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Kurzfassung

Epitheliale Tumore gehoren zu den hidufigsten Todesursachen der westlichen In-
dustrielander. Allerdings sterben die meisten Patienten nicht an den Folgen eines
Primartumors, sondern durch die daraus entstandenen Metastasen, welche durch
sogenannte zirkulierende Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) ausgelost
werden. CTCs losen sich vom Tumor und dringen in den Blutkreislauf ein. Dort
zirkulieren die CTCs durch den Korper und kénnen durch Ablagerung Metasta-
sen auslosen. CTCs sind in den letzten Jahren durch ihre enorme prognostische
Relevanz immer weiter in den Fokus der Onkologie gertickt. Denn durch Zahlung
und Charakterisierung der CTCs kénnen Aussagen tiiber die Uberlebenschance
eines Patienten getroffen, der Prozess der Metastasierung genauer erforscht und
neue Therapieansitze entwickelt werden. Die Charakterisierung der Zellen ist
allerdings abhangig von Technologien die CTCs detektieren und isolieren konnen.
Bei der Entwicklung solcher Techniken muss auf hohe Sensitivitdt und Reinheit
bei der Isolation sowie geringen Aufwand fiir den Endanwender Wert gelegt
werden. Daher liegt der Fokus des CTC-Projekts vom Fraunhofer ICT-IMM auf
der Entwicklung eines vollstandig automatisierten Systems zur Anreicherung,
Markierung und Detektion von seltenen Tumorzellen. Zur Realisierung dieses
Vorhabens wurden in dieser Arbeit zuerst verschiedene immunomagnetische An-
reicherungssysteme auf den Vitalititsverlust der Zellen {iberpriift. Das System mit
dem niedrigsten Vitalitdtsverlust wurde dann weiterentwickelt und vollstindig
automatisiert. Die in dem System verwendeten Magnetpartikel und Waschpuffer
wurden auf das System abgestimmt. Damit die seltenen Zellen detektiert werden
konnten, wurde eine automatisierte Quantum Dot Farbung etabliert. Nach der
Farbung konnten die Zellen in einen mikrofluidischen Chip tiberfiihrt und dort
durch die Methode der rdumlich modulierten Fluoreszenzemission detektiert
werden. Durch die Optimierung des Anreicherungsablaufs konnte eine Wieder-
findungsrate von 96 % erreicht werden. Nach einem kompletten Durchlauf des
automatisierten Systems ist mit einer Wiederfindungsrate von 62 % zu rechnen.






Abstract

Epithelial tumors are one of the leading causes of death in western industrial
countries. However, most of the cancer deaths aren’t caused through primary
tumors but from distant metastases. Metastases are caused by circulating tumor
cells (CTCs), which are released from the primary tumor. Through intravasation
into the bloodstream CTCs are able to disseminate across the whole body. By
extravasation at distant organs CTCs can cause metastasis. Through their vast
prognostic relevance CTCs became more important in oncology during the past
few years. For instance the total number of CTCs can be used to assess the chance
of survival for patients suffering from metastatic cancer. Furthermore, characteri-
zation of CTCs enables the close studying of the process of metastasis hopefully
leading to the dicovery of new therapies. The ability to characterize CTCs is
heavily dependant on the availability of thechnology that is capable of detecting
and isolating CTCs. High sensitivity for the target cells and pureness of isolation
are crucial for the performance of such a technology. Besides this, a short overall
processing time is beneficial for the end user. Therefore, a fully automated system
for enrichment, labeling and detection of rare tumor cells will be presented in
this work. Different immunomagnetic enrichment systems were tested and the
system found to be most efficient was improved and automated. Consumables
were otimized to perform within the of the automated system. In order to reliably
detect the enriched CTCs an automated quantum dot staining procedure is estab-
lished. After being transferred into a microfluidic chip the fluorescently stained
target cells are detected by use of method of spatially modulated fluorescence
emission. Continous optimisation of the enrichment process yielded a recovery
rate of 96 %. A complete cycle of the automated system has a projected recovery
rate of 62 %.






1. Einleitung

1.1. Zirkulierende Tumorzellen und Fliissigbiopsie

Epitheliale Tumore sind nach Herz-Kreislauf-Erkrankungen die hdufigste Todes-
ursache in den westlichen Industrieldndern [1]. Allein im Jahr 2013 erlagen 25 %

aller in Deutschland verstorbenen Menschen einem Krebsleiden [2].

Von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) werden Tumore als eine ,,Neubil-
dung von Gewebe durch spontanes, irreversibles und autonomes Wachstum von
korpereigenem Gewebe” beschrieben [1]. Die Zellfunktionen und somit das wei-

3 nur noch

tere Wachstum solcher Tumore kann jedoch ab einer Grofie von 3 mm
durch eine eigene Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr aufrechterhalten werden. Der
sogenannte ,angiogenen Switch” stimuliert die Angiogenese, also die Neubildung
von Gefafien und stellt somit die eigene Versorgung des Tumors her [3]. Durch
weiteres Wachstum, zu hohen Druck des umgebenden Gewebes auf den Tumor
oder externe Krifte wie beispielsweise Reibung werden Tumorzellen passiv aus
ihrem Zellverband geldst und in die Blutgefidfle gedriickt, dieser Vorgang wird als
passive Intravasation bezeichnet [4]. Die Tumorzellen zirkulieren daraufhin im
Blutkreislauf durch den Korper. Diese Zellen werden daher auch zirkulierende
Tumorzellen (CTC, engl. circulating tumor cells) genannt. Die CTCs gelangen tiber
den Blutkreislauf zu entfernten Geweben und konnen dort Metastasen auslosen

(siehe Abbildung 1.1).

Neben der passiven Intravasation gibt es auch die aktive Intravasation. Bei der akti-
ven Intravasation kommt es wihrend des Wachstums des Tumors zur epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT), bei der es zu vielen inter- und intrazelluldren
Verdanderungen der Tumorzellen kommt. Die urspriinglich epithelialen Zellen ver-
lieren ihren Phanotyp und erwerben mesenchymale Eigenschaften. Beispielsweise
wird die apicobasale Polarisierung der Zelle aufgeldst und die Expression der fiir

die Zellkontakte zustandigen Adhdsionsmolekiile, wie beispielsweise E-Cadherin



Kapitel 1 Einleitung
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Abbildung 1.1.: Durch passive oder aktive Intravasation konnen Tumorzellen in das vaskulére
System migrieren. Dort zirkulieren die Zellen passiv durch den Kérper und werden deshalb auch
als zirkulierende Tumorzellen (CTC, circulating tumor cells) bezeichnet. Lagern sich die Zellen an
einer Stelle im Korper ab, konnen sie durch weiteres Wachstum Metastasen auslosen (modifiziert
nach Joosse et al. [4]).

und Zytokeratine, herunter reguliert. Zeitgleich werden mesenchymale Molekiile
wie Vimentin und N-Cadherin hoch reguliert, wodurch die Zellen einen mesenchy-
malen Phénotyp erlangt [5]. Durch die EMT sind transdifferenzierte Tumorzellen
in der Lage aktiv zu migrieren und die basale Membran zu iiberwinden [6, 7]. Uber
den umgekehrten Prozess der EMT, der mesenchymalen-epithelialen-Transition
(MET) koénnen diese Zellen epitheliale Metastasen auslosen [4].

Ungefdhr 90 % der Krebsarten sind epithelialen Ursprungs und 90 % der krebs-
bedingten Todesfille sind wiederum nicht auf den primédren Tumor, sondern auf
Metastasen zurtiickzufiihren [5, 8]. Daher ist die genauere Analyse der CTCs enorm
wichtig fiir die Krebsforschung, dies erkannte schon 1869 der australischen Arzt
Thomas Ashworth, welcher als erster die Existenz der zirkulierenden Tumorzellen
dokumentierte [9].

Durch die Anwesenheit von CTCs im Blut von Krebspatienten ist das Interesse an
der , Fliissigbiopsie” (engl. liquid biopsy) in den letzten Jahren stetig gestiegen. Die
Fliissigbiopsie ist ein Bluttest, bei dem mit hoher analytischer Sensitivitit einzelne
Tumormarker untersucht werden konnen [10, 11, 12]. Als Tumor Biomarker sind
mittlerweile neben den CTCs auch zellfreie DNA (engl. cell free DNA ,cfDNA) oder
Exosome anerkannt. Infolgedessen werden immer mehr automatisierte Systeme

entwickelt, die die Anreicherung der Tumorbiomarker erméglichen.



1.1 Zirkulierende Tumorzellen und Fliissigbiopsie

Zellfreie DNA kann bei 70 % der Tumore nachgewiesen werden. Jedoch schwankt
dies abhédngig von der Tumorentitdt und dem Tumorstadium. Beispielsweise kann
bei Ovarialkarzinomen in fast 100 % der Félle cfDNA nachgewiesen werden,
wahrend bei metastasierendem Prostata- und Nierenzellkarzinomen nur bei 40 %
cfDNA nachgewiesen werden kann. Auch die Herkunft von ¢cfDNA ist noch nicht
vollstandig aufgeklart. Durch die hohe Varianz der cfDNA Konzentration und der
ungeklarten Herkunft ist es derzeit noch problematisch cfDNA als Tumormarker
einzusetzen [13]. Neben der cfDNA gelten auch Exosome als Biomarker fiir Tumo-
re, dies sind kleine Vesikel, die von vielen Zellen sezerniert werden. Sie enthalten
unter anderem mRNA, miRNA, DNA, Proteine oder Cytokine. Exosome werden
von vielen verschiedenen Zellarten sekretiert, daher ist die Zusammensetzung der
Proteine und Nukleinsduren in den Vesikeln sehr unterschiedlich[14]. Einer in der
breite anwendbaren und auf Exosomen basierdenden Diagnostik stehen derzeit
noch die zur Isolation aus dem Blut notigen Techniken (Zentrifuagtion, Filtration)
entgegen, die nicht fiir den Einsatz in Hochdurchsatz-Screenings geeignet sind.
[15, 16].

Zirkulierende Tumorzellen sind hingegen mittlerweile etablierte Tumormarker.
Viele Studien haben gezeigt, dass CTCs als prognostische Marker eingesetzt wer-
den konnen. Weiterhin konnen CTCs in der Therapieiiberwachung und Forschung
verwendet werden. Auch das derzeit einzige von der US Amerikanischen , Food
and Drug Administration” (FDA, dt. Nahrungs-und-Medizin-Verwaltung) zu-
gelassene Fliissigbiopsie System , CellSearch” (Janssen Diagnostics, LLC, USA)
basiert auf der Anreicherung von CTCs.

1.1.1. Zirkulierende Tumorzellen als prognostischer Faktor

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Anzahl der zirkulierenden Tumorzel-
len als prognostischer Faktor beziiglich der Uberlebenschance eines Patienten
verwendet werden kann. Befinden sich in einer 7,5 mL Blutprobe mehr als fiinf
zirkulierende Tumorzellen, wird dies mit einem schlechteren Gesamtiiberleben
assoziiert [17, 18, 19, 20]. Typischerweise werden bei einem Krebspatienten mit
Metastasen 1-10 Zellen pro Milliliter Vollblut detektiert [21]. Die Wahrschein-
lichkeit der Tumorprogression ist bei Patienten mit mehr als fiinf detektierten
CTCs ftinffach hoher, als bei Patienten bei denen weniger als fiinf CTCs gefunden
wurden [22].
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1.1.2. Therapieiiberwachung mittels zirkulierender Tumorzellen

Zirkulierende Tumorzellen iiberleben nicht langer als 24 Stunden im Blutstrom
eines Patienten. Insofern gibt die Anzahl der CTCs den Echtzeit-Status des Pati-
enten wieder [8, 23]. Eine Anderung der CTC-Anzahl eines Patienten ist auf die
Tumorprogression oder Tumorregression zurtickzufiihren. Infolgedessen konnen
CTCs zur Therapieiiberwachung verwendet werden. Eine sinkende Anzahl an
Tumorzellen weist darauf hin, dass die angewandte Therapie bei einem Patienten

positive Auswirkungen hat [24].

1.1.3. Zirkulierende Tumorzellen in der Forschung

Mehr als 100 unterschiedliche Krebsarten und Subtypen von Tumoren sind be-
kannt [25]. Der Prozess der Metastasierung ist allerdings bis heute nicht voll-
standig erforscht [26]. Eine Analyse der zirkulierenden Tumorzellen ermoglicht
die Erforschung des Prozesses und somit auch die Entwicklung neuer angepass-
ter Therapieansitze. Folglich kann dadurch die Uberlebenschancen eines Krebs-
patienten maf3geblich erhoht werden, denn fiir fast alle Krebsarten gilt, dass die
Uberlebenschancen eines Patienten durch eine angepasste Therapie und eine
Fritherkennung steigen [1]. Der Vorteil der Einzelzellanalyse von zirkulierenden
Tumorzellen ist, dass der Patient durch die Entnahme von peripherem Blut nur
einem minimal invasiven Eingriff ausgesetzt ist. Die Blutentnahme kann daher

regelméfiig durch standardmaéfiige Blutentnahme durchgefiihrt werden [17].

1.2. Das ,,CTC-Projekt” am Fraunhofer ICT-IMM

Fiir die Anreicherung von CTCs sind in den letzten Jahren viele Systeme entwickelt
worden [27] (siehe Kapitel 1.4). Bis jetzt fehlte jedoch ein System, welches voll
automatisiert zirkulierende Tumorzellen anreichern, markieren, detektieren und
isolieren kann, sodass die Zellen danach fiir molekularbiologische Untersuchun-
gen verwendet werden konnen. Daher wurde im Rahmen eines Verbundprojektes
des CI3-Clusters (Cluster fiir Individualisierte Immunintervention) unter Forde-
rung des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung (BMBF) das Ziel gesetzt,
ein Mikrofluidik-basiertes Systems zur Anreicherung und Einzelzell-Analyse von

zirkulierenden Tumorzellen zu entwickeln.



1.3 Anforderung an ein automatisiertes Anreicherungssystem

Unter der Bezeichnung , CTC-Projekt” hat das Fraunhofer ICT-IMM im Rahmen
des Verbundprojektes die Entwicklung der automatisierten Anreicherung, Fluo-
reszenzmarkierung, Detektion und Isolation einzelner zirkulierender Tumorzellen

aus einer 7,5 mL Blutprobe tibernommen.

Als Teil des CTC-Projektes wurde sich in dieser Doktorarbeit zuerst ein Uberblick
tiber den Stand der Technik im Bereich der CTC Anreicherung verschafft. Dieser
Uberblick wurde dazu verwendet eine geeignete Anreicherungsmethode zu ent-
wickeln, die eine automatisierte Zellanreicherung mit geringem Vitalitdtsverlust
ermoglicht. Auch die Optimierung der fiir die Anreicherung benétigten immuno-
magnetischen Partikel, Puffer und Einwegartikel, um die Effizienz des Systems
zu Steigern, stand im Fokus dieser Arbeit. Die Anpassung der Fluoreszenzmar-
kierung der Zellen an die Anreicherungseinheit und die parallel vom Fraunhofer
ICT-IMM entwickelte Detektionsmethode durch Protokoll- und Pufferoptimierung
war ebenfalls Teil dieser Arbeit. Auflerdem wurde die Reinheit der aufgereinigten

Probe und die Anreicherungseffizienz des Gesamtsystems bestimmt.

1.3. Anforderung an ein automatisiertes

Anreicherungssystem

Wie oben beschrieben ist die Anzahl von CTCs im Blut zum Teil sehr gering und
macht die Anreicherung und Isolierung dadurch zu einer anspruchsvollen Auf-
gabe [28, 29]. Durch die geringe CTC-Anzahl ergeben sich zwei Anforderungen
an das System. Zum einen muss das Systems sehr sensitiv sein, denn alle in ei-
ner Blutprobe vorhandene CTCs sollten angereichert und detektiert werden, um
talsch negative Ergebnisse zu vermeiden. Zum anderen muss das System eine
hohe Spezifitiat aufweisen, damit es nicht zu falsch positiven Ergebnissen kommt.
Neben der Sensitivitdt und Spezifitit ist auch die Vitalitdt der Zellen zu berticksich-
tigen. Durch effektives und schonendes Anreichern der CTCs, kann die Qualitét
des Probenmaterials fiir eine anschlieSende molekulare Charakterisierung, wie
beispielsweise PCR (engl.: polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
), Real-Time-PCR, in situ Hybridisierung oder Immunohistochemie verbessert
werden. Mit diesen Methoden konnen sehr detaillierte Informationen iiber den
Tumor gewonnen werden, so dass jeder Patient - im Sinne der ,,personalisierten

Medizin” individuell behandelt werden kann.
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In den letzten Jahren wurde immer mehr tiber die sogenannte , personalisierte
Medizin” diskutiert. Vor allem in der Onkologie werden aufgrund der enormen
Diversitdt der Tumore durch eine personalisierte Therapie verbesserte Therapie-
erfolge erwartet [30, 31]. Fiir Brust-, Lungen- und Darmkrebs gibt es inzwischen
viele diagnostische Tests. 1998 wurde beispielsweise das erste Medikament fiir die
personalisierte Therapie von HER2-positivem Brustkrebs zugelassen [32].

Viele Erkrankungen werden jedoch nicht durch eine einzelne Mutation oder Gen-
variation ausgelost, daher ist eine detailliertere Analyse notig. Solch eine Analyse
wird durch das Next Generation Sequencing (NGS) ermoglicht. Im Rahmen des
,Cancer Genome Project” wurden beispielsweise schon unter Einsatz der NGS-
Analyse verschiedene Mutationsspektren unterschiedlicher Tumorentitidten analy-
siert [33]. Durch die Analyse von einzelnen CTCs hinsichtlich mehrere Biomarker,
kann ermittelt werden, welches der Medikamete bei einem Patienten am besten
wirken kann.

Der 6konomische Aspekt darf bei der personalisierten Medizin auch nicht aufier
Acht gelassen werden. Insofern muss das System moglichst kostengiinstig, mit
minimalem Arbeitsaufwand und hohem Durchsatz betrieben werden konnen [34].

1 CTC auf 1 - 100 Millionen Blutzellen
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Abbildung 1.2.: Zirkulierende Tumorzellen unterscheiden sich in physikalischen und bio-

logischen Eigenschaften von normalen Blutzellen. Durch Ausnutzung dieser Unterschiede
als CTC-Marker konnen die Zellen angereichert werden.
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1.4 Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen

1.4. Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen

Die Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen ist nicht allein aufgrund der
geringen Anzahl von CTCs eine Herausforderung, sondern auch weil die entar-
teten Zellen eine hohe phanotypische Varianz aufweisen. Gegenwartig gibt es
noch keinen universellen CTC-Marker, der alle Typen zirkulierender Tumorzellen
zuverldssig anreichert [21]. Trotzdem unterscheiden sich entarteten Krebszellen
durch physikalische und biologische Eigenschaften von normalen Blutzellen (Ery-
throzyten, Leukozyten und Thrombozyten).

1.4.1. Physikalische Eigenschaften

Zirkulierende Tumorzellen unterscheiden sich in Grofse, Deformierbarkeit, Di-
elektrizitdt und Dichte von hdmatopoetischen Zellen [8]. Diese physikalischen
Unterschiede erlauben eine CTC-Anreicherung unabhingig von molekularen

Markern.

1.4.1.1. Separationstechniken basierend auf Deformierbarkeit und Grofse

Viele Systeme die auf physikalische Eigenschaften zuriickgreifen differenzieren
CTCs von normalen Blutzellen iiber die Deformierbarkeit und Grofie. Solche
Systeme basieren zumeist auf einer Art von Grofienfilter, wie beispielsweise porose
Membranen oder speziell angeordneten Mikrostrukturen in einem Kanal (siehe
Abbildung 1.3 (a)). Die Strukturen fiihren dazu, dass die grofieren CTCs (20 -
30 pm [27]) zuriickzuhalten oder abgelenkt werden und die restlichen Blutzellen

passieren konnen.

Kommerzialisierte Systeme wie ScreenCell® (ScreenCell, Paris, Frankreich) oder
ISET® (Rarecells, Paris, Frankreich) nutzen beispielsweise einen Filter, dessen
8 pm Poren zufillig auf dem Filter verteilt wurden. Die grofsen steiferen CTCs
werden auf dem Filter zuriickgehalten, wihrend die kleineren deformierbaren
hdmatopoetischen Zellen durch die Poren hindurchfliefien konnen. Die CTCs
konnen darauthin vom Filter entnommen und zytopathologisch analysiert wer-
den [35, 36]. Die filterbasierte Aufreinigung hat jedoch verschiedene Nachteile,
zum einen muss die Probe von geschultem Personal zytopathologisch analysiert

werden, zum anderen konnen die Schritte nicht vollstindig automatisiert werden.
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Kapitel 1 Einleitung

Aufierdem sind die Poren auf den Filtern zuféllig verteilt, dies kann dazu fiihren,
dass zwei Poren fusionieren und dadurch eine grofSe Pore entsteht durch die CTCs
verloren gehen konnen. Um dieses Problem der zufilligen Porenverteilung zu ad-
dressieren, wurden diverse mikrofluidische Chips mit Mikrostrukturen entwickelt,

die eine kontrollierte Verteilung, Grofle und Geometrie besitzen [27].

MCEF-7 Leukozyten Flussrichtun
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Abbildung 1.3.: Verschiedene Systeme zur grofienbasierten Zellselektion. (a) Halbmond-
formig angeordnete Mikrostukturen fangen CTCs auf und lassen Leukozyten durch ihre
Zwischenrdume hindurchflieflen [37] (b) Deterministische laterale Ablenkung (DLD),
trennt unterschiedliche Populationen nach ihrer Gréfie auf. CTCs werden durch die Mi-
krostrukturen stiarker abgelenkt als weifle Blutkoperchen (WBK) oder rote Blutkorperchen
(RBK). Die CTCs werden zu einem Sammelfluss abgelenkt und konnen dann entnom-
men werden [38]. (c) Uber zwei getrennte Einldsse wird die Probe und der Puffer in den
Chip gefiihrt. In der Verengung wird die Zellsuspension durch den Pufferstrom an die
Kanalwand gedriickt und beim Austritt aus dem verengten Kanal werden die kleinen
Leukozyten weiter abgelenkt als die grofsen CTCs [39].

Die Mikrostrukturen konnen beispielsweise unterschiedliche Geometrien besitzen
und in verschiedenen Abstianden positioniert werden. Ein mikrofluidisches Sys-
tem, das sich dreidimensionaler Filterstrukturen bedient, ist beispielsweise das von
Loutherback et al. entwickelte , Deterministic lateral displacement array” (Determi-
nistische laterale Verschiebung, DLD). Das DLD basiert auf einer mikrofluidischen
Zellsortierung durch laterale Ablenkung unterschiedlicher Zellpopulationen. Der
Chip besteht aus einem Array, in dem dreieckige Mikrostrukturen fiir die Ablen-
kung der unterschiedlichen Zellpopulationen sorgen. Die grofien CTCs werden
wihrend des Transports durch den Chip starker von den Mikrostrukturen ab-
gelenkt als die kleineren roten und weifSen Blutkdrperchen. Die CTCs werden
in einen Sammelfluss abgelenkt und kénnen daraufthin aus diesem Sammelfluss
entnommen werden. Loutherback et al. konnte so 85 % der CTCs anreichern (siehe
Abbildung 1.3 (b)) [38].

12



1.4 Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen

Abbildung 1.4.: Die Grofle der zir-
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Auch der mikrofluidische Chip von Tan et al. verwendet Mikrostrukturen zur gro-
enbasierten Zellsortierung. Der Chip besteht aus 3 Sektionen, die erste Sektion
besteht aus einem Filter, der dafiir sorgt, dass der Chip nicht durch Zelltriim-
mer oder Agglomerate verstopft. Anschlieffend durchfliefst die Probe Sektion
2 und 3, in denen sich halbmondférmige Strukturen befinden, die die grofien
CTCs auffangen und die kleinen hamatopoetischen Zellen hindurchfliefsen lassen.
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Solche mikrofluidischen Systeme sind

mit erhthtem Fertigungsaufwand ver- Abbildung 1.5.: Zellen konnen aufgrund
bunden, die Herstellungsdauer und - ihrer Polarisierbarkeit durch Dielektropho-
retische (DEP) Separation getrennt werden.
Die Zellsuspension wird in den Chip geleitet
Neben der Verwendung von Mi- und dort durch ein elektrisches Feld aufge-
trennt. Die Leukozyten werden durch DEP-
Levitation und hydrodynamische Auftriebs-
liche Zellpopulationen auch durch krifte vom Sedimentieren abgehalten. Die
hydrodynamische-, tragheits- oder bio- CTCs werden durch die Elektrode am Kanal-
boden auf den Boden gedriickt und kénnen

daraufhin aus dem Sammelfluss extrahiert
trennt werden [45]. werden [40].

kosten sind daher entsprechend hoch.

krostrukturen konnen unterschied-

mimetische Filtration voneinander ge-

Die hydrodynamische Filtration kommt

beispielsweise bei der von Yamada et al. vorgestellten ,,Pinched flow fraction” (PFF)
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Kapitel 1 Einleitung

zum Einsatz (12 (c)). Uber zwei getrennte Einldsse werden die verdiinnte Probe
und ein Puffer in den Chip gefiihrt. Im Chip befindet sich ein Kanal mit einer
verengten Stelle, bei der die Zellsuspension in der Probe durch den Pufferstrom
an die Kanalwand gedriickt wird. Die verengte Stelle endet in einem breitem
Kanalsegement in dem die kleineren Zellen beim Austritt aus dem engen Kanal-
segment weiter abgelenkt werden als die grofsen CTCs. Durch die unterschiedlich
starke Ablenkung der Zellen kénnen verschiedene Zellpupulationen aufgetrennt
werden [39].

Viele der grofienbasierten Systeme erreichen eine hohe Fangeffizienz mit tiber
80 %. Allerdings ist die grofienbasierte Anreicherung nicht sehr zellspezifisch, da
die Grofse von sehr kleinen CTCs mit grofien weifien Blutzellen iiberlappen kann
(siehe Abbildung 1.4) [46]. Die Reinheit von physikalischen Aufreinigungssyste-
men belduft sich haufig auf 10 % oder weniger. Ermittelt wird die Reinheit der
Probe durch die Anzahl von Zielzellen (CTCs) dividiert durch die totale Anzahl
der angereicherten Zellen mit Zellkern (CTCs+Leukozyten) [47]. Eine weitere
Probenbehandlung vor der molekularen Analyse ist daher unabdingbar, denn
Verunreinigungen der Probe durch Leukozyten oder rote Blutlorperchen kann die

Analyse beeintrachtigen [48].

1.4.1.2. Dielektrophoretische Separationstechniken

Neben der Grofie und Deformierbarkeit konnen auch Unterschiede in der Di-
elektrizitat der Zellen verwendet werden, um sie von Blutzellen zu trennen. Es
ist schon lange bekannt, dass die meisten Sdugetierzellen unter physiologischen
Bedingungen eine negativ geladene Zelloberfldche besitzen. AufSerdem beinhal-
ten die Zellen verschiedene polarisierbare Molekiile, wie Proteine, Peptide oder
Nukleinsduren. Daher haben die Zellen unterschiedliche dielektrische Eigenschaf-
ten [48].

Dielektrophoretische (DEP) Separationstechniken basieren auf der Polarisierbar-
keit von Zellen. Durch das Anlegen eines elektrischen Feldes werden Zellen polari-
siert, diese induzierte Polarisation interagiert wiederum mit dem elektrischen Feld.
Dadurch erfihrt jede Zelle eine spezifische resultierende elektrische Kraft. Die
resultierende Kraft ist abhdngig von den dielektrischen Eigenschaften der Zelle
(Grofie und Polarisierbarkeit der Zelle), Frequenz und Stiarke des elektrischen

Feldes, sowie den elektrischen Eigenschaften des umgebenden Mediums. Durch
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1.4 Anreicherung der zirkulierenden Tumorzellen

die spezifische resultierende Kraft auf die CTCs konnen diese von normalen Zellen
getrennt werden [8].

Gupta und Davis et al. entwickelten unter Ausnutzung der Polarisierbarkeit der
Zellen, das ApoStream™ System. Es war das erste kommerziell erhaltliche Gerét
bei dem unterschiedliche CTCs im kontinuierlichen Fluss durch DEP-Separation

™ verwendet dabei die , dielectro-

von Leukozyten getrennt wurden. ApoStream
phoretic field-flow fractionation” (dielektrophoretische Feld-Fluss Fraktionierung
(DEP-FFF)), die CTCs werden im Durchfluss durch einen Kanal von positiven
DEP-Kriéften zu der Elektrode auf den Boden des Kanals gedriickt, wiahrend die
Leukozyten durch hydrodynamische Auftriebskrifte und DEP-Levitation von der
Sedimentation zuriickgehalten werden (siehe Abbildung 1.5). Die CTCs werden
durch einen Auslass am Kanalboden extrahiert und die Leukozyten durch den
Waschpuffer verworfen. Die Fangraten liegen bei diesem System bei iiber 70 %.
Allerdings muss auch hier eine Dichtegradientenzentrifugation vor der eigentli-
chen Separation durchgefiihrt werden [40]. Die Dichtegradientenzentrifugation
dauert circa eine Stunde und muss von geschultem Personal durchgefiihrt werden.
Dadurch ist eine schnelle, automatisierte Analyse der Probe auch bei diesem Gerit

nicht gegeben.

1.4.1.3. Dichtebasierte Separationstechniken

Zirkulierende Tumorzellen unterscheiden sich ebenfalls durch ihre Dichte von
Blutzellen. CTCs haben mit einer Dichte von weniger als 1,077g/mL eine geringere
Dichte als Blutzellen mit mehr als 1,077 g/mL. Diesen Unterschied macht sich
beispielsweise das Ficoll-Paque® (Pharamcia-Fine Chemicals, Uppsala Schweden)
oder das neuere OncoQuick® System (Greiner BioOne, Frickenhausen, Germany)

zunutze.

QncoQuick® verwendet eine pordse Barriere in Kombination mit einem Separa-
tionsmedium. Durch Zentrifugation werden die CTCs und Blutzellen aufgrund
der unterschiedlichen Dichte durch die Membran und das Medium voneinan-
der getrennt (siehe Abbildung 1.6). Unter Verwendung von OncoQuick kénnen
70-90 % der CTCs angereichert werden [49, 50]. Nachteil dieser Methode ist aller-
dings die schlechte Automatisierbarkeit und niedrige Sensitivitat [51]. Mit einer
Reinheit von unter 1 % wird die Methode meist nur als Vorbereitung auf weitere

Aufreinigungsschritte verwendet [48].
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Abbildung 1.6.: Durch Verwendung einer pordsen Membran und einem Separationsme-
dium kann durch Zentrifugation eine Aufreinigung der CTCs in einer Blutprobe realisiert
werden. Die CTCs befinden sich nach der Zentrifugation in einer Schicht zwischen Plasma
und dem Separationsmedium [49].

1.4.2. Biologische Eigenschaften

Neben den physikalischen Eigenschaften unterscheiden sich die Zellen auch auf
molekularer Ebene von hdmatopoetischen Zellen. Zirkulierende Tumorzellen
exprimieren tumorassoziierte Antigene wie beispielsweise das epitheliale Zel-
ladhéasionsmolekiil (epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) und Mucin-1. Da
normale Blutzellen diese Antigene nicht exprimieren, konnen die Antigene zur
Differenzierung der Zellen von normalen Blutzellen verwendet werden [52]. Viele
der in den letzten Jahren entwickelten automatisierten Anreicherungssystemen

bedienen sich biologische Merkmale.

Die Trennung der CTCs von den hdamatopoetischen Zellen kann durch zwei ver-
schiedene antikorperbasierte Methoden erreicht werden. Zum einen kann eine
,Positiv’-Anreicherung durchgefiihrt werden. Bei dieser Methode werden Antikor-
per eingesetzt, die gegen tumorassoziierte Antigene oder epitheliale Oberfldchen-
molekiile gerichtet sind. Bei der zweiten Methode, der , Negativ“-Anreicherung
oder auch Depletion, werden Antikorper verwendet, die gegen hamatopoetische
Zellen gerichtet sind. Haufig wird der Leukozyten-spezifische CD45 (cluster diffe-
rentiation 45) Antikdrper verwendet, um die CD45 positiven Leukozyten von den
CD45 negativen CTCs zu trennen (siehe Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.7.: Isolation basierend auf Antikdrper-Antigen-Bindungen. (a) Die immuno-
magnetisch markierten CTCs werden durch einen rotierendem Magnetstab angezogen,
der mit einer Plastikhiille ummantelt ist ([53]). (b) Magnetisch markierte Zellen werden
durch einen Mikrokanal in verschiedene Kavitdten gepumpt, in der sie gewaschen und an-
schlieffend isoliert werden (modifiziert nach [54]). (c) Magnetisch markierte Zellen werden
durch einen mikrofluidischen Kanal gefiihrt. Seitlich am Kanal befinden sich zwei strom-
durchflossene Drahte durch die ein magnetisches Feld erzeugt wird. Das magnetische
Feld driickt die markierten Zellen in den zentralen Sammelfluss (modifiziert nach [55]).
(d) Mikrosdulen in einem mikrofluidischen Kanal erhohen die Wahrscheinlichkeit fiir
Zell-Oberfldchen Kontakte. Die CTCs haften tiber Antikorper-Antigen-Bindungen an der
antikorperbeschichteten Chipoberfldche, wahrend die Leukozyten weiterfliefSen. (e) Die
passive Vermischung der Probe durch die Fischgratenstruktur der Kanalwand begiinstigt
haufige Zellkontakte mit der antikorperbeschichteten Oberflache (f) Mikrofluidische Disk
die durch negative immunomagnetische Anreicherung und Zentrifugation CTCs isoliert.
(Reproduziert von [56] mit Genehmigung der ,, Royal Society of Chemistry”)

1.4.2.1. Immunomagnetische Anreicherung

Die Positiv-Selektion ist die am hdufigsten verwendete antikorperbasierte Anrei-
cherung [57]. Auch das derzeit einzige von der FDA zugelassene System ,,Cell-
Search” basiert auf einer Positiv-Anreicherung. Durch Verwendung von anti-
EpCAM funktionalisierten immunomagnetischen Partikeln werden CTCs beim
,CellSearch” System angereichert [58]. Ein weiteres immunomagnetisches Anrei-

cherungssystem ist der von Talasaz et al. entwickelte ,Magsweeper”. Bei dieser
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Anreicherungsmethode werden die magnetisch markierten Zellen durch einen
Magnetstab, der von einer ultradiinnen nicht-adherente Plastikhiille umman-
telt ist, angezogen. Dieser Magnetstab rotiert durch eine Kavitét in einer 6-Well
Zellkulturplatte und zieht dadurch die magnetisch markierten Zellen an (siehe
Abbildung 1.7 (a)). Mit diesem System konnte in den Studien von Talasaz et al.
jedoch nur eine Fangrate von ungefiahr 60 % erreicht werden [59].

Auch die von Pluffe et al. entwickelte ,Magnetophoretic Isolation” verwendet
immunomagnetische Partikel, hier wird eine Chipkammer zur Auftrennung der
Zellen verwendet. Die Probe wird mit magnetischen Partikeln inkubiert und
anschlieflend durch einen mikrofluidischen Kanal gefiihrt. Seitlich am Kanal befin-
den sich zwei stromdurchflossene Drahte. Die Drihte erzeugen ein magnetisches
Feld, dass die magnetisch markierten Zellen aus dem Probenstrom in einen ko-
laminaren, zentralen Sammelfluss transportiert. Die unmarkierten Zellen werden
von dem magnetischen Feld nicht beeinflusst und fliefSen im Probenstrom weiter
(siehe Abbildung 1.7 (c)). Durch diese Art von Aufreinigung konnten 85 % der
Zielzellen isoliert werden [55].

Auch das von FLUXION entwickelte IsoFlux System basiert auf einer immunoma-
gnetischen Anreicherung und verwendet ebenfalls einen mikrofluidischen Chip.
Die Blutprobe wird bei diesem System durch einen mikrofluidischen Kanal in
verschiedene Kavitidten geleitet (siehe Abbildung 1.7 (b)). Dort fliefSt die Probe
langsamer, in der Isolationskavitiat wird ein magnetisches Feld angelegt und die
magnetisch markierten Zellen werden angezogen. Die restliche Blutprobe fliefst
weiter und wird verworfen. Beim Fluxion System muss die Probe jedoch durch
Dichtegradientenzentrifugation extern vorbereitet werden, ein voll automatisierter
Ablauf ist daher nicht moglich [54].

Neben Systemen mit einer Positiv-Anreicherung wurden auch Systeme basie-
rend auf einer Negativ-Anreicherung entwickelt. Einen Ansatz basierend auf
einer Negativ-Anreicherung liefert Chen et al.. Zur separation kommt hier ein
runder mikrofluidischer Chip (Disk) zum Einsatz. Indem die Zellen durch negati-
ve immmunomagnetische Separation, in Kombination mit einem mehrstufigen
magnetischen Gradienten tiber die Disk und durch Rotation voneinander getrennt
werden (siehe Abbildung 1.7 (f)). Chen et al. konnte dadurch eine Fangrate von
60 % erreichen [56, 60]. Die Negativ-Anreicherung wird zumeist in zwei Schrit-

ten durchgefiihrt. Bevor die Leukozytendepletion durchgefiihrt werden kann,
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werden die roten Blutkdrperchen durch Lyse oder Dichtegradientenzentrifuga-
tion entfernt [61, 62, 63, 64]. Durch eine Negativ-Anreicherung konnen zumeist
hohe Fangeffizienzen erreicht werden, der Beifang an nicht gewiinschten Leuko-
zyten ist allerdings ebenfalls sehr hoch. Aufierdem ist die Depletion der roten

Blutkorperchen schlecht zu automatisieren.

Mit einer Positiv-Anreicherung kann eine hohere Reinheit erreicht werden, da die
Zellen spezifisch angereichert werden. Der Nachteil der Positiv-Anreicherung ist,
dass mache der zirkulierenden Tumorzellen, wie zuvor schon erwihnt, eine EMT
durchlaufen haben. Dadurch verlieren sie den epithelialen Phanotyp einer Zelle.
Die Expression epithelialer Antigene wie beispielsweise EpCAM wird wahrend
der EMT herunter reguliert. Es ist daher nicht auszuschliefsen, dass solche CTCs
durch antikdrperbasierte Systeme welche nur einen Marker verwenden nicht
angereichert werden konnen [65]. Diesem Problem kann man entgegen wirken,
indem eine Zusammenstellung aus mehreren Antikdrpern zur Anreicherung
verwendet wird. Somit kann ein breites Spektrum an unterschiedlichen CTCs

angereichert werden.

1.4.2.2. Adhisionsbasierte Anreicherung

Neben der Immobilisierung von Antikdrpern auf immunomagnetischen Partikeln
konnen Antikorper auch auf Oberflichen von Mikrostrukturen in mikrofluidi-
schen Kanélen oder Kathetern (GILUPI CellCollector®) immobilisiert werden. Im
Unterschied zu der immunomagnetischen Aufreinigung muss die Probe bei der
adhésionsbasierten Anreicherung nicht zuvor inkubiert werden. Die Isolation der
Zellen kann entweder statisch oder im kontinuierlichen Fluss durchgefiihrt wer-
den. Bei der statischen Anreicherung wird die Probe auf die Oberfldche mit den
immobilisierten Antikorpern gegeben und inkubiert. Nach einer Inkubationszeit
werden der Uberstand und die nicht gebundenen Zellen verworfen. Die gebun-
denen Zellen verbleiben auf der Oberfldche. Die Isolation im kontinuierlichen
Fluss ist allerdings die effektivere und hédufiger verwendete Methode um CTCs
zu isolieren [66, 67]. Die Sensitivitdt und Selektivitdt adhédsionsbasierter Systeme
kann durch die Verwendung eines kontinuierlichen Flusses tiber eine Oberfla-
che mit immobilisierten Antikdrpern erhoht werden [27]. Durch Mikrostrukturen
wie beispielsweise eine Fischgratenstruktur auf der Oberseite des Kanals kann

die Kollisionsrate der durchflieffenden Zellen mit der antikorperbeschichteten
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Oberfldche nochmals erhoht werden. Die Fischgratenstruktur fiihrt dazu, dass
der laminare Probenstrom passiv vermischt wird (siehe Abbildung 1.7 (e)). Stott
et al. konnte so in Kombination mit einer anti-EpCAM beschichteten Oberflache
eine Fangrate von bis zu circa 92 % erreichen [68]. Die Kollision der Zellen mit der
Chipoberflache kann ebenfalls durch die Erweiterung der Oberflaiche mit dreidi-
mensionalen Strukturen wie beispielsweise Mikrosdulen erh6ht werden. Erstmals
wurden solche Strukturen beim ,,CTC-Chip” vorgestellt. Der ,,CTC-Chip” besteht
aus einem Mikorkanal mit 78.000 anti-EpCAM beschichteten Mikrosdulen (siehe
Abbildung 1.7 (d)). Unter Verwendung dieses Chipdesigns konnte eine Fangrate
von circa 60 % erreicht werden [28, 69]. Ahnliche Ansitze wurden auch bei dem
,GEDIn device” und den kommerzialisierten Chips ,,OnQChip™* (On-Q-ity, MA,
USA) und , CEETM~ Chip (Biocept Laboratories, CA, USA) gewdhlt, hier wurden
jedoch Anordnung und Gréfe der Mikrosaulen verdndert. Der OnQChip™ kann
beispielsweise durch einen abnehmenden Sdulendurchmesser und Saulenabstand
in Fliefirichtung die Zellen nach Grofie auftrennen und sie tiber biologische Mar-
ker immobilisieren. Durch die Kombination von physikalischer und biologischer
Selektion konnte eine Fangrate von ca. 94-97 % erreicht werden [27]. Die immo-
bilisierten Zellen miissen nach der Aufreinigung aus dem Chip geldst werden,
dies kann wie beispielsweise bei der ,High Throughput Microsampling Unit”
(HTMSU) von Adams et al. mit Trypsin geschehen [70]. Das Ablosen der Zellen
durch Trypsin kann jedoch, wenn die Zellen zu lange der Substanz ausgesetzt
sind, Schdaden an den Zellen hervorrufen.

Auch der ,, CTC-iChip” nutzt physikalische und biologische Merkmale der CTCs
zur Separation. Beim , CTC-iChip” werden zuerst durch deterministische seit-
liche Verschiebung die CTCs und immunomagnetisch markierten Leukozyten
von roten Blutkdrperchen im Fluss getrennt. Darauthin werden die Leukozyten
und die CTCs durch Tragheitsfokussierung hintereinander aufgereiht, damit die
immunomagnetischen Leukozyten anschlieflend durch ein magnetisches Feld von
den CTCs getrennt werden konnen. Durch die Kombination mehrerer Anreiche-
rungsmethoden konnte somit eine Fangrate von circa 97,2 % erreicht werden. Die
komplette Prozessierung einer 8 mL Probe liegt (mit Einstellung des Gerétes) bei 2
Stunden. Nachteilig ist allerdings, dass die Fertigungszeit eines ,, CTC-iChips” mit
zwei bis fiinf Tagen viel Zeit in Anspruch nimmt [71]. Der hohe Fertigungsaufand
der Chips ist ein genereller Nachteil der adhédsionsbasierten Systeme, denn die

Mikrostrukturen im Kanal erfordern eine hohe Fertigungsprazision.
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1.5 Detektion der CTCs

1.5. Detektion der CTCs

Nach der Anreicherung mit den vorstehend beschriebenen Methoden wird die
Zellprobe analysiert beziehungsweise quantifiziert. Auch hierfiir stehen unter-
schiedliche Methoden zur Verfiigung, wobei grundsétzlich zwischen zytometri-
schen und nukleinsdurebasierten Techniken zu unterscheiden ist. Im Folgenden

werden exemplarisch zwei Methoden beschrieben.

1.5.1. PCR basierte Detektion

Entartete Tumorzellen unterscheiden sich genotypisch und auf Expressionsebene
von hdmatopoetischen Zellen. Folglich kann auf nukleinsdurebasierende Tests
zuriickgegriffen werden, um CTCs zu detektieren. Unter Verwendung von spe-
zifischen Primern, die in der Polymerase-Kettenraktion eingesetzt werden um
die Amplifikation von CTC-spezifischen Genen zu ermoglichen, konnen CTCs
detektiert werden. Beispielsweise codieren diese Gene gewebe-, organ- oder tu-
morspezifische Proteine [72]. Der als Diagnosetest zugelassene ,,Adna-Test” von
AdnaGen bedient sich beispielsweise einer Multiplex-PCR, um die durch ma-
gnetische Partikel angereicherten Zellen zu analysieren. Dabei wird die mRNA
(messenger RNA) in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Die Multiplex-
PCR ermoglicht dann die Detektion von tumorassoziierten Transkripten [73].
Allerdings kann durch eine PCR nur eine Aussage dariiber getroffen werden, ob
die Probe fiir ein oder mehrere Marker positiv waren. Eine genaue Zdhlung der
CTCs ist auf diesem Weg nicht moglich [27].

1.5.2. Durchflusszytometrie

Eine Zellzdhlung kann hingegen tiber immunhistochemische Farbung erreicht
werden. Bei dieser Methode werden die Zellen mit spezifischen fluoreszenzmar-

kierten Antikdrpern markiert.

Die Zahlung der Zellen erfolgt daraufhin tiber Bildzytometrie (Image Cytometry),

Durchflusszytometrie oder Fluoreszenzmikroskopie [74].

Die Durchflusszytometrie ist im biomedizinischen Feld eine etablierte Technik um

Zellen im Durchfluss zu zdhlen und zu charakterisieren. Der grofie Vorteil dieser

21



Kapitel 1 Einleitung

Methode ist, dass eine hohe Anzahl von Zellen in kurzer Zeit analysiert werden
kann. Die Zellen werden in einer Messzelle durch einen Hiillstrom hydrodyna-
misch fokussiert (siehe Abbildung 1.8).

Dadurch wird garantiert, dass sich zur Zeit der

Detektion nur eine Zelle in der Detektionszo-

Probenfluss  Hiillstrom ne befindet. Auf die Detektionszone ist punkt-
genau ein Laser ausgerichtet, der die fluores-
zenzmarkierten Zellen anregt. Das entstehende
‘ ‘ Streu- und Fluoreszenzlicht wird von Detekto-
ren aufgenommen [76]. Ein Nachteil der kon-

ventionellen Durchflusszytometrie ist, dass das

Streulicht Gerit sehr anfillig gegentiber unpréziser Aus-

Anregungslicht | richtung der Detektionskomponenten ist [77].

Laser Fluoreszenzlicht . .. . . .
Seit 2008 existiert eine neue Methode, die mit
U
‘Analoges Signal dem Ziel entwickelt wurde, eine giinstigere,
robustere und kleinere Alternative zu einem

t
Durchflusszytometer zu schaffen. Das System

Abbildung 1.8.: Messkapillare ei-
nes Duchflusszytometers in der die
Probe hydrodynamisch durch den
Hiillstrom fokussiert wird. Die Zel- von Kiesel et al. prasentiert wurde [78]. Herz-
len werden dann in der Detektions-
zone vereinzelt detektiert indem das
Streulicht und das Fluoreszenzlicht
gemessen wird. Modifiziert nach tor liegt und dafiir sorgt, dass das Signal ei-
[75]

basiert auf dem Prinzip der rdumlich modu-

lierten Fluoreszemission, welche erstmals 2008

stiick der Methode ist eine optische Schlitzmas-
ke, die zwischen Detektionskanal und Detek-

ner fluoreszierenden Zelle beim Passieren der
Detektionszone zeitlich moduliert wird (siehe
Abbildung 1.9). Das entstandene Signal beinhaltet Informationen tiiber die Ge-
schwindigkeit (Ausdehnung des Signals) und die Fluoreszenzintensitidt (Amplitu-
de des Signals) der Zelle. Durch Verwendung dieser Technik und der Ausnutzung
des Segré-Silberberg-Effekts erhédlt man eine Methode, mit der man unterschiedlich
grofie Zellen voneinander differenzieren kann. Denn der Segré-Silberberg-Effekt
beschreibt die laterale Migration von Zellen oder Partikeln unter bestimmten
Flussbedingungen in einem parabolischen Flussprofil. Zellen oder Partikel, die
beim Eintritt in einen Kanal iiber das parabolische Flussprofil gleich verteilt sind,
werden durch die Auftriebskraft und die Tragheitskraft beim DurchfliefSen des
Kanals lateral abgelenkt (siehe Abbildung 1.10 z-Richtung).
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Die Auftriebskraft driickt die Zellen U
aus der Kanalmitte, in der hohe Flief3- T Analoges Signal
geschwindigkeiten herrschen, zu den

Kanalwédnden mit niedrigeren FliefS- A fcicht

geschwindigkeiten, wihrend die Trag-

heitskraft die Zellen von der Kanal- Sensor éSchlitzmaske
wand in die Kanalmitte driickt. Wenn ( ) /
diese Kréfte gleich stark sind, befin- Seitenansicht _

det sich die Zelle in ihrer individuel-

. . ... . @ 5> |00 O O @)
len Gleichgewichtsposition, welche mit Lo | e N | o |
einer entsprechenden Gleichgewichts- Fluoreszierende
Detektionszone Zellen

geschwindigkeit assoziiert ist [79, 80,

81, 82]. Da unterschiedlich grofle Zel- Abbildung 1.9.: Bei der raumlich modulier-
ten Fluoreszenzemission wird das Fluores-

_ o ) zenzsignal der Zellen durch die Schlitzmaske
wichtspositionen anordnen, besitzen moduliert, dadurch kann mehr als eine Zel-

sie auch unterschiedliche Geschwindig- le gleichzeitig detektiert werden. Abbildung
keiten, tiber die die Zellen dann diffe- modifiziert nach [75]

renziert werden konnen [83].

len sich an verschiedenen Gleichge-

Flussprofil . Flussprofil
®

d

z
‘_f
Vmax

Inertialmigration Tm

Gleichgewichts-
position

. .Gleichgewichts—

f/ Wandmigration Twm i,
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Abbildung 1.10.: Querschnitt eines mikrofluidischen Kanals mit einem parabolischen
Flussprofil. (a) Zwei konkurrierende Kréfte wirken auf die suspendierten Zellen ein. Die
Auftriebskraft bewirkt eine Inertialmigration und driickt die Zelle zur Wand (negative
z-Richtung in der unteren Kanalhilfte), die Tragheitskraft 16st eine Wandmigration in
z-Richtung aus und driickt die Zelle in die Kanalmitte (positive z-Richtung in der unteren
Kanalhilfte). (b) Gleichgewichtsposition unterschiedlich grofier Zellen. Abbildungen
modifiziert nach [84].

Ein Vorteil der Methode ist, dass die Detektionszone mit der Schlitzmaske im
Gegensatz zu einer Detektionszone in einem konventionellen Durchflusszytometer
viel grofler ist. Dies fiihrt dazu, dass das Gerét robuster gegentiber Fehlern in der
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Laserausrichtung ist. Aufierdem kann durch das modulierte Signal einer Zelle
bestimmt werden, ob sich zum Zeitpunkt der Detektion mehr als eine Zelle in der
Detektionszone war [85]. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Elimination
einer Kreuzkontamination von Patientenproben durch Verwendung von Einweg-
Mikrofluidik-Chips gegeniiber einer Mehrwegkiivette aus Glas oder Quarz, die

gespiilt werden muss bei konventionellen Durchflusszytometern.

1.6. Fluoreszenzmarkierung von CTCs

Um die zirkulierenden Tumorzellen im Durchflusszytometer detektieren zu kon-
nen, miissen diese nach der Anreicherung immunohistochemisch (ICC) markiert
werden. Auch hier stellt die Heterogenitat der Zellen eine Herausforderung dar, da
die Zellen spezifisch angefarbt werden miissen, um falsch positive Ereignisse zu
vermeiden. Wie zuvor schon geschildert, besitzen zirkulierende Tumorzellen spe-
zifische Oberfldchenantigene, die zur Differenzierung von CTCs und Leukozyten
verwendet werden konnen. Diese finden auch bei der ICC-Farbung Verwendung.
CTCs werden hautig als EpCAM, Mucl, Cytokeratin-8 -18 oder -19 positiv und
als CD45-negativ beschrieben [51].

Die Oberflichenmarkierung ist eine schonende Art Zellen zu markieren. Die spe-
zifischen Oberflachenantikorper wie beispielsweise EpCAM oder Mucl werden
dafiir mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt und kénnen iiber Antikorper-
Antigen-Bindung an die Zielzellen binden. Als Farbstoff kénnen Proteine, organi-
sche oder anorganische Fluorophore eingesetzt werden. Haufig werden organische
Fluorophore zur Markierung von Zellen verwendet wie beispielsweise Fluorescei-
nisothiocyanat (FITC), Fluorescein-Derivate oder neuere Fluorophore wie Alexa.

Neben den organischen Fluorophoren sind in den letzten Jahren neue anorgani-
sche Fluorophore entwickelt worden, die immer hdufiger in der Zelldetektion
Anwendung finden. Die sogenannten Quantum Dots (QDs) sind Halbleiternano-
kristalle die beispielsweise aus Cadmiumselenid (CdSe), Cadmiumtellurid (CdTe),
Cadmiumsulfid (CdS) oder Zinksulfid (ZnS) bestehen [86]. Quantum Dots konnen
in einer Grofle von 1-10 nm hergestellt werden. Die spektralen Eigenschaften
konnen tiber die Grofse und chemische Zusammensetzung der QDs bestimmt
werden (siehe Abbildung 1.11).
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Abbildung 1.11.: Die spektralen Eigenschaf-

ten von Quantum Dots werden tiber ihre Gro-
chen Wellenlédngenbereich [87, 89, 90]. ge und Zusammensetzung bestimmt. QDs
Uber Oberflachenbeschichtungen kin- konnen durch jede Wellenlinge unterhalb ih-
res Emissionsspektums angeregt werden [87].
Die Daten zum Erzeugen der Grafik wur-
den dem , Fluorescence SpectraViewer” von
an das Antigen binden kdnnen. Thermofisher entnommen [88]

zu organischen Farbstoffen im glei-

nen QDs mit Antikdrpern funktionali-
siert werden, welche dann spezifisch

Neben der Oberflichenfarbung kann

auch eine intrazelluldre Fluoreszenzmarkierung durchgefiihrt werden. Beim ,,Cell-
Search” System werden die Zellen beispielsweise durch den Einsatz des organi-
schen Fluorophors DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindo) angefarbt. Dieser Farbstoff
tarbt die DNA im Zellkern an um Zellkernlose Zellen von CTCs unterscheiden
zu konnen. Der Farbstoff bindet jedoch unspezifisch an die DNA und RNA und
durch die mutagenen und toxischen Eigenschaften des Farbstoffes wird die Zelle
zusétzlich geschddigt. Damit die CTCs spezifisch angefarbt werden, verwendet
,CellSearch” zudem die intrazelluliren Tumormarker Cytokeratin-8 -18 oder -
19 [91].

1.6.1. Realisierung der automatisierten Anreicherung,

Markierung und Detektion im Rahmen des CTC-Projektes

Aufgrund der hohen prognostischen Relevanz, die zirkulierenden Tumorzellen bei
der Krebsprogression zugeschrieben wird, hat die Anreicherung, Detektion und

Isolierung solcher Zellen in der Forschung einen hohen Stellenwert [29]. Durch
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Abbildung 1.12.: Ablauf der automatisierten immunomagnetischen Anreicherung, Mar-
kierung, Detektion und Isolierung.

die Moglichkeit der Fliissigbiopsie bei Patienten mit Krebs erdffnen sich viele neue
Perspektiven in der Diagnostik, Therapie und Tumorforschung. Derzeit werden
die Therapieansitze noch nach der histochemischen und molekularen Analyse
von Biopsieproben des Primdrtumors ausgewdihlt. Die Tumorbiopsie hat jedoch
einige Nachteilen wie z.B. der invasive Eingriff am Patienten zur konventionellen
Biopsie des Gewebes. Ferner stellt die Probe nur den Zustand des Tumors zum
Zeitpunkt der Biospie dar [17]. Durch die intratumorale und intermetastatische
Heterogenitit kann durch eine Tumorbiopsie nur begrenzt Aussagen tiber die
optimale Therapie getroffen werden [92].

Durch die Verwendung von zirkulierenden Tumorzellen und Einsatz der Fliissig-
biopsie entfallt der hoch-invasive Eingriff beim Patienten. Die Fliissigbiopsie kann
regelmiflig wiederholt werden und die Zellanalyse ist nicht auf den Primartumor

beschrankt. Folglich kann der ,Echtzeitstatus” des Patienten ermittelt werden,
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1.6 Fluoreszenzmarkierung von CTCs

welcher zur Optimierung der Therapie beitragt [93].

Um die im CTC-Projekt festgelegten Ziele zu erreichen, wurde wie zuvor schon
erwahnt eruiert welche Anreicherungsmethode fiir die Automatisierung in frage
kommt. Die Anreicherung basierend auf den physikalischen Eigenschaften einer
Zelle wurde fiir diese Arbeit ausgeschlossen, da die physikalischen Eigenschaften
von CTCs stark variieren. Auch die Verwendung von mirkofluidischen Chips mit
Mikrostrukturen wurden nicht in Betracht gezogen, da die Herstellung solcher
Chips kostenintensiv ist. Die Verwendung von immunomagnetischen Partikeln ist
hingegen eine flexible und im Vergleich zu einer Chipherstellung kostengiinstige
Variante der CTC-Anreicherung.

Um die zuvor beschriebenen Anforderungen zu erfiillen, musste zuerst eruiert
werden, welche Anreicherungsmethode ohne hohen Zell- und Vitalitdtsverlust
die Zellen anreichert. Dafiir wurden drei technische Losungen entwickelt (siehe
Kapitel 2.2.7), die alle auf einer immunomagnetischen Anreicherung basieren. Die
technischen Losungsansitze wurden zuerst auf den Vitalitdtsverlust der Zellen
tiberpriift. Das System mit dem geringstem Zellverlust wurde fiir die Automatisie-
rung ausgewdhlt. Parallel dazu wurden verschiedene magnetische Partikel funktio-
nalisiert und beziiglich der Fangraten im Standardversuch evaluiert. Die Partikel
mit der hochsten Fangrate wurden weiter optimiert und im halb-automatisierten

und anschlieffend im voll-automatisierten System getestet.

In dieser Arbeit wurde daher ein Pipettierroboter entwickelt, der funktionalisier-
te immunomagnetische Partikel und eine 7,5 mL Blutprobe durch wiederholtes
aspirieren und dispensieren schonend durchmischt. Die Separation beruht auf
einer Positiv-Anreicherung (siehe Abbildung 1.2), durch die die CTCs mit magne-
tischen Partikeln markiert werden und durch Anlegen eines magnetischen Feldes
von den restlichen Blutzellen getrennt werden kénnen. Die normalen hdmatopoe-
tischen Zellen konnen daraufhin verworfen und die CTCs durch verschiedene
Waschschritte weiter gereinigt werden. Im Anschluss an die Aufreinigung, wer-
den die Zellen automatisiert mit QDs fluoreszenzmarkiert, um sie dann in einem
mikrofluidischen Detektionschip iiberfithren zu konnen. In der Detektionseinheit
konnen die Zellen durch die rdumlich modulierte Fluoreszenzemission detek-
tiert und daraufhin vereinzelt in einer Mikrotiterplatte abgelegt werden (siehe
Abbildung 1.9 und Abbildung 1.12). Die Realisierung der Isolation war jedoch
nicht Teil dieser Arbeit.
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Die Anreicherungsmethode musste mit der bestehenden Detektionseinheit kom-
patibel sein, da diese parallel im CTC-Projekt entwickelt wurde. Fiir die Fluores-
zenzmarkierung der Zellen wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe getestet,
die mit dem in der Detektionseinheit verbauten Laser mit 445 nm Wellenlan-
ge kompatibel waren. Der Fluoreszenzfarbstoff, der die Zellen am intensivsten
fluoreszenzmarkieren konnte, wurde weiter verwendet. Das Protokoll fiir die
Fluoreszenzmarkierung konnte darauthin optimiert und an die automatisierte

Anreicherungseinheit angepasst werden.

Da die verwendeten Wasch- und Farbepuffer ebenfalls noch an das System ange-
passt werden mussten, wurden auch hier verschiedene Puffer getestet um eine

moglichst hohe Fangrate erreichen zu konnen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien sind in den folgenden Tabellen

aufgelistet.

2.1.1. Zelllinien

Tabelle 2.1.: Zelllinie

Zelllinie Typ Ursprungsgewebe

MCE-7 Adenokarzinom der Brust Pleuraerguss

2.1.2. Blutproben

Fiir die verschiedenen Testreihen wurde peripher-venoses Blut von freiwilligen

Spendern ohne bekannte Tumorerkrankung entnommen.

Tabelle 2.2.: Blutproben

Blut Herkunft Lagerung
500 mL Vollblut Deutsches Rotes Kreuz 2-4 °C max. 1 Woche
EDTA Eigenblut Entnahme durch RT im Uberkopfmischer
Berufsarztlichen Dienst max. 1 Tag
Mainz
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2.1.3. Bioreagenzien und Chemikalien

Die verwendeten Bioreagenzien und Chemikalien wurden alle nach Herstellervor-

gaben gelagert und sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2.3.: Bioreagenzien und Chemikalien

Bioreagenzie/Chemikalie

Hersteller

Accutase

Atto 465

Biotin

Bovines Serumalbumin (BSA)
Carboxyl-Adembeads coupling Kit

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)

CASYton

Dimetylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fotales Kalberserum (FCS)

Histopaque 1077

Inulin (Human)

Isotypkontrolle Maus IgG1 Biotin

KohlenstoffdioxidMonoklonaler Maus anti-Human
Mucl

MEM (Minimum Essenzielles Medium)

nicht essentielle Aminosauren

Monoklonaler Maus anti-Human EpCAM
(Klon: Ber-EP4, Bestellnummer: M080429-2)

Monoklonaler Maus anti-Human EpCAM Biotin
(Klon: 1B7, Bestellnummer: 13-9326)

30

Capricorn Scientific,
Deutschland

Atto-Tec, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Ademtech, Frankreich

Life Technologies,
Deutschland

Roche, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Capricorn Scientific,
Deutschland

Sigma-Aldrich, USA

Merk Millipore,
Deutschland

ebioscience, USA
Linde, Deutschland

Capricorn Scientific,
Deutschland

Dako, Deutschland

ebiosicience, USA
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Bioreagenzie/Chemikalie

Monoklonaler Maus anti-Human Mucl
(Klon: S1D12D7, Bestellnummer: MA1-35690)

Monoklonaler Maus anti-Human Mucl (Biotin)
antibody (No. ABIN865557)

Natriumbicarbonat
Natriumpyruvat

Phosphat gepufferte Salzlosung
(PBS, Phosphat buffered saline)

PD MidiTrap G-25

Quantum dots (QDs) Streptavidin 625
(Bestellnummer: A10196)

Reinstwasser

RPMI-Medium RPMI

Silicon-Antischaumemulsion
Trypsin/EDTA 10x
Xanthan

Hersteller

Thermo Scientific,
Deutschland

Antibodies-online,
Deutschland

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Capricorn Scientific,
Deutschland

GE
Healthcare,Schweden

Invitrogen, Deutschland

Haus-interne Anlage

Capricorn Scientific,
Deutschland

Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
ADM, Niederlande
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2.1.4. Magnetische Partikel

Tabelle 2.4.: Magnetische Partikel
Magnetische Partikel Bestellnummer  Hersteller
Dynabeads® 4,5 pm 1033 Invitrogen, Deutschland
Ziege anti Maus
Dynabeads®1 yum 65602 Invitrogen, Deutschland
MyOne Streptavidin T1
500 nm Carboxyl 02820 Ademtech, Frankreich
Adembeads
SpeedBeads 45152105050250 GE Healthcare Life Sciences,
Carboxylated Deutschland
4,5 pym Adnagen T-1-508 Adnagen AG, Deutschland

Breast Cancer Beads

2.1.5. Gerite

Tabelle 2.5.: Gerite

Gerat Bezeichnung Hersteller

Anal AB104 Mettler Toledo,
nalysewaage Deutschland

Anal LP1200S Sartorius AG,
nalysewaage Deutschland

Autoklav 55A 195 L Laboklav

CO--Zellinkubat H 11 150 Thermo Scientific,

»-Zellinkubator erace i Deutschland

Durchflusszytometer BD Accuri C6 BD, Deutschland

Einfri st M Frost Thermo Scientific,
infriergerd r.Frosty Deutschland

Fluoreszenzmikroskop  Olympus xc60 Olympus, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop  Olympus CKX41 Olympus, Deutschland
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Gerat
Magnetriihrer

Magnetischer
Zellseparator

Magnetischer
Zellseparator

Spritzenpumpe
Spritzenpumpe
Spannungsquelle

Stickstoff-
Gefrierbehalter

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge
Uberkopfmischer
Ultraschallbad

Vortexer
Wasserbad

Zahlkammer

Zellkulturbank

Zellzahler

Bezeichnung

MR 3003

MPC-S

Adna Mag-L

neMESYS
78971213
Typ 2225

Locator JR Plus

Micromax RF

Multifuge 3s
Intelli Mixer

Sonorex
TopMix FP15024
WNB7

improved Neubauer

Safe 2020

Casy Counter

Hersteller
Heidolph, Deutschland

Thermo Scientific,
Deutschland

AdnaGen, Deutschland

Cetoni, Deutschland
KdScientific
Statron, Deutschland

Thermo Scientific,
Deutschland

Thermo Scientific,
Deutschland

Heraeus, Deutschland
ELMI, Lettland
Bandelin, Deutschland

Fisher-Scientific,
Deutschland

Memmert, Deutschland

Paul Marienfeld GmbH,
Deutschland

Thermo scientific,
Deutschland

Schérfe System GmbH
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2.1.6. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.6.: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Deckgldschen Roth, Deutschland
Kantile, Neolus Terumo, Deutschland
Kryoréhrchen Sarstedt, Deutschland
Blutsammelgefaf S Monovette Sarstedt, Deutschland

Petrischale Cellstar

Pipettenspitzen 10 mL

Reaktionsgefdfse 15 mL

Slide-A-Lyzer® MINI Dialysis Device

Zellkulturflasche

Sigma-Aldrich, USA
Eppendorf, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

Thermo Scientific, Deutschland
Sarstedt, Deutschland

2.1.7. Verbaute Materialien

Tabelle 2.7.: Verbaute Materialien

Material

Hersteller

Dreiwege Ventil (Stopcocks 3-way)
HPLC-Anschluss
Magnet-Trapezoid TR
1.5x25x10x11.75Ni-N4
Schlauchverbinder
Schlauchpumpe SR10/30
Spritzenpumpe

XDrive 55-1 Motor

Cole-Parmer
IDEX

HKCM Engineering e k.

IDEX

THOMAS

Fraunhofer ICT-IMM
MotoraXX Elektrogerdte GmbH
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2.1.8. Verwendete Software

Tabelle 2.8.: Verwendete Software

Software Hersteller

Accuri c6 Analyse BD

Diadem 12 National Instruments

Excel 2010 Microsoft

Gnuplot 4.6 Thomas Williams & Colin Kelley
Labview12 National Instruments
Python(x,y) 2.7 Python Software Foundation

2.1.9. Puffer, Losungen und Medien

Die verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung sind im nachfolgenden auf-
gefiihrt. Puffer die Bestandteile von kommerziell erhéltlichen Kits waren, wurden
in dieser Tabelle nicht berticksichtigt.

Tabelle 2.9.: Angesetzte Puffer

955¢g PBS
- 1150,0 mg/L Dinatrium-
hydrogenphosphat

1xPBS

- 200,00 mg/L
Kaliumchlorid

- 200,00 mg/L
Kaliumphosphat
- 8000,00 mg/L
Natriumchlorid

1L destilliertes Wasser

1xPBS/0,1 %BSA 100 mL 1xPBS
01g BSA
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0,2 M Natriumbikarbonat-Puffer

Markierungspuffer

Atto 465 NHS-Ester Losung

6%BSA Losung

CFSE Losung

Trypsin/EDTA

EDTA /FCS-Waschpuffer

0,125% Xanthan PBS Losung

Farbepuffer

100 mL
1,68 g

19 mL
1 mL

1mg
200 nL.

50 mL

18 ul
50 ng

1 mL
9mL

38 mL
10 mL
2mL
125 mg
99,875 g

90 nL
10 pL

destilliertes Wasser
Natriumbikarbonat
mit Natriumhydroxid
auf pH 9 einstellen
1xPBS

02M
Natriumbikarbonat-
Puffer

auf pH 8,3 einstellen

Atto 465 NHS-Ester
DMSO

BSA
PBS

DMSO
CFSE

Trypsin/EDTA
PBS

PBS

FCS

0,05 M EDTA
Xanthan
PBS-Losung

6%BSA Losung

Antischaum
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Tabelle 2.10.: Zellkulturmedium

RPMI-Medium pro 100 mL 90 mL RPMI 1640 mit L-Glutamin
10 mL FCS
1mL MEM Noness. Aminosduren
1mL Natriumpyruvat
500 pL Human Insulin
Einfriermedium pro mL 100 pL DMSO
200 pL FCS
700 pL RPMI 1640 mit L-Glutamin

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur
2.2.1.1. Allgemeine Zellkulturbedingungen

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.
Dabei wurde auf die Anwendung von sterilen Arbeitstechniken geachtet, um die
Zellkulturen nicht zu kontaminieren. Fiir die Arbeit unter der Sterilwerkbank
kam ausschliefslich sterilisiertes Zellkulturmaterial zum Einsatz, das entweder
vom Hersteller steril geliefert oder vor Gebrauch mittels Autoklaven sterilisiert
wurden. Die Zellkultivierung erfolgte in einem Brutschrank, der auf die zell-
spezifischen Wachstumsbedingungen eingestellt wurde. Bei einer kontrollierten
Kohlenstoffdioxidzufuhr von 5 %, einer konstanten Luftfeuchtigkeit und einer
Temperatur von 37 °C konnten die Zellen in einer Zellkulturflasche proliferieren.

2.2.1.2. Auftauen der Zellen

Da die Zellen fiir die langerfristige Lagerung kryokonserviert wurden, mussten die
Zellen vor der Kultivierung aufgetaut werden. Das Auftauen der Zellen erfolgte
bei 37 °C im Wasserbad. Anschliefifend musste die Suspension sofort in 4 mL
vorgewdrmtes Medium (37 °C) tiberfiihrt werden. Pro Kulturflasche konnten dann
0,5 - 1x10° Zellen ausgesit und mit RPMI-Medium (siehe Tabelle 2.9) auf 5 mL
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aufgefiillt werden. Die Kulturflasche wurde anschlieffend im Brutschrank bei
37 °C mit 5 % CO, gelagert.

2.2.1.3. Subkultivierung der Zellen

Zur Kultivierung der Zellen mussten die adhédrenten Zellen vom Kulturboden
gelost werden, sobald sich ein konfluenter Zellrasen von 80 % ausgebildet hat.
Dafiir wurde das iiberstehende Medium entfernt und die Zellen mit 3 mL PBS
vorsichtig gewaschen. Durch zweiminiitige Inkubation mit 0,5 mL Trypsin/EDTA
oder 0,5 mL Accutase im Brutschrank konnten die Zellen von der Kulturflache
abgelost werden. Diese wurden daraufhin mit 4,5 mL Medium aufgenommen und
resuspendiert. Zur erneuten Aussaat wurden dann 2x10° Zellen/mL verwendet,
die in neue Kulturflaschen mit 5 mL frischem RPMI-Medium tiberfiihrt wurden.

2.2.1.4. Kryokonservierung

Fiir die langerfristige Lagerung wurden die Zellen in Kryoréhrchen tiberfiihrt und
in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Dafiir wurde das Zellkulturmedium aus der
Kulturflasche entfernt. Dann wurden die Zellen mit 3 mL PBS gespiilt und der
Uberstand konnte verworfen werden. Die Zellen konnten dann durch die Inku-
bation mit 0,5 mL Trypsin-Losung vom Flaschenboden gelost und anschliefSlend
in 9,5 mL Medium resuspendiert werden. Die Zellsuspension wurde dann in ein
15 mL Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt und bei 200 x ¢ und Raumtemperatur fiir 5 Mi-
nuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet
konnte dann in 1-2 mL Einfriermedium resuspendiert werden. Pro Kryorohrchen
sollten 2x10° Zellen/mL eingefroren werden. Die Kryorshrchen mit der Zellsus-
pension wurden dann fiir 24 h bei -80 °C in ein mit 250 mL Isopropanol gefiilltem
Einfriergerdt (Mr. Frosty), eingefroren. Danach konnten die Kryorohrchen in den

Stickstoff-Gefrierbehilter zur langerfristigen Lagerung iiberfiihrt werden.

2.2.2. CFSE Fiarbung

Um Zellen nach einer immunomagnetischen Separationen detektieren zu kon-
nen, wurden die MCF-7 Zellen mit Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE)

gefarbt. CFSE ist ein membrangdngiger Fluoreszenzfarbstoff, der von Zellen in
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das Zytoplasma aufgenommen und durch Esterasen kovalent an Proteine gebun-
den wird. Der Farbstoff besitzt sein Anregungsmaximum bei 492 nm und sein

Emmisionsmaximum bei 517 nm [94].

Damit die Zellen mit CFSE gefarbt werden konnten, wurden die Zellen wie bei der
Subkultivierung (siehe Kapitel 2.2.1.3) vom Zellkulturflaschenboden gelost. Dar-
aufhin konnte das gewtiinschte Volumen in ein Reaktionsgefaf3 tiberfiihrt und fiir
5 Minuten bei 400 x ¢ und Raumtemperatur zentrifugiert werden. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 37 °C warmen PBS im Ausgangsvolumen
resuspendiert. Zur Zellsuspension wurden dann 2 nL/mL der 5 mM CFSE-Losung
hinzugegeben (siehe Tabelle 2.9). Die Suspension inkubierte dann fiir 15 Minuten
bei 37 °C im Wasserbad. Anschliefsend erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 5
Minuten bei 400 x ¢ und Raumtemperatur. Der Uberstand wurde erneut verworfen
und das Pellet wurde in RPMI-Medium (Ausgangsvolumen) resuspendiert und
fiir 30 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Daraufhin erfolgte nochmals
ein Waschschritt mit Medium bei den oben genannten Parametern.

2.2.3. Manuelle Einzelaufnahme der Zellen

Um standardisierte Bedingungen bei der Durchfiihrung der Anreicherungsver-
suche zu gewdhrleisten, wurde bei jedem Anreicherungsversuch eine definierte
Menge von 20 CFSE gefarbten Einzelzellen eingesetzt. Dafiir mussten die zuvor
CFSE gefarbte Zellen (siehe Kapitel 2.2.2) durch starkes Resuspendieren vereinzelt
werden. Anschlieflend wurden 10 pL der Zellsuspension entnommen und diese
in einer mit RPMI-Medium gefiillten Petrischale (55 mm Durchmesser) verteilt.
Diese wurde dann unter das Fluoreszenzmikroskop gestellt und 5 Minuten ruhen
gelassen, damit sich die Zellen auf dem Boden der Petrischale absetzten. Die
Zellen konnten dann im Fluoreszenzmikroskop mit einer 10 pL Pipette vereinzelt

auf genommen werden.

2.2.4. Referenzmethode fiir die immunomagnetische Separation

Als Positivkontrolle wurde bei jedem Testdurchlauf ein Standardversuch durchge-
fithrt. Fiir den Standardversuch wurden 20 CFSE gefarbte Einzelzellen in 1 mL

Medium suspendiert. Zu der Zellsuspension wurden 20 nL magnetische Partikel
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mit der Ausgangskonzentration von 10 mg/mL hinzugegeben. Die Inkubation
der Zell-Partikel-Suspension erfolgte fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Uberkopfmischer bei 5 rpm. Nach der Inkubationszeit wurde das Reaktionsge-
faf fiir 5 Minuten in einen Magnetseparationsstinder gestellt. Der Uberstand
konnte danach verworfen werden und die angezogenen magnetischen Partikel
und Zellen wurden in 1 mL PBS resuspendiert. Daraufhin erfolgten zwei weitere
Waschschritte mit PBS. Nach dem dritten Waschschritt wurden die magnetischen
Partikel und Zellen in 70 pL PBS resuspendiert und anschliefsend in mehreren
Aliquots in die Neubauer-Ziahlkammern tiberfiihrt. Zum Auszédhlen der Zellen in
der Neubauer-Zahlkammer wurde der gesamte Bereich unter dem Deckgldschen
betrachtet.

2.2.5. Bestimmung der Fangrate

Die Effizienz der Aufreinigung wurde tiber die Fangrate definiert. Um diese zu
berechnen wurde die aufgereinigte Probe im letzten Reinigungsschritt in 70 uL
PBS aufgenommen. Die Auszdhlung der Zellen erfolgte dann in einer Neubauer-
Zahlkammer, indem mit einer 20 nL Pipette die Probe in mehreren Aliquots in die
Neubauer-Zihlkammer pipettiert wurde. Aus der Anzahl der gefundenen Zellen

konnte daraufhin die Fangrate wie folgt berechnet werden [95, 96]:

Wiederge fundene Zellen TAT: . o
Eingebrachte Zellen ~ < 100 = Wieder findungsrate %

2.2.6. Vitalitdtsbestimmung mittels CASY Counter

Die Vitalitdt der Zellen konnte durch den CASY Counter bestimmt werden. Dieser
kann durch elektrische Erfassung der Zellen beim Durchtritt durch eine Pore
analysieren, welchen physiologischen Zustand eine Zelle besitzen. Vitale Zellen
haben eine intakte Zellmembran, welche den elektrischen Strom ausschliefsen
kann. Dadurch wird ein Signal erzeugt, welches vom Zellvolumen abhéingt. Die-
sen Vorgang nennt man Electrical Current Exclusion (ECE). Tote Zellen besitzen
hingegen eine pordse Membran, welche den Strom nicht ausschlieffen kann. Der
Strom kann daher die Zelle auf direktem Wege durchdringen, das wiedergegebene
Signal entspricht dann dem Volumen des Zellkerns [97]. Um eine Probe analysie-

ren zu konnen, wurden 100 pL der Zellsuspension in 9,9 mL Casyton pipettiert
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und im CASY Counter gemessen. Die Vitalitdt der Zellen wird bestimmt, indem
die Anzahl der lebenden Zellen durch die Gesamtzahl der Detektierten Zellen

dividiert wird.

lebende Zellen . 100 = Vitalitit %

Gesamtzellzahl

2.2.7. Vitalitdatsbestimmung in verschiedenen

Anreicherungssystemen

Abbildung 2.1.: Die linke Ab-
bildung zeigt den Noppen-
rithrer, die rechte Abbildung
den Excenter. Die Durchmi-
schung der Suspension fand
bei diesen Geréten in einem 50
mL Reaktionsgefdfs statt. Die
Magnete in den beiden Gera-
ten konnten tiber ein Seil per
Hand im Rohrchen herabgelas-
sen werden, oder wihrend der
Durchmischung im Réhrchen
nach oben gezogen werden.

Excenter

Motor

-

g Tk

Eine Anforderung an das Aufreinigungssystem ist die schonende Durchmischung
der Zellen und magnetischen Partikel. Daher wurde bei jedem Anreicherungs-
system die Vitalitdtsraten der Zellen nach der Durchmischung bestimmt. Die ver-
schiedenen Anreicherungssysteme Exzenter, Noppenriihrer (siehe Abbildung 2.1)
und Pumpsystem (siehe Abbildung 2.9) wurden jeweils mit 4 mL Medium, 1 mL
Zellsuspension mit einer Konzentration von 1x10° Zellen/mL und 100 pL Speed-
beads von Thermo Scientific getestet. Die Vitalitdt der Zellen wurde bei jedem
Test vor und nach einer 20-mintitigen Durchmischung bestimmt, indem 100 uL
der Zellsuspension in 10 mL Casyton pipettiert wurden. Durch Invertieren wur-
den die Zellen mit dem Casyton vermischt. Darauthin konnte die Vitalitit der
Zellsuspension mit dem CASY Counter bestimmt werden.
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2.2.8. Funktionalisierung der Magnetpartikel mit Antikérpern

In den folgenden Abschnitten sind die Protokolle zur

4 Y ju Funktionalisierung der verschiedenen magnetischen

A Partikel aufgefiihrt.
N —

—<

> — 2.2.8.1. Ziege anti-Maus-Partikel

~

Y Maus anti-Human
Ziege anti-Maus einem Ziege anti-Maus Antikorper beschichtet, der ge-

~ )y e Prinzip der Funktionalisierung: Die 4,5 um grofien
Ziege anti-Maus-Partikel von Dynabeads® wurde mit

Abbildung 2.2.: Magnet- gen alle Maus Immunglobulin G-Subklassen gerichtet

partikel beschichtet mit ist (siehe Abbildung 2.2). Der Ziege anti-Maus Antikor-

Ziege anti-Maus Antikér- per bindet dabei unspezifisch an die FC-Region (engl.
pern. Diese binden an die

FC-Region eines Maus An-
tikdrpers.

fragment crystallisable) des Antikorpers [98].

Protokoll der Funktionalisierung: Die antikorperbe-
schichteten Partikel wurden 30 Sekunden gevortext. 100 uL der Partikeluspension
wurden dann in ein Reaktionsgefafs pipettiert und 1 mL PBS/BSA hinzupipettiert
und resuspendiert. Das Gefafs wurde anschliefSend fiir eine Minute in ein Ma-
gnetseparationsstander gestellt. Als nichstes konnte der Uberstand verworfen und
das Reaktionsgefifs aus dem Magnetseparationsstander entfernt werden. 100 pL
der Antikorperlosung (60 pg/mL) wurden dann zu den Partikeln pipettiert und
fiir eine Stunde bei 4 °C im Uberkopfmischer inkubiert. Anschliefend wurden die
Partikel zweimal gewaschen. Dafiir wurden die Partikel eine Minute magnetisch
angezogen. Dann konnte der Uberstand verworfen und die Partikel wieder in
1 mL PBS/0,01%BSA resuspendiert werden. Beim letzten Waschschritt wurden
die Partikel in 100 pL PBS/0,01%BSA aufgenommen.

2.2.8.2. Carboxylbeschichtete Partikel

Prinzip der Funktionalisierung Die Carboxyl-Adem-beads (siehe Abbildung 2.4)
sind monodisperse und supermagnetische Nanopartikel bestehend aus einem
magnetischen Kern, ummantelt mit einer hochgradig kreuzvernetzte hydrophile
Polymerhtille mit freien Carboxylgruppen. Die Carboxylgruppen werden durch
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EDC (1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) Carbodiimide Hydrochlorid aktiviert
und binden {iber primédre Amine kovalent an die Carboxylgruppen [99].

CL”
~ §+/
O
+
OH

Carboxyliertes
Partikel

N Hyeo

AW
oo

O

EDC

~N II;II+/

Priméres Amin

NH
MNH/@ - A

L "L
o-Acylisourea

Isourea
aktiver Ester Beiprodukt

Stabile Amidbindung

Abbildung 2.3.: Magnetische Partikel (1) funktionalisiert mit Carboxylgruppen, welche
durch Zugabe von EDC aktiviert werden und mit Proteinen (2) die primdren Aminen
besitzen eine stabile Amidbindung ausbilden kénnen.

Protokoll der Funktionalisierung Fiir die Funktiona-
lisierung der 500 nm grofSen carboxylbeschichteten Par- ‘k YY )/
tikel wurde das kommerziell erhéltliche Kit von Adem-
tech verwendet. Diese wurden mit einem monoklona-

len Maus anti-Human EpCAM Antikorper gekoppelt.

TSy

Zur Vorbereitung der Funktionalisierung wurden zu-

/L

_<

\.<

erst der im Kit enthaltenen ,activation buffer” und der —,/ ¥Y
LA~

Y Maus anti-Human
Carboxylgruppe

,storage buffer” jeweils 1:10 mit destilliertem Wasser
verdiinnt. Dann wurden 200 pL der magnetischen Par-

tikel in ein 1,5 mL Reaktionsgefafs tiberfiihrt und eine
Abbildung 2.4.: Carboxyl-

Minute in einen Magnetseparationsstander gestellt. Der
Uberstand konnte daraufhin verworfen, der Magnet
entfernt und die Partikel vorsichtig in 200 pL , storage

beschichtete Partikel kova-
lent {iber primdre Amine
mit Antikorpern gekoppelt

buffer” resuspendiert werden. Dieser Schritt wurde 3

mal wiederholt. Anschlieffend wurde 1 mg EDC in 250 pL , activation buffer”
gelost und 160 pL der EDC-Losung zu den Partikeln pipettiert. Diese wurden
dann fiir 20 Sekunden gevortext und fiir 10 Minuten bei 37° C und 200 rpm fiir
10 Minuten auf einem Horizontalschiittler inkubiert. Daraufhin konnten 50 ng
Antikorper pro 100 pL Partikel zu den aktivierten Partikeln pipettiert und fiir 2
Stunden bei 37° C auf dem Horizontalschiittler mit 200 rpm inkubiert werden.

Waihrenddessen konnten 1 mg BSA in 2 mL ,activation buffer” gelost werden.
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400 pL dieser Losung wurden dann den Partikeln zugefiihrt. Die Partikel-Losung
wurde dann 20 Sekunden gevortext um die Partikel-Losung zu vermischen. Diese
Losung inkubierte dann weitere 30 Minuten auf dem Horizontalschiittler bei 37° C
und 200 rpm. Im Anschluss wurden die Partikel zweimal mit 400 puL ,storage
buffer” gewaschen, indem die Partikel eine Minute in einem Magnetseparations-
stander angezogen wurden. Der Uberstand wurde daraufhin verworfen und die
Partikel im ,storage buffer” resuspendiert . Im letzten Waschschritt erfolgte das

resuspendieren in 200 pL ,storage buffer”.

2.2.8.3. Streptavidinpartikel

Prinzip der Funktionalisierung Die Dynabeads®

A MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikel haben einen

\< Durchmesser von 1 pm und sind einschichtig mit re-

kombinantem Streptavidin beschichtet. Biotinmarkierte

Antikorper binden kovalent mit hoher Affinitidt an das

A e Streptavidin auf dem Magnetpartikel kovalent gebun-
\( \< den werden (siehe Abbildung 2.5) [100].

Biotin
Streptavidin
Y Maus anti-Human

Protokoll der Funktionalisierung Die Streptavidin-
Abbildung 2.5.: Immuno- partikel (siehe Abbildung 2.5) wurden durch diverse
magnetische Streptavidin-
partikel gekoppelt mit bio-
tinmarkiertem Antikorper. Funktionalisierung beschrieben, die zu den hdchsten
Die freien Bindungsstellen Eangraten gefiihrt hat. Zur Funktionalisierung von
wurden mit Streptavidin
geblockt.

Versuche optimiert. Im Folgenden ist beispielhaft die

100 pL Streptavidinpartikeln in Losung wurden 100 pL
monoklonaler biotingekoppelter anti-EpCAM Antikor-
per mit einer Konzentration von 20 pg/mL in PBS an-
gesetzt. Die Partikel wurden zuerst fiir eine Minute magnetisch separiert, dann
wurde der Uberstand verworfen und anschliefend erfolgte die Resuspendierung
der Partikel in 1 mL PBS/0,01 % BSA.

Danach wurden die Partikel erneut fiir eine Minute magnetisch angezogen, der
Uberstand verworfen und in 100 pL Antikérperlosung resuspendiert. Daraufhin
erfolgte eine Inkubation von 30 Minuten im Uberkopfmischer. Nach der Inkubati-
on wurden die Partikel erneut fiir eine Minute magnetisch separiert, der Uberstand

verworfen und in 200 pL 0,01 % Biotin-Losung resuspendiert. Diese Suspension
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inkubierte wiederum 30 Minuten im Uberkopfmischer. AnschlieSend wurden die
Partikel wieder fiir eine Minute magnetisch separiert und mit 1 mL PBS/0,01 %
BSA gewaschen. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt, wobei beim letzten
Waschschritt die Partikel in 100 uL PBS/BSA aufgenommen wurden.

2.2.9. Anreicherungsprotokoll

Die Abldufe der Anreicherungsprotokolle wurden beim halb-automatisierten
sowie beim voll-automatisierten System stetig verbessert. Bei beiden Anreiche-
rungssystemen wurde die Blutprobe zuerst durch Resuspendieren mit magneti-
schen Partikeln inkubiert. Anschlieflend wurde die Probe in die Pipettenspitze
aufgenommen (Abbildung 2.6).

Pumpe
10mL/min

Blutprobe mit Blutprobe in Immunomagnetische Uberstand Probe
Beads inkubieren  Pipettenspitze Separation verwerfen waschen
aufnehmen
3x Waschen

Abbildung 2.6.: Ablauf der halb-automatisierten Anreicherung. Die Blutprobe wurde zu-
erst mit den immunomagnetischen Partikeln durch Resuspendieren inkubiert. Darauthin
wurde die Probe in die Pipettenspitze aufgenommen und durch magnetische Separati-
on konnten die Krebszellen von den Blutzellen getrennt werden. Der Uberstand wurde
verworfen und die Probe im Anschluss dreimal gewaschen.
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100 pL Beads + 5 mL Blut
30 min durch Pumpen mischen (10 mL/min)
Blut + Beads in Pipettenspitze aufnehmen
Dreiwegeventil schlieSen
Pipettenspitze aus Reaktionsgefafs entfernen
Magnete positionieren
20 min Beads magnetisch anziehen
Dreiwegeventil auf
Uberstand verwerfen 1 mL/min
5 mL Waschpuffer in das ReaktionsgefafS pipettieren
Magnete entfernen
Pipettenspitze im Reaktionsgefdfs positionieren
10 min durch Pumpen mischen (10 mL/min)
Blut + Beads in Pipettenspitze aufnehmen

Dreiwegeventil zu

Pipettenspitze aus Reaktionsgefafl entfernen

Magnete positionieren
10 min Beads magnetisch anziehen
Dreiwegeventil auf
Uberstand verwerfen 1 mL/min

Magnete entfernen

5 mL Waschpuffer in das Reaktionsgefafl pipettieren

Abbildung 2.7.: Ablauf der Anreicherung

et e
4

]

Abbildung 2.8.: Fiir die optimale Fliissigkeitsaufnah-
me wurde die Pipettenspitze mit einem Skalpell ein-
gekerbt.
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Durch die Positionierung von
Magneten an die Aufienseite
der Pipette wurde eine im-
munomagnetische Separation
innerhalb der Pipettenspitze
durchgefiihrt. Der Uberstand
wurde verworfen und durch
dreimaliges Waschen der Pro-
be mit Waschpuffern konn-
te die Probe gereinigt und
anschlieffend analysiert wer-
den. Dieser Grundablauf wur-
de bei beiden Anreicherungs-
systemen beibehalten und op-
timiert. Die Protokolle, bei de-
nen die Wiederfindungsrate
der CTCs am hochsten waren,
sind im Folgenden dargestellt.

2.2.9.1. Halb-automatisierte
Anreicherung

Bei der halb-automatisiert An-
reicherung von Krebszellen ka-
men 20 CFSE-gefarbte MCF-
7 Zellen zum Einsatz (siehe

Kapitel 2.2.2 - Kapitel 2.2.3).
Eine 10 mL Pipettenspitze wur-
de mit einem Skalpell zweimal

eingekerbt (Abbildung 2.8), da-
mit die Fliissigkeit im Reak-
tionsgefafs optimal aufgenom-
men werden kann, ohne dass

in der Pipettenspitze ein Unter-
druck entsteht.
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Dreiwegeventil

Pipettenhalterung

Pipettenspitze

Magnet 1

Magnet 2
Schlauch

Abbildung 2.9.: Halb-automatisiertes Anreicherungsmodul mit Schlauchpumpe, Dreiwe-
geventil und Pipettenhalterung. Die Magnete, Pipetten- und Ventilpositionen wurden
manuell eingestellt.

In Abbildung 2.7 ist der generelle Protokollablauf dargestellt; die dazugehorigen
Parameter sind in Tabelle A.1 auf Seite 125 aufgelistet. Die Pipettenspitze wurde
in einer speziell gefertigten Pipettenhalterung mit pneumatischen Anschluss zur
Schlauchpumpe aufgenommen und wie in Abbildung 2.9 zu sehen im Reaktions-
gefdfs positioniert. In das 15 mL Reaktionsgefafs wurden vorher je nach Versuch
5 mL Blut oder RPMI-Medium, sowie 20 CFSE gefarbte MCF-7 Zellen und 100 uL
Streptavidinpartikel pipettiert.

Die Ansteuerung der Schlauchpumpe erfolgte tiber ein LabVIEW Programm,
welches in Zusammenarbeit mit Programmierern vom Fraunhofer ICT-IMM ent-

wickelt wurde.
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Der Ablauf des Programms ist
in Abbildung 2.7 dargestellt. Nach
dem Protokolldurchlauf wurde das

Ventil

Pipettenhalterung
Probenvolumen fiir die Auszih-

lung reduziert, indem ein 15 mL
Pipettenspitze Reaktionsgefafs fiir 10 Minuten
in einen Magnetseparationsstian-
der gestellt wurde. Der Uber-
Magnet 1 stand wurde daraufhin verwor-
fen und die Zellen in 70 pL
PBS/0,1 % BSA resuspendiert. Die
Magnet 2 Auszédhlung der Zellen fand mit ei-

ner Neubauer-Zihlkammer unter

Abbildung 2.10.: Seitliche Darstellung des halb-

automatisierten Anreicherungssystems dem Fluoreszenzmikroskop statt.

Der Pufferwechsel, die Ventilstel-
lung sowie die Pipettenaufnahme
und -ausrichtung wurden manuell
durchgefiihrt.

2.2.9.2. Voll-automatisierte Anreicherung

Gerdteaufbau Auf Grundlage des zuvor getesteten halb-automatisierten Anrei-
cherungsmoduls wurde in Zusammenarbeit mit Konstrukteuren und Program-
mierern vom Fraunhofer ICT-IMM ein voll-automatisiertes System entwickelt
(siehe Abbildung 2.11). Die Schlauchpumpe (siehe Abbildung 2.15) wurde durch
eine Spritzenpumpe ersetzt und die Magnete an einem Y-férmigen Magnetarm

befestigt .

Der Magnetarm (siehe Abbildung 2.15) wurde wiederum an einer in X- und Z-
Richtung fahrbaren Halterung angebracht, an der auch die Pipettenhalterung
befestigt wurde. Diese wurde {iber eine Luer-Lock Verbindungen und einem
Schlauch mit der Spritzenpumpe verbunden. Der Schlauch und die Kabel fiir die
Elektronik wurden zum Schutz durch eine Energiekette gefiihrt.

Damit der Pufferwechsel automatisch ablaufen konnte, wurde ein Probenkarussell
mit sechs Positionen genutzt (sieche Abbildung 2.11 und Abbildung 2.12). Dieses

konnte vor einem Anreicherungsablauf mit der Blutprobe (Position 1), den 5 mL
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Schlauch Zahnriemenantrieb

HPLC-Verbindung . — Zweiermagnetarm

Pipettenhalterung

Pipettenspitze

Energiekette

Spritze

15 mL Reaktionsgefafs Spritzenpumpe

Probenkarussell HPLC-Verbindung

Abbildung 2.11.: Parallelperspektivische Zeichnung des Anreicherungsmoduls. Durch
die vertikal und horizontal verfahrbare Pipetten- und Magnethalterung kann die Pipet-
tenaufnahmestation oder das Probenkarussell angefahren werden. Die verschiedenen
Fliissigkeiten werden durch Verwendung einer Spritzenpumpe gemischt.

Waschpuffern (Position 2&3), dem 4 mL Waschpuffer (Position 4) und dem 1 mL
Fluoreszenzfarbstoff (Position 5) bestiickt werden. Die Aufnahme der eingekerbte
Pipettenspitze durch die Pipettenhalterung erfolgte ebenfalls automatisiert am
Anfang jedes Programmdurchlaufs.

Um die verschiedenen Volumina von Waschpuffern, Blut und der Quantum Dot
Suspension automatisiert pipettieren zu kénnen, wurden unterschiedliche vertika-
le und horizontale Pipettenpositionen programmiert (sieche Abbildung 2.14). Die
unterschiedlichen Pipettenpositionen und deren Funktion werden im Folgenden
dargestellt und erldutert.
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1: Blutprobe Abbildung 2.12.: Die Abbil-
2: Waschpuffer 1 (5mL) dung zeigt das Probenkarussell
3: Wascipuger 1(5mL) mit den Sechs Positionen fiir
4 Waschpuffer 2 (4mL) verschiedene Puffer. In Positi-
5: Fluoreszenzfarbstoff . .

6: Xanthan on 1 wurde die Blutprobe mit

den Partikeln gestellt, Position
2 und 3 wurden jeweils mit 5
mL Waschpulffer beladen. In Po-
sition 4 wurden 4 mL Wasch-
puffer benotigt und in Position
5 wurde der Fluoreszenzfarb-
stoff vorgelagert. Das Karussell
rotierte im Uhrzeigersinn um
die Reagenzien in der richten
Reihenfolge unter der Pipette
zu platzieren.

Ablauf der automatisierten Anreicherung

Mischen der Blutprobe Beim Start des Gerétes befand sich die Magnet- und Pi-
pettenhalterung in der Ausgangsposition, welche sich horizontal am rechten Rand
des Gerétes und in der hochsten vertikalen Position (Z-Max) befindet, dargestellt
in Abbildung 2.13 (a). Im Anschluss wurde die Magnet- und Pipettenhalterung
zur ,Pipettenposition” gefahren (b). Uber der Pipettenaufnahmestation ange-
kommen wurde die Magnet- und Pipettenhalterung auf die vertikale Position
,Pipettenspitze” verfahren (c), sodass die Pipettenspitze durch die Pipettenhalte-
rung aufgenommen werden konnte. Dieses Verfahren garantierte eine einheitliche
Position der Pipettenspitze bei allen Versuchen.

Die Magnet- und Pipettenhalterung musste anschlieffend wieder zur Z-Max-
Position (d) verfahren werden, damit die aufgenommene Pipettenspitze nicht
beim Verfahren der Halterung am Karussell hangen blieb. Daraufhin konnte die
Halterung mit der Pipettenspitze zur horizontalen Position ,Karussell” gefahren
werden (e). Diese Position befand sich tiber dem ersten Rohrchen des Probenkarus-
selles. Anschlieffend wurde die Pipettenspitze vertikal auf die Position , Blutprobe”
(f) gefahren.
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Pipettenspitzenposition

Ausgangsposition Pipettenposition Pipettenposition

Blutprobenposition

Z-Max

/

Pipettenposition Karussellposition Karussellposition

Abbildung 2.13.: Die blau geschriebenen Positionen geben die vertikale Position der
Magnet- und Pipettenhalterung an, wiahrend die schwarz geschriebenen Positionen die
horizontalen Positionen angeben.

Da die Pipette tiber einen Zahnriemenantrieb vertikal verfahren wurde, sind die
Geschwindigkeiten, mit der die Pipettenhalterung die unterschiedlichen Positio-

nen eingenommen hatte in ,mm/s” angegeben.

Die Pipettenspitze wurde beim Verfahren auf die Position ,Blutprobe” 0,5 cm
in die 7,5 mL Blutprobe getaucht (siehe Abbildung 2.14). Ausgehend von der
Blutprobenposition wurde die Pipettenspitze fiir 30 min zwischen den vertika-
len Positionen ,,Blutprobe” und ,Mischposition” mit 1,1 mm/s verfahren (siehe
Abbildung 2.14), wiahrend mit einer Flussgeschwindigkeit von 10 mL/min die
Probe von der Spritzenpumpe aspiriert und dispensiert wurde.

Die Verfahrgeschwindigkeit der Pipettenhalterung wurde so gewihlt, dass die
Pipettenspitze sich immer in der Blutprobe befand, sodass keine Blasen in die
Pipettenspitze aufgesaugt werden konnten und die Oberfldche der Pipettenspit-
ze nur minimal mit der Blutprobe in Kontakt kam. Die Wiederholrate und die

Flussgeschwindigkeit wurden so gewéhlt, dass eine optimale Durchmischung der
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WP= Waschpuffer - Abbildung 2.14.: Die orangen
) /Dlassposition Markierungen zeigen den Fiill-

stand des Reaktionsgefafies fiir

— 1N die unterschiedlichen Medien
= (Blutprobe, Waschpuffer oder
-+ R Fluoreszenzfarbstoff) an. Wah-
T I rend die Pufferpositionen die
B W Position der Pipettenspitze im
% Reaktionsgefdfs anzeigt. Die

21 Pfeile auf der linken Seite geben
— den Wdeg der Pipettenspitze
4 wihrend des Resuspendierens

r:“l TR ] I = Blutprobenposition beim jeweiligen Puffer an. Wei-
& -+ terhin sind die Geschwindigkei-
§ 0 Waschpufferposition 1 ten angegeben, mit der die Pi-
£ { o —— pettenspitze zwischen den ver-
< = non ....—é— 4— Waschputferposition 2 schiedenen Positionen hin und
= N‘ i her gefahren werden.
= -—2
1111 e—— —<—— Fluoreszenzposition
) A OO OO Y — o
\[Z’ 4
S g‘}l l‘{l 1 |f| N VI 1 |*| 111 — <_Mischposition
= 2WY oMY ""_<—Karussellposition

immunomagnetischen Partikel mit der Blutprobe, ohne dass sich Partikel abla-
gern konnten. Andererseits wurde die Flussrate aber auch so niedrig wie moglich
eingestellt, um Schaumbildung und Zerstérung der Zellen durch Scherkrifte zu

minimieren.

Zum Aufnehmen der kompletten Probe wurde die Pipettenspitze bis zur verti-
kalen Position ,,Mischposition” mit 1,1 mm/s verfahren. Ab der ,Mischposition”
wurde die Pipettenspitze mit 3 mm/s verfahren (siehe Abbildung 2.14). Die Ge-
schwindigkeit im Konus des Reaktionsgefafs wurde erhoht, da im Bereich der
konischen Form des Reaktionsgefédfses bei konstanter Pumprate die Eintauch-
tiefe nur konstant gehalten werden konnte, wenn die Hubgeschwindigkeit der
Pipettenspitze entsprechend nachgeregelt wurde. Zur Vereinfachung wurden
hier allerdings nur zwei Flussraten gewdhlt, die sicherstellen, das immer eine

Mindesteintauchtiefe gewahrleistet war.

Zuséatzlich zu den verschiedenen vertikalen und horizontalen Positionen wurden

noch ein oder zwei Magnete zur Volumenreduktion vorgesehen. Diese wurden
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bendtigt, um das Volumen der urspriinglich 7,5 mL Probe auf 1 mL zu minimieren
(siehe Abbildung 2.14).

Ausgangsposition Magnetposition 1 Magnetposition 2

Zweiermagnetarm

Abbildung 2.15.: Verschiedene Positionen des Magnetarmes. Wahrend des Mischens wird
der Magnetarm in die Ausgangsposition gefahren. Magnetposition 2 kommt wahrend des
Anreicherns von Zellen im grofien Volumen (7,5 mL und 5 mL) zum Einsatz. Beim letzten
Waschschritt mit 4 mL wird Magnetposition 1 verwendet um die angezogenen Partikel
danach in 1 mL resuspendieren zu konnen. Die grau schraffierten Rechtecke zeigen die
Positionen der Magnete.

Separation der Partikel Nachdem die Probe in die Piepttenspitze aufgenommen
wurde, konnte die Pipettenspitze, in der sich die Probe befand, mit 22,5 mm/s auf
die vertikale Position ,,Ablassposition” (siehe Abbildung 2.14) gefahren werden.
Dort konnte der Magnetarm auf die Magnetposition 2 gefahren werden (Ein-
zelmagnetarm) (siehe Abbildung 2.15). Diese Position wurde fiir 200 Sekunden
gehalten, danach konnte der Zweiermagnetarm (Magnetposition 3) zur Pipetten-
spitze gefahren werden und weitere 400 Sekunden gehalten werden. Auf diese
Weise konnten sich die Partikel in der Probe an die Innenseite der Pipettenspitze
anlagern. Der Finzelmagnetarm wurde zuerst angefahren, damit sich an der un-
teren Magnetposition mehr Partikel anlagern als an der oberen Magnetposition,
da sich gezeigt hat, dass sich die Partikel an der unteren Position leichter Losen
lassen als bei der oberen Position. Nachdem sich die Partikel zuerst an der unte-
ren Position anlagern konnten, wurde der Zweiermagnetarm zur Pipettenspitze
gefahren, damit auch die Partikel vom Magneten angezogen werden konnten, die
sich im oberen Volumen der Probe befinden.
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Nachdem sich die Partikel an der Innenseite der Pipettenspitze anlagern konn-
ten, wurde der Uberstand mit einer Geschwindigkeit von 1 mL/Minute in das
Ausgangsrohrchen abgelassen. Die Dispensionsgeschwindigkeit des Uberstan-
des wurde so eingestellt, dass die Partikel nicht durch zu hohe Scherraten vom
Magnet abgelost werden konnten. Nachdem der Uberstand dispensiert wurde,
konnte die Pipettenspitze zur Position ,, Z-Max” verfahren und das Karussell auf
die , Position 2” gedreht werden. In Position 2 befand sich ein Reaktionsgefafs mit
5 mL Waschpuffer. Der Magnetarm wurde anschliefiend in die Ausgangsposition
gefahren. (siehe Abbildung 2.15)

Waschschritt 1  Nach der Separation konn-

— P _ te die Pipettenspitze auf die vertikale , Wasch-
M ipettenspitze

pufferposition 1” gefahren werden (siehe

hMa?tger:ltn Abbildung 2.14). Im Anschluss daran wurden
g

die Partikel, die sich an der Innenseite der Pipet-

Magnet 1
te angelagert hatten, durch den Waschpuffer re-
suspendiert. Indem die Pipettenspitze 10 Minu-
ten von der vertikalen Position , Waschpuffer-
position 1” zur , Extraposition” mit 1,1 mm/s
Magnet 2

und von der ,Extraposition” zur ,Mischposi-
tion” mit 1,9 mm/s verfahren wurde (siehe
Abbildung 2.14) sodass die Probe 10 mal aspi-
Abbildung 2.16.: Seitliche Aufnah-  rjert und dispensiert wird. Bevor der Puffer mit
me der Magnethalterung, den Partikeln nach den 10 Minuten vollstandig
aufgenommen wurde, erfolgt noch ein Mischschritt im Konus des Reaktionsge-
fafles um moglicherweise dort abgelagerte Partikeln zu resuspendieren. Dabei
wurde die Pipette mit einer Geschwindigkeit 3,0 mm/s von der , Fluoreszenzposi-
tion” zur ,Karussellposition” gefahren (siehe Abbildung 2.14). Dabei wurde die

Fliissigkeit 3 mal mit einer Flussrate von 10 ml/min aspiriert und dispensiert.

Die Probe konnte daraufhin vollstandig in die Pipettenspitze aufgenommen wer-
den. Die Separation der Partikel wurde dann unter den gleichen Bedingungen wie

bei der ersten Separation durchgefiihrt.

Waschschritt 2 Der Waschschritt 2 wurde mit den gleichen Parametern durchge-

fiihrt, die auch beim Waschschritt 1 zur Anwendung kamen. Auch die Separation
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nach dem 2. Waschschritt liefen wie oben aufgefiihrt ab.

Waschschritt 3 Nach der 2. Separation wurde das Karussell auf Position 3 ver-
fahren, in der sich ein Reaktionsgefafs mit 4 mL Waschpuffer befand. Das Volumen
des Waschpuffers wurd auf 4 mL verringert, um sukzessiv das Volumen der Probe
zu verringern. Die Pipettenspitze wurd daher auf die vertikale ,,Waschpuffer-
position 2” gefahren. Anschliefifend wurden die Partikel durch Resuspendieren
aus der Pipette gelost und gewaschen, indem die Pipettenspitze zwischen den
Positionen , Waschpufferposition 2 und Extraposition” mit 1,1 mm/s und von der
,Extraposition” zur ,Mischposition” mit 1,9 mm/s verfahren wurde. Der aspierier
und dispensiervorgang wurde 12 mal fiir 10 Minuten bei einer Flussgeschwin-
digkeit von 10 mL/min durchgefiihrt. Daraufhin folgte ein erneuter Mischschritt
im Konus des Reaktionsgefifies unter den oben genannten Bedingungen (siehe
Abbildung 2.2.9.2).

Separation der Partikel und Verkleinern des Probenvolumens Im Anschluss
daran konnte die Probe in die Pipettenspitze aufgenommen werden und mit
22,5 mm/s auf die Ablassposition gefahren werden. Der Magnetarm wurde auf
die Magnetposition 1 (Einzelmagnetarm) gefahren, sodass die Magnetpartikel
sich 400 Sekunden an der Innenseite der Pipettenspitze anlagern konnten. Der
Uberstand konnte verworfen werden. Die Pipettenspitze wurde in die vertikale

Position ,,Z-Max” gefahren und das Karussell auf Position 5 eingestellt.

Fluoreszenzkopplung In Position 5 befand sich 1 mL Fluoreszenzlosung. Die
Partikel wurden durch die Fluoreszenzlosung resuspendiert, indem die Pipetten-
spitze fiir 15 Minuten zwischen der Position , Fluoreszenzposition” und , Karus-
sellposition” mit einer Geschwindigkeit von 2,8 mm/s und einer Flussgeschwin-
digkeit von 10 mL/min verfahren wurde. Zur Aufnahme der Probe wurde die
Pipettenspitze bis zur Position , Karussell” verfahren. Der Magentarm wurde auf
Magnetposition 1 gedreht und die Partikel fiir 400 Sekunden angezogen.

Aufnahme in Xanthan In Position 6 des Probenkarussells befand sich 1 mL
0,125 % Xanthan/PBS. Die Zellen wurden in Xanthan fiir 15 Minuten resuspendiert
und anschlieffend in den Chip tiberfiihrt.
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2.2.10. Optimierung der Waschpuffer fiir die

immunomagnetische Separation

Um die Fangraten weiter steigern zu konnen, wurden verschiedene Waschpuffer
getestet. Zum Einsatz kam RPMI-Medium, PBS/0,1 % BSA-Puffer und der Isolati-
onspuffer. Die Puffer wurden wie in Tabelle 2.9 angesetzt und im Standardversuch
(Kapitel 2.2.4) getestet.

2.2.11. Antikorper Fluoreszenzkopplung

Die immunhistochemische Farbung wurde mittels direkter Antikdrperkopplung
durchgefiihrt. Es wurden Atto 465-gekoppelte Antikorper und Quantum Dot-
gekoppelte Antikorper (Emission bei 625 nm) fiir die Immunfarbung verwendet.
Da die Antikorper nicht fluoreszenzgekoppelt kommerziell zu erwerben waren,
mussten diese zuvor selbst gekoppelt werden. Im Folgenden sind die Funktionali-
sierungsprotokolle der verschiedenen Fluoreszenzmarkierungen beschrieben.

2.2.11.1. Atto 465 NHS Kopplung

Die Struktur der Atto 465 NHS Farbstoffes leitet sich von dem bekannten Farbstoff
Acriflavin ab. Die Anregung des Stoffes erfolgt im Bereich von 420 und 465 nm
[101]. Der Farbstoff ist mit N-hydroxysuccinimidyl (NHS)- Ester gekoppelt, welche
tiber primdre und sekunddre Aminogruppen eine chemisch stabile Verbindung
zwischen dem Farbstoff und dem Antikorper ausbilden kann [102]. Der zu kop-
pelnde Antikorper musste deshalb frei von Amin beinhaltenden Substanzen sein.

Schritt 1: Dialyse

Daher wurden der monoklonale Maus anti-Human EpCAM Antikorper und der
monoklonale Maus anti-Human Mucl Antikorper jeweils vor der Kopplung dialy-
siert. Dafiir wurde eine Slide-A-Lyzer Mini Dialyseeinheit von Thermo Scientific
verwendet. Die Dialyseeinheit wurde aus dem 15 mL Reaktionsgefafs entfernt in
dem sie vom Hersteller geliefert wird. Anschlieflend konnte das Reaktionsgefafs
mit 14 mL PBS Puffer gefiillt und die Dialyseeinheit mit 1 mL PBS-Puffer befeuch-
tet werden. Der Puffer zum Befeuchten wurde anschlieffend verworfen und die
500 pL Antikorper mit einer Konzentration von 1 mg/mL konnte in die Dialyse-
einheit pipettiert werden. Die Dialyseeinheit wurde dann in das mit PBS-Puffer
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gefiillte Reaktionsgefafs gesteckt. Dies musste daraufhin fiir zwei Stunden bei 4° C
auf einem Horizontalschiittler dialysiert werden. Danach wurde der Puffer mit
14 mL frischem PBS ausgetauscht und die Antikorper wurden iiber Nacht weiter
dialysiert. Der Antikorper konnte darauthin aus der Dialyseeinheit entnommen

werden und in ein Reaktionsgefaf3 pipettiert werden.
Schritt 2: Atto 465 Antikorperkopplung

Fiir die Antikorperkopplung mit dem Atto 465 NHS Fluoreszenzfarbstoff wurde
0,2 M Natriumbikarbonat-Puffer, Markierungspuffer und Atto 465 NHS-Ester Lo-
sung wie in Tabelle 2.9 beschrieben angesetzt. Der dialysierte Antikdrper wurde
dann um optimale Bedingungen fiir die Kopplung zu erhalten mit dem Markie-
rungspuffer auf pH 8,3 eingestellt. Anschlieflend wurde zu den 500 pL Antikorper,
mit einer Konzentration von 1 mg/mL, ein dreifach molarer Uberschuss (4,85 pL
Farbstoff) an Fluoreszenzfarbstoff gegeben (Atto 465 NHS-EsterLosung). Die
Inkubation des Reaktionsgemisches erfolgte lichtgeschiitzt fiir 60 Minuten im
Uberkopfmischer bei Raumtemperatur.

Schritt 3: Konjugat Aufreinigung

Aufgrund der unvermeidbaren Hydrolisierung von N-Hydroxysuccinimid (NHS)
wihrend der Kopplungsreaktion kommt es zu ungebundenen Farbstoffmolekiilen.
Zur Entfernung des ungebundenen Farbstoffes kam eine Ausschlusschromato-
graphie durch Verwendung von Sephadex G-25 Gelfiltrationssdulen zum Einsatz.
Die Ausschlusschromatographie bedient sich dem grofsenbasierten Ausschluss
von unterschiedlichen Molekiilen durch eine pordse Matrix. Die Matrix ist ein
Gel (Gelchromatographie), welches ein dreidimensionales Porensystem ausbildet
und die Molekiile so nach Grofie auftrennt. Molekiile ab einer bestimmten Gro-
3e konnen nicht in das Porensystem eindringen, daher wandern diese mit der
mobilen Phase relativ schnell durch das Gel. Kleinere Molekiile konnen in die
Gelporen eindringen, dadurch ergibt sich ein langere Strecke die die Molekiile
durch das Gelbett wandern miissen. Je kleiner die Molekiile, desto langer ist die
Verweildauer im Gelbett [103].

Die Sephadex G-25 Gelfiltrationssdulen wurden in ein 50 mL Reaktionsgefafs
gesteckt und vor Gebrauch mit 5 mL PBS-Puffer equilibriert. Die Sdule musste
dann bei 1000 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert werden. Der
Durchfluss wurde verworfen und die Sdule unter gleichen Bedingungen erneut

dquilibriert. Anschlieflend wurde das Reaktionsgefafd mit einem frischen 50 mL
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Reaktionsgefafd getauscht und 504,85 pL des Antikdrper-Farbstoffgemisches mittig
auf die Festphase der Sdule pipettiert. Zum Eluieren der Antikorper-Fluoreszenz-
farbstoffkonjugate musste die Saule bei 100 x g zentrifugiert werden. Der Durch-
fluss wurde in ein lichtgeschiitztes 1,5 mL Reaktionsgefafs tiberfiihrt und bei 4° C

im Kiihlschrank gelagert.
Schritt 4: Inmun-Fluoreszenzfirbung

Die optimale Atto465-Fluoreszenzfarbung wurde ermittelt, indem verschiedene
Konzentrationen des Antikorpers zu 3 mL Zellen mit einer Konzentration von
1 x 10° Zellen/mL pipettiert wurden. Die Fluoreszenzmarkierung mit der hochs-
ten Fluoreszenzintensitét ist hier exemplarisch beschrieben. Die Zellen wurden
bei 400 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zell-
pellet wurde in 1,5 mL Antikorperlosung mit einer Konzentration von 1 pg/mL
resuspendiert und 60 Minuten lichtgeschiitzt inkubiert. Zum Entfernen der un-
gebundenen Antikérper musste das Reaktionsgemisch nach der Inkubation bei

400 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und in 3 mL PBS resuspendiert werden [101].

2.2.11.2. Quantum Dot Funktionalisierung

Das vom Hersteller (Molecular Probes™ [104] ) vorgeschriebene Protokoll wurde
an die fiir das System vorgegebenen Parameter angepasst, da das Protokoll eine
Fixierung der Zellen vorsieht. Fiir das hier entwickelte System sollten die Zellen
allerdings nicht fixiert isoliert werden konnen. Daher wurde das Protokoll ohne
Fixierung durchgefiihrt. Weiterhin sieht das Protokoll eine separate Inkubation
von Antikérpern und Quantum Dots vor. Um Platz im Probenkarussell und Zeit
zu sparen, wurde daher versucht, aus dem urspriinglichen Zwei-Schritt-Protokoll
ein Ein-Schritt-Protokoll zu entwickeln.

Zwei-Schritt-Protokoll Um die Quantum Dot-Farbung analysieren zu konnen,
wurden die MCF-Zellen wie in Kapitel 2.2.1.3 trypsiniert. Diese wurden dann
auf eine Zellkonzentration von 1*10° Zellen/mL mit PBS verdiinnt und anschlie-
lend mit 2,5 ng/mL biotingekoppeltem Antikorper fiir 60 Minuten inkubiert.
Anschliefiend wurden die Zellen bei 450 x g fiir 5 Minuten und Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen werden und die Zellen mit einer
Losung aus Quantum Dots (20 nM) gelost in 6 % BSA/PBS (siehe Tabelle 2.9)
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Abbildung 2.17.: Ablauf des Anreicherungs- und Markierungsprozesses der zirkulieren-
den Tumorzellen mit biotinmakierten anti-EpCAM Antikorpern, gekoppelt an Sstreptavi-
dibeschichtete magnetische Partikel und Quantum Dots.

resuspendiert werden. Die Quantum Dot-Zell-Suspension wurde dann erneut 60
Minuten inkubiert. Im Anschluss daran konnten die Zellen analysiert werden.

Ein-Schritt-Protokoll Fiir die Ein-Schritt-Quantum Dot-Funktionalisierung wur-
den verschiedene Antikdrper und Quantum Dot Konzentrationen getestet. Die
beste Kombination hinsichtlich der Fluoreszenzintensitét ist hier beispielhaft be-
schrieben. MCF-7 Zellen (mit oder ohne Magnetischepartikel) wurden in einer
Losung mit 1 pg/mL biotingekoppeltem Antikdrper (EpCAM oder Mucl) und
QDs (5 nM) fiir 15 Minuten im Uberkopfmischer inkubiert. Anschliefend wurden
die Zellen entweder durch 5-mintitige Separation, durch Zentrifugation (Zellen
ohne Magnetpartikel) oder magnetische Anreicherung (Zellen mit Magnetpartikel)
von ungebundenen QDs getrennt und in 0,125 % Xanthan im Ausgangsvolumen
resuspendiert. Das scherviskose Xanthan verhindert die Sedimentation der Zellen
(siehe Kapitel 2.2.15).

2.2.12. Zelldetektion

Die Zellen wurden mit den oben beschriebenen Methoden magnetisch- und/oder
fluoreszenzmarkiert. Die Detektion der Zellen erfolgte mittels BD Accuri C6 oder

59



Kapitel 2

Material und Methoden

dem Prototypen der Detektionseinheit durch die Methode der raumlich modulier-

ten Fluoreszenz. Die eingestellten Parameter sind in den folgenden Abschnitten

aufgefiihrt.

2.2.12.1. Messungen mit dem BD Accuri C6

(a) S —
~<—— Probenreservoir
O
— Ventil 1
Probenméaander _Ventil2
N Detektionskanal
| — Detektionskana
— Detektionszone
Probenstrom ’ Hillstrom
Absauganschluss Dispenserfliissigkeit
Dispensierzone
Dispenser

Abbildung 2.18.: (a) Schema und (b) Foto des spritz-
gegossenen Chips aus TOPAS COC (Cyclic Olefin
Copolymer) 8007 mit Probenreservoir, Probenmé&an-
der, Detektionskanal, Dispensierzone, Dispenseieraus-
gang und den Ventilen.

Die Durchfiihrung aller Mes-
sungen mit dem BD Accu-
ri C6 Duchflusszytometer fan-
den unter gleichen Bedin-
gungen statt. Bei jeder Mes-
sung wurden 10.000 Zellen
gemessen mit einem Schwell-
wert von 80.000 a.u. (arbitary
units/relative Einheiten) Vor-
wartsstreulichtintensitat (FSC-
H) und einer Flussgeschwin-
digkeit von 66 pL/min. Die
Anregung der Zellen erfolgt
durch einen 488 nm Laser im
Kanal FL2.

2.2.12.2. Messungen
basierend auf
der Methode der raumlich

modulierten Fluoreszenz

Alle Messungen der Zellen in
der Detektionseinheit (siehe
Abbildung 2.19) wurden zur
besseren Vergleichbarkeit un-
ter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt. Der Hiillstrom

(PBS) hatte eine Flussgeschwindigkeit von jeweils 3 pL/sek und der Probenfluss
(Zellen in 0,125 % Xanthan/PBS) hatte eine Geschwindigkeit von 2 pL/sek. Die
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Leistung des 445 nm Lasers wurde auf 80 % (ca 1,1 W) eingestellt. Fiir einen
Testdurchlauf wurde ein Einwegchip (wie in Abbildung 2.18) zu sehen verwendet.
Der Chip hat zwei Zuldufe zum Detektionskanal, einen Probenstrom und einen fiir
den Hiillstrom (siehe Abbildung 2.18). Die Mafle des Detektionskanals betragen
in der Hohe 60 pym und in der Breite 500 pm.

[S——

Detektor

Abbildung 2.19.: Versuchsaufbau der Detektionseinheit basierend auf der Methode der
raumlich modulierten Fluoreszenz. Der 445 nm Laser wird durch einen dichroitischen
Strahlteiler (gelbe Linie) auf die modulierte Maske und die Detektionsregion des Chips
gelenkt. Der Laserstrahl wird durch einen weiteren dichroitischen Strahlteiler in eine
Strahlfalle geleitet. Das Fluoreszenzlicht der passierenden Objekte wird in entgegenge-
setzter Richtung (orange Linie) durch den Strahlteiler auf den Detektor gelenkt. Der Chip
ist tiber HPLC Anschliisse mit der Spritzenpumpe verbunden.

2.2.13. Optimierung des Farbepuffers

Im Laufe der Versuche zeigte sich, das sich durch den 6 % BSA /PBS Puffer wih-
rend des Farbeprozesses im automatisierten Aufbau Schaum bildet. Damit die
Schaumbildung verhindert werden konnte, wurde eine Silicon-Antischaumemulsion

(Carl Roth) in verschiedenen Konzentrationen zu dem Farbepuffer hinzugegeben.

Da dies die Zellvitalitdt und den Farbeprozess beeintrdachtigen kann, wurden die
Zellen nach der Farbung hinsichtlich Vitalitit und Fluoreszenzintensitit begutach-
tet. Das Antischaummittel wurde mit 6 % BSA Puffer (siehe Tabelle 2.9) auf die
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jeweilige Konzentration (0,0004 %, 0,004 % und 0,04 % Antischaum) titriert. Die
Zellen wurden dann fiir 15 Minuten bei 5 rpm im Uberkopfmischer mit dem Puffer
inkubiert und anschlieffend im BD Accuri C6 analysiert (siehe Kapitel 2.2.12.1).

2.2.14. Fluidikablauf

@& = )
ES 1 l<—— Primen des
| Detektions-
kanals

Primen des
Maianders
Primen des :
Dispensier-
kanals

Abbildung 2.20.: Die Schritte 1-3 zeigen das vorbereiten (Primen) des Chips. 1) Primen
des Detektionskanals durch PBS. 2) Primen des Dispensierkanals mit PBS 3) Primen des
Probenméaanders mit 0,125 % Xanthan/ PBS.

Damit die Detektion im Chip nicht durch Luftblasen gestort wird, muss der Chip
vorbereitet werden indem er mit Fliissigkeit luftblasenfrei befiillt wird (engl. pri-
ming). Daftir wurde PBS mit 360 pL/min in den Detektionskanal gepumpt wie
in Abbildung 2.20 (1) dargestellt. Anschlieffend konnte iiber den Dispenseran-
schluss (siehe Abbildung 2.20 (2)) der Dispenserkanal befiillt werden. Daraufhin
erfolgte das Primen des Mdanders mit 0,125 % Xanthan (siehe Abbildung 2.20 (3))
ebenfalls mit 360 pL/min.

Nachdem die Kanéle des Chips vollstandig mit Fliissigkeit befiillt waren (siehe
Abbildung 2.21 (4)), wurde durch ein Stof3el, bestehend aus einer Teflonkugel das
untere Quetschventil (Ventil 2 sieheAbbildung 2.18) des Chips abgedriickt (sie-
he Abbildung 2.21 (5)) und das Probenreservoir mit 500 nL Probe befiillt. Durch

Abdriicken des unteren Quetschventils konnte der Zufluss zum Detektionskanal
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Abbildung 2.21.: Schritt 4-6 Zeigt wie die Probe in den Probenmé&ander gelangt. (4) Der
Detektionskanal und Probenméander sind vollstandig mit Fliissigkeit befiillt. (5) Das
Ventil zum Detektionskanal wird verschlossen und (6) die Probe aus dem Probenreservoir

in den Médander gezogen.

verschlossen werden. Daher konnte durch Saugen am Probenmédanderanschluss

ein Teil der Probe aus dem Reservoir in den Probenmédander mit 200 pL/min gelan-
gen (siehe Abbildung 2.21 6). Nachdem 330 pL der Probe in den Mdander gesogen
worden waren, wurde das obere Ventil (Ventil 1 siecheAbbildung 2.18) abgedriickt.

Dadurch wurde der Zufluss zum Reservoir verschlos-
sen und die Probe konnte tiber den Anschluss des Pro-
benmdanders mit 120 pL/min aus dem Probenmdander
in den Detektionskanal gedriickt werden. Wéahrend-
dessen wurde iiber den Hiillstromanschluss PBS mit
360 puL/min in den Detektionskanal gepumpt, sodass
die Probe durch den Hiillstrom hydrodynamisch fo-
kussiert wurde (siehe Abbildung 2.23 (7)). Nachdem
der erste Teil der Probe prozessiert wurde, musste der
Druck im Chip tiber 6 Minuten abgebaut werden, bevor
die restliche Probe prozessiert werden konnte.

2.2.15. Sedimentationstest mit Xanthan

Die Zellen mussten im Chip in einem Maander zwi-

Abbildung 2.22.: Stoflel
mit einer Teflonhalbku-
gel zum Abdriicken der
Quetschventile

schengelagert werden, bevor sie in den Detektionskanal gefiihrt werden konnten.
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Maiander in Detektionskanal  in den Chip Maiander in Detektionskanal
den Detektionskanal pumpen gezogen den Detektionskanal pumpen

Pumpen Pumpen

Abbildung 2.23.: Schritte 7-9 stellen dar, wie die Probe in den Detektionskanal gelangt.
(7) Das Ventil zum Probenreservoir wird verschlossen und das Ventil zum Detktionskanal
geoffnet. Die Probe wird aus dem Médander in den Detektionskanal gedriickt, wahrend
gleichzeitig Hiillstrom in den Probenkanal gedriickt wird. (8) Nachdem der erste Teil der
Probe prozessiert wurde, wird das Ventil fiir den Detektionskanal geschlossen, das Ventil
fiir das Probenreservoir gedffnet und ein weiteres Aliquot der Probe wird in den Maander
aufgezogen. (9) Die restliche Probe wird dann unter den in Punkt (7) beschriebenen
Schritten prozessiert.

Da es wihrend dieser Lagerung zu Sedimentation kommen kann, wurde das scher-
viskose Medium Xanthan eingesetzt und wie in Tabelle 2.9 angesetzt. Xanthan ist
ein scherverdiinnendes Medium, wirken keine Scherkrifte auf das Medium besitzt
es eine hohe Viskositdt und kann so Zellen oder Partikel in Suspension halten.
Unter Einwirkung von Scherkréften hat es hingegen eine geringere Viskositat und

die Zellen konnen durch mikrofluidische Kanile transportiert werden.

Wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, wurden die MCF-7 Zellen in einer Konzentration
von 1x10° Zellen/mL CFSE gefarbt. Die Suspension der CFSE gefarbten MCF-7
Zellen wurde dann auf zwei Proben aufgeteilt und anschliefien fiir 5 Minuten
bei 400 x ¢ und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand konnte anschlie-
end verworfen und die Zellen in gleicher Konzentration in 0,125 % Xanthan in
PBS (Probe 1) sowie auch in reinem PBS (Probe 2) resuspendiert werden. Diese
Suspension wurde nacheinander in eine 10 mL Glasspritze tiberfithrt und in die
Spritzenpumpe eingespannt. Fiir den Hiillstrom wurde PBS verwendet. Die Fluss-
geschwindigkeit fiir den Probenfluss wurde auf 2 pL/sek eingestellt, wahrend

der Hiillstrom jeweils auf 3 uL/sek eingestellt war. Die Spritzen waren dann eine
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Stunde bei Raumtemperatur in der Spritzenpumpe eingespannt und alle 15 Minu-
ten erfolgte eine Messung fiir 30 Sekunden. Die Zellzahl wurde darauthin durch
die Methode rdumlich modulierten Floureszenz bei 80 % Laserleistung bestimmt.

2.2.16. Ficolldichtegradientenzentrifugation

Um Leukozyten aus Vollblut zu gewinnen, wurde eine Dichtegradientenzentrifu-
gation durchgefiihrt. Dafiir wurde ein 15 mL Reaktionsgefafs mit 3 mL Histopaque-
10771 gefiillt. Anschliefsend wurden 3 mL Blut aus einer 7,5 mL EDTA Monovette
entnommen und langsam auf 3 mL Histopaque®-10771 (SigmaAldrich) geschich-
tet. Die Reaktionsgefdfie wurden dann bei 400 x g fiir 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur zentrifugiert. Histopaque-10771 wirkt wahrend der Zentrifugation wie ein
Sieb, je nach Dichte der verschiedenen Blutanteile ist Histopaque-10771 mehr oder
weniger durchldssig. Die mononukledren Zellen bleiben nach der Zentrifugation
in der Interphase auf dem Ficoll zurtick. Diese konnten dann durch die Pipette
vorsichtig aufgenommen und in ein frisches 15 mL Reaktionsgefafs mit 10 mL
PBS gefiillt und resuspendiert werden. Daraufhin wurden die Zellen erneut bei
250 x g fiir 10 Minuten und Raumtemperatur zentrifugiert. Dieser Waschschritt
wurde noch zweimal wiederholt. Die Bestimmung der Leukozytenanzahl erfolgte
durch den Zellzdhler (CASY Counter), indem 100 pL der Zellsuspension in 10 mL
Casyton suspendiert und anschlieflend gemessen wurden.

2.2.17. Bestimmung der Kreuzreaktionen

Um zu iiberpriifen, ob die Leukozyten durch Kreuzreaktionen fluoreszenzmarkiert
werden konnen, wurden die Zellen mit QDs inkubiert. Da die hier verwendeten
immunomagnetischen Partikel jedoch auch von den QDs markiert werden, musste
auch tiberpriift werden, ob die Leukozyten auch durch die immunomagnetischen

Partikel indirekt fluoreszenzmarkiert werden konnen.

Daher wurde aus einer Vollblutprobe unter Anwendung der Dichtegradientenzen-
trifugation (siehe Kapitel 2.2.16) Leukozyten isoliert. Die Zellzahl der Leukozyten
konnte daraufhin durch den CASY Counter bestimmt werden (siehe Kapitel 2.2.6).
Anschlieflend wurden drei Proben mit jeweils 3 mL und einer Konzentration von
1x10%Leukozyten/mL angesetzt. Probe (1) wurde nach Protokoll mit CFSE gefarbt
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<—— Plasma
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400x g <«—— Mononukleare

30 min Zellen

-— Histopaque
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<«— Erythrozyten

Abbildung 2.24.: Unter Verwendung des Dichtegratienten Histopaquel077 (Sigma-
Aldrich, Miinchen) kénnen mononukleédre Zellen aus einer Blutprobe isoliert werden.
Durch Zentrifugation werden die Erythrozyten vom Plasma und den mononukledren
Zellen durch das Histopaquel077 getrennt.

(siehe Kapitel 2.2.2), Probe (2) wurde wie in Kapitel 2.2.11.2 beschrieben mit QDs
markiert und Probe (3) wurde vor der Inkubation mit den QDs noch mit 60 pL

immunomagnetischen Partikeln inkubiert.

Anschliefiend erfolgt eine Messung der Zellen durch die Methode der raumlich
modulierten Fluoreszenz unter den in Kapitel 2.2.12.2 genannten Bedingungen.

2.2.18. Bestimmung des Leukozytenhintergrunds

Damit der Beifang an Leukozyten ermittelt werden konnte, wurden zwei 7,5 mL
Blutproben durch Dichtegradientenzentrifugation (siehe Abschnitt Kapitel 2.2.16)
in ihre unterschiedlichen Bestandteile aufgetrennt. Das Plasma der beiden Proben
wurde mit einer Pipette vorsichtig entnommen und separat fiir jede Probe in
einem Reaktionsgefafs zwischengelagert. Die mononukledren Zellen wurden in
ein weiteres Reaktionsgefafs tiberfiihrt und wie oben beschrieben (siehe Abschnitt
Kapitel 2.2.16) gewaschen. Wahrenddessen wurde das Histopaque-10771 von den
Erythrozyten getrennt und verworfen. Anschlieflend konnte das Plasma wieder
zu den Blutzellen hinzugegeben und durch resuspendieren vermischt werden. Die
Leukozyten wurden nach der Aufreinigung mit CFSE gefarbt (siehe Kapitel 2.2.2).
Danach konnten die gefdarbten Leukozyten zu der einen Probe hinzugegeben

66



2.2 Methoden

werden, sodass eine 7,5 mL Blutprobe mit CFSE gefiarbten Leukozyten zur An-
reicherung zur Verfligung stand. Die Leukozyten der zweiten Probe wurden in
7,5 mL PBS resuspendiert, damit die Leukozytenanzahl ohne Aufreinigung durch

die die Methode der raumlich modulierten Fluoreszenz bestimmt werden konnte.

Die Blutprobe mit den gefdarbten Leukozyten wurde im automatisierten Anrei-
cherungsmodul prozessiert unter den in Abschnitt Kapitel 2.2.9.2 aufgefiihrten
Einstellungen. Nach der Aufreinigung konnte die Probe entnommen werden
durch die Methode der raumlich modulierten Fluoreszenz analysiert werden. Die

Depletion der Leukozyten wurde wie folgt bestimmt:

100x (Zellzahl /mL vor der Aufreinigung—Zellzahl /mL nach der Aufreinigung)
Zellzahl /mLvor der Aufreinigung

Leukozytendepletion =

2.2.19. Einstellung des Hiillstroms zur Verringerung der

Leukozytenkontamination

Wie schon zuvor dargestellt, ist fiir die spdtere molekulare Charakterisierung der
nach der Isolation gewonnenen CTCs die hohe Reinheit eine essentielle Vorausset-
zung. Beifang bei der Isolation ist von Nachteil fiir nachfolgende Analysemetho-

den.

Um dieses Ziel der hohen Reinheit der isolierten CTCs zu erreichen, muss die
Wahrscheinlichkeit fiir Leukozytenbeifang minimiert werden. Fiir die im vollau-
tomatisierten Gerat eingesetzte Vereinzelung durch Dispensierung in einzelne
Kavitdten einer Mikrotiterplatte bedeutet das konkret, dass sich zum Zeitpunkt
des Auswurfs moglichst keine weiteren Zellen in dem Volumen des Probenkanals
befinden sollten, das dispensiert wird. Dieses Volumen ist im unteren Bereich des
Chips erkennbar (siehe Abbildung 2.18).

Die Beifangwahrscheinlichkeit kann auf einfache Weise durch die Erh6hung des
insgesamt durch den Detektionskanal stromenden Volumens verringert werden.
Bei der Bestimmung der Beifangwahrscheinlichkeit kann die Anzahl der CTCs ver-
nachléssigt werden, solange deutlich mehr Leukozyten in der Probe sind als CTCs.
Eine Erhohung des Flussvolumens durch einen grofieren Hiillstrom vergrofsert
also die raumliche Trennung zwischen zwei Objekten (CTCs oder Leukozyten) im

Detektionskanal. Dadurch sinkt die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorkommen eines
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oder mehrerer Leukozyten im Dispensiervolumen. Jedoch kann der Hiillstrom
nicht beliebig vergrofiert werden: die Volumen der verbauten Spritzen setzen
den moglichen Flussraten fiir den Hiillstrom nach oben hin Grenzen. Auch die
Anpassung des Probenstroms ist nach unten hin begrenzt.

Um den optimalen Wert fiir die Flussrate des Hiillstroms zu ermitteln, wurde
der folgende Zusammenhang betrachtet. Die nach der Aufreinigung in der Probe
verbleibenden Objekte sind zuféllig im Probenvolumen verteilt und diese Vertei-
lung bleibt auch fiir die ,Serialisierung” der Probe wéhrend des Transports durch
den Detektionskanal erhalten. Anschaulich werden alle CTCs und Leukozyten
nach der Aufreinigung mit einer zufélligen Verteilung der Abstiande durch den
Detektionskanal transportiert. Die mittlere Anzahl von Objekten pro Langenein-
heit ist iber den ganzen Kanal konstant, da durch das Xanthan die Sedimentation
verhindert wird. Mit diesen Voraussetzungen wird die Wahrscheinlichkeit, eine
bestimmte Anzahl von CTCs und Leukozyten unabhdngig voneinander in einem
festgelegten Teilstiick des Kanals vorzufinden, durch die Poisson-Verteilung be-
schrieben. Uber sie kann also berechnet werden, wie wahrscheinlich es ist, zwei

oder drei oder vier Objekte zu finden.

Anhand der gemessenen Leukozytenkontamination nach der Aufreinigung und
weiterer Parameter wie z.B. den Kanalabmessungen (siehe Tabelle 2.11 ) wurde
mit Hilfe der Poisson-Verteilung die Wahrscheinlichkeit bestimmt, mit der ein
weifles Blutkorperchen (engl. white blood cell, WBC) zusammen mit einer CTC in

eine Isolationskavitét dispensiert wird.

Tabelle 2.11.: Parameter die zur Berechnung der Wahrscheinlichkeit fiir Leukozytenbeif-
ang verwendet wurden.

Anzahl der CTCs (Nctc) 20 Zellen/mL
Verbleibende Leukozyten nach der Aufreinigung (Nwgsc) 8500 Zellen/mL
Probenvolumen nach der Anreicherung (Vp;ope) 1 mL
Hiillstromvolumen (V) 3 mL

Breite des Messkanals (b) 500 pm

Hohe des Messkanals (h) 60 pm
Querschnittsflaiche des Messkanals (A) 30.000 pm?
FlufSrate im Messkanal (Q) 480 pl/min
Volumen der DispensierzoneVp 0,7 uL

Fiir die Berechnung sei angenommen, dass sich die gesamte Probe in einem

Messkanal einheitlichen Querschnittes befindet. Um seine Lange zu berechnen,
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muss zundchst die Querschnittsfliche bestimmt werden:
A=bxh

Aus dem bekannten Gesamtvolumen V' = Vjrope + Vhin kann dann die (virtuelle)

Lange berechnet werden:

Der mittlere Abstand zwischen zwei Objekten (also CTCs oder Leukozyten) be-

rechnet sich dann einfach tiber:
d =1/Nmit N = Nere + Nwse

Um den Grenzabstand zwischen zwei Objekten — also den Abstand den eine
Zielzelle zu einer unerwiinschten Leukozyte mindestens haben muss — zu be-
stimmen, wird das mittlere Volumen benétigt, das eine Zelle umgibt (mittleres

Umgebungsvolumen):
V,=V/N

Uber das Verhéltnis zwischen dem Volumen der Dispensierzone und dem mittle-
ren Umgebungsvolumen kann dann in Verbindung mit dem mittleren Abstand

der gesuchte Grenzabstand ermittelt werden:
de =Vo/Vyxd=---=Vp/aA

Der Grenzabstand hiangt letztlich rein von der Geometrie des Kanals und der

Dispensierzone ab.

Damit sind die beiden fiir die Berechnung der Kontaminationswahrscheinlich-
keit relevanten Parameter bestimmt. Optimierungen konnen erfolgen durch eine
Anderung der Verdiinnung (d.h. Anderung des Hiillstromvolumens) sowie der
Flufsrate. Dabei sollte die Stromungsgeschwindigkeit im Kanal und die Gesamt-
messzeit jedoch in einem praktikablen Rahmen bleiben. Die Messdauer berechnet
sich tiber:
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3. Ergebnisse

Im ersten Teil des Kapitels wird die automatisierte magnetische Anreicherung der
MCF-7 Zellen durch verschiedene Anreicherungsmethoden untersucht. Die Me-
thoden wurden beziiglich der Vitalitdtsraten der MCF-7 Zellen vor und nach dem
Anreichern bewertet. Anschlieflend wurden die Fangeffizienzen von unterschiedli-
chen magnetischen Partikeln in Blut und in Medium im Standardversuch ermittelt.
Die Magnetpartikel mit der hochsten Fangeffizienz wurden anschliefSend einem
Systemtest im halb-automatisierten und automatisierten Anreicherungsmodul
unterzogen.

Der zweite Teil des Kapitels behandelt die Optimierung der Fluoreszenzfarbung.
Die Fluoreszenzfarbung musste hinsichtlich der eingesetzten Fluoreszenzfarbstof-
te, Antikdrperkonzentrationen, Inkubationspuffer und -zeiten auf den vorhande-
nen Laseraufbau und auf das Anreicherungsmodul angepasst werden. Der letzte
Teil zeigt die Ergebnisse der Detektion von MCF-7 Zellen nach einer vollstindig

automatisierten Anreicherung.

3.1. Automatisierte immunomagnetische

Zellanreicherung

Die Fangeffizienz des automatisierten Zellanreicherungssystems spielt eine ent-
scheidende Rolle. Aufgrund dessen wurden verschiedene technische Anreiche-
rungsmethoden getestet. Die Methoden wurden beziiglich des Vitalitdtsverlustes
der Zellen, bedingt durch die Art der Anreicherung begutachtet. Neben der tech-
nischen Realisierung, wurden auch verschiedene magnetische Partikel getestet
und optimiert.

71



Kapitel 3 Ergebnisse

3.1.1. Auswahl des Anreicherungssystems

Eine Aufreinigung moglichst ohne Vitalitdtsverlust der Zellen ist essenziell, da ein
Zellverlust aufgrund der geringen Anzahl der CTCs zu einem falsch negativen
Ergebnis fiihren kann. Daher wurden drei technische Losungen zur Zellanrei-
cherung entwickelt, die zuerst beziiglich des Vitalitdtsverlustes charakterisiert
wurden. Getestet wurde ein mit Silikonnoppen beschichteter Riihrer, welcher
die Durchmischung der Zell-Partikel-Suspension iiber Rotation erméglicht.Die
Silikonnoppen fungieren dabei als Paddel. Des Weiteren wurde ein Exzenter-
basiertes System, welches tiber Vibration die Suspension durchmischt und ein
Pumpen-basiertes System, das durch wiederholtes Aspirieren und Dispensieren
der Magnetpartikel- und Zellesuspension vermischt (siehe Seite Abbildung 2.1
auf Seite 41 und Abbildung 2.9 auf Seite 47), getestet.
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In Abbildung 3.1 sind die Vitalitdtsverluste der Zellen nach 20-mintitigem Durch-
mischen in Bezug auf die Vitalitdtsrate vor dem Mischen dargestellt. Die Vitalitat
wurde dabei jeweils vor und nach 20-miniitiger Durchmischung durch den CASY
Counter bestimmt. Die Daten spiegeln im Mittel die Vitalitdtsraten von jeweils
vier verschiedenen Messungen wieder. Wie in Abbildung 3.1 zu erkennen ist,
findet der grofite Vitalitatsverlust bei der Durchmischung mit dem Noppenriihrer
statt. Bei dieser Methode nimmt die Vitalitdt um 16 % ab. Ein geringerer Vita-
litatsverlust findet bei der Homogenisierung mittels Exzenter statt. Dort sinkt
die Vitalitdt der Zellen um 6,6 %. Der geringste Vitalitdtsverlust wurde mit dem

Pumpsystem erreicht, hier sinkt die Vitalitat nur um 1,5 %. Da das Pumpsystem
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die Zellen mit dem geringsten Vitalitdtsverlust mischen konnte, wurde dieses

System ausgewdhlt, um die Anreicherung zu automatisieren.

Aufserdem wurden nach der Anreicherung auf der Oberflache von Noppenriihrer
und Excenter unlosliche Magnetpartikelriickstande festgestellt Abbildung 3.2. Die
Riickstande konnen zu einer niedrigeren Wiederfindungsrate fiihren, da magnet-
partikelgebunde Zellen eventuell ebenfalls nicht mehr gelost werden kénnten.

Abbildung 3.2.: Ablagerungen der magnetischen Partikeln auf dem Noppenriihrer (a)
und dem Exzenter (b) nach einer Aufreinigung.

3.1.2. Fangeffizienz unterschiedlicher Magnetpartikel

Die in der Tabelle 2.4 aufgelisteten magnetischen Partikel wurden fiir die in die-
sem Kapitel beschriebenen Messreihen verwendet und hinsichtlich der Sensitivitét
miteinander verglichen. Die Magnetpartikel wurden zuerst mit Anti-EpCAM Anti-
korpern gekoppelt und dann im Standardversuch (siehe Kapitel 2.2.4 auf Seite 39)
mit RPMI-Medium und anschlieffend in Vollblut getestet. Standardméfiig wurden
fiir die Fangversuche 20 CFSE gefarbte MCF-7 Zellen in das jeweilige Medium
gegeben und mit 20 pL Magnetpartikel/mL Medium inkubiert.

Die hochste Fangrate (siehe Abbildung 3.3) mit 85 % erreichten die mit anti-
EpCAM gekoppelten 1 pm Streptavidinpartikel im Standardversuch mit Zell-
kulturmedium. Im Vergleich dazu konnten die 4,5 ym grofsen Maus anti-Human
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Abbildung 3.3.: Prozentuale
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ben die Streuung zwischen ver-
schiedenen Messungen wieder
wihrend ,n” der Anzahl der
Versuche entspricht.

gekoppelten Ziege anti-Maus Partikel (ZAM) nur 71 % der Zellen anreichern

und zeigten auflerdem eine schlechte Reproduzierbarkeit. Die Adnagen-Partikel

konnten 63 % der Zellen fangen und die 500 nm anti-EpCAM gekoppelten Car-

boxylpartikel erreichen eine Fangrate von 73 %.
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Abbildung 3.4.: Altersabhidngigkeit der
Fangrate der funktionalisierten ZAM-
Partikel. Die Fehlerbalken geben die
Streuung zwischen verschiedenen Messun-
gen wieder, wihrend ,n” die Anzahl der
Versuche angibt.

74

Da sich in diesen Experimenten ge-
zeigt hat, dass die Streptavidinparti-
kel mit dem biotinylierten anti-EpCAM
Antikorper Antikorper die MCF-7 Zel-
len mit der grofsten Reproduzierbarkeit
und Effizienz anreichern konnten, wur-
de die Funktionalisierung der Magnet-
partikel mit Antikorpern fiir die weite-
re Verwendung optimiert.

Die Ziege anti-Maus Partikel zeigten
eine hohe Abweichung der Fangra-
ten in Abhdngigkeit vom Alter der
Funktionalisierung der Magnetpartikel
mit den Antikorpern. In Abbildung 3.4
sind exemplarisch Versuche zur Stabili-
tat der Magnetpartikel dargestellt. Die



3.1 Automatisierte immunomagnetische Zellanreicherung

Magnetpartikel wurden mit Antikdrpern funktionalisiert und am Tag der Funktio-
nalisierung im Standardversuch auf deren Wiederfindungsraten untersucht. An-
schlieffend wurden die Magnetpartikel bei 4 °C im Kiihlschrank verwahrt und am
folgenden Tag erneut unter gleichen Bedingungen getestet. Wie in Abbildung 3.4
zu sehen liegen die Fangraten am Tag der Funktionalisierung bei 81 % wéahrend
die Fangrate am Tag nach der Funktionalisierung auf 36 % sinkt.

3.1.3. Optimierung der Magnetpartikelfunktionalisierung

Bei den vorangegangenen Experimenten zeigte sich, dass die Streptavidinpar-
tikel durch das vom Hersteller vorgegebene Protokoll (20 ng/mL Antrikorper)
zu Aggregatbildung neigten (siehe Abbildung 3.5). Um die Aggregatbildung zu
eliminieren, wurden verschiedene Antikdrperkonzentrationen getestet. Neben
den Konzentrationen wurden die Magnetpartikel auch mit Biotin geblockt, um

mogliche freie Bindungsstellen zu besetzten.

Wie in Abbildung 3.6 zu sehen, haben
alle Magnetpartikel im Medium (ein-
gefdrbte Balken) eine hohere Fangrate
als im Blut (schraffierte Balken). Mit
einer geringen Antikdrperkonzentrati-
on von 10 ng/mL konnte eine Fangra-
te von 77 % im Medium und 65 % im
Blut erreicht werden. Erhoht man die
Konzentration auf 20 pg/mL, kann die

b

Fangrate im Medium um 8 % gesteigert ( )
werden. Durch die weitere Erhohung Abbildung 3.5.: (a) Aggregatbildung der
Streptavidinpartikel nach einer Kopplung
mit 20 pg/mL biotingekoppelten anti-
stieg auf 90 % in Medium und 74 % im EpCAM Antikérper ohne anschlieSendes
Blut gemessen werden. Die Aggregat- Blocken mit Biotin. Abbildung (b) homogen
gelosten Streptavidinpartikel nach einer In-
kubation mit biotingekoppelten anti-EpCAM
vermieden werden. Erst durch das Blo- Antikérpern und anschlieBendem Blocken

cken mit Biotin wurde die Aggregatbil- mit Biotin.

auf 30 ng/mL konnte ein weiterer An-

bildung konnte dadurch jedoch nicht

dung vermieden.
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Abbildung 3.6.: Abbildung (a) Zeigt die Fangeffizienz im Standardversuch der Strepta-
vidinpartikel in Abhédngigkeit von unterschiedlichen Kopplungsprotokollen. Abbildung
(b) Zeigt die ermittelte Fangeffizienz im Standardversuch von kommerziell erhiltlichen
Adnagen-Partikel und den biotingeblockten Partikel in Medium und Blut. Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung, wahrend ,n” die Anzahl der Versuche angibt.

Der Vergleich der Streptavidinpartikel mit den kommerziell erhiltlichen Adnagen-
Partikel zeigt, dass die Adnagen-Partikel eine durchschnittlich schlechtere Fangra-
te haben. Im Medium erreichen die Adnagen-Partikel 63 %, wéahrend sie in Blut
71 % der Zellen anreichern kénnen. Die biotingeblockten Streptavidinpartikel
wiesen hingegen nach der Optimierung eine Fangrate von 95 % im Medium und
84 % im Blut auf.

3.1.4. Optimierung der Fliissigkeitsaufnahme

Um die Probe vollstandig in die Pipettenspitze aufnehmen zu kénnen, muss die
Pipettenspitze bis zum Boden des Reaktionsgefifses gefahren werden. Durch den
dichten Kontakt der Pipettenspitze mit dem Boden des Reaktionsgefafies kommt
es zu einem Unterdruck im Pipettiersystem. Wird die Pipettenspitze anschliefSend
aus dem Reaktionsgefafs herausgefahren, 16st sich der Unterdruck abrupt und Luft
wird in die Pipettenspitze gesogen. Durch die einstromende Luft entstehen Blasen
in der Pipettenspitze und die Fliissigkeit kann nicht optimal aufgenommen wer-
den werden, exemplarisch dokumentiert in Abbildung 3.7 (a). Im Reaktionsgefafs

bleiben circa 100 ul Fliissigkeit zurtick, in der sich auch seltene Zellen befinden
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(a) (b)

Abbildung 3.7.: Fliissigkeitsaufnahme der nicht modifizierten Pipettenspitze (a) im Ver-
gleich zur eingekerbten Pipettenspitze (b).

kdonnen. Um diese Fehlerquelle zu verhindern, wurde die Pipettenspitze einge-
kerbt. Durch die Einkerbung der Pipettenspitze konnte eine Fliissigkeitsaufnahme
ohne Unterdruckaufbau in der Pipette erreicht werden. Die durch den Unterdruck
entstandenen Blasen konnten vermieden und die Fliissigkeitsaufnahme optimiert
werden, wie in Abbildung 3.7 (b) gezeigt. Die verbleibende Fliissigkeit hat nun

ein Volumen unter 5 pL.

3.1.5. Systemtest mit Streptavidinpartikel

Da die Streptavidinpartikel im Standardversuch die hochste Fangeffizienz gezeigt
haben, wurden diese einem Systemtest unterzogen (siehe Abbildung 3.8), bei dem
die Magnetpartikel zuerst im halb-automatisierten Anreicherungsmodul getestet
wurden. Bei diesem System wurde die Durchmischung mit Hilfe einer Schlauch-
pumpe realisiert, die restlichen Einstellungen und Prozesschritte (Pufferwechsel,
Magnet und Ventilposition) wurden per Hand eingestellt. In dem halb-automati-
sierten System konnte eine Fangeffizienz von 73 % erreicht werden. Bei dem
voll-automatisierten System wurde die Schlauchpumpe durch eine Spritzenpum-
pe ersetzt, um die pulsierende Bewegung der Schlauchpumpe zu eliminieren. Im
voll-automatisierten System musste das Gerdt nur noch mit den Waschpuffern
und der Probe bestiickt werden. Die restlichen Schritte wurden voll-automatisiert
durchgefiihrt. Dadurch konnte die Fangeffizienz auf 89 % gesteigert werden.
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Abbildung 3.8.: Magnetische
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3.1.6. Pufferoptimierung

Um die Fangeffizienz weiter steigern zu konnen, wurden verschiedene Wasch-
puffer getestet. Zum Einsatz kam ein PBS/0,1 % BSA-Puffer, RPMI Medium und
ein EDTA-FCS-PBS Pulffer. Alle Puffer wurden wie in Tabelle 2.9 beschrieben an-
gesetzt und im Standardversuch mit Vollblut (Kapitel 2.2.4), MCF-7 Zellen und
EpCAM gekoppelten Streptavidinpartikel getestet.

In Abbildung 3.9 sind Ergebnisse der Experimente zur Ermittlung der Fangrate
in verschiedenen Waschpuffern dargestellt. Wie zu sehen, besitzt der PBS+2 nM
EDTA+20 %-FCS-Puffer mit 92,1 % und einer Standardabweichung von 3,7 % die
hochste Fangrate mit der niedrigsten Standardabweichung. Der PBS/BSA-Puffer
erreicht eine Fangrate von 86 % und das RPMI Medium eine Fangrate von 81 %. Da
der EDTA /FCS Puffer der Puffer mit der hochsten Fangrate im Standardversuch

mit Blut war, wurde dieser im automatisierten Anreicherungssystem getestet.

Wie in Abbildung 3.9 zu sehen, kann die Fangrate im voll-automatisierten Sys-
tem mit dem EDTA /FCS-Puffer auf 96 % gesteigert werden. Im Vergleich zum
PBS/0,1 % BSA-Puffer ist das eine Steigerung um 7 %.
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Abbildung 3.9.: Fangrate der magnetischen Streptavidinpartikel unter Verwendung von
verschiedenen Waschpuffern. (a) Im Standardversuch wurde RPMI Medium, PBS/BSA-
Puffer und PBS+2 nM EDTA+20 % FCS Puffer getestet. (b) Im voll-automatisierten System
wurde der PBS/BSA-Puffer und PBS+2 nM EDTA+20 % FCS Puffer in Vollblut getestet. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an, wahrend ,n” die Anzahl der Versuche
angibt.

3.2. Verminderung der Zellverluste

Um die Zellen detektieren zu konnen, werden die Zellen nach der Anreicherung
in einen mikrofluidischen Chip {tiberfiihrt (siehe Abbildung 2.18 auf Seite 60). Die
Zellen werden zuerst ins Probenreservoir tiberfithrt, um anschliefSend ein Ali-
quot in den Probenmé&ander ziehen zu kdnnen (siehe Fluidikplan Abbildung 2.20,
Abbildung 2.21 und Abbildung 2.23). In der Zeit, in der der erste Teil der Probe
prozessiert wird, muss die restliche Probe im Probenreservoir zwischengelagert
werden. Wahrend verschiedener Experimente stellte sich heraus, dass die MCF-7
Zellen wihrend der Lagerung im Probenreservoir zu Sedimentation neigen, siehe
Seite 60 Abbildung 2.18. Dies hat zu Folge, dass die abgelagerten Zellen sich nur
schwer wieder 16sen lassen und im Chip zuriick bleiben. Um dies zu verhindern,
wurde das scherviskose Additiv Xanthan eingesetzt.

Exemplarisch ist dazu eine Messung von CFSE gefarbten MCF-7 Zellen darge-
stellt, welche in 1xPBS sowie in 0,125 % Xanthan/1xPBS resuspendiert wurden.
Die jeweilige Suspension wurde diese in eine Spritze tiberfiihrt und in die Sprit-

zenpumpe der Detektionseinheit eingespannt. Die Zellen wurden daraufhin 60
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Abbildung 3.10.: Sedimentationsverhalten von MCF-7 Zellen in PBS und Xanthan.
a) Sedimentation von MCF-7 Zellen in RPMI Medium und b) Sedimentationsverhalten
von MCF-7 Zellen in 0,125 % Xanthan/1xPBS tiber einen Zeitraum von 60 Minuten. Beide
Messungen wurden im Doppelversuch durchgefiihrt.

Minuten in der Spritze zwischengelagert. Alle 15 Minuten wurde aus dieser Sprit-
ze fiir kurze Zeit Probe in das fluidische System abgegeben und mit der Methode
der rdumlich modulierten Fluoreszenz gemessen. Die dabei im Doppelversuch
erkannten Zellzahlen sind abhidngig von der Dauer der Zwischenlagerung in
der Spritze (siehe Abbildung 3.10). Wie man in Abbildung 3.10 a) erkennen kann,
nimmt die Zellzahl bei einer Lagerung iiber 60 Minuten in PBS um 40 % ab, d.h.
40 % der Zellen sind sedimentiert, wahrend die Zellzahl bei einer Lagerung fiir 60
Minuten in 0,125 % Xanthan/1xPBS konstant bleibt.

3.3. Fluoreszenzmarkierung

Die Fluoreszenzmarkierung der Zellen wird nach der Anreicherung der Zellen
realisiert und muss spezifisch die seltenen Tumorzellen markieren. Um eine opti-
male Fluoreszenzmarkierung voll automatisiert durchzufiihren, wurden deshalb
verschiedene Antikdrper und Fluoreszenzfarbstoffe getestet. Beide Reagenzien
wurden hinsichtlich der eingesetzten Konzentration, der Inkubationszeit und dem

Protokollablauf optimiert.
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3.3 Fluoreszenzmarkierung

3.3.1. Fluoreszenzintensitit verschiedener

Fluoreszenzkopplungen

Die hier verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe wurden jeweils mit monoklonalen
Maus anti-Human EpCAM und monoklonalen Maus anti-Human Mucl Antikor-
pern getestet.

In Abbildung 3.11 sind exemplarisch die Fluoreszenzintensitdten von drei Zellfar-
bungen dargestellt. Diese Messreihe wurde im Prototypen der Detektionseinheit
durchgefiihrt. Die mit CFSE (5 pM) gefdarbten Zellen weisen die hochste Fluores-
zenzintensitdt mit 0,07 [a.u.] auf. Da diese Zellen jedoch nicht mehr fiir moleku-
larbiologische Untersuchungen verwendet werden kdnnen, diente diese Farbung
nur als Positivkontrolle.

Der Atto 465-gekoppelte anti-Mucl Antikdrper wurde zuvor in unterschiedlichen
Konzentrationen getestet, in dieser Messung wurde 1 pg/mL gekoppelter Anti-
korper eingesetzt. Des Weiteren wurde eine Quantum Dot-Farbung durchgefiihrt,
bei der die Zellen zuerst mit 2,5 pg/mL Biotin markierten anti-EpCAM inkubiert
und anschlieflend mit 20 nM streptavidinbeschichteten 625 nm Quantum Dots

markiert wurden.

Vergleicht man die Fluoreszenzintensitdten der unterschiedlichen Farbeprozesse,
zeigt sich, dass die Quantum Dot-markierten Zellen mit 0,007 [a.u.] eine hohere
Fluoreszenzintensitit besitzen als die Atto 465-markierten Zellen, die eine Fluores-
zenzintensitdt von circa 0,0015 [a.u.] besitzen. Da die QD markierten Zellen eine
hohere Fluoreszenzintensitit gezeigt haben, wurde dieses Kopplungsverfahren

weiter optimiert und in den folgenden Versuchen verwendet.

3.3.2. Fluoreszenzintensititen verschiedener

Antikorper-basierter Oberflichenmarkierungen

Die weiteren Optimierungen der Fluoreszenzfarbung wurde in dem kommer-
ziell erhiltlichen Durchflusszytometer Accuri™ C6 von BD durchgefiihrt. Mit
dem Durchflusszytometer wurde tiberpriift, welcher der tumorassoziierten Ober-
flachenantikorper zu einer hoheren Fluoreszenzintensitét fiihrt. Fiir diese Tests
wurden MCF-7 Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von biotinmarkier-

ten anti-Mucl und anti-EpCAM Antikorper inkubiert und mit Quantum Dots
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Abbildung 3.11.: In der De-
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gekoppelt. Es wurde jeweils eine 300 pL Zellsuspension mit einer Konzentration
von 1x10° Zellen/mL angesetzt. Exemplarisch ist eine Messung in Abbildung 3.12
dargestellt. Dort ist zu erkennen, dass die anti-Muc1 gekoppelten Zellen schwach
fluoreszieren. Die Antikorperkonzentration mit 2,5 pg/mL zeigt im Vergleich zu
den ungefarbten Zellen keinen Anstieg in der Fluoreszenzintensitat. Erst bei einer
Konzentration von 5 ng/mL erfolgt ein leichter Anstieg der mittleren Fluores-
zenzintensitdt von 728 [a.u.] (ungefdrbte Zellen) auf 900 [a.u.].

Vergleicht man diese mit den anti-EpCAM inkubierten MCE-7 Zellen, ist zu erken-
nen, dass die mittleren Fluoreszenzintensititen der Zellen weit tiber der Eigen-
fluoreszenz der ungefarbten Zellen liegen. Die anti-EpCAM-markierten Zellen er-
reichen bei den unterschiedlichen Antikérperkonzentrationen eine Fluoreszenzin-
tensitit im Bereich zwischen 2,43x10* und 2,48x10% [a.u.]. Des Weiteren zeigt sich,
dass die Fluoreszenzintensitdt der Zellen mit abnehmender Antikdrperkonzentra-
tion des anti-EpCAM Antikorpers steigt. Da die Fluoreszenzmarkierung durch
den anti-EpCAM Antikorper eine hohere Fluoreszenzintensitét erreicht, wurde
dieser Antikorper in den folgenden Versuchen verwendet und weiter optimiert.
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Abbildung 3.12.: Fluores-
700 zenzintensitit der MCF-7 Zel-
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3.3.3. Quantum Dot-Konzentration

Neben dem Vergleich von verschiedenen Antikdrpern und deren Konzentrationen,
wurden verschiedene Konzentrationen an Quantum Dots bei gleich bleibender An-
tikoperkonzentration getestet. In Abbildung 3.13 ist die Fluoreszenzintensitat der
Zellen in Abhéngigkeit von der QD Konzentrationen dargestellt. Die Aufnahme
der Messung erfolgte mit dem kommerziell erhéltlichen Durchflusszytometer.

Es zeigt sich, dass die Fluoreszenzintensitaten der QD Konzentrationen 20 nM,
10 nM und 5 nM im Bereich von circa 2,09x10* und 2,03x10* [a.u.] liegen. Nur
bei einer QD Konzentration von 1 nM liegt die Fluoreszenzintensitdt um circa
das 1,7-fache unter der Fluoreszenzintensitiat der anderen Konzentrationen. Da
die Fluoreszenzunterschiede zwischen den verschiedenen QD Konzentrationen
gering waren, wurde fiir die weiteren Versuche eine QD Konzentration von 5 nM

verwendet, um den Bedarf an von QDs zu minimieren.

3.3.4. Zeitliche Optimierung des Protokolls

Neben der Optimierung von Verbrauchsmaterialien spielt auch die Prozesszeit
eine grofie Rolle bei automatisierten Systemen. Daher wurden die Protokolle
beziiglich der Prozesszeit optimiert, indem Inkubationsschritte zusammengefasst

und verkiirzt wurden.
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Abbildung 3.13.: Fluoreszenzin-
tensitdit von MCF-7 Zellen in
Abhiangigkeit von der Quantum
Dot Konzentration. Die Fluores-
zenzfarbung wurde durch Kopp-
lung von biotinmarkierten anti-
EpCAM Antikorper und strepta-
vidingekoppelten 625 nm QDs er-
reicht. Die QD-Losung wurden in
Konzentrationen von 5 nM, 10 nM
und 20 nM eingesetzt und mit un-
markierten Zellen verglichen.

3.3.4.1. Optimierung des Quantum Dot-Protokolls

Um die Inkubationszeit der Fluoreszenzfarbung zu minimieren, wurde beim
Ein-Schritt-Protokoll die Inkubation des Antikdrpers und der Quantum Dots
gleichzeitig durchgefiihrt, wahrend beim Zwei-Schritt-Protokoll die Antikorper-

und Quantum Dot- Inkubation zwei getrennte Vorgédnge darstellten.
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Abbildung 3.14.: Fluoreszenzinten-
sitit von MCF-7 Zellen in Ab-
hangigkeit von Farbeprotokoll und
Antikorperkonzentration. Die Zel-
len mit der Antikérperkonzen-
trationen 1 pg/mL, 2,5 pg/mL
und 5pg/mL wurden mit dem
Ein-Schritt-Protokoll angefarbt. Die
Antikorperkonzentration im Zwei-
Schritt-Protokoll betrug 2,5 pg/mL.



3.3 Fluoreszenzmarkierung

Abbildung 3.14 zeigt die Fluoreszenzintensitdten der MCF-7 Zellen, die mit den
unterschiedlichen Protokollen inkubiert wurden. Das Zwei-Schritt-Protokoll wur-
de mit 2,5 pg/mL anti-EpCAM Antikorper durchgefiihrt, wahrend beim Ein-
Schritt-Protokoll unterschiedliche Antikdrperkonzentrationen Verwendung fan-
den. Die MCF-7 Zellen, die durch das Zwei-Schritt-Protokoll gefarbt wurden,
zeigen die hochste Fluoreszenzintensitédt mit ca. 2x10% [a.u.]. Die Zellen, die iiber
das Ein-Schritt-Protokoll gefarbt wurden, zeigen bei der gleichen Antikorper-
konzentration eine deutlich niedrigere Fluoreszenzintensitédt von ca. 4x10° [a.w.].
Jedoch konnte mit einem geringeren Einsatz von Antikorper (1 png/mL) die Fluo-

reszenzintensitit auf ca. 1,3x10* [a.u.] gesteigert werden.

Das Zwei-Schritt-Protokoll fiithrt also zu der hoheren relativen Fluoreszenzin-
tensitdt, jedoch muss beachtet werden, dass durch die Fluoreszenzkopplung der
Zellen beim Zwei-Schritt-Verfahren alle sechs Probenrohrchen im automatisierten
Endgerat besetzt wiren. Da die Probe jedoch nach der Fluoreszenzfirbung noch
in Xanthan aufgenommen werden muss, ist ein Zwei-Schritt-Protokoll aus Platz-
griinden nicht moglich. Durch die Verwendung des Ein-Schritt-Protokolls konnen
die Zellen im Anschluss an die Farbung noch in Xanthan aufgenommen werden
und die Prozesszeit konnte ebenfalls um 60 Minuten verringert werden, da einer

der 60-miniitigen Inkubationsschritte wegfallt.

3.3.4.2. Quantum Dot-Inkubationszeiten

Abbildung 3.15.: Fluoreszenzin-
00 tensitdt von MCF-7 Zellen in Ab-
600 hédngigkeit von der Inkubations-
00 zeit der Quantum Dots im Ein-
Schritt-Verfahren.
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Nach der Verkiirzung des Protokolls durch Zusammenfassen von Inkubations-
schritten wurde getestet, ob die Inkubationszeiten des Ein-Schritt-Protokolls eben-
talls optimiert werden konnen. Daher wurden wie in Abbildung 3.15 zu sehen,
die Zellen unterschiedlich lang mit Quantum Dots und Antikérpern inkubiert.
Wie zu sehen ist, kann die Inkubationszeit auf 15 Minuten reduziert werden, ohne
dass sich die relative Fluoreszenzintensitidt der Zellen verdandert. Dies bringt einen

weiteren zeitlichen Vorteil von 45 Minuten gegeniiber dem Originalprotokoll.

3.3.5. Quantum Dot-Kompatibilitit mit magnetischen Partikeln

Da die Zellanreicherung und die Fluoreszenzmarkierung mit dem Biotin markier-
ten anti-EpCAM Antikorper erfolgte, wurde tiberpriift, ob die Quantum Dots nach
der Partikelinkubation noch an die Zellen binden kénnen. In Abbildung 3.16 sind
MCE-7 Zellen zu sehen, die zuerst mit Magnetpartikeln und anschliefSend mit
Quantum Dots inkubiert wurden. Die Magnetpartikel markierten MCF-7 Zellen
konnten erfolgreich durch Quantum Dots angefarbt werden. Jedoch ist auf dem
Bild auch zu erkennen, dass die Magnetpartikel ebenfalls von den Quantum Dots
angefarbt werden. Um zu tiberpriifen, ob die Magnetpartikel die Detektion der
Zellen beeintrachtigt, wurden Magnetpartikel und Quantum Dot-markierte Zellen

mit Quantum Dot-markierten Zellen gemessen.
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Abbildung 3.16.: Zeigt partikelmarkierte MCF-7 Zellen, die im Anschluss mit Quantum Dots
inkubiert wurden. (a) MCF-7 Zellen an denen Magnetpartikel und Quantum Dots gebunden sind
(siehe Pfeile). Im Hintergrund befinden sich ungebundene Magnetpartikel (kleine Punkte). Aufge-
nommen mit 20-facher Vergrofserung bei Auflicht. (b) zeigt die fluoreszierenden Magnetpartikel
und Zellen bei einer 20-fachen Vergrofierung.
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3.3 Fluoreszenzmarkierung

In Abbildung 3.17 sind exemplarisch zwei Messungen von MCF-7 Zellen mittels
der Methode der rdumlich modulierten Fluoreszenz dargestellt. Messung (a) und
(b) zeigen die Ergebnisse von Quantum Dot-markierten MCF-7 Zellen ohne ma-
gnetische Partikel. Die unteren Messungen (c) und (d) zeigen die Ergebnisse von
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magnetisch markierten MCF-7 Zellen, die anschlieflend mit QD-markiert wurden.
Die mittlere Fluoreszenzintensitit liegt jedoch bei den Magnetpartikel markierten
MCE-7 Zellen bei ca. 0,017 [a.u.] (Abbildung 3.17(b)) und bei den Zellen ohne
Magnetpartikel bei ca. 0,006 [a.u.] (Abbildung 3.17 (d)). Die Fluoreszenzintensitét

konnte durch die Magnetpartikel somit sogar erhoht werden.
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3.3.6. Optimierung des Farbepuffers

Abbildung 3.18.: Fluoreszenzin-
00 tensitat von MCF-7 Zellen in Ab-
00 hédngigkeit von der Antischaum
600 konzentration

Anzahl

100

0

ohne AS
0,0004% AS
0,004% AS
0,04% AS

Aufgrund der Schaumbildung wahrend des Farbeprozesses, wurden die MCF-7
Zellen in 6%-BSA/Antischaumpuffer mit Quantum Dots gekoppelt.

Tabelle 3.1.: Gemessene Zellzahl nach Inkubation der MCF-7 Zellen mit Antischaum

Antischaum gemessene Volumen Konzentration

Konzentration Zellzahl [uL] [Zellen/100 pL]
ohne 7488 118 6345
0,0004% 7340 113 6495
0,004% 5688 106 5366
0,04% 3511 77 4559

Die Fluoreszenzmarkierung wurde im Ein-

q“ Schritt-Verfahren (siehe Kapitel 2.2.11.2)

== durchgefiihrt.

In Abbildung 3.18 ist zu sehen, dass die

Fluoreszenzintensitiat der Zellen durch

die Inkubation mit dem Antischaummit-
N ————__te] gleich bleibt. Die gemessene Zellzahl

Abbildung 3.19.: Farbepuffer nach 15- nimmt jedoch bei hohen Konzentrationen
mintitigem durchmischen. (b) Blasenbil-
dung ohne Antischaum. (a) Verhinderte
Blasenbildung mit 0,004% Antischaum.

des Antischaummittels um 28 % ab.
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3.4 Detektion

In Tabelle 3.1 ist die gemessene Anzahl der Zel-
len zu sehen, bei 0,04 % konnten nur 4559 Zel-
len/100 pL gemessen werden. Die Konzentra-
tion der Zellen liegt bei einer Antischaumkon-
zentration von 0,0004 % bei 6495 Zellen /100 pL,
wihrend die Zellkonzentration bei der Probe
ohne Antischaum bei 6345 Zellen /100 pL liegt.
Die Antischaumkonzentration von 0,0004 %
zeigt keine negativen Auswirkungen auf die
Vitalitdt der Zellen, verhindert allerdings wie
in Abbildung 3.19 zu sehen effektiv die Schau-
mentwicklung.

3.4. Detektion

Die Detektion von Quantum Dot-markierten
MCE-7 Zellen durch die Methode der raumlich
modulierte Fluoreszenzemission konnte wie in
Abbildung 3.17 zu sehen erreicht werden. Nun
musste noch abgeklidrt werden, ob die Quan-
tum Dots die Leukozyten fluoreszenzmarkie-
ren. Die Markierung kann direkt, durch Kreuz-
reaktionen zwischen Leukozyten und Quan-
tum Dots oder indirekt, durch die Kopplung
an QDs-markierte immunomagnetische Parti-

kel hervor gerufen werden.

3.4.1. Bestimmung

der Kreuzreaktionen

Um zu iiberpriifen, ob die Leukozyten durch
die Quantum Dots oder die Quantum Dot-

markierten Magnetpartikel fluoreszenzmar-
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Abbildung 3.20.: Geschwindigkeit
und Fluoreszenzintensitdt von CFSE-
markierten, QD-inkubierten und Ma-
gnetpartikeln und QD-inkubierten Leu-
kozyten. Der blau markierte Bereich
gibt den Geschwinigkeitsbereich von
Leukozyten an. Jeder Punkt steht fiir
ein detektiertes Ereignis, wobei nur die
blauen Punkte detektierte Leukozyten
darstellen.

kiert werden, wurden Leukozyten durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert.
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Anschlieflend wurden die Zellen auf 3 Aliquots aufgeteilt. In Abbildung 3.20 ist
exemplarisch eine Leukozytenmessung zu sehen, bei der die Leukozyten in Probe
(1) mit CFSE, in Probe (2) mit Quantum Dots und in Probe (3) mit Quantum
Dots und Magnetpartikeln inkubiert wurden. In dem Punktdiagramm steht jeder
Punkt fiir eine detektierte Zelle. Durch die Messung der CFSE markierten Leuko-
zyten konnte der Geschwindigkeitsbereich der Leukozyten gemessen werden. Die

Zellen ordnen sich bei einer Geschwindigkeit zwischen 280 und 320 mm/s an.
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Abbildung 3.21.: Detektierte CFSE-gefarbte
Leukozyten vor und nach der Aufreinigung
durch die immunomagnetische Seperations-
einheit.

Wie in Abbildung 3.20 zu erkennen
ist, werden die Leukozyten nicht di-
rekt durch die Quantum Dots markiert,
denn in dem ausgewihlten Geschwin-
digkeitsbereich, in dem sich die Leuko-
zyten anordnen, konnte nur eine Zel-
le detektiert werden, diese weist je-
doch auch eine niedrige relative Fluo-
reszenzintensitit auf und konnte daher

als Leukozyte identifiziert werden.

3.4.2. Bestimmung
der Reinheit

- Detektion von Leukozyten

Um die Leukozytenkontamination zu
bestimmen, wurden Analysen wie in
Abschnitt Kapitel 2.2.18 beschrieben
durchgefiihrt. In Abbildung 3.21 ist ex-
emplarisch eine der Messungen darge-
stellt. Bei dieser Messung betrug die

Leukozytenanzahl vor der Aufreini-

gung etwa 84000 Zellen/mL wahrend nach der Aufreinigung nur noch 1136 Zel-

len/mL vorhanden waren. Dies ergibt eine Leukozytendepletion von fast 99 %.

Die Zellsuspension wurde nach der Aufreinigung mit 7,5 mL verdiinnt, daher

entspricht die absolute Leukozytenanzahl 8520 Zellen.
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3.4 Detektion

3.4.3. Unterschiede in der Geschwindigkeit von Leukozyten und
MCF-7 Zellen

Durch die immunomagnetische Aufreinigung der Krebszellen aus Vollblut konnen
auch Leukozyten als unerwiinschte Hintergrundzellen mit angereichert werden.

Im Folgenden ist exemplarisch eine Messung dargestellt, bei der mittels der raum-
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lich modulierten Fluoreszenzemission iiberpriift wurde, ob neben der spezifischen
Antikorperfarbung noch weitere Parameter verwendet werden konnen, um Leuko-
zyten von Krebszellen zu unterscheiden. In Abbildung 3.22 ist die Messung von
CFSE-gefarbten Leukozyten und MCEFE-7 Zellen in 0,125 % Xanthan/PBS darge-
stellt. Die Leukozyten wurden zuvor durch eine Dichtegradientenzentrifugation
aus Vollblut gewonnen. Beide Zellsuspensionen wurden in einer Konzentrati-
on von 5x10° Zellen/mL gemessen. Die Messung wurde im finalisierten Chip
(CTCelect) durchgefiihrt (siehe Abbildung 2.18 auf Seite 60).
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In Abbildung 3.22 (a) ist zu erkennen, dass zwei Leukozytenpopulationen mit
unterschiedlicher Fluoreszenzintensitidt detektiert wurden. Die Fluoreszenzinten-
sitdt der unteren Population liegt bei 0,01 [a.u.] und die der oberen Population bei
0,02 [a.u.]. Die beiden Populationen liegen jedoch im gleichen Geschwindigkeitsbe-
reich von 280 mm/s bis 320 mm /s und haben eine normierte Geschwindigkeit von
1,1. Die Fluoreszenzintensitit der CFSE-gefarbten MCEF-7 Zellen liegt hingegen im
Mittel bei 0,09 [a.u.] und die normierte Geschwindigkeit der Zellen liegt bei 1,17

relativ zur mittleren Geschwindigkeit des Mediums.

3.4.4. Variation der Hiillstromflussrate

Mit der Poisson-Verteilung kann die Wahrscheinlichkeit fiir die Anzahl von Er-
eignissen bestimmt werden, die unabhédngig voneinander in einem festgelegten
Raum- oder Zeitintervall eintreten, wenn der mittlere Abstand zwischen diesen
Ereignissen konstant ist. Diese Bedingung ist fiir die Verteilung der Zellen und
Leukozyten auf die , virtuelle” Lange I des Detektionskanals (siehe Kapitel 2.2.19)
gegeben. Mit den in Tabelle 2.11auf Seite 68 gezeigten Parametern ergibt sich die

virtuelle Lange des Kanals.

[ =V/A= jouins =133,3m
Um die Wahrscheinlichkeit zu bestimmen, mit der neben einer erwiinschten CTC
auch mindestens eine Leukozyte dispensiert wird, wurde zunédchst eine Datenba-
sis bestehend aus 10.000 simulierten Objekten gebildet, die zuféllig entlang des
ausgestreckten Kanals platziert wurden. Die Positionen der Objekte wurden dar-
aufhin sortiert und die Abstdnde aufeinanderfolgender Paare berechnet. Es ergab
sich eine Menge von 9.999 Abstdanden im Bereich zwischen 0,56 pm und 165,50 mm.
Es wurden nun 35 Intervalle bzw. Klassen zwischen diesen Grenzen gebildet und
die Abstidnde anhand ihres Werts einer dieser Klassen zugeordnet. Die Grenzen
der Klassen sind logarithmisch verteilt worden um den Wertebereich optimal
abzutasten. Jede der gewidhlten Klassen enthdlt nun eine Anzahl von Abstdanden,
deren Wert zwischen den Klassengrenzen liegt. Tragt man nun diese Anzahl gegen
die untere Klassengrenze auf, ergibt sich die Wahrscheinlichkeitsverteilung der
Abstdnde wie in Abbildung 3.23 dargestellt. In der Abbildung sind aufierdem
als vertikale Linien der mittlere Abstand sowie der Grenzabstand eingezeichnet,
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3.4 Detektion

die wie folgt berechnet wurden. Aus der virtuellen Lange des Kanals ergibt sich

der mittlere Abstand — also der Erwartungswert des Abstands, dargestellt als

magenta-farbene Linie — zwischen zwei Objekten im Kanal.

d=1/N=13,3mm

Der Grenzabstand - eingezeichnet in cyan — betrigt:

dG:VD/A:

Wie in Kapitel 2.2.19 beschrie-
ben, wird neben der erwiinsch-
ten CTC auch jede Leukozyte mit-
dispensiert, wenn sie sich mit ei-
nem geringeren Abstand als dem
Grenzabstand in der Dispensierzo-
ne (siehe Abbildung 2.18 auf Sei-
te 60) befindet. Somit entspricht
die Wahrscheinlichkeit, dass min-
destens eine Leukozyte als Beif-
ang in die Kavitat dispensiert wird,
der Teilfliche der Verteilung, die
sich links von dem Grenzabstand
befindet. Leukozyten, deren Ab-
stand zur dispensierten CTC gro-
ser als der Grenzabstand sind, wer-
den nicht mit-dispensiert. Mit den
Parametern aus Tabelle 2.11 ergibt

sich fiir die Beifangwahrscheinlich-
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Abbildung 3.23.: Die dunkelblaue Kurve zeigt
die mit Hilfe der Poisson-Verteilung ermittelten
Wahrscheinlichkeit fiir den Abstand zwischen
zwei Objekten (Zellen). Die magenta-farbene Li-
nie zeigt den mittleren Zellabstand von zwei Zel-
len im Messkanal. Die cyan-farbene Linie gibt den
Grenzwert fiir den Zellabstand bei einer Verdiin-
nung von 3 mL vor dem Messkanal an.

keit ein Wert von 81,9 %, d.h. nur knapp {iiber 10 % der CTC werden tatsdchlich
isoliert dispensiert. Die Wahrscheinlichkeit fiir Beifang hdangt mit der Gesamtzell-

konzentration in der Probe zusammen.

Die Zellkonzentration kann nach der Anreicherung noch durch den Hiillstrom be-

einflusst werden. Die Wahrscheinlichkeiten der Zellabstinde von drei unterschied-
lichen Hiillstromvolumina sind in Abbildung 3.24 dargestellt. Die Abbildung 3.24
(a) zeigt die Wahrscheinlichkeitsverteilung bei 9 mL Hiillstrom, der vor dem Mess-

kanal zugefiihrt wird.

93



Kapitel 3

Ergebnisse
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Abbildung 3.24.: Wahrscheinlichkeit der
Leukozytenkontamination bei unterschied-
lichen Verdiinnungen der Probe durch den
Hiillstrom. (a) Wahrscheinlichkeitsverteilung
der Zellabstiande in pm bei einer Probenver-
diinnung von 9 mL vor dem Messkanal.
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Die Wahrscheinlichkeit, dass sich in
den Kavitaten zusétzlich zu der CTC
ein weifies Blutkorperchen befindet,
liegt hier bei 52,6%. Bei einer Hiill-
stromzufuhr von 21 mL kann die Wahr-
scheinlichkeit fiir Beifang auf 28,3 %
(b) und bei 48 mL (c) auf 13,0 % ver-
ringert werden. Die Wahrscheinlichkeit
von Leukozytenbeifang wird niedriger,
wenn die Zufuhr der Hiillstromfliissig-
keit im Verhaltnis zum Probenstrom
erhoht wird, aber das prozessierte Ge-
samtvolumen gleich bleibt (siehe Abbil-
dung 3.25). Durch die erhohte Zufuhr
von Hiillstrom und die damit verbun-
dene Verdiinnung der Probe, kommt es
gleichzeitig zu einer langeren Prozess-
zeit, bis die Probe vollstiandig analy-
siert ist. Die Messdauer steigt mit dem
Volumen des verwendeten Hiillstroms
linear an, wihrend die Wahrscheinlich-
keit fiir Leukozytenkontamination in
einer Isolationskavitdat abnimmt (siehe
Abbildung 3.25). Um bei einer Anzahl
von 8500 Leukozyten eine Leukozyten-
kontamination von etwa 50 % zu er-
reichen, muss die Probe mit ca. 9 mL
Hiillstrom verdiinnt werden. Daraus
resultiert eine Messdauer von 20,8 Mi-
nuten. Bei diesen Einstellungen ware
dann nur in jeder zweiten Isolations-
kavitdt mindestens eine Leukozyte vor-

handen.
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Abbildung 3.25.: Berechnete Dauer einer Messung und Wahrscheinlichkeit der Leukozy-
tenkontamination in einer Isolationskavitdt in Abhdngigkeit vom Hiillstromvolumen.

Die Wahrscheinlichkeit fiir den Beifang von zwei oder drei Leukozyten in einer
Isolationskavitdat konnte aus der Wahrscheinlichkeit fiir ein weifSes Blutkorper-
chen berechnet werden, in dem die zweite und dritte Potenz der Wahrschein-
lichkeit fiir den Fall ,mindetens ein weifSes Blutkorperchen” berechnet wurde.
In Abbildung 3.26 sind die Wahrscheinlichkeiten aufgetragen. Betrachtet man
beispielsweise die Wahrscheinlichkeiten fiir die Leukozytenkontamination bei
einer Hiillstromvolumen von 1 mL, sieht man dass statistisch in 93,6 % der Isolati-
onskavitdten mindestens drei weifie Blutkorperchen dispensiert werden. Durch
ein Hiillstromvolumen von 3 mL sinkt die Wahrscheinlichkeit von mindestens 3
weiflen Blutkorperchen auf 54,0 %. Erst bei einem Hiillstromvolumen von 31 mL
sinkt die Wahrscheinlichkeit fiir mindestens 3 weifSe Blutkorperchen auf unter 1 %.
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Abbildung 3.26.:
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3.5. Gesamtaufbau

Das automatisierte Gesamtgerdt wurde, wie in Abbildung 3.27 zu sehen, aus der
Anreicherungseinheit, der Detektionseinheit und dem Dispenser zusammenge-
stellt. Die Aufienmafie des Gerites betragen 899 x 500 x 574 mm. Die Bedienung
des Geridtes wurde tiber ein Touchdisplay realisiert wie in Abbildung 3.27 (a)
dargestellt.

Alle Komponenten, die mit der Patientenprobe in Kontakt geraten, bestehen aus
kommerziell erhiltlichen Einwegartikeln; der Detektions-Chip ist ein in Koope-
ration mit dem Projektpartner thinXSS entwickeltes Einweg-Spritzgussteil (siehe
Seite 60).

Die eingesetzten kommerziell erhiltlichen Artikel sind die Proben- und Puffer-
behélter im Probenkarussell (g), die Pipettenspitze (m) und die Mikrotiterplatte

(s).

Des Weiteren wurden die dauerhaft eingesetzten Komponenten, so eingestellt,
dass diese mit der Patientenprobe nicht in Kontakt kommen. Der Y-Magnetarm (j)
wurde so positioniert, dass er bei beiden Magnetpositionen (siehe Abbildung 2.16)

maximal 400 pm von der Pipettenspitze entfernt ist und die Pipettenspitze nicht
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3.5 Gesamtaufbau

beriihrt. Damit dieser Abstand und auch die Positionen der Pipettenspitze im-
mer gleich bleibt, wurde eine Pipettenaufnahmestation (n) eingebaut, aus der die
Pipettenspitze von der Pipetten- und Magnethalterung (k) automatisiert, reprodu-
zierbar und préazise aufgenommen werden kann. Die Pipettenhalterung (o) wurde
dafiir so konstruiert, dass die Pipettenspitze gleichmafSiig und luftdicht aufgenom-
men werden kann. Die Pipettenhalterung wurde tiber eine HPLC-Verbindung
mit einem Schlauch verbunden (p), welcher wiederum mit der Spritzenpumpe (b)

verbunden wurde.

e

CTCelect

Platform for single cell isolat
free circulating tumor cells (C
from human blood.

Abbildung 3.27.: Gesamtgerit, mit der Anreicherungseinheit (g-0), der Detektionseinheit
(q,r) und dem Dispenser (t). a) Display, c) Abfall, d) Diespensierfliissigkeit, e) 0,125 %
Xanthan, f) PBS, g) Probenkarussell, h) Vertikale Lineareinheit, i) Horizontale Linear-
einheit, j) Y-Magnetarm, k) Magnet- und Pipettenhalterung, 1) Zahnriemenantrieb, p)
Schlauch mit HPLC Verbindung, o) Pipettenspitzenhalterung m) Pipettenspitze, n) Pipet-
tenaufnahmestation, s) Mikrotiterplatte r) Chiphalterung, q) Detektionseinheit mit Laser,
t) Dispensereinheit, u) UV-Schutzscheibe, v) Gehduse
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Kapitel 3 Ergebnisse

Damit die Pipettenspitze die einzelnen Positionen anfahren kann (siehe Tabelle A.2
und Tabelle A.3 ab Seite 136) wurde die Halterung (k) auf zwei gekoppelten Li-
neareinheiten montiert. Die erste Einheit (i) bewegt einen Schlitten in horizontaler
Richtung. Die zweite Einheit (h) ist auf diesem Schlitten befestigt und bewegt tiber
den Zahnriemenantrieb (1) die Halterung (k) in vertikaler Richtung

Die dufSersten horizontalen Positionen, die die Pipetten- und Magnethalterung
anfahren kann, sind die Startposition und die Chipposition. Die Chipposition wur-
de so programmiert, dass sie sich direkt iiber dem Probenreservoir des CTCelect
Chips, welcher in der Chiphalterung (r) eingespannt wurde, befindet. In der Chi-
phalterung befinden sich Aufnahmestege die in entsprechende Aussparungen im
Chip greifen. Dadurch ist sichergestellt, dass die Ausrichtung der Detektionszone
(Teil des Chips) in Relation zur optischen Achse des Laserstrahls (Teil des Geréts)

reproduzierbar mit der notigen Toleranz erfolgen kann.

Die Vorratsbehilter fiir die Primingfliissigkeit (f)- und Hiillstrom (e) wurden
tiber HPLC-Verbindungen und Schlduche (aus Polytetrafluorethylen (PTFE)) mit
den Spiritzen an der Dispensionseinheit (t) verbunden, welche dann tiber HPLC

Verbindung mit der Chiphalterung verbunden sind.

Der Dispensionsfliissigkeitsvorrat (d) und der Abfallbehélter (c) wurden ebenfalls
tiber HPLC-Verbindungen und Schlduche aus Polytetrafluorethylen (PTFE) mit
der Dispensionseinheit (t) verbunden. Die Dispensionseinheit ist wiederum an
den Dispenseranschluss in der Chiphalterung angeschlossen.

Die Fertigung des Gehduses (v) erfolgte aus pulverbeschichtetem Stahlblech. In der
Front befindet sich ein Ausschnitt, der einen Einblick in das Gerat ermdglicht. Um
die im Inneren gefiihrte Laserstrahlung nach aufien hin ausreichend abzuschirmen

ist der Ausschnitt mit einer UV-absorbierenden Scheibe verblendet (u) ausgestattet.
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4. Diskussion

Krebs ist laut WHO eine der haufigsten Todesursachen weltweit und die Zahl
der Neuerkrankungen soll in den nédchsten zwei Jahren um 70 % ansteigen [105].
Die Chance auf Genesung hidngt dabei vom Zeitpunkt und Qualitdt der Dia-
gnose ab. Wird Krebs friihzeitig und exakt erkannt, kann eine effiziente und
angepasste Therapie angewandt werden. Der kritische Abschnitt im Verlauf
der meisten Krebserkrankungen ist der Prozess der Metastasierung. Die Ver-
breitung der zirkulierenden Tumorzellen iiber den Blutkreislauf und die da-
durch induzierte Bildung von Metastasen ist letztendlich die Hauptursache der
krebsbedingten Todesfélle. Der Prozess der Metastasierung ist bis heute noch
nicht vollstandig aufgeklart [106, 27, 26]. Zahlreiche Studien zeigen jedoch, dass
die Anzahl von CTCs als prognostischer Faktor gesehen werden kann: Patien-
ten mit einer hohen CTC-Anzahl (mehr als 5 CTCs pro 7,5 mL) im Blut ha-
ben eine schlechtere Uberlebenschance als Patienten mit einer geringen CTC-
Anzahl [107, 108, 109, 110, 111, 112, 21]. Die Isolierung, Analyse und Uberwa-
chung der zirkulierenden Tumorzellen ist daher eine effektive Methode, um die
Therapie von Krebspatienten zu optimieren und genauestens auf den Patienten
anzupassen. Neben der Therapieoptimierung kann die Analyse der Zellen dazu
beitragen, den Prozess der Metastasierung besser zu verstehen und neue thera-
peutisch relevante Marker zu finden. Fiir die Isolierung der seltenen Zellen aus
einer Blutprobe wurden verschiedene Techniken entwickelt. Jedoch ist bis heute
ist nur das auf Brust-, Prostata- und Darmkrebs spezialisierte ,,CellSearch”-System
in den USA von der dortigen Regulierungsbehdérde FDA zugelassen. Das Sys-
tem basiert auf einer immunomagnetischen Anreicherung mit anschlieflender
Fluoreszenzmarkierung. Die finale Analyse muss bei diesem Gerat jedoch von
geschultem Personal tibernommen werden [107, 58]. Aufgrund der steigenden
Neuerkrankungen steigt auch der Bedarf an einem System, welches durch einfa-
che Handhabung voll-automatisiert CTCs anreichern, detektieren und isolieren

kann, ohne geschultes Personal zu benotigen.
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Deshalb wurde in dieser Arbeit ein voll-automatisiertes System entwickelt, wel-
ches Krebszellen aus einer 7,5 mL Blutprobe immunomagnetisch anreichert, diese
dann fluoreszenzmarkiert und anschlieffend detektiert. Im Zuge dieser Entwick-
lungen wurde aufierdem ein Kopplungsprotokoll fiir immunomagnetische Parti-
kel erstellt, das die Tumorzellen zuverlédssig und mit hoher Fangrate anreichert.
Des Weiteren wurde die Fluoreszenzfarbung auf das automatisierte System ange-

passt und optimiert, sodass die Zellen automatisch detektiert werden konnen.

4.1. Anreicherung

Die Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen ist aufgrund der extrem gerin-
gen Anzahl eine technische Herausforderung [113, 114, 115]. In einer Blutprobe
befinden sich pro Milliliter circa 7x10° weifle Blutkdrperchen/mL, 5x10° rote Blut-
korperchen/mL und 3x108 Thrombozyten/mL [27].

In der Vergangenheit entwickelte Systeme basieren meistens auf einer Anreiche-
rung tiber eine antikorperbasierte Matrix [8]. Auch das einzige von der FDA
anerkannte System , CellSearch” basiert auf dieser Methode. Da die Spezifitit
eine sehr grofie Rolle spielt, wurde auch in dieser Arbeit ein System entwickelt,
welches iiber Antikorper-Antigenbindung die Zellen anreichert. Bislang war die
Antikorper-Antigen-assoziierte Anreicherung von CTCs die effektivste Methode
CTCs anzureichern [27].

Wie in Abbildung 3.1 auf Seite 72 zu sehen ist, wurden drei Anreicherungssys-
teme getestet. Die Durchmischung der Zellen mit dem Noppenriihrer und dem
Exzenter fiithrte zu hohen Vitalitdtsverlusten der Zellen. Durch den Noppenriih-
rer entstand ein Vitalitdatsverlust von 16 %, wihrend bei der exzenterbasierten
Durchmischung nur 6 % der Zellen abstarben. Im Gegensatz dazu starben beim
Pumpsystem nur 1,5 % der Zellen ab. Die enormen Verluste konnen beim Exzenter
und Noppenriihrer durch durch die fiir eine effektive Durchmischung notwen-
dige hohe Rotationsgeschwindigkeit und die daraus resultierenden Scherkréfte
entstanden sein. Aufierdem lagerten sich beim Noppenriihrer und Exzenter die
Partikel auf den in die Probe eingetauchten Mischkoérpern ab und liefen sich
nicht mehr 16sen (siehe Abbildung 3.2 Seite 73). Ein Zellverlust ist aus diesem
Grund ebenfalls moglich. Aufgrund der geringen CTC-Anzahl ist es essenziell, alle

Zellen, die in der Blutprobe vorhanden sind, zu detektieren, um falsch-negative
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Ergebnisse zu vermeiden. Ein zu hoher Verlust an Zellen, bedingt durch die Art
der Durchmischung, kann daher nicht in Kauf genommen werden. Aus diesem
Grund wurde fiir die Anreicherung das Pumpsystem gewdhlt, da es zu einem
niedrigen Vitalitatsverlust kommt (-1,5 %) und zum anderen durch kommerziell
erhéltliche Einwegartikel aufgebaut werden kann, welche die Kosten fiir einen

Durchlauf in Gesamtsystem verringern.

4.1.1. Magnetische Partikel

Die immunomagnetische Anreicherung ist mittlerweile eine etablierte Methode
um seltene Zellen zu isolieren. Neben Systemen wie dem ,,CellSearch”-System
greifen auch andere Systeme wie beispielsweise der MagSweeper, Adnatest (Ad-
nagen) und Isoflux (FLUXION) auf immunomagnetische Anreicherung zuriick
(siehe Kapitel 1.4 Seite 11) [59, 116, 54].

Fiir die spezifische Zellanreicherung wurden verschiedene paramagnetische Parti-
kel mit anti-EpCAM (engl. epithelial cell adhesion molecule, epitheliales Zelladha-
sionsmolekiil) Antikorper gekoppelt. Anti-EpCAM ist ein hidufig verwendeter
Antikorper um zirkulierende Tumorzellen anzureichern, der Antikorper ist gegen
ein glykosyliertes Membranprotein gerichtet, welches von den meisten Tumoren
epithelialen Ursprungs tiberexprimiert wird [117, 118]. Da EpCAM von einem
Grofiteil der Tumore gebildet wird [119, 120, 121] und normale Blutzellen, wie
beispielsweise Leukozyten, dieses Oberflachenmolekiil nicht exprimieren [52],
ermoglicht es eine spezifische Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen aus
Vollblut.

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene Partikelsorten im Standardversuch
(siehe Kapitel 2.2.4 Seite 39) hinsichtlich der Fangrate getestet. Die getesteten Par-
tikel besafien unterschiedliche Groflen und Oberflichenbeschichtungen (siehe
Tabelle 2.4). Die kleinsten getesteten Partikel waren carboxylbeschichtete 500 nm
grofSe magnetische Partikel. Des Weiteren wurden 4,5 pm grofie Ziege anti-Maus-
Partikel und 1 pum streptavidinbeschichtete Partikel verwendet. Zum Vergleich zu
kommerziell erhéltlichen Partikeln wurden 4,5 pm grofie Adnagen-Partikel getes-
tet. Wie in Abbildung 3.3 auf Seite 74 zu sehen, zeigen die carboxylbeschichteten
und die Ziege anti-Maus-Partikel die niedrigsten Fangraten von den hausintern

funktionalisierten Partikeln. Die Ziege anti-Maus-Partikel konnen im Schnitt nur

101



Kapitel 4 Diskussion

71 % der gespikten Zellen wiederfinden. Weiterhin fallt auf, dass die Ziege anti-
Maus-Partikel eine hohe Standardabweichung aufweisen und reproduzierbare
Ergebnisse somit nicht erreicht werden kénnen. Die hohe Streuung ist ein Resultat
der geringen Stabilitdt der gekoppelten Ziege anti-Maus-Partikel. Am Tag nach
der Funktionalisierung der Partikel konnten sie 45 % weniger Zellen anreichern
als noch am Tag der Funktionalisierung (siehe Seite 74, Abbildung 3.4). Da die Par-
tikel aber nicht fiir jeden Probendurchlauf neu gekoppelt werden sollten, wurden

diese Partikel nicht weiter verwendet.

Auch die carboxylbeschichteten Partikel konnten nur 73 % der gespikten Zel-
len fangen, konnen aber die Zellen gegeniiber den Ziege anti-Maus-Partikel mit
hoherer Reproduzierbarkeit anreichern. Die effizientesten Partikel waren in die-
sen Versuchen die streptavidinbeschichteten 1 pm Partikel, diese reichern die

Krebszellen reproduzierbar mit einer Wahrscheinlichkeit von 85 %.

Bei der Funktionalisierung der carboxylbeschichteten und der Ziege anti-Maus-
Partikel wurde der gleiche Antikorper verwendet, wahrend bei den Streptavidin-
partikeln ein biotingekoppelter anti-EpCAM Antikorper verwendet wurde. Die
unterschiedlichen Fangeffizienzen kénnen daher auch durch die verschiedenen
Antikorper zustande gekommen sein. Der biotingekoppelte Antikorper konnte
eine hohere Affinitat fiir ein anti-EpCAM Epitop auf der Zelle besitzen [122].

Auftallig bei diesem Test ist auch, dass die kommerziell erhéltlichen Partikel
von Adnagen mit 61 % eine weitaus geringere Fangrate im Puffer aufweisen
als die Streptavidinpartikel. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein, dass die
Adnagen-Partikel fiir die Verwendung in Vollblut ausgelegt sind und in dem hier
verwendeten Medium moglicherweise falsch gepuffert waren. Vergleicht man
allerdings die erreichten Fangraten im Vollblut miteinander (siehe Abbildung 3.6),
zeigt sich, dass die Andangen-Partikel auch hier 11 % weniger Zellen anreichern

als die 1 pm Streptavidinpartikel.

4.1.2. Partikeloptimierung

Die meisten Systeme, die zur CTC-Anreicherung entwickelt wurden, erreichen
eine Effektivitdt zwischen 62 % und 93 % [59, 123, 124, 125, 126]. Viele dieser Syste-
me laufen jedoch nicht automatisiert ab, sondern erfordern manuelles Eingreifen.

Eine Probenaufbereitung, wie zum Beispiel die Lyse von roten Blutkorperchen
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oder Zentrifugation der Probe, ist ein hdufig angewandtes Mittel um den Pro-
bendurchsatz zu erhohen und die Kontamination durch normale Blutzellen zu
vermeiden [127, 128]. Fiir diese Schritte ist allerdings geschultes Personal erforder-
lich und eine automatisierte Umsetzung nur schwer zu realisieren. Das in dieser
Arbeit entwickelte Anreicherungssystem sollte daher ohne jegliche Probenvorbe-
reitung in der Lage sein, die CTCs mit hoher Wahrscheinlichkeit und Reinheit

anzureichern.

Da die Partikel nach der Durchfiihrung des Funktionalisierungsprotokolls nach
Herstellerangaben zu Aggregation neigen (siehe Seite 75), wurden das Protokoll
weiter optimiert. Dafiir wurden die Partikel zum einen mit unterschiedlichen An-
tikorperkonzentrationen inkubiert und zum anderen wurden die freien Bindungs-
stellen der Partikel mit biotingeblockt. Wie in Abbildung 3.6 zu sehen, konnte
durch die Optimierung des Kopplungsprotokolls die Fangrate der Streptavidin-
partikel im Blut um 10 % gesteigert werden. Die Fangraten konnten mit steigender
Antikorperkonzentration auf bis zu 90 % im Medium und 73 % im Blut gesteigert
werden, die Aggregatbildung konnte trotzdem nicht eliminiert werden. Erst durch

die Zugabe von Biotin konnte dies vermieden werden (siehe Abbildung 3.5).

Da biotingekoppelte Antikorper meist mit drei bis sechs Biotinmolekiilen funk-
tionalisiert sind [129], kann es durch freie Streptavidinbindungsstellen auf dem
Partikel zu Doppelbindungen des Antikorpers kommen. Blockt man diese freien
Bindungsstellen auf dem Partikel ab, werden solche Doppelbindungen vermieden
(siehe Abbildung 4.1). Die Fangrate der biotingeblockten Partikel konnte darauf-
hin auf circa 95 % im Medium und circa 84 % im Blut gesteigert werden. Dies
ist darauf zuriickzufiihren, dass durch die Aggregation der Partikel eine kleinere
Oberfldche entstanden ist, die mit den Zellen interagieren konnte [130]. Daher wur-
den die Zellen nicht effizient genug angereichert, was sich in der hier gemessenen

Fangrate widerspiegelt.

Auflerdem konnten die einzelnen Partikel besser in Suspension gehalten werden,
wodurch die Interaktion der Partikel mit den Zellen erhoht wurde. Durch die
Verwendung von 0,01 % Biotin konnte also die Aggregatbildung verringert, die
Antikorperkonzentration optimiert und die Fangraten gesteigert werden. Folglich

wurde die Fangeffizienz erhoht und den Bedarf von Antikdrpern optimiert.
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- Biotin

(&) Partikel
® Biotin

<~ Streptavidin
Y Maus anti-Human

Abbildung 4.1.: Kopplungsverhalten der Streptavidinpartikel in Abhédngigkeit von der
Zugabe von Biotin.

Vergleicht man in Abbildung 3.6 (b) die biotingeblockten Partikel mit den kom-
merziell erhéltlichen Adnagen-Partikel, ist deutlich zu erkennen, dass die biotinge-
blockten Partikel in Medium und Blut mit 94 % und 83 % hohere Fangeffizienzen
besitzen als die Adnagen-Partikel mit 63 % und 71 %. Die hoheren Fangraten bei
den biotingeblockten Partikel konnen zum einen, wie zuvor schon erwdhnt, durch
die hohere Effizienz der Antikorper und zum anderen durch die geringere Grof3e
im Vergleich zu den Adnagen-Partikeln erkldrt werden. Sterische Hinderungen
konnen dazu fiihren, dass die 4,5 pm grofien Adnagen-Partikel bei {iberexprimier-
ten Antigenen auf der Zelloberfldche nicht optimal an die Antigendeterminante
binden kénnen und dadurch die gesamte magnetische Ladung auf einer Zelle
reduziert wird [131].
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Des weiteren konnte Kim et al. zeigen, dass Partikel ab einer Grofie von 4 pm
instabile Bindungen ausbilden. Die Partikel konnen sich also nach der Bindung
an eine Zelle wieder 16sen [46]. Aufserdem wurde von Sieben et al. gezeigt, dass
Zellen, die durch 4,5 pm Partikel angereichert wurden, Schaden an der Membran
aufweisen, womit ein Verlust an Zytoplasma einhergeht. [132]. Folglich kénnen die
Zellen wahrend des Anreicherungsprozess mit grofien Partikeln auch vollstandig
zerstort werden.

Sterische

O 4,5 ym Partikel o 1 um Partikel . Antigen > Hinderung

Abbildung 4.2.: Magnetische Zellbeladung in Abhdngigkeit der Grofle der Magnetpar-
tikel. Bei tiberexprimierten Antigenen auf der Zelloberfldche kann es bei grofSen (4 pm)
magnetischen Partikeln schneller zu sterischen Hinderungen kommen als bei kleinen
(1 pm) magnetischen Partikeln. Dadurch kann mit 1 um Partikel eine hohere Zellbeladung
erreicht werden.
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4.1.3. Systemtest

Da sich die Streptavidinpartikel in den Versuchen als die effizientesten Partikel
gezeigt haben, wurden diese Partikel einem Systemtest unterzogen und in dem
halb-automatisierten Pumpsystem getestet. Wie auf Seite 78 in Abbildung 3.8
zu sehen, konnen die Streptavidinpartikel im halb-automatisierten System 73 %
der gespikten MCF-7 Zellen anreichern. Dies ist ein Verlust von 21 % gegentiber
dem Standardversuch. Die verminderte Fangeffizienz ist darauf zurtickzufiihren,
dass die Positionen der Pipette, der Magnete und der Reaktionsgefdfse bei dem
halb-automatisierten System noch per Hand einzustellen waren, und nicht im-
mer exakt mit den gleichen Einstellungen vorgenommen werden konnten. Im
Standardversuch konnten die einzelnen Komponenten immer an der gleichen
Stelle befestigt werden und die Durchmischung wurde immer gleichméfiig durch
den Uberkopfmischer bei 5 rpm durchgefiihrt. Da schon kleine Anderungen der
Position der Pipette wahrend des Mischens dazu fithren konnen, dass die Partikel
nicht optimal vermischt werden, kann dies zu der Abnahme der Fangrate gefiihrt
haben.

Im voll-automatisierten System wurden diese Parameter reproduzierbar einge-
stellt. Auflerdem wurde die Schlauchpumpe durch eine Spritzenpumpe ausge-
tauscht. Dadurch konnten die pulsierenden Bewegungen, die wéahrend des Pum-
pens mit der Schlauchpumpe aufgetreten waren, eliminiert und die Probe gleich-
maéfig durchmischt werden. Des Weiteren wurde die Pipettenhalterung so einge-
stellt, dass sie wiahrend des Mischens vertikal verfahren werden kann. Dadurch
wurde ermoglicht, dass nur ein kleiner Teil der Oberfldche der Pipettenspitze mit
Blut benetzt wurde, da die Pipettenspitze immer nur maximal einen Zentime-
ter in die Probe eingetaucht war. Wahrend dieses Vorgangs musste jedoch die
Spitze der Pipette dauerhaft in der Probe eingetaucht sein, um Blasenbildung zu
vermeiden. Wird eine Blase eingesogen, kann es dazu kommen, dass die Magnet-
positionen nicht mehr mit der Position der Fliissigkeitssdule in der Pipettenspitze
tibereinstimmt. Infolgedessen konnen die magnetischen Partikel in der Probe nicht
optimal angezogen und Zellen verloren gehen. Damit dieser Fall nicht eintritt,
wurden sieben vertikale Positionen eingestellt, die zur Durchmischung der Probe
benotigt werden (siehe Tabelle A.2 und Tabelle A.3 auf Seite 136). Vier Positionen

definieren den oberen Beginn des Mischvorgangs bei unterschiedlichen Volumina
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(7,5 mL Blutprobe, 5 mL Waschpulffer, 3,5 mL Waschpuffer und Fluoreszenzfarb-
stoff), zwei Positionen definieren das Ende des Verfahrweges (Mischposition und
Karussellboden). Die extra Position wird benétigt, da das Reaktionsgefaf eine
konische Form besitzt. Bei dieser Position wurde eine hohere Geschwindigkeit
beim Verfahren der Pipette eingestellt, um dem immer kleiner werdenden Vo-
lumen im Konus des Reaktionsgefafses Rechnung zu tragen und Blasenbildung
zu vermeiden. Die Fangeffizienz konnte durch diese Einstellungen auf 89 % im

Medium gesteigert werden.

4.1.4. Pufferoptimierung

Wie Sieben et. al. demonstrieren konnte, haben die Pufferzusammensetzungen
ebenfalls Auswirkungen auf die Fangrate und die Reinheit der Probe [132]. Daher
wurden verschiedene Waschpuffer getestet, um die Fangeffizienz und die Reinheit
zu verbessern. Zum Einsatz kamen RPMI 1640 Medium, PBS/0,1 % BSA und
EDTA /FCS/PBS Puffer.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Sieben et. al. weist in den hier dargestellten
Ergebnissen nicht das RPMI Medium, sondern der EDTA /FCS/PBS Puffer mit
96 % die hochste Fangrate auf (siehe Abbildung 3.9) [132]. Dies kann in der Zusam-
mensetzung begriindet sein. EDTA hilft Kationen abhédngige Zell-Zell-Kontakte
zu verhindern, indem es mit hoher Affinitdt Ca®" komplexiert. Der Calziument-
zug hat Auswirkung auf die adhdsionsvermittelnden Cadherine einer Zelle und
verhindern so Zellkontaktstrukturen [133]. Auch die Aktivierung von T-Zellen
wird durch den Entzug von Ca?*beeinflusst [134]. Folglich wird die Anlagerung
der T-Zellen an andere Zellen vermindert und somit wird auch die Bildung von
Zellklumpen verringert. Neben EDTA wurde in dem Puffer auch FCS verwendet,
welches sich aus tiber 5.000 Komponenten zusammensetzt, die bis heute noch
nicht alle bekannt sind. Daher ist die genaue Wirkung von FCS auf die Zellen
noch nicht vollstandig verstanden. Jedoch verbessert das Serum die Bioverfiig-
barkeit von unterschiedlichen Substanzen, die auch zur Stabilisierung der Zelle
beitragen. Auflerdem erhoht FCS die Viskositdt des Puffers und kann dartiber
hinaus die Zellen vor mechanischer Beschddigung schiitzen [133]. Da die Zellen
in dem automatisierten Aufbau hdufig durch Pipettieren resuspendiert werden,
kann dieser Schutz dazu beitragen, die Zellen schonend anzureichern. Dass die

Fangeffizienz durch den Puffer im automatisierten Anreicherungsaufbau erstmals
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um 3 % hoher ist als bei der Referenzmethode, weist daraufhin, dass die Zellen
nicht durch unzureichende Kopplung an die Partikel verloren gehen, sondern
durch die Art und Weise wie die Zellen gewaschen werden.

4.1.5. Zellsedimentation

Damit die Zelldetektion ohne Storungen durch Luftblasen ablaufen kann, miissen
die Zellen bevor sie in den Detektionskanal geleitet werden in einem Maander
zwischengelagert werden (siehe Abbildung 2.18). Durch die Zwischenlagerung
der Zellen im Mdander kommt es jedoch zu Sedimentation der Zellen. Sobald die
Zellen sich abgelagert haben, ist ein erneutes Durchmischen nicht mehr moglich.
Die Zellen verbleiben im Madander und konnen die Detektionszone nicht errei-
chen. Durch die Verwendung von Xanthan, einem scherviskosen Additiv, konnten
die Zellen in Suspension gehalten werden. Xanthan ist ein scherverdiinnendes
Medium, welches unter Einwirkung von Scherkriften eine geringere Viskositat
aufweist. Wirken keine Scherkréafte auf das Medium, besitzt Xanthan eine hohe
Viskositdt und kann so Zellen oder Partikel in Suspension halten. AufSerdem ist
es nicht toxisch fiir Zellen, kostengiinstig [135] und aufgrund der niedrigen Ab-
sorption iiber ein breites Wellenldngenspektrum optimal fiir optische Analysen
geeignet [136]. Um zu testen, ob Xanthan in dem hier aufgebauten System die
Zellen vor der Sedimentation bewahrt und diese trotzdem noch in der Detekti-
onseinheit detektiert werden kénnen, wurden Zellsuspensionen in reinem PBS
und 0,125 % Xanthan eine Stunde in den Spritzen der Spritzenpumpe gelagert.
In dieser Zeit wurden in Intervallen von 15 Minuten kurzzeitig Zellen aus dieser
Probe detektiert. Wie auf Seite 80 in Abbildung 3.10 zu sehen, nimmt die Zellzahl
der in PBS gelagerten Zellen mit der Zeit ab. Bei einer Inkubationszeit von 60
Minuten sinkt die Zellzahl um circa 30 %. Lagert man die Zellen nun eine Stunde
lang in 0,125 % Xanthan/PBS, so bleibt die Zellzahl konstant. Die absinkende
Zellzahl der in PBS gelagerten Zellen tritt auf, da die Zellen sich auf dem Boden
der Spritzen ablagern und nicht mehr durch die Spritzenpumpe aus der Spritze
in den Detektionskanal gefordert werden konnen. Xanthan kann also im System
verwendet werden, um Zellen vor der Sedimentation zu bewahren und verhindert

dadurch, dass Zellen im Chip verbleiben, ohne detektiert zu werden.
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4.2. Fluoreszenzmarkierung und -Detektion

Der Prozess der Fluoreszenzmarkierung musste an die bestehende Detektionsein-
heit, die im Zuge einer voran gegangen Doktorarbeit aufgebaut wurde, angepasst
werden. Da der verbaute Laser eine Wellenldnge von 445 nm besitzt, musste
der Fluoreszenzfarbstoff dementsprechend gewéahlt werden. Fiir die Fluoreszenz-
markierung wurden daher der Farbstoff Atto 465 und streptavidinbeschichtete
Quantum Dots (625 nm Wellenldnge) ausgewdhlt und getestet.

Die optische Detektion der Zellen wurde tiber die Methode der raumlich modu-
lierten Fluoreszenzemission realisiert. Dieses Prinzip wurde erstmals 2008 von
Kiesel et. al. vorgestellt und ermdoglichte die Herstellung eines robusten und giins-
tigen Durchflusszytometer [137, 78]. Das zentrale Element dieser Methode ist
die Schattenmaske, durch die die fluoreszenzmarkierten Zellen angeregt werden
konnen. Damit die Zelle widhrend der Durchquerung der Detektionszone opti-
mal durch den Laser angeregt werden kann, muss die Maske vollstandig und
homogen ausgeleuchtet werden. Die Maske hat eine Lange von 1,5 mm und eine
Hohe von 500 pym. Um diesen Bereich ausreichend auszuleuchten, wurde ein
starker Laser mit 1,2 W und einer Wellenlédnge von 445 nm verbaut [138]. Diese
Wellenldnge wird in der Biologie selten genutzt und es sind keine Antikorper mit
einem Fluorophor dieser Wellenldnge kommerziell zu erhalten. Daher mussten
die Antikorper fiir die Fluoreszenzdetektion hausintern gekoppelt werden. Der
Vorteil dieses Lasers ist jedoch, das er im Vergleich zu beispielsweise einem Laser

mit einer Wellenldnge von 488 nm kostengtinstiger ist.

Der Prozess der Fluoreszenzmarkierung ist ein weiterer wichtiger Schritt in der
Probenaufbereitung. Die Spezifitdt der Firbung muss sehr hoch sein, denn trotz
der Aufreinigung der Zellen aus Vollblut, kommt es zu Verunreinigungen durch
Leukozyten. Die Reinheit der Probe hat neben der Wiederfindungsrate eine grofle
Bedeutung, da die Detektion von weifsen Blutkorperchen zu einem falsch positiven
Ergebnis fiihrt [27]. Daher wurde bei der Markierung der Zellen auf die spezifische

Antigen-Antikorper basierte Fluoreszenzmarkierung zurtickgegriffen.

Die Detektion von CFSE-markierten MCF-7 Zellen durch die rdumlich modu-
lierten Fluoreszenzemissionsmethode, wurde zuvor schon erfolgreich demons-
triert [138]. Jedoch wird bei einer CFSE-Farbung die komplette Zelle unspezifisch
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angefdarbt [14], daher konnen auch aufgereinigte weifse Blutkorperchen ange-
farbt werden, die dann als falsch positives Ereignis detektiert werden. Die CFSE-

Farbung wurde daher in dieser Arbeit nur als Positivkontrolle verwendet.

Der Expressionsgrad von tumorassoziierten Oberflachenantigenen ist bei zir-
kulierenden Tumorzellen sehr unterschiedlich. Infolgedessen ist es essenziell,
eine hohe Fluoreszenzintensitidt zu erreichen, um Zellen mit einem niedrigen
Expressionsgrad ebenfalls detektieren zu konnen. In dieser Arbeit wurden fiir die
Fluoreszenzmarkierung anti-EpCAM und anti-Mucl Antikorper getestet.

In Abbildung 3.11 auf Seite 82 ist exemplarisch eine Farbung von Zellen mit
Atto465-gekoppeltem anti Mucin-1 (anti-Mucl) Antikdrpern dargestellt und eine
auf Quantum Dots basierende Farbung mit einem anti-EpCAM Antikoérper. Mucl
ist, wie EpCAM ein Oberflachenmolekiil welches von zirkulierenden Tumorzellen
gebildet wird und kann daher ebenfalls fiir eine spezifische Farbung verwendet
werden [139, 140, 141]. Die Fluoreszenzmessung der Zellen mittels der raumlich
modulierten Fluoreszenzmethode zeigt, dass Zellen, die mit Quantum Dots gefarbt
wurden, eine circa fiinffach hohere Fluoreszenzintensitit aufweisen als Zellen, die

mit dem organischen Fluorophor Atto465-markiert wurden.

Quantum Dots werden in der Biologie immer hadufiger eingesetzt, da sie aufgrund
ihrer Eigenschaften viele Vorteile gegeniiber den normalen Fluoreszenzfarbstoffen
besitzen. Insbesondere das breite Anregungsspektrum, die lange Fluoreszenzsta-
bilitdt, die vernachldssigbareBi Photobleichung und die hohe Quantenausbeute
sind optimal fiir den in dieser Arbeit erstellten Prozess [87, 86].

Das breite Anregungsspektrum der Quantum Dots ermoglicht die Anregung mit
dem 445 nm-Laser und umgeht so die geringe Auswahl an organischen Fluores-
zenzfarbstoffen, die durch diese spezielle Wellenldnge angeregt werden konnen.
Des Weiteren erfolgt die Fluoreszenzfarbung der Zellen nach der Anreicherung,
was zur Folge hat, dass die Fluoreszenzlosung im Probenkarussell der Anreiche-
rungseinheit circa drei Stunden ohne Licht- und Warmeschutz vorgelagert werden
muss. Konventionelle organische Fluoreszenzfarbstoffe konnten in dieser Zeit
stark an Fluoreszenz verlieren, wiahrend die Eigenschaften der QDs nahezu gleich
bleibt [86, 142]. Die hohe Quantenausbeute ist ebenfalls ein grofler Vorteil, da
nicht alle zirkulierenden Tumorzellen gleich viele Antigene auf der Oberfldche
tragen. Daher ist es von grofSer Bedeutung die Zellen so intensiv wie moglich zu
farben, um auch solche mit gering exprimierten Oberflichenantigenen nachweisen
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zu konnen. Angesichts der vielen Vorteile und der hoheren gemessenen Fluores-
zenzintensitdt wurde die Quantum Dot-Farbung weiter optimiert um effektiv und

kosten effizient im automatisierten Aufbau farben zu konnen.

Die weiteren Optimierungen der Quantum Dot-Farbung wurden in einem konven-
tionellen Durchflusszytometer durchgefiihrt, um wahrend der Tests Probenmate-
rial sparen zu konnen. Wie in Abbildung 3.12 auf Seite 83 zu sehen, fluoreszieren
die anti-EpCAM markierten Zellen stiarker als die anti-Mucl markierten Zellen.
Bei dem Muc-1 Antikdrper konnte mit 5 pg/mL eine leicht hohere Fluoreszenzin-
tensitdt (728 [a.u.] (ungefdrbte Zellen) auf 900 [a.u.]) erreicht werden. Durch den
Einsatz von 2,5 ng/mL konnte keine Fluoreszenzfarbung festgestellt werden. Dies
konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass der verwendete Antikdrper keine ho-
he Affinitdt zu der Antigendeterminate aufweist oder dass das Antigen Muc-1
auf den hier verwendeten MCF-7 Zellen schwach exprimiert wurde. Durch den
Einsatz von anti-EpCAM Antikorpern konnte die Fluoreszenzintensitit unter
Verwendung von 2,5 ng/mL anti-EpCAM Antikorper die Fluoreszenzintensitat
auf 2,4x10*gesteigert werden.

4.2.1. Optimierung der Quantum Dot-Konzentration

Um die Farbung weiter zu optimieren, wurde die Quantum Dot-Konzentration
titriert. Wie in Abbildung 3.13 auf Seite 84 zu sehen kénnen die Quantum Dots in
einer Konzentration von 5 nM eingesetzt werden. Dies ist im Vergleich zu der vom
Hersteller vorgegebenen Konzentration von 20 nM eine Ersparnis von 75 % bei
gleich bleibender Fluoreszenzintensitat [104]. Da sich bis zu einer Konzentration
von 5 nM keine Unterschiede in der relativen Fluoreszenzintensitit gezeigt haben,
ist davon auszugehen, dass ab einer Konzentration von circa 5 nM die Losung
gesittigt ist und die Quantum Dots in Uberschuss vorliegen. Das Einsparen von
Verbrauchsmaterialien, wie beispielsweise Antikdrper und Quantum Dots, ist fiir
den spéteren Einsatz von grofSem Vorteil: um personalisierte Analysen und somit
Therapien durchfiihren zu kénnen, miissen die Kosten fiir einen Test so gering

wie moglich gehalten werden [143].
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4.2.2. Optimierung des Protokollablaufs

Neben der Kostenoptimierung ist die Prozessdauer fiir einen Durchlauf ebenfalls
relevant fiir automatisierte Systeme. Durch die Zwei-Schritt-Kopplung dauert
die Fluoreszenzfirbung insgesamt 180 Minuten, da die Antikorper jeweils 60
Minuten inkubieren miissen und die magnetische Separation der Zellen jeweils
10 Minuten gedauert hat. Aus diesem Grund wurde der Versuch unternommen,
die beiden Schritte zu vereinigen. Die Quantum Dots und die Antikdrper wurden
daher gleichzeitig zu den Zellen hinzugefiigt. Wie in Abbildung 3.14 auf Seite
84 zu sehen ist, zeigt die Zwei-Schritt-Kopplung mit 2x10* [a.u.] die hochste
Fluoreszenzintensitit, die Ein-Schritt-Kopplung konnte bei gleicher Antikdrper-
konzentration (2,5 ng/mL) nur eine Fluoreszenzintensitiat von 0,4x10* [a.u.] er-
reichen. Durch den Einsatz von 1 pg/mL anti-EpCAM Antikorper konnte die
Fluoreszenzintensitit allerdings wieder auf 1,3x10* gesteigert werden.

Die Unterschiede in der Fluoreszenzintensitit konnten ebenfalls auf sterische
Hinderungen zurtickzufiihren sein. Bei der Zwei-Schritt-Kopplung konnen die
biotinmarkierten Antikérper zuerst ohne sterische Hinderungen an das Ober-
flachenantigen binden. Anschlieflend binden die Quantum Dots an die schon
gebundenen Antikorper (siehe 113 in Abbildung 4.3).

Bei dem Ein-Schritt-Verfahren binden jedoch die Antikdrper zuerst an die Quan-
tum Dots, dadurch kénnen mehrere Antikérper an ein Quantum Dot-Partikel
binden. Infolgedessen entsteht ein grofler Komplex aus einem Quantum Dot und
mehreren Antikdrpern (siehe Abbildung 4.3 auf Seite 113). Bindet dieses Gebilde
nun an die Oberflichenmolekiile, kann es bei einem hoch exprimierten Antigen

zu sterischen Hinderungen kommen [144].

Diese Erklarung wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass bei einem geringeren
Antikorper Einsatz in der Ein-Schritt-Kopplung die Fluoreszenzintensitidt wieder
steigt. Denn durch eine geringe Anzahl von Antikérpern auf der Quantum Dot-
Oberflache kommt es wiederum zu einem kleineren Quantum Dot-Antikorper
Komplex und folglich auch zu geringeren sterischen Hinderungen. Durch eine ge-
ringere Antikorperkonzentration von 1 pg/mL kann also die Fluoreszenzintensitét

gesteigert und die Kosten pro Analyse gesenkt werden.

Aufgrund von Kapazitdtsengpassen im Probenkarussell durch die iibrigen Prozess-

schritte wurde fiir den automatisierten Ablauf die Ein-Schritt-Kopplung gewahlt,
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Abbildung 4.3.: Kopplung der Antikérper und Quantum Dots wihrend des Ein-Schritt-
Verfahrens und dem Zwei-Schritt-Verfahren. Beim Zwei-Schritt-Verfahren erfolgt zuerst
eine Inkubation der Antikorper. Die ungebundenen Antikdrper werden nach der Inkuba-
tion entfernt. Im Anschluss daran werden die Quantum Dots zu den Zellen hinzugegeben.
Die Quantum Dots binden daraufhin an die Antikorper. Beim Ein-Schritt-Verfahren wer-
den Quantum Dots und die Antikorper zuvor schon inkubiert. Dadurch kénnen mehrere
Antikorper an die Quantum Dots binden. Die grofieren QDs und Antikdrper Komplexe
konnen dadurch sterische Hinderungen hervorrufen.

obgleich die Zwei-Schritt-Kopplung eine hohere Fluoreszenzintensitdt ermoglicht
hétte, denn im Anschluss der Farbung miissen die Zellen in das scherviskose
Medium Xanthan aufgenommen werden. Dafiir wurde im Probenkarussell Po-
sition 6 vorgesehen. Mit der Zwei-Schritt-Kopplung wére diese Position jedoch
vollstandig belegt und die Zellen hitten nicht in Xanthan aufgenommen werden
konnen. Da die Zellen mit der Ein-Schritt-Kopplung noch sehr gut zu detektie-
ren sind, und sich durch die Ein-Schritt-Kopplung tiberdies auch ein zeitlicher
Gewinn von 70 Minuten (60 Minuten Inkubation und 10 Minuten magnetische
Separation entfallen) ergibt, fiel fiir das automatisierte System die Wahl auf das
Ein-Schritt-Verfahren.
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4.2.3. Optimierung der QDs Inkubationszeiten

Zur Optimierung der Inkubationszeiten wurden die Zellen unterschiedlich lange
mit den Quantum Dots inkubiert. Wie in Abbildung 3.15 auf Seite 85 zu sehen,
ist die Fluoreszenzintensitit im getesteten Zeitbereich nicht von der Inkubations-
zeit abhdngig. Die Fluoreszenzkopplung an die Zellen ist also nach spéatestens
15 Minuten vollstindig abgeschlossen und es binden keine weiteren Quantum
Dots an die Zelle. Gegeniiber dem Zwei-Schritt-Protokoll konnen so 45 Minuten

eingespart werden.. Die gesamte zeitliche Ersparnis liegt daher bei 85 Minuten.

4.2.4. Kreuzreaktionen der Quantum Dots

Durch die immunomagnetische Anreicherung und die darauf folgende Quantum
Dot-Immunfarbung, konnte eine Steigerung der Fluoreszenzintensitét erreicht wer-
den (siehe Abbildung 3.17 auf Seite 87). Die Quantum Dots binden unspezifisch
an die magnetischen Partikel und farben diese somit an. Durch die unspezifische
Bindung der Quantum Dots an die magnetischen Partikel, wird die fluoreszieren-
de Oberflache der partikelmarkierten Zellen vergrofiert. Dies fiihrt, im Vergleich
zu zu rein Quantum Dot-markierten Zellen ohne Partikel, zu einer circa drei-
fach hoheren Fluoreszenzintensitit. Die unspezifischen Wechselwirkungen der
Quantum Dots werden auf elektrostatische Wechselwirkungen zurtickgefiihrt,
die durch die Oberflachenbeschichtung mittels negativ geladenen Carboxylgrup-
pen entstehen [145, 146]. Die fluoreszenzmarkierten magnetischen Partikel sind
in einer hohen Konzentration in der Suspension vorhanden. Sie erscheinen also
als quasi-kontinuierlicher Strom im Detektionskanal und durch ihre Fluoreszenz
erhohen sie das Hintergrundrauschen im Signal des Detektors.

4.2.5. Farbepufferoptimierung

Die Quantum Dot-Farbung der Zellen muss laut Herstellerprotokoll in einem
Puffer mit 6 % Bovines Serum Albumin (BSA) durchgefiihrt werden [104]. BSA ist
ein globludres Protein welches hédufig zur Stabilisierung und zur Unterdriickung
von unspezifischen Bindungen zwischen Proteinen und der Wand des Reakti-

onsgefdfies verwendet wird. Jedoch wird es aufgrund der globulédren Struktur
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und der daraus resultierenden schaumbildenen Eigenschaft hdufig als schaum-
bildendes Modellprotein eingesetzt [147]. Da BSA in einer hohen Konzentration
eingesetzt werden muss, kommt es durch das Mischen der Probe durch aspirieren
und dispensieren im automatisierten Aufbau zu starker Blasenbildung (siehe
Abbildung 3.18, Seit 88). Eine entstandene Luftblase kann durch das BSA Proteine
weiter stabilisiert werden [148].

Durch den entstandenen Schaum wurde das absolute Probenvolumen vergrofsert;
das Volumen dass von der Pipettenspitze aufgenommen werden kann, bleibt
jedoch gleich. Daher kommt es dazu, dass der Schaum nicht vollstandig aufge-
nommen werden kann und im Reaktionsgefafs zurtick bleibt.

Um dieses Problem zu verhindern, wurde die 6 % BSA-Losung mit einem An-
tischaummittel aus 30 % Polydimethylsiloxan (PDMS) versetzt. PDMS ist das in
industriellen Prozessen am hédufigsten eingesetzte Antischaummittel. Die schau-
minhibierende Wirkung kann auf die Destabilisierung der Lamellenoberfldche der
Luftblasen zuriickgefiihrt werden [149].

Wie in Abbildung 3.19 auf der Seite 88 zu sehen, kann die Schaumbildung mit
diesem Additiv verhindert werden. Um etwaige negative Auswirkung des An-
tischaummittels auf die Fluoreszenzintensitiat und die Zellvitalitdt zu untersuchen,
wurden entsprechende Versuchsreihen durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3.18 auf
der Seite 88 zu sehen, nimmt die Fluoreszenzintensitit der Zellen nach der Inku-
bation mit dem Antischaummittel versetztem Farbepuffer nicht ab, jedoch sinkt
die Zellzahl nach einer Inkubation mit 0,004 %-iger und 0,04 %-iger Antischaum-
mittel Konzentration. Hingegen kann bei einer Antischaumkonzentration von
0,0004 % kein Einfluss auf die Vitalitdt und Fluoreszenzintensitiat gemessen und
trotzdem eine signifikante Abnahme der Schaumbildungsneigung beobachtet
werden. Die Auswirkungen von Antischaummitteln auf Zellen sind zurzeit noch
kaum untersucht. Antischaummittel konnen einen Einfluss auf Zellen und ihre
Proteinexpression haben. Da die genaue Zusammensetzung des Antischaummit-
tels jedoch vom Hersteller nicht preisgegeben wird, ist es schwer abzuschétzen,
welche Komponenten in dem Additiv die Zellvitalitdat der Zellen beeintrdchtigen
[148].
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4.3. Prozesszeit

Im Bereich der personalisierten Medizin spielt neben der kostengiinstigen Durch-
fithrung auch die Prozesszeit eine grofie Rolle. Zum einem sollte die Bearbeitungs-
zeit, die ein Anwender benétigt so gering wie moglich gehalten werden. Zum
Anderen ist es von Vorteil, wenn die Probe schnellstmdglich prozessiert werden
kann, um einen hohen Probendurchsatz im Laboralltag gewidhrleisten zu konnen.
Die geringe Arbeitszeit fiir den Anwender wird bei dem hier entwickelten System
durch die vollstandige Automatisierung gewéhrleistet.

Um eine kurze Prozesszeit zu erreichen, wurden wie zuvor schon erwihnt, die
verschiedenen Inkubationszeiten und -Schritte optimiert und verkiirzt. Durch
diese Optimierungen ist das Gerét derzeit in der Lage innerhalb von 200 Minuten
eine 7,5 mL Blutprobe aufzureinigen, die Zellen mit Quantum Dots zu farben
und die angereicherten, gefirbten Tumorzellen in dem Transportmedium Xanthan
zu resuspendieren. Die Prozesszeiten bei anderen CTC Anreicherungssystemen
bewegen sich zwischen 90 und 575 Minuten, wobei die manuelle Proben Bear-
beitungszeit bei allen Systemen bei mindestens 30 Minuten liegt. Da bei dem
hier entwickelten System die Proben und Puffer nur noch in das Gerit gestellt
werden miissen, liegt die Vorbereitungszeit mit ungefdhr 10 Minuten unter der
Bearbeitungszeit vieler Anreicherungssysteme[150].

4.4. Bestimmung der Reinheit - Detektion von

Leukozyten

4.4.1. Kreuzreaktionen zwischen Leukozyten, Quantum Dots

und Partikeln

Neben der Effektivitdt der Anreicherung spielt auch die Reinheit einer Probe bei
der CTC Detektion eine grofie Rolle. Denn durch die Detektion von Leukozy-
ten kommt es zu falsch-positiven Ergebnissen. Angesichts der geringen, fiir eine
korrekte Prognose der Uberlebenschancen eines Patienten jedoch ausschlagge-
bende Zahl an CTCs ist die Vermeidung falsch-positiver Resultate von grofier
Wichtigkeit [151].
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Abbildung 4.4.: Detektiertes Fluoreszenzsignal in Abhédngigkeit von der Intensitit der
Fluoreszenzmarkierung. Leukozyten, die mit einem fluoreszenzmarkierten Partikel mar-
kiert sind, haben die gleiche Fluoreszenzintensitdt wie das Hintergrundrauschen und
werden deshalb nicht detektiert. Zellen mit mehr als einem fluoreszenzmarkiertem Parti-
kel werden detektiert. Die Intensitat ist jedoch geringer als bei den spezifisch angefarbten
CTCs.

Da in diesem System immunomagnetische Partikel verwendet wurden, kann
eine Leukozytenkontamination beispielsweise iiber einen FC-vermittelten Me-
chanismus entstehen. Denn immunkompetente Zellen wie B-Zellen und T-Zellen
(Bestandteil der Leukozytenpopulation) konnen iiber den auf den Zellen expri-
mierten Fc-Rezeptor unspezifisch an die Fc-Region (engl. fragment crystallisable)
von Antikorpern binden, welche an die immunomagnetischen Partikeln gebunden
sind. Durch die unspezifische Bindung der Leukozyten an die Partikel konnen
Leukozyten als Beifang angereichert werden. Da die Partikel in diesem System
jedoch durch die QDs mit angefarbt werden, besteht die Gefahr, dass die Leukozy-
ten durch die unspezifisch gebundenen Partikel indirekt fluoreszenzmarkiert und
somit detektiert werden konnen. In Abbildung 3.20 auf Seite 89 ist zu erkennen,
dass die Leukozyten nicht durch die Partikel angefarbt werden, es besteht zwar
die Moglichkeit, dass die Leukozyten an fluoreszenzmarkierte Partikel gebunden
haben, diese werden allerdings erst dann detektiert, wenn die Fluoreszenzintensi-

tat der indirekt markierten Zellen tiber der Intensitidt des Hintergrundrauschens

117



Kapitel 4 Diskussion

liegt (siehe Abbildung 4.4). Dies bedeutet, das mehrere fluoreszenzmarkierte ma-
gnetische Partikel an die Leukozyten gebunden haben miissen, um ein weifSes
Blutkorperchen detektieren zu kdnnen.

In diesem System wurde jedoch auch bei der Fluoreszenzmarkierung der CTCs
auf antikorperspezifische Fluoreszenzfarbung gesetzt. Daher konnen die Leuko-
zyten durch unspezifische Bindungen der Antikdrper oder Quantum Dots an
die Leukozyten direkt fluoreszenzmarkiert werden. Wie in Abbildung 3.20 auf
Seite 89 zu sehen, wird durch die Inkubation von Leukozyten und Quantum
Dots nur eine Zelle detektiert. Diese Zelle konnte jedoch aufgrund der niedrigen

Fluoreszenzintensitit als weifSes Blutkdrperchen ausgemacht werden.

Auflerdem wird durch die Methode der raumlich modulierten Fluoreszenz er-
moglicht, die Zellen nicht nur aufgrund der Fluoreszenzintensitit voneinander
zu unterscheiden. Neben der Fluoreszenzintensitdt wird ndmlich zusitzlich die
Transportgeschwindigkeit einer Zelle detektiert [78]. Da in mikrofluidischen Kana-
len schon zuvor ein Zusammenhang der Zellgrofie und Zellmorphologie mit der
Transportgeschwindigkeit der Zellen festgestellt werden konnte, kann dies auch
hier zur Differenzierung verwendet werden [83, 84]. Die kleineren Leukozyten
(8,5-17 um [46]) haben im Vergleich zu den grofieren Krebszellen (20-30 pm [27])
eine langsamere Transportgeschwindigkeit (sieche Abbildung 3.22 auf Seite 91).
Aufierdem werden die kleineren Leukozyten unspezifisch fluoreszenzmarkiert
und haben allein schon durch ihre geringere Grofie eine niedrige relative Fluores-
zenzintensitdt. Werden die beiden Informationen der Fluoreszenzintensitat und
Geschwindigkeit bei der Detektion berticksichtigt, kann die Reinheit der Probe er-
hoht und dadurch die Wahrscheinlichkeit fiir falsch positive Ergebnisse verringert

werden.

4.4.2. Minimierung des Leukozytenbeifangs durch Anpassung

des Hiillstroms

Eine Leukozytenkontamination kann nicht nur Auswirkungen auf die detektierte
Anzahl der Zellen haben, sondern auch die anschlieSfenden molekularbiologischen
Analysen beeintrachtigen. Leukozyten beinhalten beispielsweise Lactoferrin, wel-
ches zu den Haupt-PCR-Inhibitoren bei humanen Blutproben gehort. Lactoferrin
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beinhaltet Eisen, welches wahrend der PCR in die Probe abgegeben werden kann
und dort die Synthese der DNA behindert [152].

Daher wurde tiberpriift, wie viele Leukozyten insgesamt nach einer Aufreinigung
noch in der Probe vorhanden sind. Wie in Kapitel 2.2.18 zu sehen, konnten 98,6 %
der Leukozyten entfernt werden. Bei einer Ausgangskonzentration von 84000
Leukozyten/mL sind nach der Aufreinigung insgesamt noch absolut 8520 Zellen
(113 Zellen/mL) in der Probe. Die letztendliche Kontamination der dispensierten
Zellen in den Kavitdten der Mikrotiterplatte ist jedoch viel geringer, denn die
Leukozyten werden nur in eine Isolationskavitdt dispensiert, wenn sie sich in
unmittelbarer ndhe einer CTC im Probenfluss authalten. Der minimalen Abstand
zwischen einer erwiinschten Zelle und den umgebenden Leukozyten (Grenzwert
fiir den Zellabstand) konnte wie in Kapitel 3.4.4 dargestellt berechnet werden. Bei
den in dieser Arbeit verwendeten Einstellungen entspricht dies einem Abstand
von mindestens 23,3 mm zwischen einer Zelle und der nichstgelegenen Leukozyte.

Ist der Abstand kleiner, werden sie zusammen in eine Isolationskavitit dispensiert.

Hiillstrom
Der mittlere Zellabstand kann in dem hier verwendeten System Y\

tiber das Verhiltnis von Hiillstrom zum Probenstrom eingestellt
werden. Wird die Hiillstromzufuhr erhoht, kommt es zu einer
starkeren Fokussierung der Probe und folglich auch zu einer
hoheren Verdiinnung. Die Verdiinnung hat wiederum zur Fol-
ge, dass der mittlere Zellabstand erhoht wird (Abbildung 3.24).
Dies hat wiederum zur Folge, dass wéahrend des Dispensierens
der Zielzelle, weniger Leukozyten als Beifang erfasst werden.

Allerdings muss beachtet werden, dass durch ein hoheres Ver-

héltnis von Hiillstrom zum Probenstrom die Prozesszeit ansteigt

die benétigt wird, um die verdiinnte Probe zu analysieren (siehe
Abbildung 3.25, Seite 95). Daher muss ein Mittelweg gefunden
werden, bei dem die Zielzellen mit moglichst wenigen Leukozy-

ProbeTnstrom

Abbildung 4.5.:
Verdiinnung der
noch praktikabel ist. Probe durch er-
hohten Hiillstrom

ten im Hintergrund isoliert werden kénnen und die Prozesszeit

Mit den hier verwendeten Parametern fiir den Hiullstroms
(3 mL) ergibt sich mit einem Grenzwert fiir den Zellabstand die
Wahrscheinlichkeit, dass in 82 % der Isolationskavitiaten mindestens ein weifdes

119



Kapitel 4 Diskussion

Blutkoérperchen vorhanden ist und in circa 54 % der Félle mindestens 3 Leukozy-
ten. Die Dauer fiir eine Messung bei diesen Einstellungen betragt 500 Sekunden.
Um die Reinheit zu verbessern, konnte eine Hiillstromzufuhr von 9 mL eingestellt
werden. Bei diesem Volumen verringert sich die Leukozytenkontamination so,
dass nun nur noch 53 % der Kavitdten insgesamt kontaminiert sind. Nur 15 % der
Kavitdten sind mit drei oder mehr Leukozyten kontaminiert. Auch die Prozesszeit
bleibt mit circa 20 Minuten praktikabel.

Fiir viele Fliissigbiopsiesysteme sind keine Daten zur Reinheit vom Hersteller
veroffentlicht; bei den Systemen, fiir die Daten veroffentlicht sind, wird, wird
eine ,hohe” Reinheit mit einer Leukozytenzahl von 500-1500 Zellen/mL angege-
ben [153, 154, 155]. Andere Systeme geben die Reinheit wiederum in relativ mit Be-
zug auf die Zahl der zu isolierenden Zellen an (- ellzggﬁfiléi’i T x100) [27, 156, 96].
Je nachdem wie viele Zielzellen zuvor in der Probe waren, kann dadurch die Rein-

heit unabhéngig von den gefangenen Leukozyten schlechter oder besser werden.
Daher ist ein Vergleich der Reinheit unter den verschiedenen Anreicherungsplatt-
formen tiiber die prozentuale Depletion in Bezug auf die Zielzellen schwierig,
wenn nicht die gleiche Ausgangszahl an CTCs oder eingebrachten Modellzellen
verwendet wurde. Zumeist wird eine hohe Reinheit dann zwischen 50 und 97 %
angegeben [48, 157]. Die genaue Reinheit kann fiir das in dieser Arbeit beschrie-
bene System noch nicht angegeben werden, da ein vollstindiger Durchlauf mit
der Dispension der einzelnen Zellen in die Isolationskavitdten noch nicht moglich

war.

4.5. Gesamtgerat

Die Detektion und Anreicherung von zirkulierenden Tumorzellen ist im Moment
eines der aktivsten Forschungsfelder in der translationalen und angewandten
Krebsforschung. Mehr als 400 Studien beschéftigen sich derzeit mit dem Thema.
Die Fliissigbiopsie ist dabei eine vielversprechende Methode im Kampf gegen
den Krebs [158]. Peripheres Blut kann von Patienten einfach, regelméfig, kosten-
glinstig und ohne erhohte Invasivitdt entnommen und analysiert werden. Die
Analyse einer solchen Probe liefert dazu noch einen , Echtzeitstatus” tiber den

momentanen Krankheitsstatus des Patienten [159].
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4.5 Gesamtgerét

Das in dieser Arbeit entwickelte Anreicherungssystem hat einige Vorteile im
Vergleich zu vielen auf dem Markt befindlichen Systemen. Zum einen konnte
durch die Anreicherungseinheit eine Wiederfindungsrate von bis zu 96% erreicht
werden, ohne das die Probe zuvor durch manuelle Bearbeitungsschritte aufbe-
reitet werden musste, wie es beispielsweise bei den kommerziellen Systemen
IsoFlux, ApoStreamTM oder , CellSearch” der Fall ist [54, 40, 91]. Manuelle Pra-
parationsschritte vor der eigentlichen Anreicherung bergen die Gefahr, bereits
im ersten Schritt Zellen zu verlieren und erhéhen somit Wahrscheinlichkeit von
falsch-negativen Ergebnissen. Dadurch, dass das hier beschriebene System ohne
separaten manuellen Préaparationsschritt der Blutprobe auskommt, konnte diese
Wahrscheinlichkeit gesenkt und der Arbeitsaufwand minimiert werden. Eine di-
rekte Verarbeitung der Probe mit Hilfe des hier entwickelten Systems ist daher
von groflem Vorteil.

Ein weiterer Vorteil des Systems ergibt sich aus der Automatisierung der Pro-
benanalyse. Wahrend bei vielen Anreicherungssystemen geschultes Personal die
Zellen zytopathologisch begutachten muss, werden die Zellen bei dem hier ent-
wickelten System durch eine automatisierte Detektion gezdhlt. Die vitalen detek-
tierten Zellen konnen zudem vereinzelt in eine Mikrotiterplatte abgelegt werden
und anschlieflend fiir Einzelzellanalysen verwendet werden, dies ist nach meinem
besten Wissen bis jetzt mit keinem anderen Anreicherungssystem, welches sich
auf dem Markt befindet, moglich.

Fiir den klinischen Einsatz bietet dieses Gerdt neben den diagnostischen Vorteilen
der Einzelzellanalyse weitere Vorteile. Beispielsweise senken die kommerziell er-
héltlichen Einwegartikel die Kosten fiir einen Testdurchlauf. AufSerdem erlauben
die zwei Module des Gerites einen flexiblen Einsatz. Denn das Anreicherungs-
modul kann unabhingig von der Detektionseinheit eingesetzt werden und um-
gekehrt. Dadurch wird ermoglicht, neben der normalen CTC-Aufreinigung und
-Detektion, alternative Assays in dem Geréat durchzufiihren. Das hier entwickelte
System bietet also die Moglichkeit kostengiinstig, mit hoher Sensitivitdt und wenig

Arbeitsaufwand Tumorzellen anzureichern und nachzuweisen.
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4.6. Zusammenfassung und Ausblick

Nach einem automatisierten Komplettdurchlauf kann mit dem hier entwickelten

System und den jetzigen Parametern eine Fangrate von ~62 % erwartet werden.

Durch separate Versuche in der Anreicherungseinheit, dem Probenmdanders
im Chips und wihrend des Dispensiervorganges, konnte ermittelt werden, an
welcher Stelle im Gesamtgeréat der grofite Zellverlust auftritt. Durch die Anreiche-
rungseinheit konnten 96 % der Zellen angereichert werden. Durch Projektinterne
konnte eine Wiederfindungsrate von 77,5 % der im Detektionschip, nach dem
Durchlauf des Maanders ermittelt werden [160]. Wahrend im Rahmen einer Mas-
terarbeit eine Wiederfindungsrate von 88,5 % nach dem Dispensieren der Zellen
festgestellt werden konnten [161]. Da beispielsweise der Test im Probenmé&ander
aus zeitlichen Griinden bis jetzt nur zweimal durchgefiihrt werden konnte, ist zu
erwarten, dass die Wiederfindungsraten durch weitere Optimierungen und Tests

noch verbessert werden konnen.

Auch bei der Reinheit der Probe kann durch weitere Pufferoptimierung die Rein-
heit der Probe erhoht werden. Momentan kann eine Leukozytendepletion von
circa 98,6 % erreicht werden.

Um die Kontamination durch Leukozyten weiter zu verringern, konnen in den
ndchsten Versuchen neben der Anpassung des Hiillstroms gekiihlte Waschpuffer
und der Einsatz eines FcR-Block-Agens getestet werden, [14]. Aufserdem kénnen
die Parameter des Hiill- und Probenstroms an die berechneten Werte angepasst
werden, sodass die Leukozytenkontamination in den Isolationskavitdten verrin-

gert wird.

Weiterhin kann das automatisierte Gerdt verkleinert werden, da die Pipetten
und -Magnethalterung der Anreicherungseinheit letztendlich nur im Bereich des

Probenkarussells verfahrbar sein muss.

Neben der Anreicherung von CTCs kann das System auch in anderen Bereichen
der Diagnostik eingesetzt werden. Beispielsweise kann durch die Anreicherung
von fetalen throphoblastische Zellen aus maternalem Blut eine schonende prana-
tale Diagnostik durchgefiihrt werden, ohne Fotus und Mutter zu gefdhrden [162].
Aufserdem kann das System auch bei der Ermittlung des Immunstatus von AIDS
erkrankten (CD4-Zidhler) eingesetzt werden.
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4.6 Zusammenfassung und Ausblick

Neben dem klinischen Einsatz kann das System beispielsweise auch in der Le-
bensmittelindustrie eingesetzt werden, um Bakterienverunreinigungen in der
Getrankemittelherstellung zu tiberwachen.

Da die magnetischen Partikel und die Quantum Dots mit so gut wie jedem An-
tikorper funktionalisiert werden kénnen und das System modular verwendet
werden kann, ergibt sich ein breites Feld an moglichen Einsatzgebieten.
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A. Programmablaufe

A.1. Programmablauf halb-automatisiert

Tabelle A.1.: Halb-automatisierter Programmablauf

Schritt | Flussrate | Dauer| Rotation | Speed | Schleife | Pause| Manuelle
(mL/min) | (sec) (rpm) (min) | Einstellung
1 10 30 213 420
2 10 30 -213 420 30X
Magnete
&
3 10 30 213 420 20 Quetsch-
ventil
i |1 300 213 | 42 anlegen
Pufferwechsel (PBS/0,1 % BSA), dann Magnet entfernen
5 10 30 213 420 10X
6 10 30 -213 420
Magnete
&
7 10 30 213 420 10 Quetsch-
ventil
§ |1 300 | 213 |42 anlegen
Pufferwechsel (PBS/0,1%BSA), dann Magnet entfernen
Schritte 5-8 zweimal Wiederholen
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A.2. Programmablauf automatisierte Anreicherung
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Spritze
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Tabelle A.2.: Vertikale Positionen der Pipettenhalterung

Vertikaler
Position Verfahrweg in

mm
Blutprobe 105,0
Pipettenspitze 113,0
Waschpuffer 5 mL 123,0
Waschputffer 3,5 mL 129,0
Mischposition 161,0
Fluoreszenzfarbstoff 150,0
Karusell 164,7
Ablassposition 51,0
Extraposition 154,0

Tabelle A.3.: Horizontale Positionen der Pipettenhalterung

Horizontaler
Position Verfahrweg in

mm
Pipettenspitze 292,00
Karussell 157,50

Tabelle A.4.: Spritzeneinstellung

Einstellung Werte
Motorstrom 400 mA
Spritzengeschwindigkeit 1,143 mm/s
Vorschub pro Vollschritt 6,35 nm
Winkel pro Vollschritt 1,8°
Spritzenvolumen 10 mL
unteres Drucklimit 8 mbar
oberes Drucklimit 10 mbar

Tabelle A.5.: Motoreinstellung der Pipettenhalterung

Einstellung Werte
Winkel pro Vollschritt 1,8°
Motorstrom 800 mA
Frequenz 775 Hz
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Nomenklatur

Hg

pm

BMBF

BSA

CD45

Cds

CdSe

CdTe

cfDNA

CFSE

(Ci3-Cluster

CTC

DAPI

DEP

DLD

DMSO

ECE

Mikrogramm

Mikrometer

Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung
Bovines Serumalbumin

eng.: cluster differentiation 45

Cadmiumsulfid

Cadmiumselen

Cadmiumtellurid

zellfreie DNA, engl. cell free DNA
Carboxyfluorescein succinimidyl ester

Cluster fiir Individualisierte Inmunintervention
zirkulierende Tumorzelle , engl. circulating tumor cell
4’,6-Diamidin-2-phenylindo

Dielektrophoretisch

Deterministic lateral displacement, Deterministische Laterale Ab-
lenkung

Dimethylsulfidoxid

Electrical Current Exclusion, Elektrischer Stomausschluss
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EDC
EDTA
EMT

EpCAM

FCS
FITC
ICC
MCE-7
MEM
MET
mM
Mucl
NHS
nM
nm
PBS
PCR
PFF
RBK
rpm
RPMI

RT

138

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Ethylendiamintetraacetat
Epitheliale-mesenchymalen Transition

engl.: epithelial cell adhesion molecule, Epitheliales Zelladhédsions-

molekiil

Fotales Kélberserum

Fluoresceinisothiocyanat

immunhistochemisch

Michigan Cancer Foundation -7

nicht essentielle aminosdauren, minimal essential medium
Mesenchymale-Epitheliale Transition

Millimolar

Mucin 1

N-Hydroxysuccinimid

Nano Molar

Nanometer

Phosphat gepufferte Salzlosung, eng.: Phosphat buffered saline
engl.: polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Pinched flow fraction

Rote Blutkorperchen

Umdrehungen pro Minute, engl. revolutions per minute
Roswell Park Memorial Institute, Zellkulturmedium

Raumtemperatur



Nomenklatur

WBK Weifse Blutkorperchen

WHO Weltgesundheitsorganisation, engl.: World Health Organization
ZnS Zinksulfid

FDA Food and Drug Administration, behordliche Lebensmitteliiberwa-

chung und Arzneimittelzulassungsbehorde der USA
min Minuten

W Watt
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