auf, und zeigen ebenfalls den hdchsten
Temperaturanstieg.

So zeigt sich ein direkter Zusammenhang zwischen Eisenoxidgehalt der Zellen und
Temperaturanstieg, eine hohe magnetische Markierung der Zellen ermdglicht eine
hohe Temperaturausbeute.

Im Gegensatz zu der hier vorliegenden in vitro Studie zur magnetischen Markierung
von Tumorzellen wurden bei in vivo Untersuchungen von Shinkai et al. (2001)
Nierenzelltumor-tragende Mause mit Antikérper-gekoppelten-Magnetoliposomen
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behandelt. Hierbei wurde nach 48h eine spezifisch vermittelte Anreicherung von 1,5
mg Eisenoxid in 0,2g Tumorgewebe (Zellzahl unbekannt) festgestellt. Bei der
Exposition dieser mit Eisenoxid beladenen Tumoren im MWF (H: 30,6 kA/m, f: 118
kHz) fir 30 min konnte eine Temperaturerh6hung von 6 K mittels Thermoelement
aufgezeichnet werden. Ein Vergleich der erreichten Temperaturerh6hungen, die trotz
stark differierender Eisenoxidmengen nach spezifischer Anlagerung (77,6 pg im
Ansatz in der vorliegenden Studie und 1,5 mg im Tumor bei Shinkai et al.) mit 5 K
bzw. 6 K a&hnlich hoch waren, ist jedoch aufgrund der verschiedenen
Versuchsbedingungen nicht méglich. In vitro und in vivo Versuchsergebnisse sind
nicht vergleichbar, da es unter der in vivo Situation zu einem Abtransport von Warme
Uber den Blutstrom kommt, was =zu einer Verringerung der gemessenen
Temperaturwerte flhrt.

So sollte es Ziel weiterer Untersuchungen sein, in der in vitro Situation eine
Steigerung der Temperaturerhéhung zu erreichen, um in zuklnftigen in vivo

Experimenten ebenfalls einen Temperaturanstieg verzeichnen zu kénnen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine spezifische selektive Markierung von
Zellen mit magnetischen Nanopartikeln Gber Antikdrper prinzipiell méglich ist. In den
durchgefihrten in vitro Analysen konnte sowohl unter Einsatz der
Mehrschrittmethode als auch wunter Verwendung der Einschrittmethode eine
spezifische magnetische Markierung der Endothel- bzw. Tumorzellen erreicht
werden. Des weiteren wurden Unterschiede der Partikelaufnahme nach
unspezifischer bzw. spezifischer Bindung des magnetischen Materials an die Zellen
festgestellt. So haben zellulare Prozesse wie Endozytose und Exozytose bei der
spezifischen rezeptorvermittelten Partikelaufnahme vermutlich einen bedeutende
Einfluss auf die intrazellular verbleibende Menge magnetischen Materials. Des
Weiteren konnten die Untersuchungen zeigen, dass erst eine hohe magnetische
Beladung einer groBen Zellzahl bei der Exposition im magnetischen Wechselfeld zu
einer Temperaturerhdhung flhren kann.

So ist die spezifische Beladung von Zellen mit Nanopartikeln und das Erzielen eines
Temperaturanstiegs nach Exposition im magnetischen Wechselfeld in der in vitro
Situation ein Anfangspunkt auf dem langen Weg zur klinischen Anwendung dieser
Methode der magnetischen Warmebehandlung, der bereits weitere interessante
Fragen aufwirft.

So bietet die Aufklarung der zellularen Mechanismen im Zusammenhang mit der
rezeptorvermittelten Nanopartikelaufnahme Raum flr weitere Forschungsansatze. Es
ist in Hinblick auf zukunftige in vivo Anwendungen bedeutend einen Einblick in das
intrazellulare Prozessing, dem die Nanopartikel unterliegen, zu haben.

Ebenso ist es entscheidend weitere Zielstrukturen, d.h. Rezeptoren auf der
Zelloberflache von verschiedenen Tumorzellen bzw. TumorgefaBzellen zu
entdecken. Je mehr Zielmolekile bekannt sind, desto breiter stellt sich die
Angriffsflache zur Tumorbekampfung dar.

Mit der Etablierung neuer Zielantigene ist die Weiterentwicklung der Sondenmodelle
verknlpft. Hierbei ist die Kopplung mdglichst vieler antigenerkennender Strukturen
an potente Nanopartikel erstrebenswert. Ebenso bieten die Verbesserung der
Biokompatibilitat und der Spezifitdt weitere Forschungsaspekte.

In zukidnftigen Untersuchungen in vivo an Mausen werden neben der Problematik

des Warmeabtransportes durch den Blutstrom weitere Fragen auftauchen und zu
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beantworten sein. Ebenfalls ist eine in vitro Anwendung der antikdrpervermittelten
Nanopartikelkopplung an humanen Tumor- und GeféBzellen durchzufiihren, da eine
in vivo Anwendung am Menschen das Ziel dieser Methode der magnetischen
Waérmebehandlung darstellt. Bis zu dieser in vivo Anwendung am Menschen und der
Etablierung eines Therapieplans zur Tumorbekdmpfung ist es jedoch noch ein weiter
Forschungsweg. An dessen Ende kdnnten intelligente Nanopartikel mit einer eigenen
Zielerkennung und dem Potential der Zielzerstérung stehen.
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