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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Molekulare Untersuchungen onkologisch relevanter Biomarker sind entscheidend fiir die personalisierte
Medizin, da sie die Diagnose von Krebserkrankungen prazisieren und die Entwicklung zielgerichteter
Therapien ermdoglichen kdnnen. Krebs ist laut Weltgesundheitsorganisation fir jeden sechsten Todesfall
verantwortlich und gilt als zweithaufigste Todesursache in Deutschland. In Europa erkranken jahrlich 2,6
Millionen Menschen an Krebs, einer Erkrankung mit einem komplexen mehrstufigen Prozess einzelner
Zellen, der bisher nicht vollstandig erforscht ist. Durch die grundlagenwissenschaftliche Analyse von
Tumor-assoziierten Strukturen koénnen individuelle Tumoreigenschaften identifiziert und somit

malgeschneiderte Behandlungsstrategien entwickelt werden.

Die Threonin Aspartase 1 (Taspasel) wurde in diesem Zusammenhang als onkologisch relevante Protease
mit Biomarker-Potential flir verschiedene Tumorentitdten charakterisiert. Taspasel spielt eine
entscheidende Rolle bei der Aktivierung von Mixed Lineage Leukemia (MLL)-Fusionsproteinen und
demzufolge bei der Entstehung aggressiver Leukdmien. Darliber hinaus wurde eine funktionelle
Uberexpression von Taspasel bei einer Reihe von soliden Tumoren, wie auch den Kopf-Hals-Tumoren
(head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) gezeigt. HNSCC zeichnet sich durch eine schlechte
Prognose aus, da in zwei Dritteln der Falle die Diagnose erst in einem fortgeschrittenen Stadium gestellt
wird und die Metastasierung die Behandlungsmoglichkeiten erheblich erschwert. Hier kann Taspasel nicht

nur als prognostischer Biomarker, sondern auch als mogliches therapeutisches Zielprotein dienen.

Zur detaillierten Charakterisierung der onkologischen Aktivitdt von Taspasel wurde im Rahmen dieser
Arbeit ein besonderer Fokus auf Protein-Interaktionen und subzelluldre Transportmechanismen gelegt,
welche entscheidend an der Regulation ihrer proteolytischen Aktivitdt und somit ihrer onkogenen Wirkung
beteiligt sind. Einer der wichtigsten und zugleich onkologisch relevanten Interaktionspartner von
Taspasel, welcher der Protease den Zugang zum Nukleus und insbesondere zum Nukleolus ermoglicht, ist
Nucleophosminl (NPM1). Da eine Hemmung der spezifischen Taspasel-NPM1-Interaktion einen
innovativen Ansatz zur Taspasel-Hemmung darstellt, wurde zunachst die Interaktionsdomane beider
Proteine identifiziert. Die hierfiir generierten Deletions- und Lokalisationsmutanten von NPM1 wiesen auf
eine funktionell bedeutsame Region im N-Terminus von NPM1 hin. Veranderungen im Bereich von 100
Aminosauren im N-Terminus beeintrachtigen die nukleoldre Lokalisation der NPM1-Mutanten. Die
Aktivitat von NPM1 wird zudem durch die Oligomerisationsdomane gesteuert, wie Untersuchungen mit
NPM1-knockdown-Zellen und Mutanten ohne Oligomerisationsdomane belegen. Dariiber hinaus wird die

Interaktion von NPM1 mit Taspasel hauptsachlich durch die N-terminale Oligomerisations-
1
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/Chaperondomane gesteuert, wobei die C-terminale Region (aal87-260) ebenfalls eine wichtige Rolle

spielt.

Um die NPM1-Taspasel-Interaktion im Detail zu verstehen, wurden weitere Untersuchungen mit Hilfe von
chiméren Proteinen aus humaner und Drosophila Taspasel (dTasp) durchgefiihrt. Im Gegensatz zur
humanen Taspasel, zeigt die homologe Protease aus Drosophila keine Interaktion mit NPM1. Die
proteolytisch aktive Taspasel besteht aus zwei Untereinheiten, der a- und B-Untereinheit, welche in den
hergestellten chimédren Varianten aus unterschiedlichen Spezies stammen (a-hTasp/B-dTasp und o-
dTasp/B-hTasp). Beide Taspasel-Chimadren zeigten keine Interaktion mit endogenem NPM1.
Lokalisationsstudien und Messungen der proteolytischen Aktivitat der chimaren Proteasen verdeutlichten,
dass die subzelluldre Taspasel-Lokalisation von der a-Untereinheit abhangt, wahrend die proteolytische

Aktivitat von der B-Untereinheit gesteuert wird.

Interessanterweise zeigen Zellen, welche NPM1-Mutanten in Kombination mit Taspasel exprimieren, eine
erhohte Viabilitat, was auf eine unterstiitzende Wirkung von Taspasel auf NPM1 hinweist. Des Weiteren
fiihrte eine Taspasel-Uberexpression zur gesteigerten Empfindlichkeit von HNSCC-Zellen gegeniiber der
chemotherapeutischen Behandlung mit Cisplatin. Eine kombinierte Chemo- und Strahlentherapie erwies
sich als besonders effektiv, wobei héhere Cisplatin-Dosen einen synergistischen Effekt mit der Bestrahlung
aufweisen. Neben der molekularen Untersuchung der Taspasel-NPM1-Interaktion, wurden zudem
neuartige Moglichkeiten zur Etablierung von zirkulierenden Biomarkern fir die Tumor-Diagnostik

erforscht.

Bedauerlicherweise werden lediglich bei einem Drittel aller Patienten die Karzinome in einem sehr friihen
Stadium entdeckt und die verbleibende Mehrheit von zwei Dritteln bekommt die Diagnose Krebs in einem
fortgeschrittenen Stadium gestellt. Im Falle eines fortgeschrittenen HNSCC besteht die Behandlungsoption
entweder aus einer Kombination aus chirurgischer Entfernung mit adjuvanter Radiotherapie und
moglicher adjuvanter Chemotherapie oder einer primdren Strahlentherapie. Um einerseits die
Behandlungsoption der Patienten zu optimieren und auf das Niveau der ,,personalized therapy” zu bringen,
und andererseits eine friihere Diagnose der Erkrankung stellen zu kénnen, werden die im Rahmen von

Lliquid biopsy* zirkulierenden Tumorzellen im Blut von HNSCC-Patienten untersucht.

Verschiedene Detektionssysteme und Kulturmethoden zur Isolierung und ldentifikation dieser Zellen
wurden optimiert. Kleine extrazelluldre Vesikel, sogenannte Exosomen, erwiesen sich als potenzielle
Biomarker fiir die Frihdiagnostik. Experimente zur Isolierung und Untersuchung ihrer Interaktion mit

anderen Zellen und Partikeln sowie zur zelluldren Aufnahme von Exosomen durch Makrophagen lieferten
2
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neue Einblicke in die Transportmechanismen innerhalb von Zellen. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass
Exosomen als diagnostische Biomarker, therapeutische Zielstrukturen oder Nanosysteme zur

Medikamentenverabreichung genutzt werden kdnnten.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Arbeit wichtige Erkenntnisse gewonnen werden, welche
neben ihrer grundlagenwissenschaftlichen Relevanz zudem das Potential haben, zukiinftige Strategien der

Krebsdiagnostik und -therapie zu beeinflussen.



Summary

Summary

Molecular studies of oncologically relevant biomarkers are crucial for personalized medicine as they can
refine the diagnosis of cancer and enable the development of targeted therapies. According to the World
Health Organization, cancer is responsible for one in six deaths and is the second leading cause of death
in Germany. In Europe, 2.6 million people develop cancer annually. Cancer is a disease with a complex
multi-stage process of individual cells, which has not yet been fully researched. Through basic scientific
analysis of tumor-associated structures, individual tumor properties can be identified and customized

treatment strategies can be developed.

In this context, Threonine Aspartase 1 (Taspasel) has been characterized as an oncologically relevant
protease with biomarker potential for various tumor entities. Taspasel plays a crucial role in the activation
of Mixed Lineage Leukemia (MLL) fusion proteins and, thus, in the development of aggressive leukemias.
Furthermore, functional overexpression of Taspasel has been shown in a number of solid tumors,
including head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). HNSCC is characterized by a poor prognosis,
since in two-thirds of the cases, the diagnosis is not made until an advanced stage, and metastasis
significantly complicates treatment options. In this context, Taspasel can serve not only as a prognostic

biomarker, but also as a possible therapeutic target protein.

To characterize the oncological activity of Taspasel in detail, this work focused particularly on protein
interactions and subcellular transport mechanisms, which are crucially involved in the regulation of its
proteolytic activity and thus its oncogenic effect. One of the most important and oncologically relevant
interaction partners of Taspasel, which enables the protease to access the nucleus and, in particular, the
nucleolus, is nucleophosminl (NPM1). Since an innovative approach to inhibiting Taspasel involves
inhibiting the specific Taspase1l-NPM1 interaction, the first step was to identify the interaction domains of
both proteins. The deletion and localization mutants of NPM1 generated for this purpose indicated a
functionally significant region at the N-terminus of NPM1. Mutations within a range of £100 amino acids
in the N-terminus affect the nucleolar localization of NPM1 mutants. The activity of NPM1 is also controlled
by the oligomerization domain, as demonstrated by studies with NPM1-knockdown cells and mutants
without an oligomerization domain. Furthermore, the interaction of NPM1 with Taspasel is mainly
controlled by the N-terminal oligomerization/chaperone domain, although the C-terminal region (aal87-

260) also plays an important role.



Summary

To understand the NPM1-Taspasel interaction in detail, further investigations were performed using
chimeric proteins from human and Drosophila Taspasel (dTasp). In contrast to human Taspasel, the
homologous Drosophila protease does not interact with NPM1. The proteolytically active Taspasel
consists of two subunits, the a- and B-subunits, which in the chimeric variants originate from different
species (a-hTasp/B-dTasp and a-dTasp/B-hTasp). Neither Taspasel chimera interacted with endogenous
NPM1. Localization studies and measurement of the proteolytic activity of chimeric proteases revealed
that subcellular Taspasel localization depends on the a-subunit, while proteolytic activity is controlled by

the B-subunit.

Interestingly, cells expressing NPM1 mutants in combination with Taspasel showed increased viability,
indicating a supportive effect of Taspasel on NPM1. Furthermore, Taspasel overexpression increased the
sensitivity of HNSCC cells to cisplatin chemotherapy. Combined chemotherapy and radiotherapy proved
to be particularly effective, with higher cisplatin doses showing a synergistic effect with radiation. In
addition to the molecular investigation of the Taspasel-NPM1 interaction, novel possibilities for

establishing circulating biomarkers for tumor diagnostics were also investigated.

Unfortunately, carcinomas are only detected at a very early stage in one-third of all patients, whereas the
remaining two-thirds are diagnosed with advanced-stage cancer. In the case of advanced HNSCC,
treatment options consist of either a combination of surgical removal with adjuvant radiotherapy and
possible adjuvant chemotherapy, or primary radiotherapy. In order to optimize the treatment option for
patients and to bring it to the level of “personalized therapy”, on the one hand, and to enable earlier
diagnosis of the disease, on the other, circulating tumor cells in the blood of HNSCC patients are examined

using “liquid biopsy”.

Various detection systems and culture methods have been optimized for isolating and identifying these
cells. Small extracellular vesicles, also known as exosomes, are potential biomarkers for early diagnosis.
Experiments to isolate and study their interaction with other cells and particles, as well as the cellular
uptake of exosomes by macrophages, have provided new insights into the transport mechanisms within
cells. These findings suggest that exosomes could be used as diagnostic biomarkers, therapeutic targets,

or nanosystems for drug delivery.

In summary, important insights were gained in the course of this work, which, in addition to their
fundamental scientific relevance, have the potential to influence future strategies in cancer diagnosis and

therapy.



Einleitung
2. Einleitung

2.1 Krebs und Tumorgenese

Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) verstarben im Jahr 2020 weltweit geschatzt 9,96 Millionen
Menschen an Krebs (WHO 2020). Somit ist Krebs fiir jeden 6. Todesfall verantwortlich und zahlt nach Herz-
Kreislauf-Erkrankungen als zweithdufigste Todesursache. Legt man den Fokus auf Europa, so ist Krebs
verantwortlich flr rund 25 Prozent aller Todesfélle mit jahrlich 2,6 Millionen Neuerkrankungen. Zu den
haufigsten Krebsarten gehoren Brustkrebs, Lungenkrebs, Magenkrebs, Leberkrebs und Karzinome der

kolorektalen Region [1].

Die Entstehung von Krebs umfasst einen komplexen mehrstufigen Prozess einzelner Zellen, der bisher
nicht vollstandig erforscht ist. Beglinstigt wird die Entartung von Zellen durch diverse kanzerogene
Faktoren. Neben der familidgren Disposition sind auch einige exogene Risikofaktoren bekannt, wie
beispielsweise das Rauchen, UV- oder ionisierende Strahlung und spezifische Viren. Ein bekanntes Beispiel
fir onkogene Viren stellen die Gebarmutterhalskrebs auslésenden humanen Papillomaviren dar [2, 3]. Fir
die Auslésung der Tumorgenese ist die Anhdaufung von genetischen und epigenetischen Aberrationen in
einer Zelle notwendig, die vor allem Protoonkogene oder Tumorsuppressorgene betreffen [4]. Als
Protoonkogene werden Gene bezeichnet, die in jeder Zelle vorkommen und fiir Proteine kodieren, welche
Wachstum, Teilung und Differenzierung einer Zelle kontrollieren. Wachstums- und Transkriptionsfaktoren
sind Beispiele fiir solche von Protoonkogenen codierenden Proteine. Protoonkogene kdnnen durch eine
dominante Mutation, eine sogenannte ,gain of function“-Mutation, in Onkogene umgewandelt werden,
die wiederum das Tumorwachstum férdern kdnnen. Im Gegensatz zu Protoonkogenen fiihrt eine ,/oss of
function“~-Mutation im Zusammenhang mit Tumorsuppressorgenen, die als Regulatoren des Zellzyklus und
der Apoptose fungieren, zu einem Funktionsverlust, der wiederum ebenfalls zur Entartung von Zellen
fihren kann. Tumorsuppressorgene codieren beispielsweise flir Tumorsuppressorproteine wie p16, p27
oder p53. Somit wird in solchen Fallen die Bereitschaft in den Zellen zur Proliferation erhéht und der

programmierte Zelltod unterdriickt.

Bis zur Entartung einer Zelle miissen demnach einige Grundbedingungen erfillt werden, die Hanahan und
Weinberg im Jahre 2000 erstmals in einem Modell zur Tumorgenese beschrieben. Die verdffentlichte
Auflistung von biologischen Eigenschaften zur Charakterisierung von Tumoren wurde 2011 in ,,Hallmarks
of cancer: the next generation” um vier weitere Eigenschaften erganzt [4, 5]. Demzufolge weisen

Tumorzellen eine Reihe von physiologischen Veranderungen auf (Abbildung 1), wie beispielsweise die
6
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Umgehung der Apoptose und die Unabhangigkeit von externen Wachstumsfaktoren. Des Weiterein
kénnen die Zellen eines soliden Tumors bis zu einer bestimmten GréRe durch Diffusion mit Nahrstoffen
und Sauerstoff versorgt werden. Die Resistenz gegeniiber Wachstumssuppressoren und die zum Teil
dadurch einhergehende Fahigkeit zur unbegrenzten Zellteilung sorgen fiir ein weiteres Wachstum des
Tumors. Durch die Fahigkeit zur Bildung neuer BlutgefaRe (Induktion von Angiogenese) wird eine optimale
Versorgung des Tumors gewdhrleistet. Bedingt durch die lokale Invasion der Tumorzellen in
tumorumgebendes Gewebe kann dieser ebenfalls Zugang zum hamatopoetischen bzw. lymphatischen
System des erkrankten Organismus erlangen. Die Verbreitung von malignen Tumorzellen eines
Ursprungstumors (Primartumors) tber die Blut- oder Lymphbahn in primar nicht erkrankte Organe und
Gewebe nennt man Metastasierung [4]. Zu den ergdnzten Eigenschaften des Modells nach Hanahan und
Weinberg gehoren die Genominstabilitit und akkumulierende Mutationen, Immunkontrollen,
tumorfordernde Entziindungsreaktionen und die Deregulation des zellularen Energiestoffwechsels [5].
Eine kirzlich bekannt gegebene Erweiterung der Krebseigenschaften beschreibt zusatzlich die
phdnotypische Plastizitdt, die genetische Umprogrammierung zur Sicherstellung von nitzlichen
Eigenschaften durch Genregulationsmechanismen, die zelluldre Seneszenz und die Bedeutung des
humanen Mikrobioms (,,polymorphic microbioms*) fir die Entstehung sowie Unterhaltung von Krebs, aber

auch im Hinblick einer Schutzfunktion [6].
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Abbildung 1: Modell zur Tumorgenese

Fur die Entstehung von Krebs missen einige der folgenden Grundbedingungen erfiillt werden: Resistenz gegeniber
Wachstumssuppressoren, eine genetische Umprogrammierung, Immunkontrollen, unbegrenzte Zellteilung,
tumorférdernde Entziindungsreaktionen, polymorphes Mikrobiom, lokale Invasion und Metastasierung, Induktion
von Angiogenese, zelluldre Seneszenz, Genominstabilitdt und Mutation, Umgehung der Apoptose, Deregulation des
zelluldren Energiestoffwechsels, Einsatz phdnotypischer Plastizitdt und die Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren.

Verandert nach [6].

2.2 Proteasen und Krebs

Auf zelluldrer Ebene gehdren Proteine zu den wichtigsten funktionalen Bestandteilen. Das Fachgebiet der
Proteomik, welches sich mit der Erforschung des Proteoms beschaftigt, umfasst neben dem intensiv
erforschten Gebiet der Proteinbiosynthese auch den Abbau von Proteinen (Proteolyse). Die fiir diesen
Prozess zustandigen Enzyme werden Proteasen genannt. Die essentielle Rolle von Proteasen, durch
Hydrolyse von Peptidbindungen Proteine zu degradieren, gewann innerhalb der letzten Jahrzehnte

zunehmend an Bedeutung. Anhand dieser Degradationsprozesse, die in nahezu allen Lebewesen



Einleitung

stattfinden, Gbernehmen Proteasen eine wichtige Aufgabe in der Regulation von spezifischen biologischen
Prozessen [7]. Neben der degradierenden Funktion und somit irreversiblen und spezifischen Spaltung von
Proteinen libernehmen Proteasen ebenso eine protektive Funktion, die fiir den Abbau falsch gefalteter
oder falsch lokalisierter Proteine verantwortlich ist. Die Regulation von Proteinen erfolgt dabei Gber die
Aktivierung bzw. Inaktivierung weiterer Enzyme, Hormone, Cytokine oder Wachstumsfaktoren [7, 8].
Folglich sind Proteasen in ihrer Funktion verantwortlich fir eine Reihe von zelluldren Prozessen, wie
beispielsweise Zellzyklus, Proliferation, DNA-Replikation, Zell-Differenzierung und -Migration,

Immunantwort, Angiogenese und Apoptose [7].

Die vielseitigen Aufgaben und Funktionen von Proteasen verdeutlichen ihre Wichtigkeit in ihrer Anzahl,
sodass das humane Degradom (iber 600 Proteasen und deren Homologe umfasst (vgl. MEROPS Protein
Datenbank). Die MEROPS Protein Datenbank existiert bereits seit 1996 und dient der Auflistung von
proteolytischen Enzymen, deren Inhibitoren und Substraten. Fir die Klassifizierung der unterschiedlichen
Proteasen und Inhibitoren besteht in der Datenbank folgendes System: die Einordnung in Familien unter
Betrachtung der DNA-Sequenzen und die Gruppierung in Clans unter Bericksichtigung der tertiaren
Struktur [9, 10]. Proteasen unterscheidet man abhangig von dem Angriffsort, an dem sie bevorzugt das
Substrat schneiden, in Endo- und Exoproteasen. Die Endoproteasen schneiden bevorzugt innerhalb der
Polypeptidkette und Exoproteasen hingegen nur die endstiandigen Peptidbindungen [11]. Zudem lassen
sich die unterschiedlichen Proteasen nach ihrem katalytisch aktiven Zentrum in sechs verschiedene
Protease-Familien einteilen: Aspartat-, Cystein-, Glutamat-, Metallo-, Serin- und Threoninproteasen [12].
Die Proteolyse eines Substrats wird durch einen nukleophilen Angriff am Kohlenstoffatom der
Carbonylgruppe ausgel6st. Bei Aspartat-, Glutamat- und Metalloproteasen erfolgt dieser Mechanismus
durch ein komplexiertes Wasserstoffmolekiil im aktiven Zentrum. Im Falle der Cystein-, Serin- und
Threoninproteasen reagiert der namensgebende Aminosdurerest (Cystein, Serin und Threonin) als
Nukleophil [13]. Die Spaltung des Substrats erfolgt nach der Nomenklatur von Schlechter und Berger
zwischen P1 und P1‘, wobei die Aminosadurereste des Substrats in N-terminaler Richtung als P1, P2, P3 ...
Px und in C-terminaler Richtung als P1‘, P2, P‘3 .. Px’ bezeichnet werden. Die entsprechenden

Bindungsstellen am Enzym werden als Sx ...53, S2, S1, S1¢, S2/, S3” ... Sx‘ beschrieben [14].

Proteasen zeigen ihre essentielle Bedeutung in vielen komplexen Vorgangen des menschlichen Kérpers,
sodass die prazise Regulation dieser Enzyme duRerst wichtig ist. Eine Fehlregulation kdnnte zur Entstehung
von verschiedenen Krankheiten fihren, zu denen unter anderem auch Krebs zdhlt [15]. Anhand dieser
Funktion stellen Proteasen eine der wichtigsten Zielstrukturen in der Entwicklung neuer Medikamente dar

[7, 15]. Zu den wohl bekanntesten Entwicklungen gehdren die Inhibitoren der Metalloproteasen, die durch
9
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eine Blockierung des Angiotensin Converting Enzyme (ACE) den Blutdruck senken [16]. Ein Beispiel fir
erfolgreiche Therapieansatze des neu diagnostizierten sowie wiederkehrenden multiplen Myeloms ist
Bortezomib, das als Inhibitor des Ubiquitin-Proteasomen-Systems die zelluldre Homdostase stort,
wodurch in malignen Zellen die Apoptose induziert wird [17]. Die Hemmung von Proteasomen zeigt

zusatzlich den Effekt der Anti-Angiogenese [18].

2.3 Threonin Aspartase 1 (Taspasel)

Als Beispiel fir eine Protease mit biomedizinischer Relevanz ist die Threonin Aspartase 1 (auch Taspasel
genannt) zu nennen. Die humane Taspasel gehort zu den Threoninproteasen. Genauer beschrieben
erfolgt aufgrund ihrer Aspariginase-2-Homologiedoméane eine Eingliederung in die Familie der Typ-2-
Asparaginasen [19]. In der MEROPS Protein Datenbank ist sie unter der Codierung T02.004 katalogisiert
[9]. Das Taspasel-Gen ist auf dem Chromosom 20 Bande p12.1 lokalisiert und codiert fir ein 420

Aminosauren langes und 50 kDa grofRes Taspasel-Proenzym.

Flr die Taspasel namensgebend entstehen durch die autokatalytische Spaltung (cis-Aktivitat) zwischen
Aspartat233 und Threonin234 zwei ungleich groRe Untereinheiten: die a-Untereinheit (28 kDa) und B-
Untereinheit (22 kDa), die sich anschlieBend zur aktiven Enzymform zusammenlagern [20, 21]. Das
Threonin234 der B-Untereinheit fungiert nach der Spaltung als N-terminales Nukleophil im aktiven
Zentrum und ist von essentieller Bedeutung flir die Protease-Aktivitdt (Abbildung 2). Eine Mutation von
Aspartat233 oder Threonin234 fiihrt zu einer Aktivierungsblockade [19]. Eine Mutation von Threonin234
in Valin (TV-Mutante) fihrt neben der Inhibition der autokatalytischen Spaltung ebenfalls zur vollstédndigen
Inhibition der Substratspaltung [20, 22, 23]. Die Taspasel nimmt aufgrund ihrer Funktion als Protease,
andere Substrate zu spalten (trans-Aktivitat), innerhalb der Aspariginase-2-Familie, eine Sonderstellung
ein [24]. Taspasel-Zielproteine werden an der konservierten Aminosduresequenz Q3[FILV]?D*{, G*'x* D> D*
gespalten [21, 25, 26]. Urspringlich wurde eine Aktivitidt des Enzyms in der Form a2/B2-Heterotetramer
postuliert [23]. Aktuelle Forschungsergebnisse konnten allerdings eine Aktivitat von Taspasel bereits in

der Form aB-Monomer nachweisen [22, 23].

Die kristallographische Analyse von Taspasel entschliisselte im Jahr 2005 die Struktur des Proenzyms und
der aktiven Taspasel [23]. Somit erschlieBt sich die Struktur der aktiven Taspasel mit 14 B-Faltblattern
und 7 a-Helices mit einer Lokalisation des aktiven Zentrums um Thr234 am N-Terminus des B5-Faltblattes

(Abbildung 2A). Im Bereich des aktiven Zentrums (zwischen den Aminosduren Pro183 und Asp233) konnte
10



Einleitung

eine signifikante Konformationsdanderung von Proenzym und der aktiven Taspasel gezeigt werden,
wodurch die Autoaktivierung verdeutlicht wird. Zudem konnte im Bereich des Aktiven Zentrums zwischen
den Aminosauren Thr234, Gly49 und Asn100 die Bindung eines Chlorid-lons gezeigt werden (Abbildung
2B). Diese Chlorid-Bindung tberschneidet sich mit der Position des P1-Restes (Ala233) und beeinflusst die
Substratbindung. Diese Beeinflussung konnte anhand einer in vitro Aktivitditsmessung nachgewiesen
werden, bei der die Taspasel-Aktivitdat durch Chlorid-lonen mit einem 1Cso von etwa 26 mM gehemmt
wurde. Die Kristallstruktur von Taspasel konnte jedoch im Bereich der Aminosduren 1-40 und 203-229

nicht entschliisselt werden [23].

Weitere Untersuchungen der bis dahin nicht entschliisselten Struktur im Bereich des aktiven Zentrums
ergaben eine Bestimmung dieser Region als zwei benachbarte a-Helices zwischen den Aminosauren Ile186
bis Leu203 und Asp210 bis Ser222 (Abbildung 2C), sowie ein definiertes sekundares Strukturelement der
N-terminalen Ser222 [27]. Es wird angenommen, dass sich diese lange Schleife zunachst innerhalb der
Volllange-Taspasel in einer geschlossenen Konformation iber dem katalytischen Rest des Proenzyms
befindet und anschlieRend Ulber eine grofle Konformationsanderung zu einer flexiblen, gedffneten Form
innerhalb der aktiven Taspasel veradndert [27]. Dieser Bereich spielt somit eine wichtige Rolle in der
Taspasel-Aktivierung und deutet auf eine potentielle Zielregion fiir einen Taspasel-Inhibitor hin. Ein
Inhibitor-Design konnte die Bindung an diese Schleifen-Region sein, sodass die geschlossene Konformation

bestehen bleibt und die Aktivierung des Taspasel-Proenzyms unterbunden wird [28].

11
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¢

Abbildung 2: Kristallstruktur von Taspasel

A Kristallografische Darstellung der Struktur des Taspasel-Proenzyms. Taspasel a-Untereinheit in Blau, Taspasel B-
Untereinheit in Gelb, Thr234 des katalytischen Zentrums in Griin, Chlorid-lon in Grau. B Darstellung des katalytischen
Zentrums mit Uberlagerung des aktiven Enzyms (Gelb und Blau) und des Proenzyms (Grau und Magenta).
Wassermolekil (W) in Rot. [23] C Modellierte Darstellung der Taspasel Schleife im Bereich des aktiven Zentrums.

NLS-Aminosauren in Orange, NLS-Reste in Rot. Verandert nach [27].

In einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit konnte die dreidimensionale Struktur der aktiven Taspasel mit
einer Auflésung von 3.04 A dargestellt werden. Das Protein wurde erstmal mit einem strukturell wichtigen
Merkmal beschrieben: eine lange C-terminale Region, die als nahezu kontinuierliche Helix von dem Dimer
nach aufen hin herausragt und eine essentielle Rolle in der enzymatischen Aktivitat darstellt [28]. Es wird
zudem beschrieben, dass die Prasenz des langen Fragmentes zu Konformationsanderungen fihrt,
besonders in den Bereichen Try52 und der Schleife Gly153-Arg159, die in dem katalytischen Mechanismus
involviert sein kénnten. Die Modifikationen in der Konformation bilden einen schmaleren und tieferen
katalytischen Bereich aus und kénnten eine stabilisierende und unterstiitzende Funktion innerhalb der
Substratbindung aufweisen. Besonders das von dem katalytischen Zentrum entfernte Tyr52 kénnte eine
rekrutierende und helfende Funktion innerhalb der Substratbindung besitzen [28]. Weitere
Untersuchungen sind demnach notwendig, um weitere Hinweise auf potentielle Zielbereiche fir

Taspasel-Inhibitoren identifizieren zu kénnen.

Um ihre Aktivitat ausfiihren zu kénnen, muss die Protease Zugang zu ihren physiologischen Substraten

erhalten, sodass die enorme Bedeutung einer Regulation der dynamischen Lokalisation fiir die Protease
12
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verdeutlicht wird [24]. Die Lokalisation von Taspasel wird als Gberwiegend nuklear und an den Nukleoli
sowie in geringer Menge auch im Zytoplasma beschrieben [29]. Bedingt wird diese Lokalisation durch das
evolutionar konservierte nukledre Lokalisationssignal (NLS), welches in der a-Untereinheit zu finden ist.
Durch die Bindung mit Importin-a kann die Taspasel aktiv in den Zellkern transportiert werden, um nach
einer Interaktion mit dem nukleoldren Protein Nukleophosminl (NPM1) Zugang zu den Nukleoli zu
erhalten [29, 30]. Uber diese Art der dynamischen Lokalisation kann der Zugang der Protease zu
bestimmten zellularen Kompartimenten und ihren (patho)physiologischen Substraten reguliert werden
[24]. Die Wichtigkeit von Taspasel fiir die Tumorgenese wurde bereits anhand der Uberexpression in
verschiedenen Tumorentitaten beschrieben. Allerdings wird Taspasel nicht als klassisches Onkogen,
sondern als eine sogenannte ,non-oncogene addiction” Protease deklariert [31]. Die Protease ist
demzufolge in der Lage, in den Zellen eine Reihe von Genen und Signalwegen zu aktivieren, die nicht
grundsatzlich tumorférdernd sind, sondern nur indirekt an der Tumorgenese beteiligt sind. Diese
sogenannten Protoonkogene steuern das normale Zellwachstum, die Zellteilung und die Entwicklung
verschiedener Gewebe. Durch Mutationen des Protoonkogens, kdnnen diese in die tumorfordernde
Variante des Onkogens (ibergehen. Eine direkte Beteiligung an der Onkogenese wird im Gegenzug
,oncogene addiction” genannt und beschreibt genetische, epigenetische und chromosomale
Veranderungen in der Zelle, die entweder Uber eine Hyperaktivierung von Onkogenen oder eine
Inaktivierung von Onkosuppressor-Genen zu einer malignen Transformation und dem Uberleben dieser
Zellen fiihren [31, 32]. Taspasel konnte in ihrer Rolle als ,non-oncogene addiction” Protease die
Eigenschaft zur Tumorerhaltung in einigen Untersuchungen aufweisen. Ein knockdown von Taspasel in
verschiedenen Tumorzelllinien, in denen eine Taspasel-Uberexpression nachgewiesen wurde, fiihrte zu
einer verminderten Zellproliferation [31]. Dieses Phdanomen war bei Zellen mit einem hoheren Taspasel-
Gehalt deutlicher zu erkennen. Zudem flihrt die Taspasel-Defizienz zur erhdhten Degradation des
antiapoptotischen Proteins MCL-1, sodass die Zelle anfalliger gegeniiber Todesstimuli wird [31]. Bei in vivo
Untersuchungen fihrte ein knockout der Taspasel bei Mauseembryonen (ber die Deregulation
homootischer Gene zu einer phanotypisch transformierten Wirbelsdule und einer Minderung des
GroRenwachstums [33]. Die weitreichenden Auswirkungen des Taspasel-knockouts auf die

Embryonalentwicklung und den Zellzyklus trieben die Suche nach weiteren Taspasel-Substraten voran.
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2.4 Taspasel Zielproteine

Im Jahr 2011 wurden anhand der identifizierten konservierten Aminosauresequenz von Taspasel
(Q3[FILV]2D1{ G1'x2'D3'D4‘) mittels bioinformatischer Analysen 27 potentielle Taspasel-Zielproteine
identifiziert [25, 26]. Diese Zielproteine weisen unterschiedliche zelluldre Lokalisationen und molekulare
Funktionen auf. Unter anderem wurden Proteine identifiziert, die an der Bildung grof3er Protein-Komplexe
beteiligt sind, sodass die proteolytische Spaltung durch Taspasel eine feinregulative Funktion (ibernimmt,
wie es beispielsweise bei den genereller Transkriptionsfaktor 2A (TFIIA) der Fall ist [25, 34]. Unter anderem
befinden sich unter den Zielproteinen auch der onkologisch relevante Transkriptionsfaktor USF2
(upstream stimulatory factor 2), die Ribose-Phosphat-Pyrophosphokinase 4 (PRS4) und das
krankheitsauslosende Myosin IF (MYO1F) [25]. Unter den identifizierten Substraten befinden sich ebenfalls
die bereits verifizierten Taspasel-Zielproteine Mixed Lineage Leukemia (MLL) und Transkriptionsfaktor 2A

(TFHIA), die folglich genauer erldutert werden.

2.4.1 MLL

Taspasel ist seit 2003 als verantwortliche Protease fiir die Spaltung des MLL-Proteins identifiziert worden.

Taspasel ist somit an der Entstehung und Prozessierung von MLL-vermittelten Leukdamien beteiligt [19].

Taspasel ist zudem ebenfalls in soliden Tumoren nachweisbar [31]. Eine erhohte Expression von Taspasel
konnte in Tumorproben verschiedener Entitdten im Vergleich zu Normalgewebe nachgewiesen werden.
So wird eine Uberexpression von Taspasel nicht nur bei Leukdmien, sondern auch bei Kopf-Hals-Tumoren,
Brustkrebs, Lungenkrebs oder auch Gehirntumoren beschrieben [22, 29, 31, 33, 35, 36]. Aus diesem Grund

ist die Taspasel als ein wichtiges therapeutisches Ziel in der Krebstherapie nicht wegzudenken [33].

Die Taspasel-bedingte Aktivierung von MLL stellt einen Schlisselschritt in einigen Krebsarten dar, zu
denen unter anderem die Kleinkind-Leukdmien zdhlen [37]. Das humane MLL-Gen ist auf Bande 23 des
langen Arms von Chromosomen 11 lokalisiert und codiert fiir ein nukledres Protein mit 3969 Aminosauren
und einer GroRe von 500 kDa, welches entscheidend an der geordneten Regulation der HOX-Gen-
Expression beteiligt ist und damit eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung Gbernimmt, homolog
des fir Drosophila charakteristischen Trithorax (Trx)-Proteins [19]. Zudem ist die Taspasel an der

Regulation der Zellzyklus-Gene involviert. Zusammenfassend kann man sagen, dass MLL durch die
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maRgebliche Kontrolle einer Vielzahl an Zielgenen eine allgemeine Rolle flir die Regulation der

Transkription Gbernimmt [38].

Taspasel spaltet MLL an zwei Taspasel-Schnittstellen (cs - cleavage site) mit definierten Sequenzen:
Schnittstelle 1 (CS1) ist durch die Aminosadurensequenz QVD<, GADD codiert und befindet sich an Position
2664, Schnittstelle 2 (CS2) an Position 2716 tragt die Sequenz QLD GVDD [19]. Die Taspasel-bedingte
Spaltung des MLL-Proteins fiihrt zu der Bildung von einer N-terminalen Untereinheit mit einer Gréf3e von
320 kDa und einer C-terminalen Untereinheit mit einer GroRe von 180 kDa. Beide Untereinheiten
interagieren Uber die zwei intramolekularen Interaktionsdomanen FYRN und FYRC, sodass es zu einer
Ausbildung und Stabilisierung des Komplexes kommt [38]. Diese Stabilisierung verhindert den Abbau der

Untereinheiten direkt nach der proteolytischen Spaltung [39].

MLL-assoziierte Leukdmien machen tber 50 % der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) im Kleinkindalter
sowie bis zu 10% der akuten myeloischen Leukdamie (AML) und ALL bei Kindern und Erwachsenen aus [37].
Die Prognose fiir Patienten mit einer MLL-assoziierten ALL ist besonders schlecht verglichen mit Patienten,
die unter anderen ALL-Formen leiden [38, 40]. Taspasel scheint durch die Prozessierung von MLL-
Translokationsprodukten, im Speziellen des Produkts der t(4;11)(g21;923) Translokation, maRgeblich zur
Entstehung aggressiver Kleinkind-Leukdmien beizutragen [41, 42]. Bereits 1979 wurde diese reziproke
Translokation der Bande g23 auf Chromosom 11 und der Bande 21 auf Chromosom 4 bei der Leukamie
eines Kindes beschrieben [43]. Bis heute konnte keine Verbesserung hinsichtlich einer Steigerung der
Uberlebensrate mittels bekannter Therapieformen erzielt werden [37]. Zu einem neuen therapeutischen

Durchbruch kénnte die Inhibition von Taspasel fihren.

2.4.2 TFIIA

Ein weiteres Taspasel-Zielprotein stellt der Transkriptionsfaktor TFII2 dar, der in der RNA-Polymerase-II-
abhangigen Transkription involviert ist und einen Teil des Prdinitiationskomplexes darstellt. Die
Transkription wird durch den Zusammenbau des Prainitiationskomplexes, der aus dem Kernpromotor des
Gens, den basalen Transkriptionsfaktoren und der RNA-Polymerase Il besteht, initiiert. TFIIA spielt dabei
eine essentielle Rolle in der Stabilisierung des Komplexes an der DNA durch die Interaktion mit Promotor-
Binde-Proteinen [44, 45]. In hoheren Eukaryoten besteht TFIIA aus drei Untereinheiten, a, B und y (~35,
19 und 12 kDa), die durch zwei Gene, TFIIAaB und TFIIAy, codiert werden. Die y-Untereinheit ist innerhalb

verschiedener Spezies evolutionir konserviert, wohingegen sich Spezies-iibergreifende Ahnlichkeiten bei
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TFllIAaB lediglich auf kleinere Sequenzabschnitte in der N-terminalen Region der a-Untereinheit und der
C-terminalen Region der B-Untereinheit beschrdanken [46]. TFIIAa8 wird post-translational an der hoch-
konservierten Schnittsequenz QVDG (zwischen den Aminosauren 272 und 275) von Taspasel gespalten.
Zudem wurde gezeigt, dass sich in vivo beide Formen, die ungespaltene af-Untereinheit, sowie die
gespaltenen a- und B-Untereinheiten, in Verbindung mit TFlIAy finden lassen [47, 48]. Beide dieser
Komplexe interagieren mit dem TATA-Bindeprotein (TBP) an der DNA und unterstitzen damit den
Transkriptionsablauf [49, 50]. AuRerdem wird angenommen, dass die durch Taspasel gespaltenen TFIIA-
Untereinheiten mittels Verbindung mit TFIID zu der Transkription einer spezifischen Untergruppe an
Genen fiihren, wie beispielsweise Zellzyklus-spezifischen Genen, sodass die gespaltene und ungespaltene
Form von TFIIA verschiedene genregulierende Funktionen in der Differenzierung aufweist. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die Spaltung als Voraussetzung fiir die proteasomale Degradation von TFIIA
gilt [49] und somit zur Stabilitdt von TFIIA und der damit zusammenhangenden transkriptionellen Aktivitat
beitragt. Durch die Transkription des CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) Genlocus kann die
bedeutende Rolle der Taspasel-vermittelten Spaltung von TFIIA in Form von Zellzyklus-Kontrolle und der

Morphogenese im Mausmodell verdeutlicht werden. Das CDKN2A-Gen kodiert die Kontrollproteine des

6INK4a 9ARF

Zellzyklus p1 und p21, die wiederum zur Blockade der Zellzyklusprogression in G1- und der S-

,pl
Phase fuhren [51].

2.5 Taspasel-Shuttle Protein Nucleophosmin

Identifizierte und potentielle Taspasel-Zielproteine befinden sich in verschiedenen Zellkompartimenten,
sodass ein Shuttlemechanismus fir die proteolytische Aktivitdt der Taspasel von groRer Bedeutung ist.
Taspasel besitzt im C-Terminus der a-Untereinheit ein zweiteiliges nukledres Lokalisationssignal (NLS)
(aa™®’KRNKRKLELAERVDTDFMQLKKRR?®, essentielle Aminosauren sind unterstrichen) [29]. Importine
erkennen diese NLS-Sequenzen als hydrophile, basische und Lysin-reiche Protein-Abschnitte an, sodass in
diesem Fall das NLS der Taspasel an das Adapter-Protein Importin-a (Kpna) gebunden wird [52]. Durch
die zusatzliche Komplex-Bildung mit Importin-B (auch Karyopherin B, Kpnp) wird der nukleare Signalweg
vermittelt und der Kernimport findet statt. Im Nukleoplasma fiihrt die Bindung von Ran-GTP an Importin-
B zur Ablésung des Komplexes und schlieflich zur Entlassung des Cargo-Proteins [53]. Dort kann das
Taspasel-Proenzym nach der autoproteolytischen cis-Prozessierung in Form der aktiven Protease an das
nukledre Protein NPM1 binden und Zugang zu den Nukleoli erhalten. Untersuchungen der inaktiven

Taspasel-Mutante (Taspasersav) zeigten eine Lokalisation im Zellkern und somit auch die Interaktion mit
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Importin-a, sodass die NLS-Funktionalitdt innerhalb des Taspasel-Proenzyms bestatigt werden kann.
Zudem konnte anhand einer Import-defizienten Taspasel-NLS-Mutante die Notwendigkeit des nukledren
Imports fur die beiden katalytischen Aktivitaten (cis- und trans-Aktivitat) nachgewiesen werden [29]. Der
nukleoldre Zugang der Taspasel mittels direkter Interaktion mit NPM1 durch das Vorhandensein von
nukleoldren Lokalisationssignalen (NuLS) konnte ebenfalls in einer Versuchsreihe bestatigt werden [29].
Sowohl die Lokalisation der zytoplasmatischen Taspasel-Mutante (Taspc,:) an den Nukleoli durch NPM1-
Expression als auch die umgekehrte Lokalisation der wildtypischen Taspasel im Zytoplasma durch die
Expression zytoplasmatischer NPM1-Mutante (NPMwmya) zeigen die starke Interaktion zwischen den
beiden Proteinen. Diese Interaktionspartnerschaft sorgt ebenfalls fiir den nukledren Export der Taspasel
ins Zytoplasma durch das vorhandene nukledre Exportsignal (NES) innerhalb der NPM1-Sequenz [25]. Der
Kernexport findet entgegengesetzt mit Hilfe des Export-Rezeptors CRM1 (chromosome region
maintenance 1) statt (Abbildung 3), der hydrophobe, Leucin-reiche NES-Sequenzen erkennt [54, 55]. Die
genaue Interaktionsdomane zwischen Taspasel und NPM1 ist bisher noch nicht identifiziert worden und

gilt unter anderem als Forschungsziel dieser Dissertationsarbeit.

CYTOPLASM

27

Abbildung 3: Taspasel-Transportmechanismus innerhalb der Zelle

Darstellung des nukledren Taspasel-Imports mittels Interaktion mit den komplexbildenden Adapter-Proteinen
Importin-a/-B und der anschlieBenden katalytischen Aktivitdt der Protease (cis- und trans-Aktivitat). Durch
Interaktion mit dem Shuttle-Protein NPM1 wird einerseits Lokalisation an den Nukleoli erreicht und andererseits

Uber die NES-Sequenz des NPM1-Proteins der CRM1-vermittelte Export in das Zytoplasma vermittelt [21].
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2.5.1 Die Struktur und Funktion von NPM1

NPM1 ist auch unter den Namen Nucleophosmin, NO38, Numatrin und B23 bekannt und zahlt zu dem am
besten erforschten Mitglied der NPM-Familie. Die Bedeutung von NPM1 ist nach heutigem
Forschungsstand mit der humanen Krebsentwicklung verknipft [56]. Die Sequenz von NPM1 ist
speziesiibergreifend zwischen Menschen, Nagetieren, Hihnern und Fischen hoch konserviert. Das
humane NPM1 liegt auf dem Chromosom 5935 und umfasst 12 Exons. Das wildtypische (wt)
Volllangeprotein NPM1.1 besteht aus 294 Aminosduren und ist 37 kDa schwer. Neben dem
Volllangenprotein NPM1.1 existieren noch zwei weitere Isoformen: NPM1.2 und NPM1.3. Die kiirzere
NPM1.2-Variante umfasst unter der Verwendung eines abgewandelten 3‘-terminalen Exons 259
Aminosauren [57]. Der Isoform NPM1.3 hingegen fehlt ein internes Segment in der C-terminalen Region
mit unbekannter funktioneller Bedeutung. Uber das Expressions- und Funktionsmuster dieser Isoform ist
insgesamt bisher wenig bekannt. Die Protein-Doméanen-Struktur von NPM1 weist gleiche, aber auch
unterschiedliche Regionen zwischen den Formen auf. Die Organisation der Domanen-Struktur zeigt zudem
bemerkenswerte Eigenschaften auf (Abbildung 4A). Zu diesen gehéren unter anderem die Methionin-
reiche Region innerhalb der ersten 15 Aminosauren, deren Bedeutung nicht vollstandig aufgeklart ist. Es
wird angenommen, dass die Methionin-Uberreste-Codons anhand der guten Kozak-Sequenz zu einer
starken Initiation der Translation fiihren [58]. Zudem beeinflusst das N-terminale hydrophobe Ende von
NPM1 dessen Konformation anhand der dort vorhandenen Region fiir die Selbstoligomerisierung [58].
Anhand der Rontgenkristallographie konnte die dreidimensionale Struktur dieser N-terminalen NPM1-
Kernregion bestimmt werden und als Organisation von acht B-Fassern, die sich zu einem gelartigen
Rollenfass zusammenlagern, dargestellt werden. Die NPM1-Monomere verbinden sich zu Donut-
geformten Homo-Pentameren. In dieser Konformation befinden sich auf einer Seite des Oligomers ein
Cluster negativ geladener Uberhidnge, da die Ladungsverteilung in dieser Region duRerst asymmetrisch
vorliegt. SchlieBlich interagieren zwei Pentamere Uber die Kopf-zu-Kopf-Stellung miteinander und formen
ein Dekamer (Abbildung 4B). Dabei folgt die Anordnung einem speziellen Prinzip, bei dem ein Monomer
des pentamerischen Rings ausschlielich in Kontakt mit einem Monomer eines anderen Pentamers tritt,
um eine gewisse strukturelle Plastizitdt der Pentamer-Pentamer-Schnittstelle darzustellen [59]. Dieses
Multimer wird durch zahlreiche posttranslationale Modifikationen moduliert, insbesondere
Phophorylierungen, die fur die Regulation des Monomer-Pentamer-Gleichgewichts durch die Férderung
von Pentamer-Zerlegungen in instabile, ungefaltete Monomere, zustdndig sind. Dieser strukturelle
Polymorphismus ist an der Regulation der Lokalisation und Funktion von NPM1 beteiligt [60]. Zu den

Bedingungen eines solchen pentameren Zusammenschlusses gehort die Stabilisierung durch ausgiebige
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hydrophobe und hydrogene Bindungsinteraktionen, die eine hohe thermische und chemische Stabilitat
innerhalb dieser Doméane sicherstellen. Die Eigenschaft ist typisch fiir molekulare Chaperone [61]. Der
entgegengesetzte Effekt wird mittels einer Phosphorylierung der Serin- und Threonin-Reste durch
verschiedene Kinasen erreicht. Eine sequentielle Phosphorylierung solcher Reste sorgt fiir die
Destabilisierung der Oligomerisierung von NPM1 und fordert die Monomerisierung. Diese Monomere sind

unstabil und folgen dem Pentamer-Zusammenschluss in vollstdndig ungefalteter Form [60].

Abbildung 4: NPM1-Domanenstruktur und Darstellung der Oligomerisierung

19



Einleitung

A Schematische Darstellung der NPM1-Domanenstruktur. NPM1 beinhaltet eine nichtpolare N-terminale Doméane
(in Gelb), die fiir die Oligomerisierung und die Funktion als molekulares Chaperon verantwortlich ist. Diese Domane
beinhaltet zwei NES (in Rosa) und eine Metallbindungsdomane (in Blau). Die Zentral-Region (in Beige) wird von zwei
sauren Domaénen (in Dunkelgriin) umschlossen und besitzt ein NLS (in Flieder). Dieser Komplex ist fiir die Histon-
Bindung zustédndig. Die moderat basische Region (in Hellgrlin) ist zusammen mit der Zentral-Region zustandig fiir die
Ribonuklease-Aktivitat und beinhaltet das zweite NLS (in Flieder) und das basische Cluster (in Griin). Zusammen mit
der aromatischen Region erfiillt dieser Bereich die Funktion fiir die DNA/RNA-Bindung. Innerhalb der aromatischen
Region befindet sich das NuLS (in Violett) mit den beiden Tryptophanen. B Kristallstruktur der N-terminalen
Kerndoméne. Finf NPM1-Monomere schlieRen sich zu einem Donut-geformten Homo-Pentamer zusammen. Zwei
Pentamere interagieren uUber die Kopf-zu-Kopf-Stellung miteinander und formen ein Dekamer [62], verdndert nach

[59].

Es wird angenommen, dass mit der Oligomerisierung von NPM1 die nukleoldre Lokalisation, sowie die
Rolle in der zelluldren Proliferation im Zusammenhang steht. Innerhalb dieser Rolle ist NPM1 ebenfalls an
der Zentrosomen-Duplikation und der Zellzyklus-Kontrolle beteiligt [63, 64]. Das Monomer von NPM1
hingegen wird mit dessen Rolle in der DNA-Schadensantwort und der Apoptose-Induktion in Verbindung
gebracht [65]. Das zellulare NPM1 existiert somit zu 95% als Oligomer [66]. Am N-terminalen Ende befindet
sich auRerdem ein hoch konserviertes Motiv, welches fiir die Bindung an das ARF (alternate reading frame
protein) zustandig ist [67]. Innerhalb von NPM1 auftretende saure Regionen sind als Al (aa36-39), A2
(2a120-132) und A3 (161-188) [60, 68] bekannt und kénnten eine Rolle in der Ladungsneutralisierung
wahrend der DNA/RNA-Nachahmung spielen. Obwohl es nachgewiesen wurde, dass die NPM1-Kernregion
inklusive des sauren Al-Bereichs alleine eine schwache Bindung mit den Histonen H1, H3 und H4 eingehen
kann, werden die sauren Bereiche A2 und A3 fiir die Bindung mit den Histonen H2A und H2B bendtigt [69].
Die sauren Doméanen in Kombination mit der N-terminalen Doméne sind verantwortlich fiir die Chaperon-
Funktion von NPM1, wodurch eine Proteinaggregation im Nukleus verhindert und die Entfaltung von
Histonen und Nukleosomen beglinstigt werden kann [69, 70]. Eine besondere Rolle spielt NPM1 innerhalb
des pl4ARF-HDM2-p53-Signalweges, da es mit allen drei Proteinen innerhalb verschiedener
Zellkompartimente interagiert [71-73]. NPM1 ist der hauptsachliche zellulare Interaktionspartner von
p14ARF [74] und verantwortlich fiir die nukleolare Lokalisation von diesem Protein in ungestressten Zellen.
Es konnte gezeigt werden, dass pl14ARF-Mutanten, die nicht mehr in der Lage waren, mit NPM1 zu
interagieren, sehr instabil waren und eine geringe anti-proliferative Aktivitat aufwiesen [75]. NPM1 ist
auch fiir c-MYC ein essentieller Interaktionspartner, der fiir die nukleolare Lokalisation dieses Proteins und

die c-MYC-vermittelte rRNA-Transkription verantwortlich ist [76]. Zudem konnte nachgewiesen werden,
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dass eine Uberexpression von NPM1 zu einer direkten Interaktion mit c-MYC und diese wiederum zur
Kontrolle der durch c-MYC induzierten Hyperproliferation und Transformationsaktivitat fihrt [77]. Der C-
Terminus von NPM1 ist innerhalb der Formen sehr unterschiedlich und beinhaltet ein Cluster aus
basischen Aminosauren, die fiir eine positive Ladung in diesem Abschnitt sorgen, gefolgt von einem
Abschnitt aromatischer Aminosauren. Diese Region ist unter anderem in den folgenden Prozessen
involviert: Nukleinsaurebindung [78, 79], ATP-Bindung [79], Histon-Transfer [69], Ribonuklease-Aktivitat
[70] und nukleoldre Lokalisation [80, 81]. AuBerdem Ubernimmt NPM1 eine wichtige Rolle in der
Embryogenese [56] und innerhalb der Organisation der Granular-Komponenten der Nukleoli mittels

flissig-fliissig-Phasen-Separation (LLPS, liquid-liquid phase separation) [82, 83].

2.5.2 Zellulare Lokalisation von NPM1

NPM1 ist ein Shuttle-Protein, welches sich zwischen Nukleoli, Nukleoplasma und Zytoplasma bewegen
kann und nachgewiesene Bereiche fiir den nukledren und nukleolaren Import, sowie nukledaren Export
(NLS, NuLS und NES) [64, 70, 84] aufzeigt, sodass der Transport von kleinen Molekilen in den Nukleus
mittels NPM1 ermoglicht wird (Abbildung 4A). Neben dem zweiteiligen NLS (aal52-157 und aal191-197)
[70], sind zwei Leucin-reiche NES vorhanden (aa42-49 und aa94-102), die fir das exportin-1/CRM1-
vermittelte zytoplasmatische shuttling verantwortlich sind [64, 84]. Zudem gibt es verschiedene
Phosphorylierungsstellen, die fir die Regulation von Zentrosom- [85] sowie subnukledren
Kompartimenten-Assoziation verantwortlich sind [86]. Am C-terminalen Ende befinden sich innerhalb der
aromatischen Region zwei Tryptophane an den Positionen 288 und 290, die fiir die nukleoldre Bindung
verantwortlich sind [85, 87], sodass sich der Grof3teil des Proteins in der granuldren Region des Nukleus
befindet [88]. Dieser Bereich innerhalb des NPM1-Proteins stellt eine einzigartige Doméane im Vergleich zu
anderen Mitgliedern der Nucleophosmin-Familie dar [87]. Eine Deletion oder Verdanderung der beiden
Tryptophanreste kann die Faltung der Doméane beeinflussen und die Bindung von Nukleinsduren und die
nukleoldre Lokalisation gefahrden [89-91]. Insgesamt (iberwiegt der Import in den Nukleus den Export von
NPM1. Der Shuttlemechanismus von NPM1 ist streng reguliert, da die zellulare Verteilung von groRRer
Bedeutung fir viele Funktionen des Proteins ist. Die Inhibition des Shuttlemechanismus von NPM1 oder

dessen Verlust wiirden zur Blockade der Proteintranslation und zu einem Zellzyklusarrest fiihren [84].
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2.5.3 Inhibition von NPM1

Es gibt eine Reihe von Molekiilen, die auf eine Inhibition von NPM1 abzielen und ihr therapeutisches
Potential in unterschiedlichem Umfang darbieten. Eine erfolgversprechende Mdoglichkeit der Inhibition
bietet die Unterbindung der Oligomerisierung von NPM1 [60]. Es wurde gezeigt, dass NPM1 durch dessen
Interaktionen oligomerisiert, welche mittels N-terminaler Domane vermittelt werden. Der Verlust der
Oligomerisierung flihrt zu einer Forderung der Entfaltung dieser Domane, was eine Beeintrachtigung ihrer
Funktionen zur Folge hat. Es wurde ein Molekil namens NSC348884 ((di-[((6-methyl-1H-benzo[d]imidazol-
2-yl)methyl)((5-methyl-3-oxo-3H-indol-2-yl)methyl)])aminoethane) identifiziert, welches spezifisch mit
NPM1 interagieren kann, um seine anti-apoptotische Aktivitdt zu beeintrachtigen [92]. Die ersten
Untersuchungen mit NSC348884 erfolgten im Zelllinienmodell mit Prostata-Adenokarzinomen (LNCaP)
und kolorektalen Karzinomen (HCT116), welche eine Férderung der Monomerisierung von NPM1 zeigten.
Die Zelltoxizitat mit ICso-Werten wurde zwischen 1,5 - 4 umol bestimmt. Die Verbindung von NSC348884
mit einer Doxorubicin-Gabe konnte sogar eine synergistische Wirkung erzielen [92]. NSC348884 soll der
anti-apoptotischen Aktivitat von Uberexprimiertem NPM1 entgegenwirken und die Apoptose in LNCap-
Zellen dosisabhangig fordern. Ebenso wie ein NPM1-knockdown agiert NSC34884 in einem ansteigenden
p53-Level und dessen Phosphorylierung an Serl5 sowie einem Anstieg von p21, welches ein gezielter
transkriptioneller Faktor von p53 ist [92]. AuBerdem wurde im Zellmodell mit Leberkarzinomen (HepG2)
eine NPM1-Monomerisierung und Inhibition des Zellwachstums durch die Behandlung mit NSC348884
erzielt worden sein [93]. Erstaunlicherweise erfolgt die Unterbindung der NPM1-Oligomerisierung
effektiver in NPM1c+-exprimierenden Zellen (OCI-AML3) im Vergleich zu Zellen, die nur den NPM1-
Wildtyp exprimieren (HL-60 oder OCI-AML2), obwohl NSC348884 gezielt an der N-terminalen Doméane
bindet und es sich hier aber um eine C-terminale Mutation handelt. Diese Untersuchungen haben gezeigt,
dass der Einsatz von Molekilen, die auf die NPM1-Oligomerisierung abzielen, einerseits effektiv gegen
NPM1 Uberexprimierende Krankheiten eingesetzt und andererseits auch in AML mit NPM1c+-Expression

in Kombination mit Chemotherapeutika verwendet werden kann.

Andere bekannte Inhibitoren von NPM1 nutzen weitere Interaktionsstellen, wie beispielsweise die N-
terminale Domane (Inhibitor Rev37-47) die zentrale Region im Bereich von AS 114-187 (RNA-Aptamer
1A1), die Bindung an Ser125 und somit die Inhibition der CKII-Phosphorylierung (CIGB-300), die C-
terminale Domane und die Alkylierung von Cys275 (Avrainvillamide) oder die Bindung an das Volllange-

Protein NPM1 (NucAnt 6L) [94].
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2.6 NPM1 und Krebs

Die Rolle von NPM1 innerhalb der Apoptose-Regulation ist, neben den vielen beschriebenen Funktionen,
eine der wichtigsten fir die Krebsentstehung. In einer Reihe von Zell-basierten Modellen konnte in einigen
Studien gezeigt werden, dass eine Runterregulation von NPM1 die Zellen fiir die Apoptose sensitiviert und
im Umkehrschluss sich ein hohes Niveau des NPM1-Proteinlevels positiv auf den Schutz gegen Apoptose
auswirkt [95-97]. Die Konsequenzen eines Ungleichgewichtes der NPM1-Expression werden anhand eines
Beispiels der auftretenden Hypoxie bei Krebserkrankten deutlich. Die Unterdriickung der Hypoxie-
induzierten NPM1-Expression férdert Apoptose, wohingegen eine Uberexpression vor einem Hypoxie-
bedingten Zelltod schitzt [98]. Damit wird die Annahme unterstiitzt, dass ein erhéhtes NPM1-Level die
maligne Transformation von Zellen durch die Aktivierung von Zell-Uberlebensprozessen férdern kénnte

[99].

Neben Leukamie wurde tber die Beteiligung von NPM1 bei mehreren soliden Krebsarten berichtet. Eine
Uberexpression von NPM1 wird mit hochgradigen Tumoren sowie Metastasierung und einer schlechten
Prognose in Verbindung gesetzt, wie beispielweise dargelegt bei Glioblastomen [100], oralen
Plattenepithelkarzinomen, hepatozelluldren Karzinomen [101], Dickdarmkrebs [102], nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs, Ovarialkarzinom und Endometriumkarzinom. Der bereits erwdhnte onkogene
Interaktionspartner c-MYC sorgt tiber eine direkte Bindung an den NPM1-Promoter fiir eine Stimulation
der NPM1-Expression [103]. Die Uberexpression von NPM1 steht in Korrelation mit einer erhéhten
Regulation der Ribosomenbiogenese und der Proteinsynthese [57] sowie der Stimulation von DNA-
Reparaturmechanismen, der onkogenen Aktivierung und einer Verminderung der apoptotischen und
seneszenten Zellantwort [104, 105]. Alle diese Funktionen sind in verstarkter Form in Tumorzellen
vorzufinden. Einige Untersuchungen zeigten ein Modell, bei dem als erstes Ereignis eine onkogene
Aktivierung innerhalb einer normalen Zelle auftritt und die Uberexpression von NPM1 zur verstirkten
DNA-Reparaturantwort beitragt, die wiederum den DNA-Schaden beibehdlt und die daraus resultierende
genomische Instabilitat auf einem fir die Zelle aufrechterhaltenden Level halt. Dies wiirde wiederum den

Zellen eine Auswabhl an fiir die Transformation notwendigen kooperativen Mutationen erlauben [104].

NPM1 ist in der Lage, Uber verschiedene chromosomale Translokationen zu onkogenen Veranderungen
und der Entstehung von malignen Zellen zu fiihren. Beispielsweise fhrt eine t(2;5)-Translokation mit der
Anaplastischen Lymphomkinase (ALK) zu einem Chimaren-Protein, bestehend aus der N-terminalen
Oligomerisationsdomane von NPM1, fusioniert mit der ALK-Tyrosin-Kinasen-Domane. Diese Chimare wird

hauptsachlich durch NPM1 verursachte Aktivierung von ALK mit der Anaplastischen-Grof3zelligen-
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Lymphom-Tumorgenese in Verbindung gebracht [106]. Ein weiteres Beispiel bezieht sich auf die
chromosomale Translokation t(3;5)(q25;q935) bei einer kleinen Patientengruppe der akuten myeloischen
Leukamie (ALM), bei der eine Chimare aus den ersten 175 Aminosauren von NPM1 und der vollstandig
codierenden Sequenz des MLK1-Proteins (Myelodysplasie/myeloischer Leukamie Faktor 1) gebildet wird
[107]. Im Jahr 2005 wurde das NPM1-Gen als das am haufigsten mutierte Gen bei der AML identifiziert
[108].

Um dem posttranslationalen Modifikationsstatus von NPM1 wahrend einer vorherrschenden Krankheit
auf den Grund zu gehen, wurde innerhalb einer Studie das Expressionslevel und der Acetylierungsstatus
von NPM1 in Patientenproben mit prakanzerdsen (Grad I) und hochmalignen (Grad Ill) Oralkarzinom im
Vergleich zu Proben von Normalgewebe untersucht (Abbildung 5). Es konnte nachgewiesen werden, dass
mit fortschreitender Erkrankung auch das Expressionslevel von NPM1 und der Acetylierungsstatus steigen
[109]. Ein weiterer Vergleich von Patientenproben mit oralem Plattenepithelkarzinom (Grad Il) mit
normalem Gewebe zeigte eine hohere nukledre Lokalisation an den Nukleoli und Nukleoplasma von NPM1
im erkrankten Gewebe. Der Anstieg des Acetylierungsstatus von NPM1 (AcNPM1) war ebenfalls im
Nukleoplasma von erkranktem Gewebe nachweisbar. Weitere Untersuchungen dieser Studie zeigten eine
signifikante Proportion von Genen, die durch einen NPM1 knockdown beeinflusst wurden, sodass man bei
diesen Genen von einem direkten Zielgen von NPM1 ausgehen kann. Zudem konnte die Anreicherung von
NPM1 an mehreren Gen-Promotoren nachgewiesen werden. Diese Tatsache macht deutlich, dass NPM1
direkt an der transkriptionellen Regulation spezifischer Gene involviert ist. Folglich wiirde ein erhéhtes
Level an acetyliertem NPM1 in Krebszellen zu einer erhéhten Belegung solcher Gen-Promotoren fiihren

[109].
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Normal, c AcNPM1 Gradel,c AcNPM1 Grade.lll, ¢ AcNPM1

Abbildung 5: Expressionslevel und Acetylierungsstatus von NPM1

Reprasentative Bilder einer IHC-Analyse mit normalem Oralgewebe und Patientengewebeproben eines oralen
Tumors (Grad | und IIl) von anti-NPM1-Antikérper (obere Bilder) und anti-AcNPM1-Antikorper (untere Bilder) bei

einer 40-fachen VergréoBerung [109].

2.7 Kopf-Hals-Tumore

Weltweit stellen Kopf-Hals-Tumore (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC) die sechsthaufigste
Krebserkrankung mit rund 650.000 neuen Fallen pro Jahr dar [110]. Die Karzinogenese im Kopf-Hals-
Bereich wird von Risikofaktoren wie dem Tabak- und/oder Alkoholkonsum, aber auch durch eine Infektion
mit den humanen Papillomviren (HPV) begiinstigt [111, 112]. Durch den direkten Kontakt zwischen
Gewebe und den Noxen Tabak und Alkohol gilt der Zusammenhang mit der Krankheitsentwicklung
mittlerweile als gesichert, ist jedoch stark dosisabhangig. Der virale Erreger des humanen Papillomvirus
spielt ebenfalls eine Rolle bei der Tumorgenese. Die Korrelation zwischen HPV und HNSCC ist abhdngig von
den einzelnen Subklassen der Kopf-Hals-Tumoren unterschiedlich. So konnte in einer Studie von Huang et

al. HPV in der Tumor-DNA von etwa 70 % einer Patientenkohorte mit Oropharynxkarzinom detektiert
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werden. Hingegen konnte eine HPV-Expression in Nasopharynxkarzinomen lediglich in 7,7 % der Falle

ermittelt werden [113, 114].

Bei Kopf-Hals-Tumoren werden je nach Lokalisation fiinf Subtypen unterschieden: Speicheldriisen-, Nasen-
und Nasennebenhohlen-, Larynx- und Hypopharynx, Nasopharynx, Oropharynx und Mundhdhlentumore
[115]. Rund die Halfte aller HNSCC sind auf Mundhohlenkarzinome zuriickzufiihren [116] und mehr als 90
% der Mundhohlen- und Oropharynxtumoren entstammen aus histologischer Sicht dem Plattenepithel
[115]. Die TNM-Klassifikation stellt eine Moglichkeit dar, anhand von Kriterien wie Tumordurchmesser,
Lymphknotenbefall und Ausmal} der Fernmetastasierung Tumore klinisch zu beurteilen. Die Beurteilung
erlaubt schlieRlich die Einteilung in fiinf Tumorstadien, die in Bezug auf die Prognose des Patienten und

die weiterfihrenden therapeutischen MalRnahmen informativ zur Seite stehen.

Tabelle 1: TNM-Klassifikation

A Definition der T-Klassifikation fur alle Kopf-Hals-Tumore (vereinfachte Darstellung). B Definition der N-Klassifikation
von regionalen Lymphknoten. C Definition der M-Klassifikation von Fernmetastasen. D Darstellung der TNM-
Stadiengruppierung nach UICC. Die Tabelle wurde erstellt nach [117] und mit Veranderungen nach [118] ergdnzt
[119].
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Bedauerlicherweise werden lediglich bei einem Drittel aller Patienten die Karzinome in einem sehr friihen
Stadium entdeckt (Union for International Cancer Control stage I-1l, UICC) und die verbleibende Mehrheit
von zwei Dritteln bekommt die Diagnose Krebs in einem fortgeschrittenen Stadium (UICC IlI-IV) gestellt.
Im Falle eines fortgeschrittenen HNSCC besteht die Behandlungsoption entweder aus einer Kombination
aus chirurgischer Entfernung mit adjuvanter Radiotherapie und moglicher adjuvanter Chemotherapie oder
einer primaren Strahlentherapie. Die Standard-Chemotherapie umfasst zurzeit meist die Zytostatika
Cisplatin oder Carboplatin, die teilweise mit dem monoklonalen Antikérper Cetuximab kombiniert werden.
Gerade in der Therapie von Kopf-Hals-Tumoren gelten 5-Fluoruracil, Methotrexat und Taxane als sehr
wirksam [120]. Handelt es sich um einen inoperablen Tumor, erfolgt meist eine Kombinationsbehandlung
aus Chemo- und Radiotherapie, wobei bei der sog. primaren Strahlentherapie die beiden Verfahren
entweder in aufeinanderfolgenden Zyklen oder gleichzeitig eingesetzt werden [121]. Allerdings entstehen
trotz aggressiver Protokolle der Primartherapie lokoregionale Invasionen und Lymphknotenmetastasen in
Uber 50 % der HNSCC-Patienten [122]. Bis zu 25 % entwickeln Fernmetastasen, vorziiglich in der Lunge,
sodass man bei Patienten mit metastasierendem HNSCC mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von weniger
als 20 % rechnet [123]. Derzeit gibt es keine Behandlungsméglichkeiten, um der Tumorinvasion und
Metastasierung von HNSCC vorzubeugen [124]. Zudem flhrt die spate Diagnose im fortgeschrittenen
Tumorstadium zu einer schlechten Prognose, sodass eine Metastasenerkennung innerhalb der frihen
Tumorstadien einerseits zu einer verbesserten Tumorprognose und andererseits zu der Bestimmung einer
personalisierten Therapie flihren wirde [125]. Es wird vermutet, dass das Vorhandensein von
Mikrometastasen zum Anstieg der Morbiditdts- und Mortalitatsrate fuhrt [126, 127]. Es wird sogar
beschrieben, dass fiir die Mehrheit der krebsbezogenen Todesursachen Metastasen verantwortlich sind,

die etwa 90 % der gesamten Krebsmortalitdt ausmachen [128-130].

2.8 Gewebeinvasion und Metastasierung

Solide Tumore sind in der Lage, Zellen bis zu einem Durchmesser von 1 mm durch Diffusion mit Nahrstoffen
und Sauerstoff selbst zu versorgen. Fiir das weitere Wachstum induziert der Tumor die Bildung von neuen
BlutgefaBen [131]. Anhand dieser Tumorangiogenese erhalt der Tumor Zugang zum hdamatopoetischen
und lymphatischen System und sorgt damit fir den Beginn der Metastasierung. Die Metastasierung (sog.
invasion-metastasis cascade, IMC) ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem sich maligne Tumorzellen eines

Ursprungstumors (Primartumor) Uber die Blut- und Lymphbahn in gesunden Organen und Geweben
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verbreiten. Man unterscheidet je nach GrofRe zwischen Mikrometastasen (< 2 mm) und Makrometastasen
(> 2 mm) [132]. Bei HNSCC-Patienten kommt es erst in einem spdten Stadium zur Ausbildung von
Makrometastasen, sodass ein friihzeitiger Nachweis von Mikrometastasen von dufRerster Dringlichkeit ist.

Jedoch sind Mikrometastasen mit den aktuellen Detektionsmethoden kaum erkennbar [132].

Der Prozess der Metastasierung von epithelial malignen Tumoren wurde bereits im Jahr 2004 von Pantel
et al. [133] beschrieben. In einem friihen Stadium des Tumorwachstums |6sen sich bereits erste
Tumorzellen von dem Primartumor ab und disseminieren entweder direkt in die Blutbahn oder gelangen
lber die Lymphbahnen zu den Lymphknoten, um dort zu soliden Tumoren zu proliferieren. Diese
zirkulierenden Tumorzellen (circulating tumor cells, CTCs) sind in der Lage, iber das hdmatopoetische
System zu entfernten Organen zu gelangen oder sich zunachst in eine Art Ruhezustand (Dormanz) zu
versetzen. Folglich gelangen die neu gebildeten Tumorzellen der Lymphknotenmetastasen erneut tber
das hamatopoetische System zu entfernten Organen, um dort weitere solide Metastasen auszubilden. Es
wird vermutet, dass die Ausbildung von Metastasen in entfernten Organen erst nach der
Lymphknotenmetastasierung erfolgen kann. Disseminieren die Tumorzellen direkt in die Blutbahn, kénnen
sie auf eine direkte Weise in entfernten Organen Fernmetastasen ausbilden, ohne den Umweg (iber die
Lymphknotenmetastasierung [133]. Dieser Transport von Tumorzellen innerhalb der Blutbahn stellt einen
essentiellen Schritt im Metastasierungsprozess dar, obwohl die detaillierten molekularen Mechanismen

der Tumormetastasierung bisher nicht vollstandig erforscht sind [134, 135].

2.9 Neuartige Biomarker als Therapieansatz

Die Untersuchung von Patientenblutproben riickt immer weiter in den Fokus des prognostischen und
diagnostischen Interesses. Im Hinblick auf die Etablierung neuartiger Biomarker werden besonders CTCs
und von Krebszellen abgeleitete extrazelluldre Vesikel intensiv erforscht. Diese extrazelluldaren Vesikel
gelten als eine wichtige Komponente der Tumor-Mikroumgebung [136] und dienen der Kommunikation
zwischen Tumor und anderen Zellen in der Tumor-Mikroumgebung und Peripherie [137]. Kleine
extrazellulare Vesikel mit einem Durchmesser von 30 — 150 nm werden Exosomen genannt und haben
ihren Ursprung aus endozytotischen Kompartiment der parentalen Zellen. Exosomen transportieren
endozytotische Marker, denen ein besonderes Interesse im Hinblick auf ihre Eignung als potentielle
Biomarker fiir den Krankheitsverlauf und Behandlungserfolg zugesprochen wird [137]. Untersuchungen

von isolierten Exosomen aus Plasma-Proben von Kopf-Hals-Tumorpatienten enthiillten ein Protein-Cargo
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mit Informationen (iber den Tumorgrad, das immunsuppressive Tumorprofil und den Krankheitsverlauf
[138]. In weiteren Studien wurden innerhalb von HPV-positiven Tumoren virale Proteine und Gene
zusatzlich zu den Tumor-assoziierten Antigenen in den isolierten Exosomen entdeckt [139, 140]. Durch
solche Unterschiede im Protein-Cargo der Exosomen von HPV-positiven und -negativen Kopf-Hals-
Tumorpatientenproben kann die Erforschung von potentiellen Biomarkern fiir neuartige Therapieansatze

vorangetrieben werden [141].

2.10 Zirkulierende Tumorzellen

CTCs konnen ebenfalls als ein minimal-invasives Fritherkennungssystem zur Detektion eines Kopf-Hals-
Tumors angewendet werden und friihzeitige prognostische Hinweise auf eine TherapiemaRnahme
bringen. Bisher konnte diese Art der Diagnostik nicht in den routinemaRigen klinischen Alltag integriert
werden, da auch modernste bildgebende Verfahren CTCs nicht nachweisen kdnnen. Die Detektion von
CTCs erfordert ein hochsensitives Nachweisverfahren mit anschlieRender molekularer Charakterisierung,

um das Invasionsvermdgen mechanistisch zu verstehen und letztendlich angreifen zu kénnen.

Derzeit steht die Entwicklung von zuverlassigen CTC-Detektionsmethoden aus Patientenblutproben im
Fokus der Forschung. Hierbei gibt es eine Reihe von limitierenden Faktoren, die mit den besonderen
Eigenschaften von CTCs einhergehen. Zum einen ist die Anzahl von CTCs in einer Blutprobe von
Tumorpatienten im frihen Stadium sehr gering, sodass man in einem Volumen von 1 ml Blut
durchschnittlich mit einer CTC unter rund 5 Milliarden Erythrozyten und 10 Millionen Leukozyten rechnen
kann [142, 143]. Zudem erschwert die Heterogenitat der CTC-Population im Hinblick auf die biologischen
und molekularen Verdnderungen wahrend der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) die Wahl der
Antikorper fur die Selektion von CTCs [144]. Der EMT-Prozess ist dafiir zustandig, die Zell-Zell-Adhasion
durch die Runterregulation von bestimmten Zelladhasionsmolekiilen (beispielsweise E-Cadherin) oder von
epithelialen Antigenen (beispielsweise epitheliales Zelladhdsionsmolekil; EpCAM) zu schwachen. Mittels
spezifischer Signalmolekule (Wnt/B-Catenin, FGF oder TGFB1/BMP) initiiert der EMT-Prozess die Migration
fir den Transfer von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften [145]. Diese Entwicklung
flhrt zunachst zu der Ablosung einzelner CTCs vom Priméartumor Gber die Infiltration der Blutzirkulation

bis hin zum Erreichen entfernter Gewebe und Organe der spateren Metastasenausbildung.

Die Entwicklung von Metastasen am Ort des neuen Mikrohabitats wird durch die Interaktion von CTCs mit
der lokalen Mikroumgebung reguliert, wodurch eine Vielzahl an Signalwegen aktiviert wird (unter

anderem Hh, Wnt und Notch). Diese wiederum sorgen fiir die notwendigen Schritte zur Proliferation und
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Ausbildung der Metastasen [146]. Die erneute Ansiedlung von Zellen an dem Zielorgan erfordert die
Umsetzung eines weiteren besonders wichtigen Prozesses in diesem Zusammenhang, die mesenchymal-
epitheliale Transition (MET) [147]. Dieser umgekehrte Prozess von EMT ist erforderlich, um die Initiierung
eines stammzellendhnlichen Phdnotyps mit wichtigen Charakteristika, wie einer hohen Invasivitat,
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und einer gewissen Apoptose- sowie Therapieresistenz, zu erzielen [148].
Einige dieser wahrend der Metastasierung erworbenen Charakteristika werden als Biomarker in der

Isolation und Detektion von CTCs genutzt.

Primartumor

Metastase in
enffernten Organen

Aktivierung

Int ti EMT-Prazess Extravasation” aysvierung
niravasaton & : .
’ MET-Prozess
Epitheliale Marker Mes enc iy male Mar ker Stammazellen Marker
pranie |  aceawtre o A e
B-Cachariny | Mera, p120 Caterdny = g
- : Ak and ALK
B J Mrsecd ni ool surtcs cO&
Hpdad .Lm Garghoasie 200 GLD
; oy Goan
Wer 2 adbern
Zoruks occhuders (201 Pl 3 1PLEY)
Totat |

‘ Blutstrom
. qeheld atmiche ‘E\('ezfzcﬂc
orc cTC

Abbildung 6: Darstellung der Ausbreitung von Tumorzellen wahrend der Metastasierung mit Nennung
der wichtigsten Marker

Zellen aus Primartumoren durchlaufen eine epithelial-mesenchymale Transition (EMT), die zum Verlust der Zell-Zell-
Adhésion fuhrt und die lokale Invasion in die BlutgefaRe fordert (Intravasation). Die erzeugten CTCs konnen nach
dem umgekehrten Prozess, der mesenchymal-epithelialen Transition (MET), der durch die Interaktion mit der lokalen
Mikroumgebung ausgelost wird, aus den BlutgefaRen in entfernte Organe entweichen, in denen spater Metastasen
gebildet werden (Extravasation). Ebenfalls aufgezeigt werden die entscheidenden epithelialen, mesenchymalen und

Stammzellen-Marker fiir die Isolation von CTCs aus dem Bereich der Kopf-Hals-Tumore.
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Fir detaillierte Ausfiihrungen sind entsprechende Veroffentlichungen an die Arbeit angehangt. Eine
Ubersicht der bis heute gewonnenen Erkenntnisse der Mikrofluidik und der nanotechnologischen Systeme

flr die CTC-Isolierung liefern zudem zwei im Rahmen dieser Arbeit angefertigte Review-Artikel. [149, 150]

Publikation Review 1 ab Seite 163:

Gribko A, Kiinzel J, Wiinsch D, Lu Q, Nagel SM, Knauer SK, Stauber RH, Ding GB. Is small smarter?
Nanomaterial-based detection and elimination of circulating tumor cells: current knowledge and
perspectives. Int ] Nanomedicine. 2019 Jun 6;14:4187-4209. doi: 10.2147/1JN.S198319. PMID: 31289440;
PMCID: PMC6560927.

Zusammenfassung: Die Publikation untersucht die Rolle von CTCs bei der Metastasierung von Krebs und
deren Potenzial als pradiktive Biomarker. Aufgrund ihrer Seltenheit und heterogenen Biologie sind CTCs
schwer zu isolieren und zu detektieren. Der Artikel beschreibt verschiedene nanotechnologische Ansatze
zur Isolation und Anreicherung von CTCs sowie zur gezielten Krebstherapie. Es werden Fortschritte in der
Mikrofluidik und Lab-on-a-Chip-Technologien diskutiert, die die Effizienz und Sensitivitdt der CTC-
Erkennung verbessern. Zudem werden verschiedene Nanomaterialien wie magnetische Nanopartikel,
Goldnanopartikel, Quantenpunkte und Graphen untersucht, die zur Erkennung und Behandlung von CTCs
eingesetzt werden kdnnen. Der Artikel schlieft mit der Vorstellung von Entwicklungen in CTC-gerichteten
Nanosystemen und anderen fortschrittlichen Technologien, die sich derzeit in der (pra-)klinischen

Forschung befinden.

Publikation Review 2 ab Seite 187:

Siemer S, Wiinsch D, Khamis A, Lu Q, Scherberich A, Filippi M, Krafft MP, Hagemann J, Weiss C, Ding GB,
Stauber RH, Gribko A. Nano Meets Micro-Translational Nanotechnology in Medicine: Nano-Based
Applications for Early Tumor Detection and Therapy. Nanomaterials (Basel). 2020 Feb 22;10(2):383. doi:
10.3390/nan010020383. PMID: 32098406; PMCID: PMC7075286.

Zusammenfassung: Die Publikation beschreibt die Rolle von Nanomaterialien in der Krebsdiagnose und -
therapie, insbesondere bei der Isolierung, Analyse und gezielten Behandlung von CTCs. Fliissigbiopsien
bieten eine gut vertragliche Alternative zu herkdmmlichen Biopsien, wobei die Erfassung dieser seltenen
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und heterogenen Zellen eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt erfordert. Physikalische Methoden wie
Membranfiltration und mikrochipbasierte Plattformen werden haufig mit biologischen Verfahren
kombiniert. Magnetische Trennungen mit superparamagnetischen Nanopartikeln gelten dabei als
Goldstandard, wahrend nanostrukturierte Substrate und Nanomaterialien wie Graphen und

Kohlenstoffnanorohren die CTC-Erfassung weiter verbessern.

Neben der Diagnostik liegt ein Schwerpunkt auf nanoskaligen Systemen zur gezielten Abgabe von
Therapeutika, um Tumormetastasen zu verhindern. Mesopordse Silica-Nanopartikel, polymerische
Mizellen und Dendrimere ermdglichen die gezielte Zerstérung von CTCs, wobei Mizellen mit Doxorubicin
in Mausmodellen das Tumorwachstum erfolgreich hemmten. Ultraschallgesteuerte Mikrobldschen
fordern die gezielte Chemotherapie und schadigen die Tumorvaskularitdt. Die Kombination von MBs mit
anderen Nanomaterialien er6ffnet zusatzliche therapeutische Mdoglichkeiten. Trotz der Fortschritte fehlen
bislang FDA-zugelassene Produkte, doch die Integration von Nanomaterialien mit Mikrofluidik kdnnte die

Diagnostik und Therapie deutlich voranbringen.
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2.11 Zielsetzung der Arbeit

In vorangehenden Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Taspasel-NPM1-Interaktion an der
Regulation der Taspasel-Aktivitdt beteiligt ist. In dieser Arbeit soll unter anderem die pathologische
Bedeutung der Taspasel-NPM1-Interaktion zur molekularen Hemmung von Taspasel aufgeklart werden.
Untersucht werden soll, ob und inwieweit die Taspasel-NPM1-Interaktion gehemmt und somit die
onkogene Aktivitdt der Protease inhibiert werden kann. Zunachst sollen die Taspasel-NPM1-
Proteinbindedomanen kartiert werden. In diesem Zusammenhang werden NPM1-Punkt- und
Deletionsmutaten sowie Taspasel-Mutanten generiert. Die NPM1-Deletionsmutanten werden so
generiert, dass jeweils eine der vier funktionellen Hauptdomanen fehlt. Nach den resultierenden
Mutanten mit einer Deletion der entsprechenden Bindungsdomane werden zusatzlich unterschiedliche
Kombinationen der aktiven Lokalisationssignale (Kernexport- und -importsignal, sowie nukleolares
Lokalisationssignal NuLS) erzeugt. Diese sind entscheidend an der Regulation der tumorférdernden NPM1-
Funktion beteiligt. Es wird angenommen, dass Taspasel das nukledre Exportsignal von NPM1 nutzt, um
Zugang zum Zytoplasma zu erlangen und dort Substrate zu spalten. Um dieser Hypothese auf den Grund

zu gehen, soll die Interaktion mittels eines zelluldren in vivo-Interaktionssystems analysiert werden.

Zusatzlich soll die Auswirkung der Inhibition der Taspasel-NPM1-Interaktion auf die tumorfordernde
Taspasel-Aktivitdt untersucht werden. Eine Stérung der Taspasel-NPM1-Interaktion in lebenden
Krebszellen soll anhand des Einschlusses der Expression von Taspase-NPM1-Interaktionsdefizienten
Proteinen auf die Aktivitat in trans bewertet werden. Unter der Verwendung des Fluoreszenzmikroskopie-
basierten Biosensorsystems, der Immunblot-Analyse und der Verwendung von Tumorzelllinien soll die
erstmalige Identifikation von Mutanten moglich sein, die in der Lage sind, die proteolytische Aktivitdt von
Taspasel in trans zu inhibieren und somit die Vitalitdt und Resistenz von Tumorzellen gegeniber

Chemotherapeutika und Bestrahlung zu beeintrachtigen.

Damit geht die Analyse der Effekte auf Proliferation, Zellzyklus und Apoptose, sowie erganzend durch
Untersuchungen einer moglichen verdnderten Taspasel-Aktivitdt beziglich bereits verifizierter

Zielproteine wie den Transkriptionsfaktoren TF2A oder USF2 einher.

Des Weiteren soll eine Moglichkeit gefunden werden, um die Tumorbiologie und spezifische Eigenschaften
des Tumors eines Patienten fiir einen personalisierten Therapieansatz zu nutzen. Fiir diese Analyse eignen
sich am besten vom Primartumor abgel6ste zirkulierende Tumorzellen, die sich in der Blutbahn des
Patienten befinden. Fir dieses Vorgehen muss eine auf Kopf-Hals-Tumore angepasste Methode zur

Detektion, Isolation und Analyse bestimmt und etabliert werden. Die Kultivierung von aus einer Blutprobe
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isolierten zirkulierenden Tumorzellen hat das Potential einer Pionierarbeit und soll den Ansatz der

zukunftsweisenden liquid biopsy unterstitzen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von den folgenden Firmen bezogen: BD Bioscience

Europe (Heidelberg), Fisher-Scientific (Schwerte), Gibco/Invitrogen GmbH (Karlsruhe) und Greiner Bio-One

GmbH (Frickenhausen).

3.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Material und Methoden

Bezeichnung Hersteller Ort
Acrylamid (Rotiphorese 30) Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
Agarose Invitrogen GmbH Karlsruhe
AlamarBlue Thermo Fisher Scientific Dreieich
Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH Darmstadt
Ampicillin AppliChem GmbH Darmstadt
Biotherm Tag-DNA-Polymerase Genecraft GmbH Liadinghausen
Bovines Serumalbumin AppliChem GmbH Darmstadt
Bradford-Lésung Bio-Rad Dreieich
Bromphenolblau Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
BSA 100x New England Biolabs Inc. Ipswich
Calf Intestinal Phosphatase (CIP) New England Biolabs Inc. Ipswich
Casy Blue OMNI Life Science Hamburg
Casy Ton OMNI Life Science Hamburg
CellTrace CFSE ThermoFisher Scientific Tuttlingen
Cisplatin Apotheke der Universitaitsmedizin | Mainz
Mainz
Complete Protease Inhibitor Roche Penzberg
Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem Darmstadt
Dithiothreitol (DTT) Carl Roth Karlsruhe
dNTP Mix, 10 mM Roche Penzberg
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ECL, ECL-Plus Amersham Bioscience Buckinghamshire
Ethanol Carl Roth Karlsruhe
Ethidiumbromid Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
Ethylendiamintetracetat (EDTA) Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
Fetales Kalberserum Gibco, Invitrogen GmbH Karlsruhe
Fetales Kdlberserum Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
Glutamin Gibco, Invitrogen Karlsruhe
Glycin AppliChem GmbH Darmstadt
GroRenstandard, 100bp New England Biolabs Inc. Ipswich
GroRenstandard, 1kb New England Biolabs Inc. Ipswich
GroRenstandard, Protein Peqlab Biotechnologie GmbH Erlangen
HCS CellMask Stain Thermo Fisher Scientific Dreieich
Hoechst 33342 Sigma Aldrich Chemie GmbH Minchen
Hydroxyurea Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
Isopropanol Fisher Scientific GmbH Schwerte
JetPRIME Polyplus Transfection Frankreich
KCl Carl Roth Karlsruhe
Leptomycin B Axxora Dtl. GmbH Lérrach
L-Glutamin Gibco, Invitrogen GmbH Karlsruhe
Lipofectamin 2000 Invitrogen GmbH Karlsruhe
Leptomycin B Enzo Life Sciences GmbH Lorrach
Magermilchpulver AppliChem GmbH Darmstadt
Mercaptoethanol Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
Methanol Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
Natriumcitrat Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
Natriumdeoxycholat Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe
NEAA Gibco, Invitrogen Karlsruhe
NSC348884 Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen
Paraformaldehyd Serva Elektrophoresis GmbH Heidelberg
PBS, steril Gibco, Invitrogen GmbH Karlsruhe
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Penicillin/Streptomycin Gibco, Invitrogen GmbH Karlsruhe

Phorbol-12-myristate-13-acetat; | Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen

(PMA)

Polyethylenimin (PEI) Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen

ReBlotplus strong 10x Stripping Chemicon International Hofheim

Rotiblock Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe

Staurosporin Cayman Chemical Company

Takara Cambrex Bioscience Lonza

Tetramethylethylendiamin Serva Elektrophoresis GmbH Heidelberg

(TEMED)

TGX  Stain-free  fast  Cast | Bio-Rad Laboratories GmbH Miinchen

Acrylamide Kit

Tris Neolab Heidelberg

Triton-X-100 Sigma Aldrich Chemie GmbH Minchen

Trypan-Blau Sigma Aldrich Chemie GmbH Miinchen

Trypsin LE Express Gibco, Invitrogen GmbH Karlsruhe

Tween20 AppliChem GmbH Darmstadt
Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen

PBS 4,3 mM Na;HPOg4; 1,4 mM KH,PO4; 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; pH 7,4

EDTA 0,5 M; pH 8,0

Weitere verwendete Puffer und Loésungen kénnen den Beschreibungen in den jeweiligen Abschnitten

enthommen werden.
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3.1.3 Gerate

Tabelle 4: Ubersicht iiber die verwendeten Gerite

Material und Methoden

Gerat Bezeichnung Hersteller Ort
Agarose Gel System peqlab, VWR Darmstadt
Array Scan VTI Thermo Fisher Scientific Dreieich
Autoklav 5050 ELV Tuttnauer Breda
Bakterienbrutschrank Gasboy C40 Labotec Midrand
ChemiDoc MP Imaging System Bio-Rad Laboratories GmbH | Miinchen
Einfrierhilfe CoolCell Biocision USA
Einwegfilter zur | Filcons 50pm BD Bioscience USA
Zellseparation
Eismaschine AF 80 Scotsman Vernon Hills, USA
Elektrophoresekammer | PerfectBlue peqlab Biotechnologie | Erlangen
DNA Gelsystem Mini S GmbH
Elektrophoresekammer | Elektrophoresesystem | Bio-Rad Laboratories GmbH | Miinchen
Protein
Eppendorf-Rotator Rotator SB“ Stuart Scientific Asbach
Falkonzentrifuge Heraeus Multifuge 1L- | Thermo Scientific Tuttlingen
R
Gefrierschrank -20°C Liebherr Liebherr Bulle, Schweiz
Gefrierschrank -80°C TSX Thermo Scientific Dreieich
GelgieRstand Gel-GielRschiene Bio-Rad Laboratories GmbH | Miinchen
Heizblock Thermo Mixer F 1.5 Eppendorf GmbH Hamburg
Luminometer Luminiskan Ascent Thermo Labsystems Darmstadt

Kiihlschrank

Liebherr

Bulle, Schweiz

Kuhlzentrifuge

Biofuge firesco

Heraeus Holding GmbH

Hanau

MACS Separation | 25 LS Columns Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach
Columns

Magnetrihrer lkamag RCT IKA-Werke GmbH & Co. KG Staufen
Magnetstander SureBeads Magnetic | Bio-Rad Laboratories GmbH | Miinchen
(Eppendorf) Rack
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Magnetstander DynaMag-15 Invitrogen, ThermoFisher | Dreieich
(Falcons) Scientific
Magnetstander Quadro MACS Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach
(Saulen)
Mikroskope Nikon Eclipse TE2000- | Nikon GmbH Dusseldorf
(Fluoreszenz) U
AxioVert 200M Zeiss Oberkochen
Mikroskop Nikon TMS Nikon GmbH Disseldorf
Mikroskopie-Slide 15p-Slide 8well | Ibidi Miinchen
ibiTreat
Mikrowelle M730 Philips Hamburg
Multiplatten Lesegerat | Tecan Spark Tecan Crailsheim
PCR-Thermocycler ThermalUno VWR Darmstadt
PCR-Thermocycler T Personal Biometra  biomedizinische | Géttingen
Analytik GmbH
pH-Meter EasyFive Mettler Toledo Giellen
Photometer Ultraspec 3100pro Amersam Bioscience Backinghamshire
Rollmixer RollerMixer SRT6 Stuart Scientific Asbach
Schittelinkubator Certomat H B.Braun Biotech Int. GmbH Melsungen
Schiittler WS 10 Edmung Buhler GmbH Hechingen
Rocker 2d digital IKA Staufen
3D Rocking Shaker StarLab Hamburg
SDS Gel System Mini Protean Cell Bio-Rad Laboratories Minchen
Sterilbank Hera Safe Heraeus Holding GmbH Hanau
Stickstoff-Tank GT 38 Omnilab AG Mettmenstetten
Stromgeber PowerPac Bio-Rad Laboratories GmbH | Miinchen
Tischzentrifuge Mikro 120 Andreas Hettich GmbH + Co | Tuttlingen
KG Dreieich
Heraeus PICO 17 | Thermo Electron Corporation
Centrifuge
Tischzentrifuge Mini C13000-RT Fisherbrand Schwerte
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Turbo-Blotter Trans-Blot Turbo | Trans-Blot Turbo Transfer | Miinchen
Transfer System System
Ultraschall- Sonoplus mini20 Bandelin Berlin
Homogenisator
UV-Tisch TFX-35I Biometra  biomedizinishce | Géttingen
Analytik GmbH
Vortexer VWR VV3 VWR Int. GmbH Darmstadt
REAX 2000 Heidolph Schwabach
Waage ABT 120-SDM Kern & Sohn GmbH Balingen
Wasserbad Polystat CC3 P. Huber | Offenburg
Kaltemaschinenbau GmbH
Zahlkammer Neubauer Karl Hecht “Assistent” GmbH | Altnau TG
Zahlkammer
Zellkulturbrutschrank Hera Cell Heraeus Holding GmbH Hanau
Zellzahler CASY TTC OMNI Life Science Hamburg
Zellzentrifuge Cytospin Universal | Hettich Tuttlingen
16R
3.1.4 Verwendete Antikorper
Verwendete Antikérper fir den Proteinnachweis mittels Western Blotting und die

Immunfluoreszenzfarbung werden in den folgenden Tabellen 5 und 6 angegeben.

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Primarantikorper

Antigen Organismus  Hersteller Eigenschaft Verwendung Verwendung

Western Blot

Immun-

fluoreszenz

Actin Kaninchen Sigma polyklonal 1:5000 -
AFP (C3) Maus Santa Cruz 1:500 -
CD326 (EpCAM) | Maus eBioscience | monoklonal - -
Biotin
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CD326 (EpCAM) | Maus eBioscience | Klon 1B7 1:1000 -
purified
CD326 (EpCAM)- | Maus Santa Cruz monoklonal - 1:20
PE (1B7)
CD45 (217) Maus BD monoklonal - -
Bioscience
CDA45 (HI30)-FITC Life monoklonal - 1:100
Technology/
eBioscience
CD63 (SPM524) | Maus Novusbio monoklonal - -
Biotin
CD63 (SPM524) | Maus Novusbio monoklonal 1:1000 -
purified (194)
CD63 (MEM-259), | Maus Thermo monoklonal - 4 pl x 100 pul
Alexa Fluor 488 Fisher Blutprobe oder
(190) Scientific 10° Zellen
CD63-Exosom Maus Invitrogen monoklonal - -
Cytokeratin Pan- | Maus Santa Cruz monoklonal 1:500 -
(C11)
Cytokeratin Pan- | Kaninchen Santa Cruz polyklonal 1:1000 -
(H-240) (163)
Cytokeratin-Pan- | Maus Santa Cruz monoklonal - 1:200
(C-11) PE
Cytokeratin Maus Abcam monoklonal 1:100-1:200 | -
8,18,19 (2A4)
Cell Surface | Maus Abnova monoklonal - 1:100
Vimentin (CSV)
Fibrillarin Maus Abcam monoklonal 1:1000 1:500
GAPDH Maus Santa Cruz monoklonal 1:3000 -
GFP (FL) Kaninchen Santa Cruz polyklonal 1:5000 1:500
HA.11 Maus Covance monoklonal 1:1000 -
H3K9me3 Kaninchen Active motif | polyklonal - 1:500
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IgG1 Isotope | Maus eBioscience - -

Control Biotin

NPM1 (B51) Maus Cell Signaling | polyklonal 1:5000 1:200

NPM1 (B75) | Maus Sigma- monoklonal 1:1000 -

Oligomere Aldrich

p21 (F-5) Maus Santa Cruz monoklonal 1:500 -

p53 Maus Santa Cruz monoklonal 1:200- -
1:1000

Taspase c-term Kaninchen Abgent polyklonal 1:1000 1:100

Taspase n-term Kaninchen Abgent polyklonal 1:1000 -

Taspasel Maus LSBio monoklonal 1:1000 1:100

Vimentin  Ab-2 | Maus Neo Markers | monoklonal - -

(V9) (100)

*Bei fehlenden Angaben zur Verdiinnung werden die Herstellerangaben befolgt.

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Sekundarantikorper

Antigen Organismus Hersteller Fluorochrom/ Verwendung - Verwendung —
Enzymatische = Western Blot Immun-
Aktivitat fluoreszenz

Anti-Kaninchen | Ziege Dianova Cy3 1:300

Anti-Maus Ziege Dianova Cy3 1:300

Anti-Kaninchen | Ziege Abcam FITC 1:300

Anti-Maus Huhn Abcam FITC 1:300

IgG Kaninchen Ziege Santa Cruz | HRP 1:5000

IgG Maus Ziege Santa Cruz | HRP 1:5000
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3.1.5 Beads

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Beads

Bezeichnung Hersteller Ort Beschreibung
Dynabeads® MyOne™ | Thermo Fisher Scientific | Dreieich Hohe Bindungsaffinitat
Streptavidin T1 (Biotin-Streptavidin
Wechselwirkung)
Dynabeads® Invitrogen Dreieich Wiederablésbare Beads
FlowComp™ Flexi
CD326 (EpCAM) | Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach Antikorper gekoppelte
Microbeads Beads
Anti-HA Microbeads Miltenyi Biotec GmbH Bergisch Gladbach Antikorper gekoppelte
Beads,
Negativkontrolle

3.1.6 Oligonukleotide

Synthetische Oligonukleotide wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Die folgenden Tabellen
beinhalten alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (einschlieRlich Oligonukleotide fir die DNA-

Sequenzierung, Primer fur Polymerasekettenreaktion [PCR] und Oligoannealing).

Tabelle 8: Primer fiir die Sequenzanalyse

5-pC3_seq 5-GGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC-3*
3‘-pC3_seq 5‘-CAACTAGAAGGCACAGTCGAG-3*
3‘-GFP_seq 5‘-GTGCTGCTGCCCGACAACCAC-3*

3’-mCherry_seq 5-CACCATCGTGGAACAGTACG-3’

5-T7_seq 5‘-TAATACGACTCACTATAG-3*

3'-SP6_seq 5-ATTTAGGTGACACTATAG-3’

Tabelle 9: PCR-Primer

5-Bam-NPM1 TTTGGATCCACATGGAAGATTCGATGGACATGG
3“Nhe-NPM1 TTTGCTAGCAAGAGACTTCCTCCACTGCCAGAG
NPM1laal-186 TTTGCAGCAGTTCCTCATCATCAAAATCATCATCATC
NPM1laal-117 TTTGCTAGCTACTAAGTGCTGTCCACTAATATGCACTG
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NPM1aal87-294_ATG

TTTGGATCCATGGAAGAAAAAGCGCCAGTGAAGAAATCTATA

NPM1aal18-294_ATG

TTTGGATCCATGGCTGTGGAGGAAGATGCAGAG

NPM1aa260-294

TTTGGATCCATGTCTCTTCCCAAAGTGGAA

5‘-“NPM1-NLS-mut

GTTCCACAGGCAGCAGTAGCACTTGCTGCT

3-“NPM1-NLS-mut

AGCAGCAAGTGCTACTGCTGCCTGTGGAAC

5-“NPM1-NES-mut

CAGGCATCTGCAAGAACGGTCAGTGCAGGA

3-“NPM1-NES-mut

TCCTGCACTGACCGTTCTTGCAGATGCCTG

5-hTasp-LDTVGAV TTGGACACGGTAGGCGCTGTG
3‘-hTasp-LDTVGAV CACAGCGCCTACCGTGTCCAA
5-dTasp-LDTVGAV TTGGACACAGTGGGAGCGGTA
3‘-dTasp-LDTVGAV TACCGCTCCCACTGTGTCCAA

5-BioDEN-RevNES2

AGCTTGGCCTTCAGCTACCACCGCTTGAGAGACTTACTCTTGGAA

3’-BioDEN-RevNES2

AGCTTTCCAAGAGTAAGTCTCTCAAGCGGTGGTAGCTGAAGGCCA

5‘-Bam-hTasp 1563

TTTGGATCCACATGACCATGGAGAAGGGGATG

3‘-Nhe-hTasp 1564

AAAGCTAGCGTTCACTGGGCTCTCCAGGCGG

5‘-Kpn-dTasp 2575

TTTGGTACCATGGCAGGCTTCGTCGCAGTG

3‘-Nhe-dTasp 2576

TTTGCTAGCAATGCGCAGGTGGAAGTTGTGG

3’hTaspaal-45

TTTCTCGAGCCAACACAAAGCCTCCTCGTTTCTCTTTAT

cDNA NPM1 for RT

TTTGAAATAACACCACCAGTG

cDNA NPM1 rev RT

ATCTTCATCAGCAGCAAGTTT

Tabelle 10: esiRNA fiir Protein-Knockdown

Name Hersteller
Mission | Sigma Aldrich
esiRNA | #EHU115611-
NPM1 | 20UG

Sequenz geléstin
GCTGGTGCAAAGGATGAGTTGCACATTGTTGAAGC Nuklease-
AGAGGCAATGAATTACGAAGGCAGTCCAATTAAAG freiem  TE-
TAACACTGGCAACTTTGAAAATGTCTGTACAGCCAA Puffer (10
CGGTTTCCCTTGGGGGCTTTGAAATAACACCACCAG mM Tris-HCl,
TGGTCTTAAGGTTGAAGTGTGGTTCAGGGCCAGTG 1 mM EDTA,
CATATTAGTGGACAGCACTTAGTAGCTGTGGAGGA pH 8,0)
AGATGCAGAGTCAGAAGATGAAGAGGAGGAGGAT
GTGAAACTCTTAAGTATATCTGGAAAGCGGTCTGCC
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CCTGGAGGTGGTAGCAAGGTTCCACAGAAAAAAGT
AAAACTTGCTGCTGATGAAGATGATGACGATGATG
ATGAAGAGGATGATGATGAAGATGATGATGATGAT
GATTTTGATGATGAGGAAGCTGAAGAAAAAGCGCC
AGTGAAGAAA

3.1.7 Vektoren

Die nachfolgende Auflistung enthalt alle in dieser Arbeit verwendeten Klonierungs-Vektoren und die

konstruierten bzw. erhaltenen Expressions-Vektoren.

Tabelle 101: Klonierungs-/Ausgangs-Vektoren

Plasmid Relevante Merkmale Quelle
pPCDNAS3 (+) amp', eukaryotischer Expressions-Vektor, neo" Invitrogen, Karlsruhe
pC3_BFP amp', eukaryotischer Expressions-Vektor, neo', zur | ehemaliges Labor
Klonierung C-terminaler BFP-Fusionsproteine Prof. Stauber
(Rosorius et al. 1999)
pC3_GFP amp’, eukaryotischer Expressions-Vektor, neo’, zur | ehemaliges Labor
Klonierung C-terminaler GFP-Fusionsproteine Prof. Stauber
(Rosorius et al. 1999)
pC3_mCherry amp', eukaryotischer Expressions-Vektor, neo', zur | ehemaliges Labor
Klonierung C-terminaler mCherry-Fusionsproteine Prof. Stauber

(Rosorius et al. 1999)

pC3_GST/GFP

amp’, eukaryotischer Expressions-Vektor, neo’, zur
Klonierung N-terminaler GST- und C-terminaler GFP-

Fusionsproteine

ehemaliges Labor

Prof. Stauber

(Rosorius et al. 1999)

pGEM Teasy

amp', Klonierungs-Vektor

Promega, Mannheim

Tabelle 112: Humane Expressionsvektoren

Plasmid

pC3-NPM1-BFP

Kodiert fur

Volllange NPM1 in Fusion mit BFP

Referenz

Labor Prof. Stauber

pC3-NPM1-GFP

Volllange NPM1 in Fusion mit GFP

Labor Prof. Stauber
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pC3-NPM1-HA Volllange NPM1 in Fusion mit HA-tag Labor Prof. Stauber
pC3-NPM1-mCh Volllange NPM1 in Fusion mit mCherry Labor Prof. Stauber
pC3-NPM1aal-117-GFP NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 117 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1laal-117-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 117 und Fusion mit HA
pC3-NPM1laal-117-mCh NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 117 und Fusion mit
mCherry
pC3-NPM1aal-186-GFP NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 186 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1aal-186-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 186 und Fusion mit HA
pC3-NPM1laal-186-mCh NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminoséaure- | Diese Arbeit
sequenz von 1 bis 186 und Fusion mit
mCherry
pC3-NPM1aal06-294-GFP | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosédure- | Diese Arbeit
sequenz von 106 bis 294 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1aal06-294-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminoséaure- | Diese Arbeit
sequenz von 106 bis 294 und Fusion mit HA
pC3-NPM1aal18-294-GFP | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 118 bis 294 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1aal18-294-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 118 bis 294 und Fusion mit HA
pC3-NPM1aal118-294-mCh | NPM1-Mutantey mit verkirzter | Diese Arbeit
Aminosaure-sequenz von 118 bis 294 und
Fusion mit mCherry
pC3-NPM1aal87-294-GFP | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 187 bis 294 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1aal87-294-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 187 bis 294 und Fusion mit HA
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pC3-NPM1aal87-294-mCh | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 187 bis 294 und Fusion mit
mCherry
pC3-NPM1aa260-294-GFP | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosédure- | Diese Arbeit
sequenz von 260 bis 294 und Fusion mit GFP
pC3-NPM1aa260-294-HA NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 260 bis 294 und Fusion mit HA
pC3-NPM1aa260-294-mCh | NPM1-Mutante mit verkiirzter Aminosaure- | Diese Arbeit
sequenz von 260 bis 294 und Fusion mit
mCherry
pC3-NPM1-NESmt-GFP NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NLS) in Fusion mit GFP
pC3-NPM1-NESmt-HA NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NLS) in Fusion mit HA
pC3-NPM1-NESmt-mCh NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NES) in Fusion mit mCherry
pC3-NPM1-NLSmt-GFP NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NLS) in Fusion mit GFP
pC3-NPM1-NLSmt-HA NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NLS) in Fusion mit HA
pC3-NPM1-NLSmt-mCh NPM1-Lokalisationsmutante (inaktiviertes | Diese Arbeit
NLS) in Fusion mit mCherry
pC3-NPM1c21e-GFP Volllange NPML1 in Fusion mit GFP mit einer | Labor Prof. Stauber
Mutation von Cys21 nach Phe
pC3-NPM1ciw-GFP Volllange NPM1 in Fusion mit GFP mit ehemaliges Labor Prof.
einer Mutation von Cys21 nach Trp Stauber
pC3-NPM1Cyt Cytoplasmatisches NPM1 Labor Prof. Stauber
pC3-NPM1-MutA-BFP NPM1-Mutante A mit BFP Labor Prof. Stauber
pC3-Tasp-BFP Volllange Taspasel in Fusion mit BFP ehemaliges Labor Prof.
Stauber
pC3-Tasp-GFP Volllange Taspasel in Fusion mit GFP Dissertation Carolin
Bier (Bier et al. 2011b)
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pC3-Tasp-HA Volllange Taspasel in Fusion mit HA-tag Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-Tasp-mCh Volllange Taspasel in Fusion mit mCherry Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-Taspaal-45-GFP

Taspasel-Mutante mit verkirzter
Aminosauresequenz von 1 bis 45 in Fusion

mit GFP

Labor Prof. Stauber

pC3-Taspaal-45-mycNES-

GFP

Taspasel-Mutante mit verkirzter
Aminosauresequenz von 1 bis 45 und einem

mycNES in Fusion mit GFP

Labor Prof. Stauber

pC3-Taspaal-45-HA

Taspasel-Mutante mit verkirzter
Aminosauresequenz von 1 bis 45 in Fusion

mit HA

Labor Prof. Stauber

pC3-Taspaal-45-mCh

Taspasel-Mutante mit verkirzter
Aminosauresequenz von 1 bis 45 in Fusion

mit mCherry

Labor Prof. Stauber

pC3-TaspA1-45-GFP

Taspasel Deletionsmutante (Deletion der

Aminosauren 1 bis 45) in Fusion mit GFP

Labor Prof. Stauber

pC3-TaspA1-45-HA

Taspasel Deletionsmutante (Deletion der

Aminosauren 1 bis 45) in Fusion mit HA

Labor Prof. Stauber

pC3-TaspA1-45-mCh

Taspasel Deletionsmutante (Deletion der

Aminosauren 1 bis 45) in Fusion mit mCh

Labor Prof. Stauber

pC3-Tasprass-GFP

Volllange Taspasel in Fusion mit GFP mit

einer Mutation von Phe43 nach Ser

Labor Prof. Stauber

pC3-TaspF435-HA

Volllange Taspasel in Fusion mit HA mit

einer Mutation von Phe43 nach Ser

Labor Prof. Stauber

pC3-Tasprazs-mCh

Volllange Taspasel in Fusion mit mCherry

mit einer Mutation von Phe43 nach Ser

Labor Prof. Stauber

pC3-Taspp43y-G FP

Volllange Taspasel in Fusion mit GFP mit

einer Mutation von Phe43 nach Tyr

Labor Prof. Stauber

pC3-Tasprazy-mCh

Volllange Taspasel in Fusion mit mCherry

mit einer Mutation von Phe43 nach Tyr

Labor Prof. Stauber
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pC3-TaspTV-GFP

Volllange Taspasel in Fusion mit GFP mit

einer Mutation von Thr234 nach Val

Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-TaspTV-HA

Volllange Taspasel in Fusion mit HA-tag mit

einer Mutation von Thr234 nach Val

Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-TaspTV-mCh

Volllange Taspasel in Fusion mit mCherry

mit einer Mutation von Thr234 nach Val

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcs1

Fusionsprotein aus SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstellel des MLL-Proteins-

myc-RevNES

Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-BioTaspcs2

Fusionsprotein aus  SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins-

myc-RevNES

Dissertation Carolin

Bier (Bier et al. 2011b)

pC3-BioTaspcsmut(k1a)

Fusionsprotein aus SV40NLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von K6 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(i2a)

Fusionsprotein aus  SV40NLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von I5 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(saa)

Fusionsprotein aus SV40NLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von S4 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(asa)

Fusionsprotein aus SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von Q3 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmutiLsa)

Fusionsprotein aus SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von L2 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(pea)

Fusionsprotein aus  SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von D1 nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber
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pC3-BioTaspcsmut(c7a)

Fusionsprotein aus SV40NLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von G1’ nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(vea)

Fusionsprotein aus SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von V2’ nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(psa)

Fusionsprotein aus SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von D3’ nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspcsmut(pioa)

Fusionsprotein aus  SV4ONLS-GFP-GST-
Taspase-Schnittstelle2 des MLL-Proteins

mit Mutation von D4’ nach Ala-myc-RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-BioTaspmyoir Fusionsprotein aus SV40NLS-GFP-GST-AS | Diese Arbeit
152-268 von MyolF-myc-RevNES

pC3-BioTaspersa Fusionsprotein aus  SV4ONLS-GFP-GST- | Diese Arbeit
PRS4-myc-RevNES

pC3-BioTasprra Fusionsprotein aus SVA4ONLS-GFP-GST- | Diese Arbeit
TFIIA-myc-RevNES

pC3-BioTaspusr2 Fusionsprotein aus SV40ONLS-GFP-GST- | Diese Arbeit

USF2-myc-RevNES

pC3-Taspcyt-BFP

Wanderndes Taspasel Volllange Protein in

Fusion mit BFP und RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-Taspcyt-GFP

Wanderndes Taspasel Volllange Protein in

Fusion mit GFP und RevNES

Labor Prof. Stauber

pC3-TFIIA-GFP

Volllange TFIIA in Fusion mit GFP

Labor Prof. Stauber

PF143

pCDNA3.1-Vektor, der fir GFP codiert

ehemaliges Labor Prof.

Stauber (Rosorius et al

1999)
pC3-dTasp-GFP Volllange Drosophila Taspasel in Fusion mit | Dissertation  Désirée
GFP Wiinsch
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pC3-ahTasp+BdTasp-GFP a-Untereinheit der humanen Taspasel | Diese Arbeit
gepaart mit B-Untereinheit der Drosophila
Taspasel in Fusion mit GFP
pC3-ahTasp+BdTasp-mCh | a-Untereinheit der humanen Taspasel | Diese Arbeit
gepaart mit B-Untereinheit der Drosophila
Taspasel in Fusion mit mCherry
pC3-ahTasp+BdTasp- a-Untereinheit der humanen Taspasel | Diese Arbeit
mTomato gepaart mit B-Untereinheit der Drosophila
Taspasel in Fusion mit mTomato
pC3-ahTasp+BdTasp- a-Untereinheit der humanen Taspasel | Diese Arbeit
mOrange gepaart mit B-Untereinheit der Drosophila
Taspasel in Fusion mit mOrange
pC3-adTasp+BhTasp-GFP a-Untereinheit der Drosophila Taspasel | Diese Arbeit
gepaart mit B-Untereinheit der humanen
Taspasel in Fusion mit GFP
pC3-adTasp+BhTasp-mCh | a-Untereinheit der Drosophila Taspasel | Diese Arbeit
gepaart mit B-Untereinheit der humanen
Taspasel in Fusion mit mCherry

3.1.8 Bakterienstimme und Kulturbedingungen

Tabelle 13: Auflistung verwendeter Bakterienstamme

Bakterienstamm

E. coli Top 10

Genotyp

Invitrogen (Darmstadt)

Hersteller/Referenz

E. coli XL2-BlueTM

Stratagene (Heidelberg)

3.1.9 Zelllinien

Tabelle 124: Auflistung verwendeter Zelllinien

Zelllinie

Charakteristika/Gewebe/Organismus

Medium

ATCC/Referenz

293T

Embryonales Nierengewebe, Homo sapiens

DMEM

CRL-11268
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A431 Epidermis, Epidermales-Karzinom, Homo | DMEM ATCC-CRL1555
sapiens

Deuser HNSCC, Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom, | DMEM-F12 HNSCCUM-03T
Homo sapiens

FaDu Pharynx, Plattenepithelkarzinom, Homo | DMEM-FaDu | ATCC-HTB43
sapiens CVvCL_1218

Hela Cervix, Adeno-Karzinom, Homo sapiens DMEM CCL-2

CVCL_0030

Hunkel HNSCC, Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinom | DMEM-F12 HNSCCUM-02T
(Metastase), Homo sapiens

MCF-7 Brustdriisen-Karzinom, Homo sapiens DMEM ATCC HTB-22

MEF (NIH3T3) Embryonale Fibroblasten, Mus musculus DMEM ATCC-CRL1658

THP-1 Monozyten, Akute Monozytenleukamie, | RPMI 1640 ATCC TIB-202
Homo sapiens

Vero Niere, Fibroblasten-dhnlich, Cercopithecus | DMEM ATCC-CCL81
aethiops

3.1.10 Zellkulturmedien
Tabelle 135: Auflistung verwendeter Zellkulturmedien
Medium Beschreibung Zusatz Hersteller Verwendung
DMEM Glukose 4500mg/I, | 10 % FCS Gibco Zellkultivierung
Na-Pyruvate, ohne | 1 % Glutamin (Karlsruhe)
L-Glutamine 1 % Pen/Strep #21969
DMEM - FaDu | Glukose 4500mg/|, | 10 % FCS Gibco Zellkultivierung

Na-Pyruvate, ohne | 1 % Glutamin

L-Glutamine 1 % Pen/Strep
1% NEAA
1 % HEPES
2 %
(7,5 %)

Sodiumbicarbonat

(Karlsruhe)

fur FaDu-Zellen
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DMEM-800 Selektionsmedium | 10 % FCS Gibco Zellkultivierung
fur stabile Zellen 1 % Glutamin (Karlsruhe)
1 % Pen/Strep
G418 (Geneticin)
DMEM-F12 10 % FCS Zellkultivierung
1 % Glutamin
1 % PenStrep
OptiMEM Serum-reduziert, - Gibco Transfektion
L-Glutamin, 2400 (Karlsruhe)
mg/| Na- #31985
Bicarbonate,
HEPES, Sodium
Pyruvate
RPMI 1640 Glukose 2000 | 20 % FCS (Sigma) Gibco Zellkultivierung
mg/l, ohne L-| 1% Glutamin (Karlsruhe)
Glutamine 1 % Pen/Strep #21870-084
3.1.11 Software

Tabelle 146: Auflistung verwendeter Programme

Programm Anbieter/Referenz

AxioVision Zeiss, Oberkochen

Benchling Benchling, Biology Software (2020). Verfiigbar
uber https://benchling.com

BioEdit Department of Microbiology, North Carolina State

University

BLAST, GeneBank

National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Bethesda (MD): National Library of
Medicine (US), National Center for Biotechnology
Information. Verfigbar uber

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Canvas Canvas GFX, Inc., Boston, USA

Fiji/Image) Schindelin et al. 2012

Gene Construction Kit Textco, West Lebanon, USA

NEBioCalculator New England Biolabs, Inc., Ipswich, USA. Verfiigbar

uber: https://nebiocalculator.neb.com

R R Core Team (2020). R: A language and
environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Wien.

Verfugbar tiber: https://www.R-project.org

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerasekettenreaktion

Fur die Polymerasekettenreaktion benétigt man die folgenden Komponenten: spezifisches Template
(siehe Tabelle 12), spezifische Primer (siehe Tabelle 8), dNTPs 2,5 uM, 10x Biotherm-PCR-Reaktionspuffer
(enthalt 15mM MgCl,), Biotherm Taq-DNA-Polymerase von GeneCraft (Liidinghausen) und Aqua bidest.,
steril. Die Komponenten werden anschlieBend fir einen 50 pl PCR-Ansatz nach folgendem

Pipettierschema auf Eis in ein PCR-ReaktionsgefaR pipettiert:

» 5ul — 10x PCR-Reaktionspuffer
> 4l —2,5 uM dNTPs

» 1yl —10 pM ,,forward" Primer
» 1yl —10 pM ,reverse” Primer
»> 0,2-05pg — Template (pl variabel)

» 1ul —Tag-Polymerase

Ad 50 pl — Aqua bidest., steril
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Die PCR wird unter der Verwendung des Standardprogramms im Thermocycler von Biometra (Gottingen)
oder von VWR (Darmstadt) gestartet. Die jeweilige Primer-Annealing-Temperatur (*) richtet sich nach den

gewahlten, spezifischen Primern. Der Ablauf des PCR-Programms sieht wie folgt aus:

> 95°C —2min

» 95°C —30s
» 61°C* —30s 35 Zyklen
» 72°C —30s

» 72°C —7min

> 4°C —oo

Klenow-Fragmente zum Auffiillen
Wird benutzt, um sogenannte ,sticky ends‘ zu blunden.

Eluat + 5 pl Puffer 2 + 1 pl Klenow + 0,66 pl 2,5 uM dNTPs mit anschlieBender Inkubation fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur. Nach der Zugabe von 1 ul 50 mM EDTA erfolgt eine Hitzeinaktivierung fur 20

Minuten bei 75°C, um einen Reaktionsstopp auszuldsen.

Zum Schluss erfolgt ein spezifischer Restriktionsenzymverdau.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese und DNA-Restriktion

PCR-Produkte werden nach Zugabe des 5x DNA-Probenpuffers mittels 1-2%igen Agarose-Gelen
elektrophoretisch bei einer Spannung von 75 Volt und einer Dauer von 60min aufgetrennt und auf ihre

GroRe hin kontrolliert.
Bendotigte Materialien:
- Agarose
- Ethidiumbromid (Stocklésung: 2 mg/ml H,0)

- TAE-Puffer, 50x (242 g Tris; 18,6 g EDTA; 114,57 g NaAc*3 H,0; ad pH 8 Salzsaure, ad 1 | H,0)
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- GroRenstandard (NEB), 2-log-ladder

- Ladepuffer: Bromphenolblau; Xylolcyanol

Die Agarose-Gelelektrophorese wird auBerdem fiir die Auftrennung von Produkten nach der DNA-
Restriktion angewendet. Die DNA-Restriktion erfolgt dabei unter Verwendung von 10x CutSmart

Restriktionspuffer von NEB und den Restriktionsenzymen von NEB im folgenden Mischverhiltnis:

> 5ul — 10x CutSmart Restriktionspuffer von NEB
> je2,5ul — Restriktionsenzyme von NEB (10 U/ul)
> 1-5ug — DNA (ul variabel)
Ad 50 pl — Aqua bidest., steril (bei PCR-Produkt-Verarbeitung der Inserts keine weitere

Zugabe notwendig)

3.2.3 Gel-Elution

Die Auftrennung mittels Gelelektrophorese ermoglicht es, die gewilinschte DNA-Bande auf dem
Transilluminator (Syngene) auszuschneiden und mit Hilfe des QlAquick Gel Extraction Kits von Qiagen

unter Verwendung aller Herstellerangaben zu extrahieren.

QlAquick Gel Extraction Kit von Qiagen (Dusseldorf) enthéalt: QlAquick Spin-Saulen, QG-Solubilication
Buffer, PE-Washing Buffer, EB-Elution Buffer

3.2.4 DNA-Ligation

Das Verbinden von DNA-Fragmenten (Inserts), die entweder als Produkt durch die PCR entstanden sind
oder mittels Restriktionsenzymen aus einem Plasmid geschnitten wurden, und die dazu entsprechend
verdauten Plasmid-Vektoren nennt man DNA-Ligation. Um eine Religation des Vektors zu verhindern,
werden die 5-Enden des restringierten Vektors mittels Zugabe einer Phosphatase (CIP) dephosphoryliert,
sodass die fir eine Ligation notwendige Phosphatgruppe nur vom Insert bereitgestellt wird. Fir die
Ligation wurden TaKaRa (liber Mobitec, Gottigen bezogen) oder die T4-DNA-Ligase von NEB (Frankfurt)

unter Beachtung der Herstellerangaben benutzt.
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Bendtigte Materialien:

CIP, 2 U/ul von NEB

NEB-Puffer 3, 10x von NEB (lpswitch)

- T4-DNA-Ligase von NEB

TaKaRa-DNA-Ligase, Solution 1, Version 2.1 von Cambrex (Lonza)

3.2.5 Transformation kompetenter Zellen

Kompetente Bakterien (siehe Tabelle 13) werden bei -80°C gelagert und bei Verwendung zunachst auf Eis
aufgetaut. Zu jedem Ligationsansatz werden 50 pul dieser kompetenten Zellen hinzugefigt und fir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Der anschlieRende Hitzeschock erfolgt bei 42°C fir 45 Sekunden. Die Zellen
werden daraufhin direkt wieder auf Eis gestellt, auf vorgewarmten Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und

Uiber Nacht bei 37°C im Bakterien-Brutschrank inkubiert.
Benotigte Materialien:

- kompetente Zellen (siehe Tabelle 14)

- LB-Amp-Agarplatten
(10 g NaCl, 10 g Trypton, 5 g Yeast Extract, 20 g Bacto Agar, pH 7,0 mit NaOH,ad 1 | H;0)

nach dem Autoklavieren und Abktihlen 1 ml Ampicillin (100 mg/ml) hinzugeben.

3.2.6 Plasmidvermehrung

Uber Nacht gewachsene E.coli-Kolonien auf den Agar-Amp-Platten werden einzeln gepickt und unter

aeroben Bedingungen tber Nacht bei 170 rpm in LB-Amp-Medium inkubiert.
Bendtigte Materialien:

- LB-Amp-Medium
(10 g NaCl, 10 g Trypton, 5 g Yeast Extract, 20 g Bacto Agar, pH 7,0 mit NaOH, ad 1 | H,0)

Nach dem Autoklavieren und Abktihlen 1 ml Ampicillin (100 mg/ml) hinzugeben.
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3.2.7 Plasmidprdparation

Zur Plasmidpraparation stehen je nach bendtigter DNA-Menge zwei Kits von Qiagen zur Auswahl: DNA
Miniprep-Kit oder DNA Maxiprep-Kit. Die Ubernachtkultur wird zunichst mittels Zentrifugation pelletiert
(Miniprep: 1 Minute bei 13 000 rpm/Maxiprep: 30 Minuten bei 4 600 rpm). Das Protokoll wird gemaR den

Angaben des Herstellers verfolgt.
Bendtigte Materialien:

- DNA Miniprep-Kit von Qiagen (Disseldorf)

(bestehend aus QlAprep 8er Saulen, PE-(mit EtOH), P1-(mit RNase A und Lysis-Control), P2-, N3-
und EB-Puffer)

- bzw. DNA Maxiprep-Kit von Qiagen (Disseldorf)

(bestehend aus Qiagen-tip 500, P1- (mit RNase A und Lysis-Control), P2-, P3-, QBT-, QC- und QF-
Puffer)

- Isopropanol

- Ethanol, 70 % (w/v)

3.2.8 Bakterien-Stock wegfrieren

Eine langfristige Lagerung der Ubernachtkultur kann durch das Wegfrieren eines Glycerin-Bakterienstocks
ermoglicht werden. Fir die Herstellung dieses Stocks wird ein Teil der Ubernachtkultur mittels
Zentrifugation pelletiert (5 Minuten bei 4 600 rpm) und mit 15 % (v/v) sterilem Glycerin versetzt. Die
Lagerung erfolgt bei -80°C.

3.2.9 DNA-Quantifizierung

Mittels des NanoDrop-Spektrometers 2000c der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham) oder in einer
Quarzkivette mit Hilfe eines programmierten UV/Visible-Spektrometers (Amersham) erfolgt die
Konzentrationsbestimmung der DNA-Probe. Die Extinktionsmessung findet bei den Wellenlangen 260 nm

und 280 nm statt.
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3.2.10 Sequenzierung

Sequenzierungen der DNA wurden von der Firma Genterprise Sequenzierservice GmbH (Mainz)
durchgefiihrt und anschlieBend mittels der Software Bioedit Sequence Alignment Editor (lbis Biosciences)

und Gene Construction Kit (Texto Inc.) ausgewertet.

3.2.11 RNA-Extraktion

Die Gesamt-RNA aus Zellen wird gemalR den Angaben des RNeasy Mini Kits von Qiagen (Disseldorf)

isoliert.

Benotigte Materialien:

Trizol von Invitrogen (Karlsruhe)
- Chloroform

70 % Ethanol

- RNeasy Mini Kit von Qiagen (Dusseldorf)

3.2.12 Reverse Transkription zur Gewinnung von cDNA

Aus 1 pg Gesamt-RNA wird gemald den Angaben des Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit von Roche

(Mannheim) cDNA gewonnen. Die gewonnene cDNA kann im Anschluss bei -20°C gelagert werden.
Bendtigte Materialien:

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit von Roche (Mannheim)

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Protein Maxi-Praparation

Um eine Protein Maxi-Praparation durchzufiihren, wird am Vortag eine 50 ml-Bakterienkultur angeimpft
und je nach Protein entweder bei 37°C oder Raumtemperatur bis zur Triibung bei 150 rpm inkubiert. Zur

Kontrolle wird auch ein Teil der Bakterienkultur auf eine LB-Agarplatte ausgestrichen und bei 37°C
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inkubiert, die am Abend bzw. nadchsten Tag auf die Bildung von Kolonien hin gesichtet wird. Bei der
Verwendung von Rosetta-Bakterien wird auf die LB-Agarplatten und zu dem LB-Medium zusatzlich
Chloramphenicol hinzugefiigt. Bei eingetroffener Tribung der 50 ml Bakterienkultur werden 200 ml LB-
Medium sowie eine Induktion von 0,2 mM IPTG hinzugefiigt und bei 37°C und 150 rpm weiter inkubiert,
bis eine ausreichende Zelldichte der Bakterienkultur erreicht ist. Dies wird anhand einer Messung der
optischen Dichte bei einer Wellenlange von 600nm kontrolliert (ODego-Wert von 0,5 muss erreicht
werden). Sobald die gewlinschte Zelldichte erreicht ist, wird die Bakterienkultur fiir 30 Minuten bei 10 000
rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet kann in diesem Zustand eingefroren
werden. Sofern die Praparation unmittelbar fortgesetzt wird, erfolgt die Resuspension des Pellets mit 10
ml eiskaltem PBS-Puffer. AuRerdem werden 26 pl MnCl;, 260 pl MgCl; und eine Spatelspitze Lysozym
hinzugefiigt, gut vermischt und fir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend werden die Zellen drei Mal
10 Sekunden lang bei einer maximalen Amplitude von 96% sonifiziert. Danach erfolgt die Zugabe von 1 ml
NaCl und 500 pl 20% Triton-X-100 und eine weitere Inkubationszeit von 10 Minuten auf Eis mit
anschlieRender Zentrifugation fiir mindestens 30 Minuten bei 10 000 rpm und 4°C. Der Uberstand wird in
ein neues GefaR tberflihrt und nach Zugabe von 300 pl Glutathione Separose Beads fiir 1 — 2 Stunden bei
4°C auf dem Rollinkubator inkubiert. Es folgt ein Zentrifugationsschritt fir 5 Minuten bei 3 500 rpm und
4°C. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und das Pellet in 50 ml 1% Triton-X-100 in PBS gewaschen
bis erneut fiir 5 Minuten bei 3 500 rpm und 4°C zentrifugiert wird. Der Uberstand wird erneut vorsichtig
abgesaugt und das Pellet zwei Mal mit 50 ml PBS gewaschen. Die Beads werden in 5 ml RestflUssigkeit
resuspendiert und in die Polyprepsadule gegeben. Die Polyprepsaule soll trocken laufen, bis sie mit der
Verschlusskappe verschlossen wird. Je nach PelletgroRe werden 300, 500 oder 1000 pl des frisch
angesetzten Elutionspuffers hinzugefiigt, die Saule von oben verschlossen und fiir 10 — 20 Minuten bei
Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Saule tber
ein Auffanggefall gestellt und eluiert. Das eluierte Protein wird im Dialyseschlauch fiir etwa 5 Stunden in
2 — 5| PBS bei 4°C dialysiert. Das Protein wird anschlieend aliquotiert und im flissigen Stickstoff

schockgefroren.
Bendotigte Materialien:

- Bakterienkultur
- LB-Medium, LB-Agarplatte

- IMIPTG
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- Kuvetten
- PBS

- PBS-Puffer (PBS; 100 ug/ml DNSe | aus dem RNEasyKit; Inhibitor Complete Tablette; bei der

Verwendung von Rosetta Bakterien werden zusatzlich 2 pl Benzonase hinzugegeben)
- 1M MnCly; 1M MgCl,, Lysozym; 5 M NaCl; 20 % Triton-X-100
- Glutathione Separose Beads
- 1% Triton-X-100 in PBS
- Polyprepsaulen
- Elutionspuffer (150 ul 5 M NaCl; 250 pl 1 M Tris pH 8; 4,6 ml H,0; 0,023 g Gluthation)

- Dialyseschlauch Snakeskin

3.3.2 Herstellung von Gesamt-Zelllysaten

Zur Herstellung von Gesamt-Zelllysaten erfolgen alle arbeiten auf Eis. Zundchst werden die Zellen mit Hilfe
eines Zellschabers von den Kulturschalen geerntet und fir 5 Minuten bei 1 500 rpm abzentrifugiert. Das
entstandene Zellpellet wird mit 1 ml PBS gewaschen, erneut zentrifugiert (5 Minuten bei 2 000 rpm) und
mit dem jeweiligen Lysepuffer resuspendiert. Bei der Herstellung von RIPA-Lysaten, richtet sich das
verwendete Volumen des Puffers nach der Grofle des Zellpellets und kann zwischen 40 und 100 pl
variieren. Bei der Herstellung von Gesamt-Zelllysaten aus Hepatozyten sieht die Verwendung von einem
speziellen Hep-Lysepuffer vor. Bei der Herstellung von Lysaten mit anschlieRender Immunprazipitation (IP)
wird 1 ml IP-Lysepuffer hinzugefiigt. Bei der Herstellung von Lysaten fiir die Native-PAGE wird 1ml
spezifischen Lysepuffer hinzugegeben. Wahrend des Lysevorgangs werden die Proben innerhalb von 20
Minuten Inkubationszeit auf Eis sonifiziert (3x 30 Pulse, 50 %). Die Lysate werden anschliefend fiir 20
Minuten bei 13 000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird entnommen und entweder bei -80°C

gelagert, fir die Immunprazipitation oder fiir ein natives Gel weiterverwendet.
Bendtigte Materialien:

- modifizierter RIPA-Puffer
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(50 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NaCl; 0,1 % SDS; 1 mM EDTA; 1 % Na-deoxycholat; 1 % NP-40; 0,5

mM PMSF; Protease-Inhibitor-Cocktail von Roche)
IP-Lysepuffer

50 mM Tris/HCI pH 8; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5 % NP-40; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; Protease-
( P

Inhibitor-Cocktail von Roche), Lagerung bei -20°C

Lysepuffer fir Native-PAGE

(50 mM Tris/HCl pH 8; 150 mM NaCl; 0,5 % NP-40; 0,5 % Triton-X-100; Protease-Inhibitor-Cocktail

von Roche)
Hep-Lysepuffer

(50 mM Tris/HCl pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0,5 % Triton-X-100; 0,5 % Nonidet P-40; 10 %
HClI)

3.3.3 Immunprazipitation (IP)

Die Immunprézipitation ermoglicht es ein spezifisches Protein mittels eines Antikorpers aus einem

Gesamt-Zelllysat zu isolieren. Fir diese Arbeit wurden die Isolation Kits von Miltenyi (Bergisch Gladbach)

mit Beads, die entweder an einen GFP- oder HA-Antikorper gekoppelt sind, benutzt.

Fur die Durchfiihrung der Immunprazipitation werden 293T Zellen (5x107 Zellen pro 10 cm Schale)

transfiziert und anschlieend nach 48 Stunden geerntet. Wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben, erfolgt die

Zelllyse mit je 1 ml IP-Lysepuffer. Von dem Uberstand werden 30ul (3% Input) abgenommen und bei

Lagerungsbedarf bei -80°C weggefroren. Der restliche Uberstand wird nach Angaben des Herstellers fiir

die Immunprazipitation verwendet. Die Elution wird mit 95°C heiRem Elutionspuffer (Gesamtvolumen von

70 upl/Probe) durchgefiihrt. Das native Eluat wird vor der Benutzung nach der Zugabe von

Dissoziationspuffer gekocht.

Bendtigte Materialien:

MMACS GFP Isolation Kit von Miltenyi (Bergisch Gladbach)

MMACS HA Isolation Kit von Miltenyi (Bergisch Gladbach)
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- 6x Dissoziationspuffer (350 mM Tris/HCI pH 6,8; 3 ml B-mercapto-Ethanol; 1 g SDS-Pellets; 3 ml
Glycerin; 200 mg Bromphenolblau; H,0 ad 10 ml)

3.3.4 Bradford zur Proteinquantifizierung

Die Methode nach Bradford [151] wird zur Bestimmung des Proteingehaltes verwendet. Hierzu wird vorab
die Stammldsung des Protein-Reagens (BioRad Protein Assay, mit Coomassie G-250, BioRad) in einem
Verhaltnis von 1:5 mit destilliertem Wasser verdiinnt. AnschlieBend werden 1 ul des Proteinlysats und des
entsprechenden Lysis-Puffers mit 200 pl Bradford-Losung vermischt. Die Messung erfolgt mit dem

Photometer bzw. Tecan Reader bei 595 nm und wird anhand einer Eichkurve quantifiziert.

3.3.5 SDS-PAGE

Fir die Verwendung einer SDS-PAGE wird zunidchst ein Polyacrylamidgel gegossen und zur
Auspolymerisation Gber Nacht feucht im Laufpuffer bei 4°Cinkubiert. Je nach GréRe des zu detektierenden

Proteins wird das Polyacrylamidgel ausgesucht.

Das Polyacrylamidgel wird in das Gelkammersystem von BioRad eingespannt und bis zur Markierung mit
Laufpuffer beflllt. Die Proteinproben werden mit 1/6 Volumen Ladepuffer fir 5 Minuten bei 95°C
aufgekocht und anschlieBend kurz runterzentrifugiert. Pro Geltasche werden 20 — 30 pl pro Probe bzw. bei
IP-Eluaten 30 — 35 pl pro Probe geladen, da die Eluate nach der Elution mit heifem Dissoziationspuffer
bereits denaturiert vorliegen. Zusatzlich wird eine Tasche mit 7 pl GréRBenstandard beladen. Die SDS-PAGE
verlauft in zwei Etappen: der Lauf beginnt mit dem Sammelgel bei etwa 50 V und wird bei Erreichen des

Trenngels auf bis zu 100 V eingestellt.
Bendtigte Materialien:
- Sammelgel-Puffer (0,5 M Tris-HCI pH 6,8; 0,4 % SDS)
- Trenngel-Puffer (1,5 M Tris pH 8,9; 0,4 % SDS)
- Acrylamid-Losung (30 % w/v)
- Tetramethylethylendiamin (TEMED) von Serva Electrophoresis (Heidelberg)

- APS, 10 % (1g Ammoniumpersulfat ad 10 ml H,O; sterilfiltrieren und lagern bei -20°C)
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- Isopropanol
- GelgieBstand fuir Acrylamidgele von BioRad (Miinchen)
- 1x SDS-Laufpuffer (30,3 g Tris; 144,1 g Glycin; 5 g SDS; ad 1 | H,0; pH 8,8)

- GroRenstandard peqGOLD Prestained Proteinmarker IV von peglab (Erlangen)

3.3.6 Native-PAGE

Die Native-PAGE sieht wie die SDS-PAGE vor der Verwendung die Herstellung eines Polyacrylamidgels vor.
Hierbei wird allerdings kein SDS verwendet (siehe bendtigte Materialien). Zur Auspolymerisation kann das
Gel ebenfalls feucht im Laufpuffer fiir die native-PAGE bei 4°C inkubiert werden. AnschlieRend wird das
Polyacrylamidgel in das Gelkammersystem eingespannt und bis zur Markierung mit dem Laufpuffer fiir die
Native-PAGE befiillt. Die Lysate werden in diesem Fall mit %2 Volumen Sample Buffer vermischt und nicht
mehr erhitzt. Die Geltaschen werden mit 30 pl Probe bzw. 7 ul GréRenstandard beladen. Die Native-PAGE
lauft im Vergleich zur SDS-PAGE deutlich langsamer (mehrere Stunden), sodass das Gelkammersystem auf
Eis platziert wird, um eine Uberhitzung zu verhindern. Fiir den Lauf des Sammelgels werden 60 V und fiir

das Trenngel 100 V eingestellt.
Bendtigte Materialien:
- 2xSample Buffer (62,5 mM Tris-HCl pH 6,8; 25 % Glycerol; 1 % Bromphenol Blau)
- 0,375 M Tris-HCl pH 8,8
- Acrylamid-Lésung (30 % w/v)
- Tetramethylethylendiamin (TEMED) von Serva Electrophoresis (Heidelberg)
- APS, 10 % (1g Ammoniumpersulfat ad 10 ml H,O; sterilfiltrieren und lagern bei -20°C)
- Isopropanol
- GelgieBstand fur Acrylamidgele von BioRad (Miinchen)
- 1x Laufpuffer (25 mM Tris; 192 mM Glycin; pH 8,8)

- GroRenstandard Pro Sieve Quad Color
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3.3.7 Elektrophorese mit Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gel

Die Verwendung von Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gel fiir die PAGE ermoglicht eine zeitsparende
Elektrophorese verbunden mit einer hohen Transfereffizienz, sowie einer schnellen Protein-
Detektionsanwendung ohne bendtigte Farbeschritte. Somit eignet sich dieses System hervorragend, um

schnell und einfach die Protein-Auftrennung bei schwer darzustellenden Konstrukten zu kontrollieren.

Die Lysate werden wir gewohnt in die Taschen des Gels gefiillt und unter Gebrauch eines Lammli-
Laufpuffers im Gelkammersystems bei 150 Volt elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss muss kein
Blotting-Prozess erfolgen, da die trihalo Verbindung in dem Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gel mit den
Tryptophanresten der Proteine nach einer 1-minitigen UV-Induktionsreaktion reagiert und Fluoreszenz

produziert. Die Visualisierung kann somit direkt in dem Gel erfolgen.

Benotigte Materialien:

Lysate

- Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gel

Lammli-Laufpuffer

- GroRenstandard (Precision Plus Protein Standard, Protein Ladder 2-log)

3.3.8 Western Blot/ Immunblot

Bei der Western Blot Methodik erfolgt die Ubertragung von Proteinen auf eine Trdgermembran. In diesem
Fall handelt es sich um eine PVDF-Membran, die vorab eine Minute in Methanol aktiviert und 5 Minuten
in Transferpuffer dquilibriert wird. Das Blotten erfolgt mittels TurboBlotter mit einem der beiden

Programme: Stauber 1 /Stauber 2: 20 Volt, 0.8, 45 Minuten.

Im Anschluss wird die Membran zum Blocken fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur in etwa 5 ml
Magermilchlosung auf dem Schittler inkubiert. Fiir die Detektion erfolgt zunéchst die Inkubation eines
Primarantikorpers unter Verwendung der in Tabelle 5 angegebenen Verdiinnung fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur oder bei 4°C liber Nacht. Nach der Inkubation mit dem Primarantikorper wird die
Membran zweimal 5 Minuten mit PBS + 0,1 % Tween 20 Waschpuffer und einmal 5 Minuten mit PBS
gewaschen und anschlieRend fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem Sekundarantikorper inkubiert.

Nach dieser Inkubation erfolgen weitere 3 Waschschritte bevor der Blot unter Zugabe von ECL-L6sung
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nach Herstellerangaben entwickelt wird. Zur Lagerung kénnen die Membranen in PBS bei 4°C aufbewahrt

werden.
Bendtigte Materialien:

- SDS-Polyacrylamidgel mit aufgetrennten Proteinen

- Roti® — PVDF-Membran von Roth (Karlsruhe), 9x6 cm

- Whatman-Papier von Fisher Scientific (Schwerte), 10x7 cm
- TurboBlot Transferpuffer

- Magermilchlésung (5% in PBS)

- Waschpuffer (0,1 % Tween 20 in PBS, PBS)

- Antikérper-Lésungen (Tabelle 5)

- TurboBlotter

- Entwickler ChemiDoc MP (BioRad)

- ECL-L6sung von Amersham (Buckinghamshire)

- Schittler

3.3.9 Strippen der Western Blot Membran

Um die Western Blot Membran zu Strippen wird etwa 5 ml der 1:10 verdiinnen Stripping-Losung auf die
Membran gegeben und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert. Im Anschluss
wird die Membran dreimal 5 Minuten mit Waschpuffer gewaschen und erneut geblockt und im nachsten

Primarantikorper inkubiert.
Bendotigte Materialien:

- Re-Blot Plus Strong, 10x von Chemicon (1:10 in H,0 verdiinnt)

- Waschpuffer (PBS)
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3.4 Zellbasierte Methoden

3.4.1 Kultivierung von Zellen

Bei der Kultivierung von Suspensionszellen wird neben der mikroskopischen Sichtkontrolle der
Farbumschwung des Mediums ebenfalls besonders begutachtet. Sobald das Medium eine deutliche gelbe
Farbung zeigt, werden 1 —2 ml frisches Medium zu der Zellkultur hinzugegeben und diese weiter kultiviert.
Bei einer sichtlichen Zelldichte werden die Suspensionszellen im Verhaltnis 1:2 gesplittet, wobei fir die
Kultivierung ein Medium aus 50% frischem Medium und 50% konditioniertem Medium besteht. Unter
anderem ist es hilfreich mit der Zeit abgestorbene Zellen aus der Kultur zu entfernen. Dafilir wurde das

Dead Cell Removal Kit von MACS nach Herstellerangaben verwendet.

Flr bestimmte Experimente ist die Verwendung von Monozyten notwendig, sodass fiir diese Experimente
THP-1-Zellen in der gewlinschten Verdiinnung in Mikroskopie-Schalchen ausgesat und unter Zugabe von
50 ng/ml PMA zur Ausdifferenzierung zu Makrophagen stimuliert werden. Genau 24 Stunden nach PMA-
Zugabe sind die Zellen adhadrent, sodass sie vorsichtig zwei Mal mit Medium gewaschen werden und

anschlieRend fiir weitere 48 Stunden zur Ausdifferenzierung zu Makrophagen inkubiert werden.
Bendtigte Materialien:

- PMA

- Dead Cell Removal Kit von MACS

3.4.2 Zellen wegfrieren

Fir eine lange Lagerung von Zellen werden diese im Stickstofftank weggefroren. Um eine ausreichende
Zellmenge zu erhalten, werden 2 konfluente T75-Kulturflaschen bendétigt. Dies entspricht .... Zellen pro
Cryo-GefaR. Die Zellen werden wie bei den Schritten der Erhaltungskultur nach Abnahme des Zellmediums
mit PBS gewaschen und anschlieRend trypsinisiert. Nach der Aufnahme der abgelosten Zellen mit Medium
werden diese in einem Falcon fiir 5 Minuten bei 1 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt
und das Zellpellet in FCS + 10 % DMSO resuspendiert und in je 1,5 ml pro Cryo-Gefal iberfiihrt. Um den
Zellen einen milden Einfrierprozess zu ermdoglichen, wird eine Einfrierhilfe verwendet, die zunachst bei -
80°C aufbewahrt wird. Am nachsten Tag werden die Zellen aus der Einfrierhilfe in den Stickstofftank

Uberfuhrt.
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Bendtigte Materialien:

- PBS

- Medium
- Trypsin
- FCS

- DMSO

- Einfrierhilfe

3.4.3 Zellzdhlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 50 pl der Zellsuspension in 10 ml Casy Ton verdiinnt und mittels Casy
TTC mit spezifisch eingestellten Parametern fir die ausgewahlte Zelllinie gemessen. Um die Parameter
noch effizienter einzustellen und tote Zellen aus der gemessenen Probe herausrechnen zu kdnnen, wurden
die Zellen in 200 pl Casy Blue fiir 10 Minuten inkubiert und anschlieBend mit Casy Ton verdiinnt, bevor sie

zusatzlich gemessen werden konnten.

3.4.4 Transfektionen

3.4.4.1 Transfektion mittels kationischer Polymere (PEIl)

Die Transfektion mit PEIl wird als schnelle Methode zur Kontrolle der Plasmidpraparation angewendet,
sofern das Plasmid einen Fluoreszenz-tag beinhaltet. Hierzu werden die schnell proliferierenden Zellen
293T transfiziert (15 pl PBS vorlegen, 7ul DNA aus Miniprep und ein Gemisch aus 15 ul PBS + 2,7 ul PEI
dazu; vortexen) und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Die Kontrolle kann am ndchsten Tag mittels

Sichtkontrolle am Fluoreszenzmikroskop erfolgen.
Bendotigte Materialien:

- PBS; DNA

- PEl: Polyethylenimin, 10 mM von Sigma-Aldrich (Minchen); PBS, 1x, steril von Gibco/Invitrogen

(Karlsruhe)
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3.4.4.2 JetPrime

Eine Transfektion mit dem Transfektionsreagenz JetPrime wird als Standard-Reagenz fiir Transfektionen
verwendet. Die Transfektion wird nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. In den meisten Fallen
erfolgt diese Transfektion fir den Zweck von Aufnahmen mit einem Fluoreszenzmikroskop, sodass hier
exemplarisch das Protokoll flir eine 6 cm Schale erldutert wird. Die Zellen werden in der gewlinschten
Verdiinnung in ein 6 cm Schalchen ausgesat und bei einer Konfluenz von 80-90 % (fir gewdhnlich am
nachsten Tag) transfiziert. Zundchst werden 200 pl JetPrime Puffer in ein Epi vorgelegt und insgesamt 2 ug
Plasmid-DNA von einem oder einer Kombination von Plasmiden hinzupipettiert. Dieses Gemisch wird 10
Sekunden gevortext bis 4 pl Reagenz hinzugegeben werden und dieses Gemisch erneut 10 Sekunden
gevortext wird. Im Anschluss wird die Mischung kurz runterzentrifugiert und fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor der gesamte Inhalt in das Medium des 6 cm Schalchens vorsichtig
hinzupipettiert wird. Je nach Protein (z.B. proapoptotische Proteine) kann das Medium nach 4-6 Stunden

gewechselt werden, um die Viabilitdt der Zellen zu verbessern.
Bendtigte Materialien:

- JetPrime Kit von Polyplus Transfection

- Medium

3.4.4.3 Lipofectamin 2000

Sofern eine Transfektion mit dem Standard-Transfektionsreagenz kein addaquates Ergebnis liefert, wird die
Transfektion von Plasmid-DNA mit Lipofectamin™ 2000 durchgefiihrt. Die Zellen werden in der
gewiinschten Verdiinnung (0,5-2 x 10° Zellen pro 500 pl) ausgesat und beim Erreichen einer Konfluenz von
80-90% nach Angeben des Herstellers transfiziert. Exemplarisch wird hier die Transfektion im 24-
Lochplattenformat beschrieben. In einem Epi werden 0,8 pg Plasmid-DNA in 50 pl Opti-MEM Reduced
Serum Medium gel6st. Separat in einem weiteren Epi werden 2 pl des Lipofectamin™ 2000 Reagenz in
ebenfalls 50 pl Opti-MEM Reduced Serum Medium geldst und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit werden beide Losungen vereint und weitere 20 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.
Bendtigte Materialien:

- Lipofectamin™ 2000 Kit von Invitrogen (Karlsruhe)
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- Opti-MEM Reduced Serum Medium

- Plasmid-DNA

3.4.4.4 Lipofectamin RNAi Max

Fir die Transfektion von siRNA wurde in dieser Arbeit das Transfektionsreagenz Lipofectamin RNAi MAX
von Invitrogen verwendet. Exemplarisch wird eine Transfektion im 6-Lochplattenformat dargestellt: Am
Transfektionstag sollten die Zellen eine Konfluenz von 60-80% aufweisen bei einer adharenten Zellzahl von
0,25-1 x 108. Zunichst wird das Lipofectamin vorbereitet, indem in einem Epi 150 pl Opti-MEM Reduced
Serum Medium vorgelegt und 9 pul Lipofectamin-Reagenz gel6st werden. Im weiteren Schritt wird die
siRNA vorbereitet, indem ein einem weiteren Epi 150 pl Opti-MEM Reduced Serum Medium vorgelegt und
30 pmol siRNA hinzugefiligt werden. Die geloste siRNA wird zu der Lipofectamin-Losung hinzugefiigt und
fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wird die Transfektionslosung in das
Zellmedium gegeben. Nach 6 Stunden kann das Medium bei Bedarf gewechselt werden. Die Zellen missen

1-3 Tage bei 37°C inkubiert werden.
Benotigte Materialien:

- Lipofectamin RNAi MAX Kit
- Opti-MEM Reduced Serum Medium

- siRNA

3.4.5 Inhibitor-Behandlung

Die Behandlung mit dem NPM1-Inhibitor NSC348884 oder Actinomycin-D wurde zu einem bestimmten

Zeitpunkt in der erforderlichen Konzentration zum Zellmedium hinzugefligt und anschliefend inkubiert.
NSC348884: 5 mg/ml in DMSO, (7,852 mM)

Actinomycin-D: 5 pg/ml, (3,98 nM)
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3.4.6 Bestrahlung mit y-Strahlen

Die Zellen werden in der gewiinschten Zellzahl ausgesat und bei Bedarf transfiziert. Die Bestrahlung wird
zu im Experiment festgesetzten Zeitpunkten mit einer vorab bestimmten Gy-Starke durchgefihrt. Fiir den
Transport zur Bestrahlungsanlage werden die Zellen in eine lIsolierbox lberfiihrt. Schwankungen der

Temperatur und des CO,-Gehaltes sind daher anzunehmen und bei der Auswertung zu beachten.

3.4.7 Immunfluoreszenzfarbung

Fir die Immunfluoreszenzfarbung werden die Zellen verdiinnt in Mikroskopieschdlchen ausgesat. Bei
Bedarf werden die Zellen am nachsten Tag transfiziert und nach weiteren 24 bzw. 48 Stunden gefarbt.
Dafiir wird zunachst das Medium abgesaugt und die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen. Das Abldsen der
Zellen soll unter allen Umstanden verhindert werden. AnschlieRend folgt die Fixierung der Zellen mit
4%igem Paraformaldehyd fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Die Zellen werden mit PBS gewaschen und
mit 0,2%igem Triton-X-100 in PBS fiir 3 Minuten permeabilisiert. Folglich werden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen. Ja nach verwendetem Antikorper erfolgt nun ein zusatzlicher Blocking-Schritt fiir 30 Minuten
mit 0,5% BSA in PBS bevor die Primdrantikorperlosung fiir entweder eine Stunde bei Raumtemperatur
oder Uiber Nacht bei 4°C inkubiert wird. Vor der Inkubation mit der Sekundarantikdrperlosung fiir 1 Stunde
bei Raumtemperatur erfolgt nochmals ein Waschschritt mit PBS. Dieser Waschschritt wird nochmals
wiederholt, bevor die Zellen zur Darstellung der DNA mit Hoechst flir 10 Minuten bei Raumtemperatur
gefarbt werden. Am Ende des Farbeprozesses werden die Zellen ein letztes Mal mit PBS gewaschen, bevor

sie am Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden kénnen.
Bendotigte Materialien:
- 4 % Paraformaldehyd (PFA)
- 0,2 % Triton-X-100 in PBS
- PBS(2gKCl; 2 g KH,PO4; 80 g NaCl; 14,35 g Na,HPO4*2 H,0; ad 1 | H,0)
- Blocking-Losung (0,5 % BSA in PBS)
- Antikorper-Lésung (Tabelle 5 und 6)

- Hoechst-Farbstoff (0,5 mg ad 10 ml PBS)
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3.4.8 Farbung mit PKH26 Red Fluorescent Linker Kit

PKH26 ist ein rot fluoreszierender, lipophilen Membranfarbstoff, der fiir die allgemeine
Zellmembranmarkierung vorgesehen ist. Dieser Farbstoff eignet sich ebenfalls fir die Farbung von

Exosomen.

Das abgewandelte Protokoll zur Zellfarbung wird anschliefend erldutert: Fir die Durchfiihrung der
Zellfarbung wurden in Medium aufgenommene Zellen in ein Epi Uberfihrt und einmal mit FCS-freiem
Medium gewaschen und fiir 5 Minuten bei 400 xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, bis
maximal 25 ul Flissigkeit tiber dem Zellpellet Gbrigbleibt. Zur Herstellung der 2x Zell-Suspension wird das
Pellet mit 250 pl Lésung C aus dem PKH26 Red Fluorescent Linker Kit resuspendiert. Parallel dazu wird eine
2x Farbelosung angesetzt, indem 1 pl PKH26 zu 250 ul Losung C aus dem PKH26 Red Fluorescent Linker Kit
hinzugefiigt und vermischt wird. AnschlieRend wird die Zellsuspension zu der Farbel6sung gegeben und
fir 1 — 5 Minuten bei periodischem Mischen inkubiert. Die Farbung wird durch die Zugabe von gleichem
Volumen an Serum abgestoppt und fir 1 Minute inkubiert. Die Zellen werden im Anschluss fiir 10 Minuten
bei 400 xg und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das gefarbte Zellpellet wird in
10 ml Medium resuspendiert und in ein frisches Gefal} Gberfiihrt, bis es erneut fiir 5 Minuten bei 400 xg
und Raumtemperatur zentrifugiert wird. Es folgen zwei Wiederholungen der Medium-Waschschritte, bis
das Pellet nach dem letzten Zentrifugationsschritt in 2 ml Medium resuspendiert wird. Durch die

Uberfiihrung in ein Mikroskopie-Schilchen kann eine Analyse am Fluoreszenzmikroskop erfolgen.
Bendtigte Materialien:

- PKH26 Red Fluorescent Linker Kit von Sigma-Aldrich, Cat. Nr. Mini 26

- Serum

- Medium

Eine Zellfarbung mit PKH26 kann ebenfalls mit adhdrenten Zellen durchgefiihrt werden. In diesem Fall

entfallen die Zentrifugationsschritte und die Waschschritte werden direkt im Schalchen durchgefiihrt.

Die Exosomenfarbung mit PKH26 wird nach Herstellerangeben des PKH26 Red Fluorescent Linker Kits bis
zu der Verwendung von der Succrose-Lésung durchgefiihrt. Stattdessen werden ab diesem Schritt des

Protokolls die Vivaspin 500 Sdulen zum Filtern der Proben verwendet.
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Bendtigte Materialien:

- Vivaspin 500 Saulen von Sartorins, 300 000 MWCO, PES-Filter

3.4.9 Zellsynchronisation

Um Zellen in verschiedenen Stadien des Zellzyklus beobachten zu kénnen, gibt es die Moglichkeit den
Ablauf der Zellteilung durch die Zugabe von Chemikalien zu synchronisieren. Durch die Zugabe von
Thymidin wird der Zellzyklus beim Ubergang der G1- Phase in die S-Phase angehalten. Sobald der Zelle
Uberschiissig Thymidin zur Verfligung gestellt wird, erfolgt durch die negative Riickkopplung die Hemmung
der DNA-Synthese, die normalerweise in der S-Phase stattfinden wiirde. Die Zellen verbleiben so lange im
G1-Arrest bis das Thymidin mittels eines Medienwechsels entfernt wird. Durch das fehlende Thymidin wird

in den Zellen der Zellzyklus wieder gestartet und diese treten nach etwa 8 Stunden in die Mitose ein.

Dieser Versuchsablauf wird fiir die Beobachtung der Quantum Dots und Exosomen-Lokalisation innerhalb
der Zellen Uber die Zeit und insbesondere bei der Zellteilung verwendet. Somit werden die Zellen am
Nachmittag mit einer Konfluenz von 30-40% in Grid-Mikroskopie-Schalchen mit Thymidin versetztem
Medium ausgesat. Am Ubernachsten Morgen wird kurz vor der Injektion frisches Medium auf die Zellen

gegeben.
Bendtigte Materialien:
- Thymidin-Lésung von Sigma-Aldrich (0,5 mg/ml)

- Grid-Mikroskopie-Schalchen

3.4.10 Mikroinjektion

Fir die Mikroinjektion werden Vero-Zellen in Mikroskopieschdlchen mit Raster ausgesat und bei einer

Konfluenz von 40 — 50 % mikroinjeziert.

Die Parameter fiir optimale Injektionsbedingungen sind t; bei etwa 0,5 Sekunden, p; in den Kern 50 hPa

(Minimum) bzw. in das Cytoplasma etwa 120 hPa und p. bei etwa 50 hPa.
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Bendtigte Materialien:

- Mikroskopieschalchen mit Raster
- Kapillare

- Eppendorf, Femtotips Il (QD 570 nm)

3.5 Methoden zur Isolation von Zellen und Mikrovesikeln

3.5.1 Beadkopplung (Dynabeads MyOne Streptavidin T1)

Fiir die Durchflihrung der Beadkopplung wird zunachst der Antikorper, an den die Beads gekoppelt werden
sollen, angesetzt. Hierfiir werden 20 pl des anti-human CD326 (EpCAM) Antikérpers mit 480 pl PBS
vermengt (dies entspricht einer Endkonzentration von 20 pg/ml). Im nachsten Schritt werden die Beads
gewaschen, indem man 500 pl der Dynabeads MyOne Streptavidin T1 Beads fiir 10 Minuten magnetisch
separiert. Der Uberstand wird verworfen, die Beads werden von dem Magneten gelést und mit 1 ml
Waschpuffer gewaschen. Dieser Waschschritt mittels Magnetstander wird dreimal durchgefiihrt. Beim
letzten Waschschritt werden die Beads mit 500 ul der zuvor angesetzten Antikorperlésung vermengt und
fiir 60 Minuten im Uberkopfschiittler unter Verwendung des Programms F5 inkubiert. AnschlieBend wird
die Bead-Antikdrpersuspension erneut 10 Minuten magnetisch separiert und der Uberstand verworfen.
Die nun mit dem Antikdrper gekoppelten Beads werden mit 500 pl Biotinlosung vermischt und fir 30
Minuten im Uberkopfmischer inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die Biotinldsung mittels
magnetischer Separation entfernt. Es folgt ein wie bereits zuvor beschriebener Waschschritt mit 1 ml
Waschpuffer. Zum Schluss werden die fertig gekoppelten Beads in 500 ul Waschpuffer resuspendiert und
bei 4°C gelagert.

Bendotigte Materialien:
- Antikérper: Anti-human CD326 (EpCAM) Clone 1B7 von eBioscience (Artikelnummer 13-9326-82)
- Beads: Dynabeads MyOne Streptavidin T1 von Life Technologies (Artikelnummer 65602)
- PBS
- Waschpuffer (PBS + 0,1 % BSA)

- Biotinlésung (0,5 mg Biotin + 500 pl PBS)
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- Magnetstander (BioRad)

3.5.2 Zellfarbung mit CFSE (zum Fangen der Zellen)

Die zu fangenden Zellen werden in einer angemessenen Verdinnung fiir 5 Minuten bei 400 xg und
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wird entfernt und das Zellpellet in 1 ml PBS
resuspendiert. Anschlielend werden 5 mM CFSE hinzugegeben und fiir 15 Minuten bei 37°C inkubiert,
bevor ein weiterer Zentrifugationsschritt (5 Minuten bei 400 xg und Raumtemperatur) erfolgt. Der
Uberstand wird erneut verworfen, das Zellpellet in 1 ml Medium resuspendiert und fiir weitere 30 Minuten
bei 37°C inkubiert. Zum Schluss wird die Zellsuspension erneut fir 5 Minuten bei 400 xg und
Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das Zellpellet wird in 1 ml Medium
resuspendiert und zum Fangen in ein Mikroskopie-Schalchen Uberfiihrt. Damit die Zellen sich in dem

Mikroskopie-Schéalchen etwas setzen kdnnen, wird eine Lagerung bei 37°C im Dunkeln empfohlen.
Benotigte Materialien:

- 5mM CFSE

- PBS

- Zellmedium

3.5.3 Fangen von einzelnen Zellen

Die Zellen werden, wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben, mit CFSE gefarbt und im letzten Schritt in ein
Mikroskopie-Schalchen Gberfiihrt. Sobald sich die Zellen nach einigen Minuten abgesetzt haben, kénnen
diese unter Verwendung des Fluoreszenzmikroskops einzeln mit einer 10 ul Pipette einzeln aus dem
Medium aufgesaugt werden. Dieser Prozess des Fangens wird zu Beginn des Projektes fir die
Etablierungsarbeiten und fiir die vereinfachte Wiederfindung der mit CFSE gefarbten Zellen unter
Verwendung der Fluoreszenz durchgefiihrt. Im weiteren Verlauf des Projektes werden die Zellen ungefarbt
unter einfachem Durchlicht gefangen. Somit sollen die Stressreaktionen der Zellen, die bei dem

Farbeprozess entstehen kdnnen, minimiert werden.
Bendtigte Materialien:

- 10 pul Pipettenspitzen low binding
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3.5.4 Standardanreicherung (mit Dynabeads MyOne Streptavidin T1)

Fir die Standardanreicherung werden 20 Zellen gefangen und in 7,5 ml Medium bzw. Blut gespikt. Nach
der Zugabe von 150 ul gekoppelter Beads (siehe Kapitel 3.5.1 Beadkopplung) werden die Zellen fir 30
Minuten bei wiederholtem Invertieren mit der Hand gemischt. Nach einer darauffolgenden 10-minttigen
magnetischen Separation wird der Uberstand entfernt und die Zellen werden mit 5 ml Waschpuffer
vorsichtig resuspendiert. Nach einer 5-miniitigen magnetischen Separation wird der Uberstand erneut
entfernt und die Zellen werden erneut mit 5 ml Waschpuffer vorsichtig resuspendiert. Nach einer weiteren
5-miniitigen magnetischen Separation verringert sich das Waschpuffervolumen zunachst auf 4 ml und
nach weiteren 5 Minuten Magnetseparation auf 1 ml Waschpuffer. Nach einem letzten Schritt der
magnetischen Separation wird das Zellen-Beads-Gemisch mit einem Endvolumen von etwa 60 pl
aufgenommen. Zum Zweck der statistischen Auswertung kann die Neubauer-Zahlkammer verwendet
werden oder es erfolgt eine Sichtung des gesamten Volumens in iBidi-Slides unter Verwendung des

Fluoreszenzmikroskops.
Negativkontrolle (Nr. 198) Mouse IgG1 K Isotope Control Biotin
Benotigte Materialien:

- gekoppelte Beads (siehe Kapitel XY)
- Waschpuffer (PBS + 0,1 % BSA)

- Magnetstander Falcons

- Magnetstander Epis

- Neubauer-Zdahlkammer

- iBidi-Slides

3.5.5 Anreicherung EpCAM mit MACS-Miltenyi-Prinzip

Die Anreicherung nach dem MACS-Miltenyi-Prinzip sieht die Durchfiihrung auf Eis vor. Im ersten Schritt
wird die Zellzahl bestimmt und die Zellsuspension anschlieBend fir 10 Minuten bei 300 xg zentrifugiert.
Der Uberstand wird entfernt und das Zellpellet in 300 ul Waschpuffer resuspendiert. Im Anschluss werden
100 pl CD326 (EpCAM) Microbeads von MACS Miltenyi hinzugegeben und gut durchmischt, bis sie fir 30

Minuten bei 4-8°C inkubiert werden. Fiir die Negativkontrolle werden in diesem Fall HA-Beads verwendet.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit werden 5-10 ml Waschpuffer hinzugegeben und fir 10 Minuten bei 300
xg zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut verworfen und das Zellpellet in einem Waschpuffervolumen

von 500 pul resuspendiert.

Fiir die darauffolgende magnetische Separation werden die LS-Sdulen von MACS verwendet, die fiir eine
maximale Anzahl von 102 gelabelten Zellen bzw. fiir eine 2x10° Gesamtzellzahl verwendbar sind. Um einem
Verstopften der Saulen durch verklumpte Zellen vorzubeugen, werden diese zur Herstellung einer
Einzelzellsuspension durch 30 um Nylon-Maschen gefiltert. Nach Platzierung der Sdulen im Magnetstander
und Aquilibrieren, wird die Zellsuspension auf die Sdulen gegeben und der Durchfluss aufgefangen. In vier
aufeinanderfolgenden Waschschritten werden die Sdaulen mit je 3 ml Waschpuffer gewaschen. Dabei soll
darauf geachtet werden, dass der Waschpuffer erst wieder nachgegeben wird, sobald die Saulen
leergelaufen sind. Auch wahrend dieser Waschschritte wird der Durchfluss aufgefangen, der in diesem Fall
die ungelabelte Zellfraktion beinhaltet. Die Sdulen werden aus dem Magnetstander entfernt und auf ein
Collection Tube gestellt. Durch Zugabe von 5 ml Waschpuffer und kraftiges Dricken des Plungers in die
Saule, werden die magnetischen, gelabelten Zellen aus der Sadule herausgel6st. Diese werden am Ende
erneut zentrifugiert (10 Minuten bei 300 xg) und in 1 ml Waschpuffer resuspendiert, bis sie ein letztes Mal
zentrifugiert (10 Minuten bei 300 xg) und in einem Endvolumen von 100-200 ul Waschpuffer

aufgenommen und in Slides liberfihrt werden.
Bendtigte Materialien:
- Waschpuffer (0,5 % BSA, 2 mM EDTA ad 150 ml PBS)
- CD326 (EpCAM) Microbeads von MACS Miltenyi
- HABeads
- LS-Sdulen
- 30 um Nylon-Maschen Filter
- Magnetischer Separator
- Plunger, Collection tube

- Mikroskopie-Slide
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3.5.6 Anreicherung mit wieder ablésbaren Beads (Flow Comp Dynabeads Flexi-
Kit)

Die Anreicherung von Zellen mit den Beads aus dem Flow Comp Dynabeads Flexi Kit ermoglicht es, die
Zellen nach der magnetischen Separation wieder von den Beads abzulésen, um damit einerseits ein
besseres Ergebnis bei der Immunfluoreszenzfarbung zu erreichen und andererseits die isolierten Zellen

zur weiteren Kultivierung zu nutzen. Vor der Anreicherung erfolgt in einem ersten Schritt das Antikdrper-

Labeling und im nachsten Schritt erfolgt die Isolation.
Antikorper-Labeling

Zunichst werden 100 pl des Antikérpers (0,5 mg/ml) in ein 2 ml ReaktionsgefaR vorgelegt und 10 pul 1 M
NaHCOs hinzugegeben. Das DSB-X-Reagenz wird nach Herstellerangaben mit DMSO versetzt und ist damit
einsatzbereit. Von diesem angesetzten DSB-X-Reagenz werden 1 pl zur Antikorper-Lésung gegeben und
alles wird innerhalb von 60-90 Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur in einem Uberkopf-Schiittler
gemischt. In der Zwischenzeit wird die Spinsaule in 13x100 mm groBen Glasgefall platziert und das
Aufreinigungsharz (purification resin) bis zum erforderlichen Volumen aufgefiillt (etwa 1,5 ml). Die
Spinsaule wird in ein Auffanggefall gesetzt und fiir 3 Minuten bei 1 100 xg in einem Schwingrotor
zentrifugiert. Im Anschluss wird etwa 150 pl des Reaktionsmixes auf die Mitte der Spinsdule gegeben und
so lange gewartet, bis es ins Gel absorbiert ist. Die Spinsdule wird in ein neues AuffanggefaR gesetzt und

flr 5 Minuten bei 1 100 xg in einem Schwingrotor zentrifugiert.

Bendotigte Materialien:

CD326 purified
- DSB-X-Reagenz
- DMSO

- 1M NaHCO3

-  Flow Comp Dynabeads Flexi-Kit (Reaktionsgefdll, Spinsdule, Glass-Gefdll, Auffang-GefaR,

Aufreinigungsharz)

- Uberkopfschiittler
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Isolation

Die Isolation erfolgt bis auf die Schritte der magnetischen Separation auf Eis. Vor Beginn der Isolation
werden die Dynabeads gewaschen, indem diese zunachst 30 Sekunden lang resuspendiert bzw. gevortext
werden. Es werden pro Waschung 500 pl Beads in ein Epi tiberfiihrt und die gleiche Menge Isolationspuffer
hinzugefiigt. Nach einer magnetischen Separation von einer Minute wird der Uberstand entfernt und die
gleiche Menge des Isolationspuffers wieder hinzugefiigt. Die Beads sind nach dem Waschen einsatzbereit.
Fir die Isolation zu einem Volumen von 500 pl Zellsuspension wurden 25 pl des DSB-X-gelabelten
Antikorpers hinzugefiigt und 2-3 Sekunden gevortext. Anschliefend wird dieser Mix 10 Minuten auf Eis
inkubiert, bis 2 ml von kaltem Isolationspuffer zum Waschen hinzugefligt werden. Es folgt ein
Zentrifugationsschritt fiir 10 Minuten bei 350 xg. Der Uberstand wird entfernt und das Zellpellet in 1 ml
Isolationspuffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 75 pl Dynabeads wird der Mix fiir 2-3 Sekunden
gevortext und fiir 15 Minuten im Uberkopfschiittler inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird erneut
1 ml Isolationspuffer hinzugegeben und der Mix 2-3-mal auf- und abpipettiert. Es folgt eine magnetische
Separation fiir 2 Minuten, bis der Uberstand vorsichtig entfernt wird und der Waschvorgang mit 1 ml
Isolationspuffer weitere zweimal wiederholt wird. Beim letzten Waschschritt wird der Mix aus Zellen und
Beads in 1 ml Releasepuffer resuspendiert und auf dem Uberkopfschiittler 10 Minuten lang inkubiert. Im
Anschluss wird der Mix 10-mal auf- und abpipettiert und fiir 1 Minute in den Magnetstander gestellt.
Wahrend des Auf- und Abpipettierens sollen Blasenbildungen verhindert werden. Nach Vollendung der
magnetischen Separation wird der Uberstand abgenommen und in ein sauberes Epi tberfiihrt. Dieser
Uberstand mit den abgelésten Zellen nochmals fir 1 Minute in den Magnetstinder gestellt, um
Verunreinigungen durch Beads zu minimieren. Die Zellen werden zur Auswertung in Zellkulturslides

Uberfuhrt oder weiterverwendet fiir das Farbeprotokoll (siehe Abschnitt 3.5.7).
Bendtigte Materialien:

Zellen

- DSB-X-CD326 gelabelter Antikdrper

- Dynabeads

- Isolationspuffer (0,1 % BSA, 2 mM EDTA ad 150 ml PBS)
- Flow Comp Dynabeads Flexi-Kit

- Uberkopfschiittler
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- Magnetstander Falcon

- Magnetstander Epi

3.5.7 Farbeprotokoll fiir die Isolation mit DSB-X

Nach Vollendung der Isolation werden die Zellen fiir den Farbeprozess vorbereitet. Daflir werden die
Zellen fiir 10 Minuten bei 400 xg zentrifugiert und der Release-Puffer im Uberstand entnommen. Die Zellen
werden in 1 ml DSB-X-Isolationspuffer resuspendiert und mit 10 pl CD45-FITC-Antikorper fir 10 min im
Dunkeln inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen. Beim letzten
Waschschritt werden die Zellen nach der Zentrifugation in 200 pl PBS resuspendiert und in einen iBidi-
Slide tiberfiihrt. Es folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt im Cytospin fiir 10 Minuten und 1 500 rpm. Im
Anschluss werden die Zellen mit 4 % PFA und einer Inkubationszeit von 15 Minuten fixiert und folglich drei
Mal mit PBS gewaschen. Als nachstes erfolgt die Permeabilisierung der Zellen fiir 3 Minuten mit 0,2 %
Triton X-100 in PBS und ein erneuter Waschschritt mit drei Wiederholungen, bevor eine 30-minitige
Inkubation mit 0,5 % BSA in PBS als Blocking-Schritt folgt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird die
Blocking-Losung vorsichtig mit einer Pipette abgesaugt und 200 pl pan-Cytokeratin-PE-Antikdrperlosung
zur Inkubation (iber Nacht bei 4°C im Dunkeln hinzugefiigt. Am nachsten Tag werden die Zellen erneut drei
Mal gewaschen und mit Hoechst fiir 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur gefarbt. Als letzter

Schritt vor der Auswertung miissen die Zellen nochmals dreimal gewaschen werden.
Bendtigte Materialien:

- PBS

- DSB-X-Isolationspuffer

- 4%PFA

- 0,2 % Triton X-100 in PBS

- 0,5%BSAinPBS

- Antikorper: CD45-FITC, pan-Cytokeratin-PE, Hoechst
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3.5.8 Isolation mittels PluriSelect

Die Isolation von gespikten Zellen in Medium und Blutproben eines gesunden Donors wird bis auf die
folglich aufgefiihrten Anderungen nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Zu den verdnderten
Protokollbedingungen zahlen die Verlangerung der Inkubationszeit auf 1 Stunde und die Ablésung der

Rotation wahrend der Inkubationszeit auf das Invertieren der Probe.
Bendtigte Materialien:

- pluriSelect Kit mit CD326-AK

3.5.9 Exosomen lIsolation

Zellenvorbereitung fiir die Exosomen-Isolation

Fir die Exosomen-Isolation gibt es zwei Moglichkeiten, Zellen fir die Isolation vorzubereiten. Entweder
werden Zellen frisch ausgesat, mit dem CD63-Plasmid transfiziert und fir etwa 1,5 Tage inkubiert, wobei
am Abend vor dem Isolationstag das Kulturmedium durch Medium ohne zusatzliches FCS ersetzt wird. FCS
enthalt ein hohes Level an Exosomen, sodass die Verwendung von FCS-freiem Medium optimal ware! Die
andere Option der Zellvorbereitung fir die Isolation stellt die Herstellung von stabil transfizierten Zellen
mit Selektion mittels Puromycin dar. Durch das Einbringen eines CD63-Plasmids in Kombination mit einem
pPGK-Puro-Plasmid in die Zelle (Transfektion mit Lipofectamin 2000 oder JetPrime) kann die Selektion
durch die Puromycin-Behandlung nach 24 Stunden erfolgen. Die Konzentration von Puromycin kann je

nach Proliferationsverhalten der Zellen angepasst werden.

Die Transfektion mit den Reagenzien Lipofectamin 2000 und JetPrime wird jeweils mit 15 pug DNA
(zusammengesetzt aus 13,5 pg CD63emGFP und 1,5 pg pPGK-Puro) durchgefiihrt. Erlduterung zu
Transfektion mit Lipofectamin 2000 und JetPrime siehe Abschnitt 3.4.4. Nach 6 — 8 Stunden wird das

Medium gewechselt und nach 24 Stunden wird mit der Selektion mittels Puromycin begonnen.

3.5.9.1 Exosomenfillung

Nach dem Mediumwechsel am Vorabend wird am Tag der Isolation das Zellkulturmedium gesammelt und
fiir 30 Minuten bei 2000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein frisches GefaR iberfiihrt und das

Reagenz aus dem Invitrogen Kit (Invitrogen Cat. Nr. 4478359) nach Herstellerangaben hinzugefigt,
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gevortext und iber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschliefend wird die Probe fiir 1 Stunde bei 10 000 xg und
4°C zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Die Exosomen befinden sich im Pellet und sind je nach
Menge meist nicht sichtbar. Das Pellet wird in PBS resuspendiert. Das PBS-Volumen richtet sich dabei nach
dem zuvor gestarteten Zellkulturmedium-Volumen. Sobald das Exosomenpellet resuspendiert vorliegt,
kann es analysiert werden und zur Lagerung fiir etwa eine Woche bei 4°C oder zur Langzeitaufbewahrung

bei unter -20°C aufbewahrt werden.

3.5.9.2 Saulenisolation der Exosomen

Die Zellen werden wie in Abschnitt 3.5.9 beschrieben fir die Exosomenisolation vorbereitet. Nach etwa
1,5 Tagen Inkubation wird das Zellkulturmedium gesammelt und in zwei Schritten zentrifugiert. Zunachst
erfolgt die Zentrifugation flir 10 Minuten bei 1 500 xg und anschlieBend fiir 10 Minuten bei 3 000 xg. Der
Uberstand wird abgenommen und nach dem Protokoll der Herstellerangaben {ber die iZON-Siulen

isoliert.
Benotigte Materialien:

- Transfizierte/stabile Zellen

- iZON-Sdulen Kit

3.5.9.3 Isolation mittels Ultrazentrifugation

Die Zellen werden wie in Abschnitt 3.5.9 beschrieben fur die Exosomenisolation vorbereitet. Das
Zellkulturmedium wird in zwei Schritten zentrifugiert. Der erste Zentrifugationsschritt wird fir 10 Minuten
bei 500 xg durchgefiihrt. Der Uberstand wird in ein neues GefaR iiberfiihrt und anschlieRend fiir weitere
20 Minuten bei 3 000 xg zentrifugiert. An diesem Punkt kénnte man die Probe bei -80°C lagern. Zusatzlich
beginnt ab diesem Schritt des Protokolls die Verwendung der Ultrazentrifuge bei einer deutlich héheren
Drehzahl, sodass die Proben vor Uberfiihrung in die Ultrazentrifuge auf einer Feinwaage auf + 0,01 g
ausbalanciert werden, um eine Umwucht zu verhindern. Nach Uberfithrung des Uberstandes in ein
Ultrazentrifugen-Rohrchen (UZ-R6hrchen) erfolgt eine Zentrifugation fiir 20 Minuten und 12 000 xg. Der
Uberstand wird erneut in ein neues UZ-Réhrchen (berfiihrt und fiir 90 Minuten bei 100 000 xg mit dem
Schwingrotor zentrifugiert. Nun wird der Uberstand entfernt und das Pellet mit 30 ml PBS resuspendiert

und weitere 90 Minuten bei 100 000 xg zentrifugiert. Der Uberstand wird erneut entfernt und das Pellet
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in 200 pl PBS (bzw. mit einem fiir das Experiment bendtigten Volumen) resuspendiert und in ein neues
Gefall Uberfuhrt, in dem es bei -20°C fur die Kurzzeitlagerung bzw. bei -80°C fiir die Langzeitlagerung
aufbewahrt wird. Bei einem groReren Endvolumen wird die Exosomen-Suspension aliquotiert eingefroren,

da wiederholtes Auftauen die Exosomen verklumpen lasst.
Bendtigte Materialien:

- Transfizierte/stabile Zellen
-  PBS

UZ-Rohrchen

Schwingrotor JS 24.38

3.6 Biochemische Analysen

3.6.1 Cell Titer Glo Assay

Fir die Cell Titer Glo Messung werden die Zellen in einer 96-Lochplatte ausgesat, bei erforderlicher
Konfluenz transfiziert und anschlieRend fiir die Cell Titer Glo Assay Messung verwendet. Das Reagenz fir
das Cell Titer Glo Assay wird bei -20°C gelagert und muss vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht
werden. Zu jedem Loch in der 96-Lochplatte wird eine dem Mediumvolumen entsprechende Menge an
Cell Titer Glo Reagenz hinzugefligt (Mediummenge = Menge an Cell Titer Glo Reagenz) und fiir 2 Minuten
auf dem Schittler im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend folgt eine Inkubation fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden je 150 pl in eine weile 96-
Lochplatte umpipettiert und mit dem Luminometer gemessen. Die Integrationszeit betragt dabei 0,25-1

Sekunde pro Loch.

3.6.2 Alamar Blue

Alamar Blue ist ein Reagenz, basierend auf einer Resazurin-L6sung, zur Messung der Zellviabilitat, das als
gesundheitlicher Indikator der Zellen fungiert und mit der Zeit reduziert wird, sodass eine quantitative
Messung der Viabilitdt ermoglicht wird. Der aktive Bestandteil des Alamar Blue-Reagenz, Resazurin, ist
nicht toxisch, zellpermeabel, farblich blau und nahezu fluoreszenzlos. Bei Eintritt in die Zelle wird Resazurin

zu Resorufin reduziert, welches eine rotliche Farbung aufzeigt und hochst fluoreszent ist. Durch diesen
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Reduktionsprozess kdnnen Verdnderungen in der Viabilitat der Zellen unkompliziert mittels Absorptions-

oder Fluoreszenzmessungen detektiert werden.

Das Reagenz wird nach Herstellerangaben im Rahmen eines Medienwechsels in einer 10%igen
Endkonzentration verwendet. Nach durchgefiihrter Messung wird das Reagenz (iber einen erneuten

Medienwechsel entfernt.

3.6.3 Life/Dead - Viability/Cytotoxicity-Kit

Das Prinzip der Methode des Life/Dead - Viability/Cytotoxicity-Kits basiert auf der intrazelluldren Esteresa-
Aktivitat in lebenden Zellen. Dabei erfolgt die enzymatische Umwandlung des nicht-fluoreszierenden,
zellpermanenten Calcein AM zu intensiv fluoreszierendem Calcein. Fiir die Farbung von toten Zellen wird
das Ethidium-Homodimer-1 (EthD-1) verwendet, welches in Zellen mit geschadigter Zellmembran eintritt
und die Fluoreszenz um das 40-Fache bei Bindung an die DNA steigert. Lebendige Zellen mit einer intakten
Zellmembran zeigen keine Farbung mit dem EthD-1 auf. Zudem ist die Hintergrundfluoreszenz bei der

Verwendung dieser Chemikalien sehr gering, da die Fluoreszenz erst bei Interaktion mit der Zelle eintritt.

Zu Beginn der Durchfiihrung werden die Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht. Fir die Farbung der
toten Zellen, wird nach Abtoten der Zellen mit 70 % Ethanol bei 30-miniitiger Inkubation, die zu
verwendende Konzentration von EthD-1 auf 1 pM bestimmt. Mit dieser Vorabbestimmung soll eine
Farbung ausschlieBlich an den Nukleoli erzielt werden. Bei der Bestimmung der Calcein AM-Konzentration
wird eine fehlende Fluoreszenz in der Probe mit den toten Zellen bzw. eine ausreichende Fluoreszenz in
der Probe der lebenden Zellen erzielt und wird in diesem Fall auf 0,5 pM festgesetzt. Die Zellen werden in
Slides in der gewiinschten Verdinnung ausgesdt und am nachsten Tag mit den angegebenen
Konzentrationen der Chemikalien behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 20 — 40 Minuten bei

Raumtemperatur kdnnen die Zellen am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.
Bendtigte Materialien

- Life/Dead - Viability/Cytotoxicity-Kit
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4. Ergebnisse

4.1 Die nukleoldre Lokalisation von NPM wird durch Veranderungen im N-

Terminus beeintrachtigt

Die bisherigen Arbeiten der Forschungsgruppe zeigten eine Bindung von NPM mit der onkologisch
relevanten Protease Taspasel sowie die Regulation der subzelluldren Lokalisation und proteolytischen
Aktivitat [21, 24, 29]. Um den molekularen Mechanismus, die Interaktion und Regulation der beiden
Proteine zueinander im Detail zu verstehen, wurden zunachst verschiedene Deletions- und
Lokalisationsmutanten von NPM1 generiert. Die Deletionsmutanten umfassen Deletionen von
verschiedenen funktionalen Domanen im N-terminalen und C-terminalen Bereich. Eine detaillierte
Darstellung Gber das Vorhandensein bzw. Fehlen bestimmter funktionaler Domanen im Vergleich zu NPM1
innerhalb der sechs generierten Deletionsmutanten ist Abbildungen 7A und 7B zu entnehmen. Die
Lokalisationsmutanten umfassen Mutationen im Bereich der Lokalisationssignale des nukledren Exports
bzw. nukledren Imports. Zu diesem Zweck wurden innerhalb der Aminosduresequenz der biologisch
aktiven Lokalisationssignale bestimmte Aminosduren ausgetauscht und somit inaktiviert. Die Inaktivierung
des NES wird durch den Austausch folgender Aminosauren *?ASARTVSA® (ausgetauschte Aminosauren in
fett) erzielt. Die Mutationen des NLS umfassen den Austausch folgender Aminosduren

aa™KRSAPGGGSKVPQAAVAY (ausgetauschte Aminosauren in fett).

Mit Hilfe einer Fusion dieser generierten Mutanten mit dem GFP-Protein konnte anhand einer fluoreszenz-
basierten Mikroskopieanalyse die subzellulare Lokalisation Uberprift werden. Die Lokalisation aller
generierten Mutanten weicht von der bevorzugt nukleoldren Akkumulation des wt-Proteins ab (Abbildung
7C). Im Vergleich zu den C-terminalen Mutanten aal-117 und aal-186, die innerhalb des nukleoladren
Kompartiments mit einer geringen Fraktion im Nukleo- sowie Zytoplasma lokalisiert sind, sind N-terminale
Mutanten wie aal06-294 und aal18-294 im Nukleus mit fehlender nukleoldrer Akkumulation lokalisiert.
Die kurze Mutante aa260-294 ist bis auf die nukleoldre Akkumulation in der gesamten Zelle lokalisiert.
Ahnlich zu der Lokalisation der N-terminalen Mutanten verhilt sich die NES-Mutante, die ausschlieRlich
im Nukleoplasma nachzuweisen ist (Abbildung 7C). Zwei weitere Mutanten (aa187-294 und NLS-Mutante,
Abbildung 7C und 7E) zeigen eine dominierende Lokalisation im Zytoplasma sowie eine nukleoldre
Akkumulation mit einem geringen Anteil im Nukleoplasma und bilden so eine gemischte Form der C-
terminalen und N-terminalen Mutanten. Interessanterweise ist bis auf die beiden Mutanten aal87-294
und NLS-Mut keine der Mutanten, die das nukleoldre Lokalisationssignal im C-terminalen Bereich

beinhalten, in der Lage, tatsachlich an den Nukleoli zu lokalisieren. Zusammenfassend kann man erkennen,
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dass eine Veranderung innerhalb von £100aa im N-Terminus zu einer Beeintrachtigung der nukleolaren

Lokalisation der NPM-Varianten fiihrt.
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Abbildung 7: Darstellung der funktionellen Domanen von NPM1 und den erstellten NPM1-Mutanten

NES-Mut-GFP NLS-Mut-GFP

A Schematische Darstellung der wichtigsten funktionellen Doméanen und der Lokalisationssignale von NPM1wt. Zum
Vergleich wird die schematische Darstellung auf die Deletionsmutanten von NPM1 (B) mit den dazugehdrigen
intrazelluldren Lokalisationen der GFP-markierten NPM1-Mutanten als immunfluoreszenz-basierte Aufnahmen
aufgezeigt (C). Diese Art der Darstellung wird ebenfalls fir die Lokalisationsmutante, die das NES (D) und das NLS (E)

betrifft, Gbernommen. MaRstabsbalken 10 um.

4.2 Die Aktivitait von NPM wird durch die Oligomerisationsdomane

gesteuert

Fir die Aktivitat innerhalb der Zelle und dementsprechend auch fiir die Interaktion mit anderen Proteinen
wird anhand der N-terminalen Oligomerisationsdomane die Funktion von NPM1 durch die Formation von

Pentameren sichergestellt [60]. Um eine Beeinflussung dieser Oligomerformation von endogenem NPM1
86



Ergebnisse

durch die Uberexprimierten NPM1-Mutanten auf ihre zelluldre Lokalisation ausschlieRen zu kénnen,
wurden die Lokalisationsstudien ebenfalls mit NPM1 knockdown Zellen durchgefiihrt. Die Lokalisationen
der NPM1-Mutanten sind durch den knockdown des endogenen NPM1 nicht signifikant verdndert
(Abbildung 8A). Zudem wurde die Formationsausbildung der NPM1-Mutanten mit fehlender
Oligomerisationsdomane (aal06-294 und aall8-294) mittels Immunprazipitation untersucht. Diese
Mutanten liegen ausschlieRlich als Monomere vor und sind nicht in der Lage, Oligomere mit dem
endogenen NPM1 auszubilden (Abbildung 8D). Um dieses Ergebnis zu verifizieren, wurde ein NPM1-
Oligomer-Inhibitor namens NSC348884 verwendet, um die Oligomerisationsdomdne von NPM1 zu
inhibieren. Der Nachweis Uiber die Inhibition der Oligomerformation erfolgte mittels nativer Western-Blot-

Analyse (Abbildung 8E).

87



Ergebnisse

A D

\s g ¥ b
esiKontrolle + esiNPM1 + Qb:b oy\b O_‘b:z\ qb:z\
NPM (GFP, NPM (GFP v v v v

(GFP) (GFP) X \g‘b \'3, & \Q‘b ,\'3’
& @ K S
A\ N N S S\ S\
Q Q Q Q Q Q
2a1-186 <~ S <~ < < <
B - 250 kDa
. - 3 ]
2 130 kDa
(=]
2| =
O| S S
aal-117 § T— —— w— | | - . L 55 kDa
6D e wses - - || 30
Input IP
aa118-294
E > 6h 24h
TS K}
>
& N N
S o W 'L§ SRS
250 kDa
aa187-294 il 130 kD2
2
e =
NES-Mut (o)
=
o
Z
3 36 kDa
NLS-Mut
C
8 QR
S s o
& & &
o N’ )
&S & &
& & &£ & & o
< < 2 < & KO &
RO
|~ laNPm of & & X

[ R coctin | - NPM1

Abbildung 8: Auswirkungen des endogenen NPM1 und der Oligomerisationsfihigkeit auf die
Lokalisation der NPM-Deletions- und Lokalisationsmutanten

A Transfektion von esiKontroll-RNA (linke Spalte) und esiNPM1-RNA (rechte Spalte) zum NPM-knockdown fiir 72 h
mit anschlieRender Transfektion der GFP-markierten NPM-Mutanten. NPM knockdown-Nachweis auf Protein- (B)
und RNA-Ebene (C) erfolgte in 293T-Zellen mit den angegebenen Konzentrationen und der angegebenen Inkubations-
Zeitspanne. Die Fahigkeit zur Oligomerisierung wird mittels Immunprazipitation und dem anti-NPM1-Oligomer-
Antikorper dargestellt (D). Wirkungsraster des NPM-Inhibitors NSC348884 wird anhand unterschiedlicher

Konzentrationen und Inkubationszeiten in einer nativen PAGE dargestellt (E). MalRstabsbalken 10 um.

88



Ergebnisse

4.3 Mutationen im N-Terminus von NPM beeinflussen die nukleolare

Struktur

Die Expressionsanalysen der Deletionsmutante aal87-294 sowie der Lokalisationsmutanten NES-Mut und
NLS-Mut zeigten eine Stérung der nukleoldren Struktur mit unterschiedlichen Phanotypen. Die Nukleoli
dieser Mutanten sahen verldangert, gestort in ihrer Form und sogar teilweise aufgeldst aus (Abbildung 9A).
Eine dhnliche Wirkung hatte die Verwendung des NPM-Inhibitors NSC348884 auf die Nukleoli (Anhang I).
Mittels eines mikroskopiebasierten Hochdurchsatz-Bildgebungsverfahrens (Cellomics Plattform) konnte
ein quantifizierter Nachweis durch multizellulare Analysen fiir die Storung der Nukleoli-Struktur besonders
fir die Deletionsmutante erbracht werden (Abbildung 9B). Es wird beschrieben, dass eine (partielle)
Reduktion des NPM1-Levels in normalen wie auch in Krebszellen zu einer zerstorten nukleoldren Struktur
flhrt [100]. Diese Beobachtung konnte anhand weiterer Analysen mit NPM1 knockdown Zellen bestatigt
werden. Diese Zellen zeigten ebenfalls eine zerstorte nukleoldre Struktur (Abbildung 9C). Zudem wird
vermutet, dass NPM1-defiziente Zellen eine Verdnderung der runden Nukleoli-Struktur aufgrund einer
Reorganisation des perinukledren Heterochromatins aufweisen konnten [100]. Um den Verlust der
nukleoldren Integritdt zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenz-Farbungen mit Fibrillarin (Abbildung
9D), einem speziellen Marker-Protein fiir die nukleolare DFC (dense fibrillar components) Region, und dem
Heterochromatin-Marker H3K9me3 (Abbildung 9E), den man innerhalb der Nukleoli nachweisen kann,
durchgefiihrt. Beide Marker bestdtigten den strukturellen Zerfall der Nukleoli, wie bereits in den
vorangehenden Ergebnissen der Expressionsanalysen von NPM1-Mutanten und den Zellen mit NPM1

knockdown beschrieben (Abbildung 9F).
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Abbildung 9: Degradation der Nukleoli in bestimmten NPM-Mutanten

Die Degradation der Nukleoli dargestellt als qualitative immunfluoreszenzbasierte Zellaufnahme von Hela-Zellen (A)
und quantitative Auswertung per MicroArray (B). Ein Vergleich des Nukleoli-Zerfalls wurde mit NPM1 knockdown-

Zellen durchgefiihrt (C) und anschlieRend fiir die Untersuchung der nukledren Struktur immunohistochemisch mit

Fibrillarin Cy3 (D+F) und H3K9me3 Cy3 (E) gefarbt. MaRstabsbalken 10 um.
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Eine Actinomycin-D-induzierte Auflésung der Nukleoli bekraftigte die vorangehenden Beobachtungen.
Eine Induktion von 5 nM Actinomycin-D fiir 4 Stunden reichte aus, um eine schrittweise Auflésung der
Nukleoli-Struktur zu erzielen und diese anhand der Fibrillarin-Farbung zu bestatigen (Abbildung 10A). Der
Effekt der Nukleoli-Auflésung ist durch die Aufhebung der Actinomycin-D-Induktion reversibel, sodass
aufgelost erscheinende Nukleoli nach etwa 3,5 Stunden ihre urspriingliche GréRe erreichten (Abbildung
10B). Eine wiederkehrende Auflésung der Nukleoli und die Translokation von NPM in das Nukleoplasma
konnten in einzelnen Zellen 24 Stunden nach dem durchgefiihrten Mediumwechsel festgestellt werden
(Abbildung 10C). Diese Ergebnisse deuten auf einen negativen trans-dominanten Effekt der analysierten

Mutanten hin.
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Abbildung 10: Nachbildung der Nukleoli-Degradation mittels Actinomycin-D

Darstellung immunhistochemisch gefarbter HelLa-Zellen mit Fibrillarin Cy3 und Hoechst nach einer Transfektion von

NPM1wt-GFP und der Zugabe von Actinomycin-D 5 uM im Vergleich zu Zellen ohne die Zugabe von Actinomycin-D

(A). Die Kinetik des Nukleolizerfalls nach Zugabe von Act-D ist bis zu 4 Stunden und die Wiederherstellung nach

Medienwechsel bis zu 3,5 h aufgezeigt (B). Darstellung fixierter Zellen nach Medienwechsel und zwei verschiedenen

Zeitpunkten (3 und 24 h), sowie Fibrillarin Cy3-Farbung. MaRstabsbalken 1 um.
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4.4 Die Interaktion von NPM1 mit Taspasel wird anhand der N-terminalen

Oligomerisations-/Chaperon-Domane gesteuert

Die Bestimmung der Interaktionsdomane von NPM1 und Taspasel erfolgte mittels Ko-Expressionsstudien
der generierten NPM1-Deletionsmutanten mit dem Taspasel-Fusionsprotein. Basierend auf dieser
Untersuchung gilt die bereits beschriebene Tatsache, dass Taspasel den Zugang zum Nukleus und den
Nukleoli durch den Importin-a/NPM1-basierten Translokationsmechanismus erhélt [29]. Die Ko-
Expressionsstudien zeigten bemerkenswerterweise keine signifikante Verdnderung der spezifischen
Taspasel-nukledren/nukleoldren Lokalisation nach der Ko-Expression mit den NPM1-Mutanten
(Abbildung 11A). Ebenso verhielten sich die NPM1-Mutanten, die ihre subzellulare Lokalisation bei Ko-
Expression mit Taspasel nicht verdanderten im Vergleich zu der alleinigen Expression in der Zelle
(Abbildung 11D). Innerhalb der Untersuchungen konnte eine starke nukleoldre Ko-Lokalisation von
Taspasel mit den generierten NPM1-Varianten, N-terminale NPM1laal-117 und NPM1-NLSmut,

beobachtet werden.

Zudem wurde die Interaktion zwischen den generierten NPM1-Varianten und Taspasel mittels
Immunprazipitation und Western Blot untersucht (Abbildung 11B und 11C). Die Ko-Immunprazipitation
von NPM1 und den NPM1-Varianten aal-186, aal87-294 und NLSmut zeigte eine starke Interaktion mit
Taspasel, wohingegen eine Interaktion der Varianten aal-117 und aall8-294 mit Taspasel deutlich
reduziert war. Eine Interaktion von Taspasel mit den NPM1-Varianten aal06-294, aa260-294 und NESmut
konnte ausgeschlossen werden. Anhand dieser Untersuchung konnte festgestellt werden, dass eine
Mutation und ein Verlust innerhalb der N-terminalen Domane und der ersten etwa 100 Basenpaaren von
NPM1 zu einer Stérung in der Interaktion mit Taspasel fiihren. Die NPM1-Mutante aal-117 zeigte eine
reduzierte Interaktion mit Taspasel, sodass davon ausgegangen werden kann, dass dieser Bereich der N-
terminalen Doméane zentral, aber nicht ausreichend fir die NPM1-Taspasel-Interaktion ist. Um eine starke
Interaktion dieser beiden Proteine zu erreichen, scheint zudem ein Teil innerhalb des C-Terminus (aal87-
260) ebenfalls wichtig zu sein. Dieser Effekt konnte anhand der starken Interaktion von Taspasel mit der
NPM1 aal87-294-Mutante, aber der reduzierten oder ausgeschlossenen Interaktion von Taspasel mit den
NPM1-Varianten aal06-294, aa118-294 und aa260-294 gezeigt werden. Zudem wurde festgestellt, dass
lediglich die kiirzere C-terminale NPM1-Mutante aal187-294 eine starke Interaktion mit Taspasel aufweist.
In diesem Zusammenhang kann die Vermutung aufgestellt werden, dass negativ geladene Regionen in den

Bereichen ~120-132aa und ~161-188aa eine Auswirkung auf die Interaktion haben. Zudem kann anhand
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dieser Ergebnisse von einer bestimmten Form der Protein-Faltung ausgegangen werden, sodass die ersten

~100aa des N-Terminus und aal87-260 des C-Terminus von NPM1 entscheidend sind.

A
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Abbildung 11: Darstellung von Taspasel-NPM-Mutanten-Interaktion
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Immunfluoreszenzbasierte Aufnahmen von ko-transfizierten Taspasel-wt und NPM-Mutanten in Hela-Zellen (A),
sowie die entsprechenden Immunblots aufgeteilt nach NPM-Deletionsmutanten (B) und Lokalisationsmutanten (C).
Eine Ko-Transfektion von drei Komponenten, bestehend aus Taspasel wt, den NPM-Mutanten und dem Biosensor

(D), wird ebenfalls in HeLa-Zellen immunfluoreszenzbasiert dargestellt. MaRstabsbalken 10 um.

4.5. Eingrenzung der Bindungsdomadne von Taspasel: Die Lokalisierungs-

und Aktivitatsbereiche von Taspasel sind in ihre Untereinheiten aufgeteilt

Die Domanenorganisation von Taspasel ist nicht vollstandig identifiziert worden, sodass bisher die beiden
Untereinheiten a und B sowie das NLS bekannt sind. Vorherige Arbeiten der Gruppe haben gezeigt, dass
eine Interaktion mit Taspasel ausschlieRRlich in Form einer aktiven Protease geschehen kann, die durch ein

aB-Dimer gekennzeichnet wird {Bier, 2012 #78;Bier, 2011 #79}.

Um mehr Informationen (ber die Organisationsdomanen von Taspasel zu erhalten, klonierten wir
chimére Konstrukte von Drosophila und menschlicher Taspasel, die in eine a- und eine B-Untereinheit
unterteilt sind. In friheren Arbeiten konnte gezeigt werden, dass ein Protein-Alignment von Drosophila
und humaner Taspasel zwar nur 36 % Gesamt-Aminosaure-ldentitdt ergab, die Region der
autokatalytischen Spaltung jedoch vollstandig konserviert ist (193LDTVGAV199), nur einige Nukleotide
sind verdndert (Abbildung 12A). Die vorhergesagte Sequenz konnte auch durch Klonierung von dTaspasel
aus Drosophila-Zellen verifiziert werden [152]. Drosophila Taspasel stellt ein Volllangenprotein von 40
kDa dar, das die a-Untereinheit (20 kDa) und die B-Untereinheit (18 kDa) enthélt, im Gegensatz zum
menschlichen Taspasel-Protein, das ein Volllangenprotein von 50 kDa aufweist, das aus der a-
Untereinheit (28 kDa) und der B-Untereinheit (22 kDa) besteht. In dieser Arbeit haben wir zwei chimare
Taspasel-Mutanten geschaffen: die erste Chimare a-hTasp + B-dTasp, bestehend aus der menschlichen
Taspasel' a-Untereinheit und der Drosophila Taspasel' B-Untereinheit, und die zweite Chiméare a-dTasp
+ B-hTasp, bestehend aus der Drosophila Taspasel' a-Untereinheit und der menschlichen Taspasel' B-
Untereinheit. Beide Chimaren wurden mit GFP markiert, um Immunoblot- und Lokalisierungsanalysen

mittels Fluoreszenzmikroskopie durchzufiihren.

Separat klonierte humane Taspasel-Untereinheiten zeigen keine Interaktion mit endogenem NPM1
(Daten nicht gezeigt). Um weitere Informationen tiber den notwendigen Teil der Untereinheit zu erhalten,
der fur eine Interaktion mit endogenem NPM1 erforderlich ist, und um Hinweise auf die NPM1-

Interaktionsdomane von Taspasel zu erhalten, fliihrten wir eine Immunoblot-Analyse durch. Es konnte
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keine Interaktion von Taspasel-Chimaren mit endogenem NPM1 nachgewiesen werden (Abbildung 12B).
Das Vorhandensein der Chimare a-hTasp + B-dTasp konnte nicht nachgewiesen werden (unter
Verwendung des a-GFP-Antikorpers), auch nicht die Interaktion mit endogenem NPM1, was auf die sehr
geringe Expressionsrate zurlickzufiihren ist. Daher bestatigten wir den Protein-Nachweis auf Gel aller
Konstrukte (Anhang Il), so dass die Interaktion mit endogenem NPM1 von der Expressionsrate der Chimare
a-hTasp + B-dTasp abhadngig sein kénnte. Die Koexpressionsanalyse von GFP-markierten Taspasel-
Chimaren und NPM1-wt-blau fluoreszierendem Protein (BFP), die mittels fluoreszenzbasierter

Mikroskopie durchgefiihrt wurde, zeigte ebenfalls keine Translokation dieser Proteine (Abbildung 12C).

Um die Lokalisierung nachzuweisen und die Aktivitdt der Taspasel-Chimadren in lebenden Zellen zu
untersuchen, flihrten wir eine fluoreszenzbasierte Mikroskopieanalyse mit unserem Translokations-
Biosensor-Assay (BioTasp) durch. Zunachst haben wir die GFP-markierten Chimare in lebende Zellen
transfiziert, um die Lokalisierung zu demonstrieren. Die Chimare a-hTasp + B-dTasp lokalisiert sich
vorwiegend im Nukleoplasma, dhnlich der Lokalisierung der menschlichen Taspasel an den Nukleoli
(Abbildung 12D). Im Gegensatz dazu lokalisiert die Chimare a-dTasp + B-hTasp Giberwiegend im Zytoplasma
und Nukleoplasma, genau wie die bekannte Lokalisierung von Drosophila Taspasel. Als Nachstes testeten
wir die Aktivitat durch Koexpression von BioTasp mCherry und GFP-markierter Chimare a-dTasp + B-hTasp,
was zu einer proteolytischen Spaltung der NES fiihrt, die eine nukledare Akkumulation des Biosensors,
ausgelost durch die NLS, bewirkt. Dieses Ergebnis entspricht der proteolytischen Spaltung von biologisch
aktivem Wildtyp-Drosophila Taspasel und Wildtyp-humanem Taspasel. Im Gegensatz dazu zeigt die
Koexpression von BioTasp mCherry und der GFP-markierten Chimadre a-hTasp + B-dTasp keine
proteolytische Aktivitat, die durch die zytoplasmatische Lokalisierung des rot fluoreszierenden Biosensors
erkennbar ist. Diese Ergebnisse geben neue Einblicke in die Organisation der Taspasel-Domane und lassen
den Schluss zu, dass die Lokalisierung der Taspasel-Chimaren von der a-Untereinheit abhangig ist, im

Gegensatz zur proteolytischen Aktivitat, die von der B-Untereinheit abhangt.

Um mehr molekulare Details liber die Reste zu erhalten, die fiir die trans-Spaltungsaktivitat der
proteolytisch aktiven Chimare a-dTasp + B-hTasp wichtig sind, haben wir den Translokations-Biosensor-
Assay verwendet und eine Alanin-Scanning-Mutagenese des Spaltstellenmotivs (Aminosduren
KISQLD\,GVDD) durchgefiihrt. Die Koexpression der mit rot fluoreszierendem Protein (mCherry)
markierten Chimare a-dTasp + B-hTasp und der mit GFP markierten BioTasp Alascan-Mutanten fiihrte zu
proteolytischer Spaltung und nukledrer Akkumulation der mutierten Reste S4A und V2'A (Abbildung 12E).
Diese Reste wurden als nicht essentielle Reste in der Spaltstelle deklariert [21]. Die fehlende nukleédre

Anreicherung des Biosensors der mutierten Reste Q3A, L2A, D1A und G1'A fihrte zur Bestdtigung der
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Konsensussequenz der trans-Spaltstelle fir dTaspasel (Q3[F/I/L/M]2D1J,G1'x2'x3') [21] und hTaspasel
(Q3[F,I,L,V12D1J, G1'x2'x3'D4'/D3'x4") [25, 26]. In der Tat konnten diese Aminosauren (GIn3, Leu2, Aspl
und Glyl') als essentiell fir die proteolytische Aktivitat der Taspasel-Chimare bestatigt werden.
Interessanterweise ist die nukledre Akkumulation des Biosensors an der Mutationsposition V8A dhnlich
wie die Translokation des Biosensors bei Koexpression mit aktiver Drosophila Tasp-mCherry-Fusion. Im
Gegensatz dazu zeigt die Koexpression mit aktiver humaner Taspase-mCherry-Fusion keine nukledre
Lokalisierung des Biosensors mit dem Ergebnis, dass die Spaltstelle der Chimare a-dTasp + B-hTasp der

Drosophila Taspasel entspricht.
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Abbildung 12: Taspase-Chimare

Darstellung der Spaltsequenz von humaner und Drosophila Taspasel (A). Immunprézipitationsanalyse (B) und
Immunfluoreszenzdarstellung (C) der transfizierten Taspase-Chiméare und dem Bindungsnachweis mit endogenem
NPM1 bzw. ko-transfizierten NPM1wt. D Eine Darstellung der Taspasel-Aktivitdt mit Ko-Transfektion der Taspase-
Chimére und dem Biosensor nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden. E Immunfluoreszenzdarstellung der ko-
transfizierten Taspase-Chiméare a-dTasp + B-hTasp mit BioTasp Alascan-Mutanten. MaRstabsbalken 10 pm.
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4.6 Interaktion mit NPM1 spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulierung

der Spaltfahigkeit von Taspasel

Taspasel ist Uber sein Substrat MLL an der Entwicklung von aggressiver Kinderleukdmie und HER2-
assoziiertem Brustkrebs beteiligt [24, 153]. Neben MLL wurden weitere essenzielle Proteine als native

Taspasel-Ziele identifiziert, wie der TFIIA [34] und der Upstream Stimulatory Factor (USF2).
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Abbildung 13: Identifiziertes Taspasel-Ziel-Protein: USF2

Darstellung transfizierter HeLa-Zellen mit dem potentiellen Taspasel-Substrat USF2 mit mCherry-Tag +/- Tasp wt GFP
im Vergleich mit vorangehendem NPM1 knockdown (esiNPM1) sowie einer Kontrollprobe (esiKontrolle).

MaRstabsbalken 10 um.

4.7 Die Rolle von "Taspasel" bei der Sensibilisierung von NPM-Mutanten

gegeniiber Chemotherapie

Wie bereits erwadhnt, spielt Taspasel nicht nur eine wichtige Rolle bei der Entwicklung aggressiver
Kinderleukdamien, sondern wird auch in einer Vielzahl solider Tumore Uberexprimiert, zum Beispiel bei

Kopf- und Halskrebs [24]. Erstmals wurde in Primargewebe von Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
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des Kopfes und Halses (HNSCC) endogene Taspasel als eine nukledre/nukleolare Protease identifiziert [20,
29]. Diese Krebsart ist der sechsthaufigste bosartige Tumor weltweit mit fast 650.000 neuen Fallen pro
Jahr [154, 155]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von HNSCC-Patienten liegt bei 40-50 % [154], so dass eine

vielversprechende Therapie erforderlich ist.

Daher fiihrten wir Messungen der Zelllebensfdhigkeit von transfizierten HNSCC-Patientenzellen
(HNSCCUM-02T) mit NPM-Mutanten in Kombination mit oder ohne Taspasel wt durch. 24 Stunden nach
der Transfektion wurden die Zellen mit Hydroxyharnstoff (HU) behandelt, so dass dieser Wert den
Ausgangspunkt fiir die Behandlung mit Chemotherapeutika darstellt. NPM-Mutanten, die wichtige
Domanen fiir die Interaktion mit Taspasel enthalten (aal-117 und aal87-294), zeigen in Kombination mit
einer HU-Behandlung geringere Lebensfihigkeitsergebnisse als die anderen behandelten Mutanten
(Abbildung 14A, Diagramme fiir 48 und 72 Stunden; Abbildung 14B, Diagramme fiir 48 und 72 Stunden).
Interessanterweise zeigen die NPM-Mutanten aal-186 und aal06-294, die ohne Taspasel wt transfiziert
wurden, geringere Lebensfahigkeitsergebnisse als die mit Taspasel transfizierten. NPM-Mutanten, die die
Polymerisationsdomane enthalten, scheinen empfindlicher auf Chemotherapie zu reagieren als NPM-
Mutanten ohne diese Domanenregion (Abbildung 14A, Zeitpunkte 48 h und 72 h). Darlber hinaus zeigen
alle NPM-Mutanten und auch NPM1 wt, die in Kombination mit Taspasel wt transfiziert wurden, eine
hohere Zelllebensfahigkeit, so dass wir annehmen, dass Taspasel das NPM1-Protein in den Zellen
stabilisiert. Dieser Stabilisierungseffekt von Taspasel auf NPM1 wt kann in allen dargestellten Zeitpunkten
(24 h, 48 hund 72 h) sehr gut beobachtet werden (Abbildung 14A). Wir Gberpriften diese Hypothese durch
Transfektion von NPM-Mutanten in Kombination mit der inaktiven Taspase TV. Alle Proben, die mit
inaktiver Taspase TV transfiziert wurden, zeigen keine Auswirkungen auf die Lebensfahigkeit der Zellen
(Abbildung 14B). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle NPM-Mutanten im Vergleich zu NPM1 wt

eine geringere Lebensfahigkeit aufweisen.
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Abbildung 14: Zellviabilitatsmessungen in Verbindung mit Chemotherapeutika-Behandlung

HNSCC-Patientenzellen (HNSCCUM-02T) wurden mit NPM-Mutanten +/- Tasp wt transfiziert und nach 24 h mit HU
(1,5 mM) behandelt und 24 h, 48 h und 72 h nach Behandlung fluoreszenzbasiert (A) und lumineszenzbasiert (C)

gemessen. Diese Versuchsreihe wurde parallel mit der inaktiven Tasp-TV-Variante durchgefihrt (B).

Zusatzlich testeten wir die sensibilisierende Wirkung von Taspasel auf NPM1 und seine Mutanten, indem
wir eine andere humane Karzinomzelllinie A431 in Kombination mit einem knockdown von NPM1 vor der
Transfektion der Zellen verwendeten, um Nebenwirkungen zu vermeiden. A431-Zellen mit NPM1-
Knockdown wurden mit NPM-Mutanten in Kombination mit aktiver oder inaktiver Taspasel transfiziert
und anschlieRend mit HU behandelt. Die mit HU behandelten und die nicht behandelten Zellen, die mit

Taspase wt transfiziert wurden, zeigen einen groBen Unterschied in der Lebensfahigkeit aller Proben
101



Ergebnisse

(Abbildung 15A) im Gegensatz zu den Ergebnissen der transfizierten Zellen mit inaktiver Taspasel

(Abbildung 15B).

Weitere Analysen bestatigten die Hypothese, dass Taspasel eine wichtige Rolle bei der Behandlung von
HNSCC-Zellen mit Cisplatin spielt, dem Goldstandard in der chemotherapeutischen Behandlung von
Patienten mit Kopf- und Halskrebs. Wir transfizierten HNSCCUM-02T-Zellen mit NPM1 wt, Taspasel wt,
inaktivem Taspasel (Tasp TV) und der Kombination von NPM1 wt mit aktiver und inaktiver Form von
Taspasel in 6-Well-Platten. Die transfizierten Zellen wurden in 96-Well-Halbraumplatten mit je 3000
Zellen pro Vertiefung umgesiedelt. Nach vollstéandiger Adharenz wurden die Zellen mit 5 uM Cisplatin
behandelt und nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden alle 30 Minuten gemessen (Endpunkt 48
Stunden). Mit Cisplatin behandelte und transfizierte Zellen mit NPM1 wt und der Kombination mit aktiver
Taspasel zeigen nahezu die gleichen Ergebnisse wie die nicht transfizierten Kontrollzellen, so dass dieses
Ergebnis den Eindruck einer intakten Zellmembran und einer stabilen Zellviabilitdt vermittelt (Abbildung
15C und 15D). Im Vergleich dazu durchlaufen mit Cisplatin behandelte Zellen, die mit Taspasel wt,
inaktiver Taspasel und der Kombination der inaktiven Taspasel-Form mit NPM1 wt transfiziert wurden,
eine frihe Apoptose. Darliber hinaus sind transfizierte Zellen mit Taspasel wt und inaktiver Taspasel in
Kombination mit NPM1 wt empfindlicher gegeniiber einer chemotherapeutischen Behandlung im
Vergleich zu unbehandelten Zellen und anderen Transfektionsvarianten. Diese Ergebnisse bestatigen die
Hypothese, dass eine direkte Inaktivierung von Taspasel zu einer hoheren Empfindlichkeit von HNSCC-
Zellen gegentiber einer Behandlung mit Cisplatin und zu einer besseren chemotherapeutischen Prognose

fuhrt.
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Abbildung 15: Einfluss der Taspase auf die Cisplatin-behandelten NPM-Mutanten

A431-Zellen mit NPM1-Knockdown wurden mit NPM-Mutanten in Kombination mit aktiver (A) oder inaktiver
Taspasel (B) transfiziert und anschlieRend mit HU behandelt. HNSCCUM-02T-Zellen wurden mit NPM1 wt, Taspasel
wt, inaktivem Taspasel (Tasp TV) und der Kombination von NPM1 wt mit aktiver und inaktiver Form von Taspasel
transfiziert und anschlieBend mit 5 uM Cisplatin behandelt und nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden alle 30

Minuten gemessen (Endpunkt 48 Stunden; C und D).

4.8 Taspasel  Dbeeinflusst den synergistischen Effekt einer

Kombinationsbehandlung

Es ist bekannt, dass eine gleichzeitige Behandlung von HNSCC-Patienten mit Chemo- und Strahlentherapie
die effektivste Behandlungsoption darstellt und zu einer verbesserten Gesamtiberlebensrate von etwa 5
% flhrt [156]. Daher haben wir Messungen der Zellviabilitdat von transfizierten HNSCCUM-02T-Zellen mit
NPM1 wt, Taspasel wt, inaktivem Taspasel und der Kombination von NPM1 wt mit der aktiven und
inaktiven Form von Taspasel mit verschiedenen Behandlungskombinationen (nur Cisplatin-Behandlung,

nur Strahlentherapie und Cisplatin-Behandlung kombiniert mit Strahlentherapie) durchgefiihrt.
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HNSCCUM-02T-Zellen wurden in 6-Well-Platten transfiziert und am folgenden Tag in 96-Well-Platten
umgesiedelt. Nach der Umsiedlung wurden die Zellen mit verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen (5 uM
und 10 uM) behandelt und einer Strahlentherapie (7 GY) unterzogen. Die Lebensfadhigkeit der Zellen wurde
nach 24 Stunden (Daten nicht gezeigt) und nach 48 Stunden Inkubation gemessen. Unsere Ergebnisse
zeigen, dass die Lebensfdhigkeit der behandelten Zellen bei einer kombinierten Chemo- und
Strahlentherapie im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Chemo- oder Strahlentherapie deutlich
abnimmt (Abbildung 16). Die Ergebnisse der kombinierten Behandlung mit einer héheren Cisplatin-Dosis
(10 uM; Abbildung 16 B) zeigen einen deutlichen synergistischen Effekt im Vergleich zu einer niedrigeren

Cisplatin-Dosis (5 uM; Abbildung 16 A).

Darlber hinaus bestatigten wir unsere Hypothese durch die Durchfiihrung von Zelltod-Analysen, wie den
Apoptose/Nekrose-Messungen. Zur Durchflihrung dieses Tests transfizierten wir HNSCCUM-02T-Zellen in
6-Well-Platten mit NPM1 wt, Taspasel wt, inaktivem Taspasel und der Kombination von NPM1 wt mit der
aktiven und inaktiven Form von Taspasel. Am folgenden Tag wurden diese Zellen in 96-Well-Platten
umgesiedelt und nach der Umsiedlung mit Cisplatin in Konzentrationen von 5 uM, 7,5 uM (Daten nicht
gezeigt) und 10 uM behandelt. Unmittelbar nach der chemotherapeutischen Behandlung wurden diese
Zellen einer 7 GY-Strahlentherapie unterzogen und fiir die Messungen mit den Reagenzien des Apoptose-
/Nekrose-Assay-Kits gemal den Empfehlungen des Herstellers vorbereitet. Die Messungen wurden zu
ausgewahlten Zeitpunkten durchgefiihrt (nur die Zeitpunkte 24 h und 48 h sind dargestellt). Die
synergistische Wirkung der kombinierten Chemo- und Strahlentherapie konnte nach 24 Stunden
(Abbildung 16C und 16D) und auch nach 48 Stunden (Abbildung 16E und 16F) nachgewiesen werden. Die
Messergebnisse nach 24 Stunden verdeutlichen den Beginn einer friihen Apoptose (Abbildung 16C) nach
der kombinierten Behandlungstherapie, die nach 48 Stunden eindeutig nachgewiesen werden kann
(Abbildung 16E). Interessanterweise reagieren die mit Taspasel wt transfizierten Zellen empfindlicher auf
die Behandlungstherapie, was die wichtige Rolle von Taspasel bei Kopf- und Halskrebserkrankungen
bestatigt und unterstreicht. Wie erwartet zeigen unsere Ergebnisse auch, dass die Zellen hauptsachlich
den Apoptoseweg durchlaufen und nicht hauptsachlich die Nekrose aktivieren. Die Nekrose-Werte sind
zwischen den Transfektionsvarianten homogen verteilt und lassen sich durch die in den Vertiefungen
verbliebenen toten Zellen erklaren (Abbildung 16D und 16F), die aufgrund der porésen Membran die
Messung des freien Nekrose-Reagenzfarbstoffs im Medium beeinflussen. Die hohe Menge an
abgestorbenen Zellen, die mit der hohen Cisplatin-Konzentration (10 pM) im Medium zusammenhéngt,
beeinflusst auch die Messung, so dass die Lumineszenz- und Fluoreszenzwerte bei einer Behandlung mit

10 uM Cisplatin eine geringere Wirkung auf den Zelltod zeigen als bei einer Behandlung mit 5 uM Cisplatin.
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Abbildung 16: Kombinationsbehandlung aus Chemotherapie und Bestrahlung
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HNSCCUM-02T-Zellen wurden mit NPM1 wt, Taspasel wt, inaktivem Taspasel und der Kombination von NPM1 wt
mit der aktiven und inaktiven Form von Taspasel transfiziert und mit verschiedenen Behandlungskombinationen
(nur Cisplatin-Behandlung, nur Strahlentherapie und Cisplatin-Behandlung kombiniert mit Strahlentherapie) und

verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen von 5um (A) und 10 um (B) durchgefiihrt. Dieser Versuchsansatz wurde
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auch mit Reagenzien des Apoptose-/Nekrose-Assay-Kits durchgefiihrt. Die Messergebnisse nach 24 h (C und D) und
48 h (E und F) sind dargestellt.

4.9 Die Etablierung der IsoMAG IMS Einheit zur Isolation von CTCs

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Etablierung der IsoMAG IMS Einheit am Kopf-Hals-Tumorpatienten-
Modell mit dem vorgegebenen Protokoll des Kooperationspartners Fraunhofer Institut Mainz (Verweis
Abschnitt 4.11). Der Etablierungsprozess beinhaltet die Aufbereitung der Zellen (Zellzdhlung, Herstellen
von Verdlinnungsreihen, Fangen einzelner Zellen, Farbung der Zellen), die Kopplung der Zellen an die
Antikorper und Beads sowie die Durchfiihrung des Isolationsprozesses an der CTCelect Einheit und die
anschlieRende Auswertung dieser Zellen (Zellzéhlung mittels Neubauer Zahlkammer, Farbung der Zellen).
Die Etablierung der IsoMAG IMS Einheit wird in dieser Arbeit nicht beschrieben, da dieses Teilprojekt unter
meiner Flihrung in Zusammenarbeit mit einer medizinischen Doktorandin durchgefiihrt wurde und nun in
der folgenden medizinischen Doktorarbeit ,,Nachweis und Bedeutung zirkulierender Tumorzellen bei Kopf-

Halskarzinomen“ von Sophie Madeleine Nagel nachgelesen werden kann.
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Abbildung 17: Immunomagnetische Detektion und Isolation von Zellen aus einer Blutprobe

Schematische Darstellung einer Isolationsmethode zirkulierender Tumorzellen aus einer Patientenblutprobe mit
Hilfe von magnetischen Nanopartikeln und anschlieRender immunhistochemischer Farbung (A). Das Resultat dieser
Methodik wird in Form von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen dargestellt; Beispielhafte Farbung mit Hoechst,

anti-CD45 und anti-pan-Cytokeratin detektierter Tumorzellen und Leukozyten (B). MaRstabsbalken 100um.

In Zusammenarbeit mit dem Kooperationspartner konnten zudem weitere interessante Ergebnisse
bezliglich einer Protokoll-Optimierung zur vollautomatisierten Isolation erzielt werden, die in der
folgenden Veroffentlichung ,IsoMAG — an automated system for the immunomagnetic isolation of

squamous cell carcinoma-derived circulating tumor cells” [157] erlautert werden.

Zusammenfassung: Die Publikation beschreibt die Entwicklung und Validierung des IsoMAG IMS-Systems,
einer automatisierten Plattform zur immunomagnetischen Isolation von CTCs aus Blutproben von
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen, insbesondere Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen. Das System
nutzt magnetische Beads, die mit EpCAM-Antikérpern beschichtet sind, um CTCs effizient zu isolieren. Die
Ergebnisse zeigen, dass das System mehr als 86,5% der angereicherten Krebszellen aus Zellkulturmedien
und menschlichem Blut zuriickgewinnen kann, wahrend die Kontamination mit weilen Blutkdrperchen
auf etwa 1200 Zellen pro 7,5 ml Blut minimiert wird. Das IsoMAG-System ermdglicht eine vollautomatische
CTC-lsolation und -Detektion, was die Uberwachung von Krankheiten und die Durchfiihrung von
Einzelzellanalysen erleichtert. Zukinftige Entwicklungen zielen darauf ab, das System in einen

mikrofluidikbasierten Workflow zu integrieren, um die Detektion einzelner CTCs weiter zu verbessern.
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Abstract: Background: detailed information about circulating tumor cells (CTCs) as an indicator of
therapy response and cancer metastasis is crucial not only for basic research but also for diagnostics
and therapeutic approaches. Here, we showcase a newly developed IsoMAG IMS system with an
optimized protocol for fully automated immunomagnetic enrichment of CTCs, also revealing rare
CTC subpopulations. Methods: using different squamous cell carcinoma cell lines, we developed an
isolation protocol exploiting highly efficient EpCAM-targeting magnetic beads for automated CTC
enrichment by the IsoMAG IMS system. By FACS analysis, we analyzed white blood contamination
usually preventing further downstream analysis of enriched cells. Results: 1 um magnetic beads
with tosyl-activated hydrophobic surface properties were found to be optimal for automated CTC
enrichment. More than 86.5% and 95% of spiked cancer cells were recovered from both cell culture
media or human blood employing our developed protocol. In addition, contamination with white
blood cells was minimized to about 1200 cells starting from 7.5 mL blood. Finally, we showed that the
system is applicable for HNSCC patient samples and characterized isolated CTCs by immunostaining
using a panel of tumor markers. Conclusion: Herein, we demonstrate that the soMAG system allows
the detection and isolation of CTCs from HNSCC patient blood for disease monitoring in a fully-
automated process with a significant leukocyte count reduction. Future developments seek to
integrate the [soMAG IMS system into an automated microfluidic-based isolation workflow to
further facilitate single CTC detection also in clinical routine.

Keywords: automation; liquid biopsy; circulating tumor cells; head and neck squamous cell carci-
noma; immunomagnetic particle-based detection; metastasis

1. Introduction

Cancer is the second major cause of death in modern society. Besides improved treat-
ment strategies, the development of innovative diagnostics is indispensible for long-term
improvement of diagnosis and treatment of cancer patients. The lymph-/hematogenous
spread of cancer cells into distant organs and their subsequent growth to overt metas-
tases is the most fatal complication of solid tumors, such as squamous cell carcinoma of
the head and neck (HNSCC) [1,2]. Moreover, therapy resistance and associated relapses
are common and associated with high patient morbidity [3,4]. The classical view is that
metastatic spread is a late process in malignant progression, but today it is accepted that
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blood circulation and dissemination of primary cancer cells to distant sites is already an
early event [5,6].

The fact that these circulating tumor cells (CTCs) are detectable in the peripheral
blood of cancer patients months to years after complete removal of the primary tumor in
a period called “metastatic cancer dormancy” supports the idea that these cells circulate
between metastatic sites [7]. Since their early discovery in the 19th century [8], CTCs
have been demonstrated to be clinically recognized and present in the blood circulation of
many cancer types including colon [9], lung [10], ovarian [11], breast [12], melanoma [13],
prostate [14] and head and neck cancer [15]. Clinical studies present a correlation between
the progression of cancer disease and the number of detected CTCs [16-18]. A high
number of detected CTCs can give information about tumor burden, recurrence and
usually represents a poor prognosis. In detail, the determination of CTCs before and
after resection also opens up the possibility for monitoring therapeutic response [19] in
combination with analyses of circulating tumor DNA (ctDNA) [20]. Hence, the detection
and characterization of CTCs as a part of minimal invasive “liquid biopsy” has gained
(pre)clinical considerable attention over the last decade [21,22].

However, the capture and detection of CTCs are extremely challenging because of
their rarity, the property to move as individual cells or as multi-cellular clumps, and their
heterogeneity regarding size and biological and molecular changes during the epithelial-to-
mesenchymal transition (EMT) processes. These challenges require the ability to handle a
very small number of cells by isolation methods with high efficiency in an acceptable time
scale [23]. Various techniques that are based on physical or immunological properties have
been developed [24], and different materials with their unique properties according to their
shape, size and surface were applied in this field [25-27]. Only a few systems are available
on the liquid biopsy market but have been shown to isolate CTCs in a proper way. Thereby,
these methods often dictate an exact protocol to the user, taking away application flexibility.
In contrast to that, researchers aim for process-adaptable platforms as the disciplines of
liquid biopsy expand permanently, concerning various sample types such as tissue-derived
single cell suspensions or adjustable sample sizes.

All techniques developed for CTC enrichment have their advantages and disad-
vantages. In contrast to immunomagnetic separation, physical separation methods (e.g.,
Parsortix® technology, Angle, Surrey, UK) allow label-free isolation but lack cell distinction
due to overlapping sizes of CTCs and white blood cells [28]. A microstructure-based
enrichment is limited in throughput and sieve-shaped technologies, error-prone to complex
liquids such as whole blood, are consequently at risk of clogging in automated lab solutions.
Though it has drawbacks in target selectivity, immunomagnetic enrichment is often the
method of choice because it is easily automatable and enables a high sample through-
put. Since the establishment of the “Food and Drug Administration” (FDA)-approved
CellSearch® system, which is held as the gold standard of automated immunomagnetic
enrichment and staining platforms, the sensitivity of CTC detection has markedly im-
proved [29,30]. CellSearch® relies on the expression of the epithelial cell adhesion molecule
(EpCAM) for the quantification of CTCs in different tumor types [31]. Although this
optical detection method have been used in numerous studies, the cost for instruments
(220,000 dollars), sample preparations and analysis are still laborious and relatively high
(approx. 1000 dollars/run) [32]. Consequently, such assays did not succeed in establishing
in clinical routine as a low-cost diagnostic test. Due to the above-mentioned obstacles, fully
automated, easy-to-use platforms will demonstrate future solutions to improve cancer
diagnostics and therapies as well as basic scientific knowledge of tumor development.

The Fraunhofer CTCelect unit has been developed to meet the need of such a fully
automated, easy-to-use platform for CTC isolation out of 7.5 mL whole blood samples.
Herein, we characterized the IsoMAG IMS device as the core unit of such a platform
applying fully automated immunomagnetic enrichment of rare cells with flexibly selectable
antigen targets. In this proof-of-principle study, we established a robust protocol for the
automated isolation of an EpCAM- and CSV (cell surface vimentin)-positive subpopulation
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of cells with a concomitant reduction of background white blood cells as a prerequisite for
implementation of the device into the CTCelect unit allowing downstream analyses on a
single cell level. Furthermore, we proved feasibility of the method for two squamous cell
carcinoma cell lines and HNSCC patient samples.

2. Materials and Methods
2.1. Cell Lines

The SCL-1 squamous cell carcinoma line was established by Dr. Petra Boukamp
(DKFZ, Heidelberg, DE, Germany) [33] and kept in Gibco™ DMEM (low glucose, pyruvate)
medium supplemented with 10% FCS. HNSCCUM-02T squamous cell carcinoma cell line
was established by Welkoborsky et al. (UMC Mainz, DE, Germany) [34], and kept in
DMEM:F-12 (cc-pro) medium supplemented with 10% FCS and 1% L-glutamine. Cell
lines were cultured at subconfluence and incubated at 37 °C in a 5% CO, humidified
atmosphere. Other cell lines (A431, HEK293T, MV3, BLM) were received from cell line
collections (DSMZ, ATCC) and handled as described before [35-37].

2.2. Blood Samples

All blood samples were obtained from the University Medical Center Mainz, DE.
To quantify leukocyte contamination, whole blood bags (500 mL CompoFlex, Fresenius
Kabi, Bad Homburg, Germany) from healthy donors were purchased at the local Blood
Transfusion Center. Whole blood from HNSCC patients was collected at the Department of
Otorhinolaryngology in compliance with ethical guidelines [38].

2.3. Immobilization of EpCAM Antibodies on Immunomagnetic Beads

Immunomagnetic beads at different sizes and surface properties (Table 1) were pur-
chased at Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, DE and coated with biotinylated monoclonal
mouse anti-human EpCAM (CD326) antibody 1B7 (20 ug/mL, eBioscience, GB) or anti-
human CSV antibody (clone 84-1, Abnova, Taiwan) for 1 h as described by the manual. Free
streptavidin binding sites on anti-EpCAM beads were then saturated with a biotin/PBS
solution for 30 min. Anti-EpCAM beads were stored at 4 °C for several weeks.

Table 1. Overview of tested Dynabeads.

Beads Size Surface Functionalization
Dynabeads MyOne Streptavidin T1 1 pm Tosyl-activated, hydrophobic
Dynabeads MyOne Streptavidin C1 1 um Carboxylic acid, hydrophilic
Dynabeads M-270 Streptavidin 2.8 um Carboxylic acid, hydrophilic
Dynabeads M-280 Streptavidin 2.8 um Tosyl-activated, hydrophobic

2.4. Manual Cell Isolation by Immunomagnetic Beads

To compare the performance of the soMAG IMS unit it was also necessary to establish
a standard protocol for manual cell isolation. Cells (SCL-1, HNSCCUM-02T) were released
from culture flasks and stained using the CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (CFSE)
according to the manufacturer’s protocol. A defined number of stained single cells were
aspirated with a 10 uL pipette from a 1:100 diluted cell suspension in a petri dish and
spiked into 7.5 mL sample volume consisting of cell culture medium, or blood of healthy
donors. Next, 100 or 150 pL (depending on medium or blood) of anti-EpCAM Dynabeads
MyOne Streptavidin were added (see Table 1) and incubated for 30 min with slow rotation
of the tube. Next, the bead-bound cells were magnetically separated for 10 min by using
DynaMag-15 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany) and resuspended
in 5 mL washing buffer. Washing steps and magnetic separation were repeated three
times using a decreased incubation time of 5 min and resuspension in washing buffer with
decreasing volumes (ranging from 5 mL, 4 mL up to 1 mL).
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2.5. Automated CTC Enrichment Using the IsoMAG Device

For the establishment of a standard protocol using the IsoMAG IMS unit, antibody-
coupled beads were added to a 7.5 mL sample volume consisting of cell culture medium,
blood of healthy donors or patient blood samples with spiked EpCAM+ SCL-1 or patient-
derived HNSCC cells (HNSCCUM-02T). Before initiating the assay in the software, five
tubes containing the input sample and washing buffers were placed in the tube holder
carousel and a 10 mL pipet tip was put in the holder of the IsoMAG device as described in
Table S1. The sample was incubated for 30 min. After incubation, bead-bound CTCs were
magnetically separated alternately with several washing steps in decreasing volumes from
5 mL to 1 mL (see Supplementary Table S1 for detailed protocol).

2.6. Characterization of Leukocyte Contamination in IsoMAG Isolates

To quantify analysis-disrupting white blood cell (WBC) contamination in tumor cell
isolates, CD45+ cell count after manual and automated IMS was determined by flow
cytometry. Therefore, we established a double staining protocol for leukocytes using a
CD45-PE antibody targeting the specific surface protein of WBCs (1:50 dilution; Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, DE, Germany) and nuclear stain RedDot™ (Biotium, Fremont,
CA, USA). Wash buffers were set up in the IsoMAG IMS unit and 150 uL EpCAM beads
were added to 7.5 mL whole blood before initiating the automated protocol. Manual
enrichment was performed in parallel. The final samples were separated in a magnet
separator, the supernatant was discarded and the bead cell pellet was stained with the
above-mentioned solutions. Dual-positive cells [CD45+/RedDot+] were analyzed by FACS
using the BD Accuri C6 flow cytometer. Cell counts after IMS were measured in four
samples of different healthy donors and the average WBC contamination with standard
deviation (SD) was calculated.

2.7. Immunostaining of IsoMAG Isolated CTCs

To assess possible tumor origin of isolated cells, the final 1 mL sample was adminis-
tered several staining steps. First, isolated cells were stained with fluorescent CD45-FITC
antibody (1:1000 dilution) to label leukocytes. Subsequently, the sample was washed three
times with PBS in a magnetic separator and transferred to an ibidi 8-well slide (ibidi GmbH,
Grifelfing, Germany) after the last separation step. Cells were centrifuged to the bottom
of the slide by a CytoSpin device and fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min. After
further washing steps, cells were permeabilized (0.1% Triton X in PBS, 5 min) and stained
with nuclear dye Hoechst33342 (1:1000 dilution) for 20 min. Following further washing
steps, unspecific binding was blocked for 30 min using 0.5% BSA in PBS and staining with
fluorescent anti-pan-Cytokeratin-PE antibody (1:200 dilution, overnight) was performed.

2.8. Statistical Analysis

Each experiment was repeated at least three times. Data are shown as means with SD
and statistical analysis was performed using GraphPad PRISM for Windows (GraphPad
Software v9.1.2.226, San Diego, CA, USA, www.graphpad.com, accessed on 13 July 2021).
p-values were reported as significant when * p < 0.05.

3. Results
3.1. Optimization of Biofunctionalized Beads for Cell Enrichment

The selection of magnetic beads and immobilized antibodies on the bead surface
are decisive factors in terms of cell-specific enrichment. First, EpCAM-biotin antibodies
were immobilized on the streptavidin-biofunctionalized beads. To identify a proper CTC
model to characterize IsoMAG, manual immunomagnetic enrichment of various epithelial
cancer cell lines, such as cutaneous squamous cell carcinoma cells (SCL-1, SCL-2), and A431
was performed (Supplementary Figure S1). We determined the highest recovery rates for
EpCAM beads using SCL-1 (85%, n = 3) and A431 cells (100 = 20%, n = 3). As controls,
we were also able to isolate melanoma cells (MV3, BLM) targeting melanoma-associated
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chondroitin sulfate proteoglycan (MCSP), but not HEK293T (Supplementary Figure S1B).
Being an appropriate squamous epithelial-derived model close to HNSCC, we therefore
chose to proceed with the characterization of IsoMAG using the combination of EpCAM
beads and SCL-1 cells. For this cell line, high expression of epithelial marker EpCAM is
described. EpCAM mRNA expression in SCL-1 cells was confirmed on a single cell level
using RT-qPCR (Supplementary Figure S2).

Since there are numerous commercially available beads with different surface modifi-
cations and sizes, the next step was to investigate their potential to enrich EpCAM-positive
cells spiked into cell culture medium. In this context, four different types of magnetic beads
varying in size and surface properties were tested (Table 1). Therefore, 20 fluorescently la-
beled SCL-1 cells were spiked into 7.5 mL cell culture medium and functionalized magnetic
beads were added. After incubation, these cells were manually enriched with a magnetic
separator. We obtained the best recovery rates by using 1 um T1 beads and 2.8 pm M280
beads (Figure 1A). Using these beads, the cell recovery rate was 88.3% (£2.9% SD) whereas
the use of 1 um C1 or 2.8 um M270 beads resulted in less than 50% cell recovery.

Culture medium B Whole blood C SCL1
Lo 100' e
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Figure 1. Enrichment of HNSCC cells from cell culture medium (A) and whole blood (B) differs depending on size and type

of functionalized magnetic beads. Values are displayed as means of recovered cells using antibody-coupled magnetic beads

with specific sizes and surface modifications. Twenty fluorescently labelled SCL-1 cells were spiked into 7.5 mL cell culture

medium (A) or 7.5 mL full blood samples (B), and manually enriched by using EpCAM antibody coupled magnetic beads.
(A) Welch's t-test, n = 3, *: p < 0.05 (one-way ANOVA test with Tukey’s t-test); (B) Welch's t-test, n = 6 (T1), n = 2 (M280),
***: p < 0.002; (C) recovered, CFSE-stained SCL-1 cells were analyzed by fluorescence microscopy (FL). Corresponding

bright-field image (BF) shows beads bound to cell and freely distributed in the medium. Scale bar, 50 pm.

Subsequently, the performance of T1 and M280 beads was investigated in blood
samples of healthy donors. Again, 20 fluorescently labeled SCL-1 cells were spiked into
7.5 mL blood and were manually enriched using the same protocol. As depicted in
Figure 1B, the number of recovered cells is significantly higher using T1 beads compared
to M280 beads (75 vs. 40%). Microscopic analysis of isolated cells in the counting chamber
revealed that cells are densely covered by magnetic beads which are also freely distributed
in the enrichment medium (Figure 1C).

Regarding our previous results, T1 beads were chosen for establishment of the auto-
mated cell isolation using the soMAG IMS demonstrator (Figure 2A). The centerpiece of
the benchtop device is a rotatable tube holder carousel with max. 6 reagent slots (Figure 2B).
The different positions of the carousel and the 10 mL pipet tip holder to pick up the pipet
tip and perform the enrichment are driven by a pipetting robot on a vertical and horizontal
axis. The magnet arm is moveable at a swivel joint to capture bead bound cells and free
beads in the pipet tip while reducing the sample volume by discarding the supernatant
wash buffers. Macrofluidic sample pipetting is directed pneumatically with a syringe
pump. The 7.5 mL starting sample is placed into the first position of the carousel. Posi-
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tions 2-5 are subsequently filled with washing buffers in a decreasing volume and the
assay is initiated in the software on an external computer (for detailed protocol see also
Supplementary Table S1).

The results obtained with the IsoMAG IMS unit were directly compared to manually
enriched cells with the same batch of magnetic beads. Automated isolation resulted in
86.9% cell recovery while 88.8% of the spiked cells could be detected by manual isolation.
This means that in our spiking experiments more than 17 out of 20 cells were recovered
from a volume of 7.5 mL by both manual enrichment and the fully automated protocol
without significant difference. Statistical analysis of recovery rates showed a slightly lower
SD of 2.4% (n = 4) after automated isolation compared to manual enrichment (4.8% SD;
n = 4), indicating a reproducible automation.

2]

100

80+

: Vertical axis 60+
IIl:  Horizontal axis
Ill: Pipet

IV: Magnet arm

V: Syringe pump
VI: Sample carousel
VII: Pipet tip holder 0-

40-

Cell recovery [%]

204

Manual IsoMAG

Figure 2. Establishment of automated cell recovery using IsoMAG IMS unit. (A) IsoMAG IMS
demonstrator with horizontal and vertical axis driving the pipet unit and magnet arm; (B) the
carousel as tube holder for prestorage of sample and wash buffers; (C) 20 fluorescently labelled cells
were spiked into 7.5 mL cell culture medium and enriched by using EpCAM antibody coupled T1
(1 pm) magnetic beads. The sample was processed manually or automated using the IsoMAG IMS
system. Welch's t-test, n = 4, ns: p > 0.1234.

3.2. Reduction of Blood Cell Contamination

Besides a robust protocol and an easy-to-handle automated system, it is crucial to
reduce the number of “background” WBCs to enable high quality downstream analyses. In
preliminary work we already established the basic isolation process, including optimization
of necessary washing steps (data not shown). In this study, the automated assay was
characterized regarding washing buffers to minimize the unspecific carryover of dual-
positive leukocytes [CD45+/RedDot+]. Samples were analyzed by FACS to determine
WBC contamination. Gates were set with CD45-PE/RedDot™-stained blood dilution as
positive control and stained beads as negative control. The results presented in Figure 3A
show that the number of leukocytes after the automated isolation process was about 1200
cells. Comparable results were achieved after manual enrichment (5123 dual-positive cells).
However, we observed a broad scattering of WBC counts with a standard deviation of
almost 4900 cells in manually enriched samples. Thus, an automated protocol has been
developed considering both a high efficiency of cell recovery as well as a low rate of WBC
contamination.
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Figure 3. Automated immunomagnetic enrichment procedure exhibits a significantly lower amount
of leukocyte contamination compared to manual cell isolation. (A) Summary of enrichment processes
and quantification of leukocyte contamination. (B-E) After the automated enrichment process, cells
were stained with CD45-PE antibody and nucleic staining reagent RedDot™. Blood dilution (1:1000)
shows a dual-positive cell population (B,C). After the enrichment process, this gating was used to
quantify the leukocyte contamination (E) while showing no staining of the free beads themselves (D).

3.3. Automated Enrichment of Head and Neck Cancer Cells

We applied the method to a second cancer entity originating from squamous cell tissue
with an epithelial, EpCAM-positive phenotype as proof-of-principle. Thus, enrichment
experiments were also performed with an epithelial cell line model derived from head
and neck squamous cell carcinoma (HNSCCUM-02T). HNSCCUM-02T cells show high
EpCAM expression allowing enrichment with our system (Supplementary Figure S3A).

Automated enrichment (spike-in) experiments with HNSCCUM-02T cells were con-
ducted as described before and demonstrated applicability of the soMAG IMS unit using
blood samples, both from healthy donors and patient blood (Figures 4 and 5). In to-
tal, 95% (£15) of spiked cells were recovered (Figure 4A), quantified by fluorescence
microscopy after intracellular staining of epithelial tumor marker pan-cytokeratin (pan-
CK) [39] and CD45 (Figure 4B). Isolated tumor cells were identified by expression of
cytokeratin [Hoechst+/CD45— /panCK+] and could be differentiated from CD45-positive
leukocytes [Hoechst+/CD45+ /panCK—] appearing at low frequency after enrichment.

As dynamic EMT and MET processes seem to modulate primary tumors, metastases
and CTCs disease- and patient-dependently, detection systems allowing the use of variable
CTC/cancer markers are highly desirable. To underline the advantage and full flexibility
of our device to also isolate cells by using variable cancer markers, we here targeted cell-
surface vimentin (CSV) as an additional proof-of-concept example. As shown in Figure
4C, we performed spike-in experiments using engineered CSV-coupled immunomagnetic
beads to isolate HNSCCUM-02T cancer cells from human blood. Expression of CSV
was verified by Western blot analysis and immunofluorescent staining (Supplementary
Figure S3C,D). Importantly, automated isolation of spiked HNSCCUM-02T cells using
CSV-coupled beads also resulted in high recovery rates of £95% (Figure 4C).
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Figure 4. Cell isolation by the IsoMAG System resulted in high recovery rates for head and neck
cancer cells. (A) Different numbers of HNSCCUM-02T cells were spiked in blood samples and
enriched by EpCAM-coupled T1-beads using the IsoMAG unit. (B) For cell counting, recovered cells
were stained with Hoechst dye, cytokeratin (panCK-PE) and CD45-FITC antibodies and quantified
by fluorescence microscopy. [Hoechst+/CD45—/panCK+) cells were classified as HNSCCUM-02T
cells, [Hoechst+/CD45+/panCK—] cells as leukocytes (WBC). Scale bar, 10 um. (C) Examples of cells
enriched by CSV-coupled T1-beads. Cells were stained as described in (B). Scale bar, 10 um.
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3.4. CTC Screening Using Blood of HNSCC Patients

Finally, three HNSCC patients were screened for CTCs applying our established pro-
tocol for the IsoMAG IMS system. The results shown in Figure 5 impressively demonstrate
the clinical applicability of the system. All cells positive for cytokeratin but negative for
CD45 expression [Hoechst+/CD45— /panCK+] were counted and classified as potential
CTCs (Figure 5B). Here, we were able to isolate 74 to 93 potential CTCs with an epithelial-
like character from patients suffering from different head-neck tumor subtypes (hypo-
and oropharynx cancers with lymph node metastasis, see Figure 5A). We also captured
preliminary data on isolation of CTCs out of patient blood using a combination of EpCAM
and CSV beads (Supplementary Figure S4). However, these results obtained from a small
and heterogeneous group of patients are preliminary and have to be confirmed by larger
studies and further analysis methods, e.g., sequencing.
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1 | Hypophanynx | cT4a cN3bcMO | na na, . 93
2 | Oropharynx cT3 cN1 cMO pT2pN1 G3 + + 74
3 | Orophanymx cT2 cNO cMx pT3pN1 G3 a . 86
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Figure 5. Potential circulating tumor cells (CTCs) could be enriched from head and neck cancer patient
blood. (A) Clinical parameters and numbers of detected CTCs for three patients suffering from hypo-
or oropharyngeal cancers including lymph node metastases. (B) 7.5 mL of patient blood was mixed
with EpCAM-coupled T1 beads and placed into the IsoMAG unit for automatic enrichment of CTCs.
For cell counting, enriched cells were stained with Hoechst dye, cytokeratin (panCK-PE), and CD45-
FITC antibodies and quantified by fluorescence microscopy. [Hoechst+/CD45— /panCK+] cells were
classified as potential CTCs, [Hoechst+/CD45+/panCK—] cells as leukocytes (WBC). Scale bar, 10 um.

4. Discussion

Personalized cancer therapy will benefit from analysis of single solid and circulating
tumor cells in the future. In order to develop a fully automated system for the enrich-
ment and isolation of single tumor cells, the reduction in sample volume plays a pivotal
role. Thus, excellent performance is required for the enrichment step depending on the
developed system but also on the developed protocol.

In the present study, we successfully established a robust protocol for the automated
isolation of CTCs by the IsoMAG IMS device, a core unit of the CTCelect platform. As a first
step, we developed a suitable CTC model system to establish the protocol for squamous
cell carcinoma. Although we also achieved high recovery rates for the epithelial A431 cells,
we decided to use SCL-1 and HNSCCUM-02T cell lines as squamous epithelial-derived
models close to HNSCC. Of note, we are aware of variable EpCAM expression in “primary
CTCs” versus established cancer cell lines. However, for the development and comparison
of CTC selection procedures and devices, CTC models with defined EpCAM levels are
mandatory. Using this model, we demonstrated improved performance of 1 um tosyl-
activated, hydrophobic magnetic beads (T1) which thus were chosen for our final protocol.
In addition to their advantageous characteristics for automated applications, such as a
low sedimentation rate and faster reaction kinetics compared to M-280/M-270 beads, our
results are in line with other studies showing improved capture efficiency and specificity
of 1 um T1 beads for magnetic cell detection [40,41].

Downstream analyses of isolated cells by fluorescence microscopy not only confirmed
expression of relevant cancer markers, but also revealed tight binding of magnetic beads to
the cell surface (see also Figure 1C). Regarding the size of the used T1 beads (1 pm) and
an average diameter of CTCs between 10-12 pum [28], the surface of a cancer cell could
theoretically be covered with 300450 magnetic beads suggesting severe consequences for
cell integrity and viability. However, we observed that isolated CTCs are not completely
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covered with beads, and preliminary studies revealed that re-attachment and cultivation
of isolated cells is not excluded, albeit very challenging (see Supplementary Figure S5).
Here, additional washing and bead detachment steps, as well as careful adjustments of
cell cultivation, such as the use of preconditioned medium and collagen-coated slides, are
necessary to receive viable and proliferating cells. Due to the highly versatile construction
and design of the device, it is possible to implement such additional purification steps to
the automated IsoMAG protocol. Moreover, the biocompatibility of micro/nanocarriers
may be affected by biomolecule corona formation [26,42,43]. It is accepted that when
micro/nanocarriers enter physiological environments, proteins and other biomolecules
bind to their surfaces, leading to the rapid formation of a biomolecule corona [44]. The
corona may be critically co-defining the biological, medical, biotechnological and patho-
physiological identity of micro/nanocarriers, although the mechanistic details have not
been resolved in detail [45,46].

As an additional relevant factor, reduction of background white blood cells is manda-
tory for the establishment of a reliable protocol allowing downstream single-cell analysis.
In summary, our study shows that using the optimized protocol for IsoMAG tumor cells
from patient samples can be enriched and detected in a semi-automated process combined
with a reduction of white blood cells (WBC) starting from a large volume (7.5 mL). The
broad scattering of WBC counts we observed could depend on a naturally different blood
cell count between healthy individuals. It is conceivable that the WBC count could be a
hindrance to nucleic acid-based downstream applications at this point due to enforced
background noise. A purity of at least 50% is recommended for proper genomic analysis,
whereas in our small patient screening, a vast percentage of total output cells was WBCs.
On an average, we were able to isolate 84 potential CTCs from three patient samples, while
EpCAM-based enrichment entailed a bycatch of ~1200 WBCs. Nevertheless, the relatively
low number of 103> WBCs (compared to 10 WBCs/mL in healthy adults) enabled im-
munofluorescent assessment of the patient isolates and marker-based distinction between
potential CTCs and WBCs to deliver a ready-to-use assay in an otorhinolaryngology lab en-
vironment. In comparison, a similar WBC bycatch of over 800 cells/sample was described
for CellSearch® [47], whereas size-based Parsortix® delivers purity grades ranging from
29-97% depending on the study [48,49].

To address downstream analysis, subsequent microfluidic cell sorting of the IsoMAG
isolates, manual cell picking or aspiration technologies such as the ALS CellCelector™
are appropriate tools to improve signal-to-noise ratio for transcriptomic analysis. We
already started implementing IsoMAG in an in-house developed microfluidic single-cell-
sorting workflow resulting in a purity of >75% (Supplementary Figure S6). By aspirating
only dispensed droplets that contain fluorescent cells for RNA isolation, we obtained
promising PCR results detecting even small numbers of EpCAM+ tumor cells with low
WBC background signal. These findings underline that (immunomagnetic) pre-enrichment
of the CTCs by IsoMAG is an indispensable prerequisite for microfluidic cell sorting and
downstream CTC analysis.

Interestingly, during protocol establishment we observed cell recovery rates of >100%.
This was likely due to false positive panCK or false negative CD45 staining which has been
optimized during establishment. However, our automated protocol combines both a high
efficiency of cell recovery as well as a low rate of WBC contamination.

Furthermore, in the presented study we could also show that the established method
is adaptable to the detection of EpCAM-, as well as CSV-positive subpopulation of CTCs.
Typically, immunomagnetic cell isolation devices use epithelial markers, mostly EpCAM,
for CTC detection neglecting the fact that cancer cells undergo morphological changes
during epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and the reverse process (MET). Im-
portantly EMT/MET which takes place during entry and transport in the blood stream
is accompanied by up- and downregulation of surface markers used for CTC detection,
such as EpCAM, N-/E-Cadherine, and cell-surface vimentin [50]. Thus, in contrast to
other commercial systems we are able to capture cells exhibiting not only epithelial, but
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also mesenchymal and/or an intermediate phenotype. Preliminary data combining beads
targeting EpCAM as wells as CSV for automated cell enrichment were also promising but
have to be confirmed in larger studies to assess the added value of using multiple markers
for HNSCC.

In our small patient screening study, we were able to isolate 74 to 93 potential CTCs
with the optimized protocol. Previous studies applying different methods for CTCs de-
tection in HNSCC revealed a broad range of enumerated cells. Whereas Grisanti et al.
detected 0-2 CTCs in 16-40% of the patients using the CellSearch® platform [51], manual
enumeration of immunofluorescent stained cells resulted in higher CTC numbers (0-37
CTCs/1000 PBMC) [18]. Despite the broad ranges of detected CTCs, the obtained results of
our IsoMAG IMS unit are in the order of previous studies combined with low numbers of
leukocyte contamination. We could also observe a slight tendency for an increasing CTC
number in T4 staged tumors compared to T1-3 as described previously [16,18]. Of course,
these results have to be interpreted with caution because the small number of patients
does not allow reliable assessment. This observation and the fact that a high mortality
rate of HNSCC patients correlates to late diagnosis show the necessity of an early and
reliable detection method of CTCs. Semi-automated detection of CTCs such as IsoMAG
has the potential to be related as a standardized part of liquid biopsy with the advantages
of real-time personalized analysis in combination with non-invasiveness and individual
prognostic therapy [15].

Taken together, there are several findings of this study underlining the advantages
of the IsoMAG device compared to other immunomagnetic isolation methods. Whereas
CellSearch® is marketed relying only on epithelial targeting of preserved cells in the
CELLTRACKS® AUTOPREP® System and requires centrifugation [52], the soMAG pro-
tocol allows highly flexible targeting of viable CTCs without blood pre-processing. Im-
plementation into the CTCelect workflow in future will allow downstream single-cell
analysis and cell cultivation. The general major advantage of automated cell isolation in
contrast to manual enrichment consists of standardizing protocols and preventing human
errors while reducing costs and hands-on time. Commercial magnetic cell separation de-
vices, i.e., an autoMACS® Separator (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) were
strongly improved over the last few years but were mostly marketed to isolate abundant
cell populations, rather than rare cells such as CTCs. With regard to the long-term goal of a
low-cost diagnostic test, soMAG was characterized with in-house functionalized EpCAM
beads minimizing material expenses to 35 EUR per 7.5 mL blood compared to 102 EUR for
Miltenyi StraightFrom® Whole Blood CD326 MicroBeads. Conclusively, the overall aim
of our study is the implementation of IsoMAG IMS unit as a core unit of the CTCelect for
the fully automated isolation of single CTCs without sample preparation. Due to urgently
needed low cost minimally invasive diagnostics methods in the clinical routine, allowing
the sensitive and reliable detection of tumor components in patients” blood, the establish-
ment of our IsoMAG IMS unit of CTCelect also represents a technology for single cell
isolation and comprehensive downstream “omics”-based analyses. Such approaches will
deepen our understanding of CTC pathobiology, a prerequisite for improved treatments
and management of cancer patients in the future.

5. Conclusions

Here, the automated IsoMAG IMS unit was thoroughly characterized as a reliable,
economic, and straightforward technology for automated and reproducible CTC detection
and enrichment. In addition, the IsoMAG IMS system was shown to allow the use of
variable cancer/CTC markers, such as cell surface vimentin. Its flexibility can be tailored to
the user’s specific needs for various malignancies and/or cell types. Future developments
aim to combine immunomagnetic separation with microfluidic devices to further improve
the power of automated immunomagnetic cell isolation devices for research and the clinics.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/diagnostics11112040/s1: Figure S1: Recovery rates of different cancer cell lines; Figure S2: Gel
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electrophoresis of EpCAM RT-qPCR products from SCL-1 single cell RNA; Figure S3: Expression
of EpCAM protein (A and B) and CSV (C and D) in HNSCCUM-02T; Figure S4: Potential CTCs
could be enriched from whole blood of a HNSCC patient using EpCAM- and CSV beads; Figure S5:
Brightfield microscopic images of HNSCCUM-02T cells cultivated after immunomagnetic isolation;
Figure S6: Establishment of CTCelect unit improves purity of isolated tumor cells from whole blood;
Table S1: Detailed protocol of IsoMAG isolation procedure.

Author Contributions: Conceptualization, A.G., ].S., C.F. and D.G.; methodology, A.G.,].S., L.L.,
S.M.N. and J.H,; validation and formal analysis, A.G., ].S., M.W., C.F. and D.G,; investigation, A.G.,
J.S., L.L.,, SM.N. and M.W.; resources, R.H.S., C.F. and D.G.; data curation, A.G.,].S., C.F. and D.G.;
writing, review and editing, A.G.,].S.,, M.W,, ] K., ].H., RH.S,, C.F. and D.G,; visualization, A.G., ].S.,
C.F. and D.G.; project supervision and administration, R.H.S., C.F. and D.G.; funding acquisition,
A.G. and D.G. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: The work was supported by the Brigitte and Konstanze Wegener Stiftung, DFG, STFKH,
intramural Funding of the University Medical Center Mainz, and by the Federal Ministry of Education
and Research (131A020B; 03VP01061).

Institutional Review Board Statement: The study was conducted according to the guidelines of the
Declaration of Helsinki, and approved by the local ethics committee (ref.no. 837.485.15 (10253); date
01/29/2016).

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from all subjects involved in the
study.

Data Availability Statement: The data presented in this study are available on request from the
corresponding authors.

Acknowledgments: The authors acknowledge Michael Bafller, Sabine Alebrand and all the team
members of Fraunhofer IMM involved in the development of the IsoMAG IMS device. The authors
would like to thank Ralf Himmelreich and Lisa Schott for their work, and Tom Teichmann for the
preliminary experiments.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.

References

1. Kunzel, J.; Gribko, A.; Lu, Q.; Stauber, R.H.; Wunsch, D. Nanomedical detection and downstream analysis of circulating tumor
cells in head and neck patients. Biol. Chem. 2019, 400, 1465-1479. [CrossRef] [PubMed]

2. Giil, D.; Habtemichael, N.; Dietrich, D.; Dietrich, J.; GoSwein, D.; Khamis, A.; Deuss, E.; Kiinzel, J.; Schneider, G.; Strieth, S.; et al.
Identification of cytokeratin24 as a tumor suppressor for the management of head and neck cancer. Biol. Chem. 2021. [CrossRef]
[PubMed]

3. Siemer, S.; Fauth, T.; Scholz, P.; Al-Zamel, Y.; Khamis, A.; Giil, D.; Freudelsperger, L.; Wollenberg, B.; Becker, S.; Stauber, R.H.;
et al. Profiling Cisplatin Resistance in Head and Neck Cancer: A Critical Role of the VRAC Ion Channel for Chemoresistance.
Cancers 2021, 13, 4831. [CrossRef]

4. Beltz, A.; Gosswein, D.; Zimmer, S.; Limburg, I.; Wunsch, D.; Gribko, A.; Deichelbohrer, M.; Hagemann, J.; Stauber, R.H.; Kunzel,
J. Staging of oropharyngeal squamous cell carcinoma of the head and neck: Prognostic features and power of the 8th edition of
the UICC staging manual. Eur. J. Surg. Oncol. 2019, 45, 1046-1053. [CrossRef] [PubMed]

5. Kiweler, N.; Wunsch, D.; Wirth, M.; Mahendrarajah, N.; Schneider, G.; Stauber, R.H.; Brenner, W.; Butter, F.; Kramer, O.H. Histone
deacetylase inhibitors dysregulate DNA repair proteins and antagonize metastasis-associated processes. J. Cancer Res. Clin. Oncol.
2020, 146, 343-356. [CrossRef]

6. Hu, Y; Yu, X; Xu, G; Liu, S. Metastasis: An early event in cancer progression. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 2017, 143, 745-757.
[CrossRef] [PubMed]

7. Park, S.-Y.; Nam, J.-S. The force awakens: Metastatic dormant cancer cells. Exp. Mol. Med. 2020, 52, 569-581. [CrossRef]

8.  Ashworth, T.R. A case of cancer in which cells similar to those in the tumours were seen in the blood after death. Australas. Med.
J. 1869, 14, 146-147.

9. Murray, N.P; Albarran, V.; Perez, G.; Villalon, R.; Ruiz, A. Secondary Circulating Tumor Cells (CTCs) but not Primary CTCs are
Associated with the Clinico-Pathological Parameters in Chilean Patients With Colo-Rectal Cancer. Asian Pac. ]. Cancer Prev. 2015,
16, 4745-4749. [CrossRef] [PubMed]

10. Wendel, M.; Bazhenova, L.; Boshuizen, R.; Kolatkar, A.; Honnatti, M.; Cho, E.H.; Marrinucci, D.; Sandhu, A.; Perricone, A.;

Thistlethwaite, P.; et al. Fluid biopsy for circulating tumor cell identification in patients with early-and late-stage non-small cell
lung cancer: A glimpse into lung cancer biology. Phys. Biol. 2012, 9, 016005. [CrossRef]



Diagnostics 2021, 11, 2040 13 of 14

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Engel, H.; Kleespies, C.; Friedrich, J.; Breidenbach, M.; Kallenborn, A.; Schondorf, T.; Kolhagen, H.; Mallmann, P. Detection of
circulating tumour cells in patients with breast or ovarian cancer by molecular cytogenetics. Br. J. Cancer 1999, 81, 1165-1173.
[CrossRef]

Jaeger, B.A.; Jueckstock, J.; Andergassen, U.; Salmen, J.; Schochter, F,; Fink, V.; Alunni-Fabbroni, M.; Rezai, M.; Beck, T.; Beckmann,
M.W.; et al. Evaluation of two different analytical methods for circulating tumor cell detection in peripheral blood of patients
with primary breast cancer. Biomed. Res. Int. 2014, 2014, 491459. [CrossRef] [PubMed]

Mocellin, S.; Hoon, D.; Ambrosi, A.; Nitti, D.; Rossi, C.R. The prognostic value of circulating tumor cells in patients with
melanoma: A systematic review and meta-analysis. Clin. Cancer Res. 2006, 12, 4605-4613. [CrossRef] [PubMed]

de Bono, J.S.; Scher, H.I; Montgomery, R.B.; Parker, C.; Miller, M.C.; Tissing, H.; Doyle, G.V.; Terstappen, L.W.; Pienta, K.J.;
Raghavan, D. Circulating tumor cells predict survival benefit from treatment in metastatic castration-resistant prostate cancer.
Clin. Cancer Res. 2008, 14, 6302-6309. [CrossRef]

Zhou, S.; Wang, L.; Zhang, W.; Liu, F.; Zhang, Y.; Jiang, B.; Wang, ].; Yuan, H. Circulating Tumor Cells Correlate With Prognosis in
Head and Neck Squamous Cell Carcinoma. Technol. Cancer Res. Treat. 2021, 20, 1533033821990037. [CrossRef]

Kulasinghe, A.; Perry, C.; Jovanovic, L.; Nelson, C.; Punyadeera, C. Circulating tumour cells in metastatic head and neck cancers.
Int. ]. Cancer 2015, 136, 2515-2523. [CrossRef]

Muller, V.; Stahmann, N.; Riethdorf, S.; Rau, T.; Zabel, T.; Goetz, A.; Janicke, F; Pantel, K. Circulating tumor cells in breast cancer:
Correlation to bone marrow micrometastases, heterogeneous response to systemic therapy and low proliferative activity. Clin.
Cancer Res. 2005, 11, 3678-3685. [CrossRef]

Weller, P; Nel, I.; Hassenkamp, P.; Gauler, T.; Schlueter, A.; Lang, S.; Dountsop, P.; Hoffmann, A.C.; Lehnerdt, G. Detection of
circulating tumor cell subpopulations in patients with head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC). PLoS ONE 2014, 9,
e113706. [CrossRef] [PubMed]

Pantel, K.; Alix-Panabieres, C. Circulating tumour cells in cancer patients: Challenges and perspectives. Trends Mol. Med. 2010,
16, 398-406. [CrossRef]

Pérez-Barrios, C.; Nieto-Alcolado, I.; Torrente, M.; Jiménez-Sanchez, C.; Calvo, V.; Gutierrez-Sanz, L.; Palka, M.; Donoso-Navarro,
E.; Provencio, M.; Romero, A. Comparison of methods for circulating cell-free DNA isolation using blood from cancer patients:
Impact on biomarker testing. Transl. Lung Cancer Res. 2016, 5, 665-672. [CrossRef] [PubMed]

Cristofanilli, M.; Broglio, K.R.; Guarneri, V.; Jackson, S.; Fritsche, H.A; Islam, R.; Dawood, S.; Reuben, ].M.; Kau, S.W.; Lara,
J.M,; et al. Circulating tumor cells in metastatic breast cancer: Biologic staging beyond tumor burden. Clin. Breast Cancer 2007, 7,
471-479. [CrossRef]

Tinhofer, I.; Staudte, S. Circulating tumor cells as biomarkers in head and neck cancer: Recent advances and future outlook.
Expert Rev. Mol. Diagn. 2018, 18, 897-906. [CrossRef] [PubMed]

Satelli, A.; Mitra, A.; Brownlee, Z.; Xia, X.; Bellister, S.; Overman, M.J.; Kopetz, S.; Ellis, L.M.; Meng, Q.H.; Li, S. Epithelial-
mesenchymal transitioned circulating tumor cells capture for detecting tumor progression. Clin. Cancer Res. 2015, 21, 899-906.
[CrossRef] [PubMed]

Reisbeck, M.; Richter, L.; Helou, M.J.; Arlinghaus, S.; Anton, B.; van Dommelen, I.; Nitzsche, M.; Bafller, M.; Kappes, B.;
Friedrich, O.; et al. Hybrid integration of scalable mechanical and magnetophoretic focusing for magnetic flow cytometry. Biosens.
Bioelectron. 2018, 109, 98-108. [CrossRef]

Gribko, A.; Kunzel, J.; Wunsch, D.; Lu, Q.; Nagel, S.M.; Knauer, S.K.; Stauber, R.H.; Ding, G.B. Is small smarter? Nanomaterial-
based detection and elimination of circulating tumor cells: Current knowledge and perspectives. Int. ]. Nanomed. 2019, 14,
4187-4209. [CrossRef]

Siemer, S.; Wunsch, D.; Khamis, A.; Lu, Q.; Scherberich, A.; Filippi, M.; Krafft, M.P.; Hagemann, J.; Weiss, C.; Ding, G.B.; et al.
Nano Meets Micro-Translational Nanotechnology in Medicine: Nano-Based Applications for Early Tumor Detection and Therapy.
Nanomaterials 2020, 10, 383. [CrossRef]

Rauscher, H.; Sokull-Kluttgen, B.; Stamm, H. The European Commission’s recommendation on the definition of nanomaterial
makes an impact. Nanotoxicology 2013, 7, 1195-1197. [CrossRef]

Shashni, B.; Ariyasu, S.; Takeda, R.; Suzuki, T.; Shiina, S.; Akimoto, K.; Maeda, T.; Aikawa, N.; Abe, R.; Osaki, T.; et al. Size-Based
Differentiation of Cancer and Normal Cells by a Particle Size Analyzer Assisted by a Cell-Recognition PC Software. Biol. Pharm.
Bull. 2018, 41, 487-503. [CrossRef]

Nichols, A.C.; Lowes, L.E.; Szeto, C.C.; Basmaji, ].; Dhaliwal, S.; Chapeskie, C.; Todorovic, B.; Read, N.; Venkatesan, V.; Hammond,
A_; et al. Detection of circulating tumor cells in advanced head and neck cancer using the CellSearch system. Head Neck 2012, 34,
1440-1444. [CrossRef]

Riethdorf, S.; Fritsche, H.; Muller, V.; Rau, T.; Schindlbeck, C.; Rack, B.; Janni, W.; Coith, C.; Beck, K.; Janicke, F,; et al. Detection of
circulating tumor cells in peripheral blood of patients with metastatic breast cancer: A validation study of the CellSearch system.
Clin. Cancer Res. 2007, 13, 920-928. [CrossRef] [PubMed]

Riethdorf, S.; O’Flaherty, L.; Hille, C.; Pantel, K. Clinical applications of the CellSearch platform in cancer patients. Adv. Drug
Deliv. Rev. 2018, 125, 102-121. [CrossRef]

Obayashi, K.; Akatsuka, J.; Endo, Y.; Takeda, H.; Hayashi, T.; Toyama, Y.; Suzuki, Y.; Hamasaki, T.; Kimura, G.; Ohnaga, T.; et al.
Initial detection of circulating tumor cells from metastatic prostate cancer patients with a novel small device. Prostate Int. 2019, 7,
131-138. [CrossRef]



Diagnostics 2021, 11, 2040 14 of 14

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Boukamp, P; Tilgen, W.; Dzarlieva, R.T.; Breitkreutz, D.; Haag, D.; Riehl, R.K.; Bohnert, A.; Fusenig, N.E. Phenotypic and
genotypic characteristics of a cell line from a squamous cell carcinoma of human skin. J. Natl. Cancer Inst. 1982, 68, 415-427.
Welkoborsky, H.J.; Jacob, R.; Riazimand, S.H.; Bernauer, H.S.; Mann, W.J. Molecular biologic characteristics of seven new cell lines
of squamous cell carcinomas of the head and neck and comparison to fresh tumor tissue. Oncology 2003, 65, 60-71. [CrossRef]
Gribko, A.; Hahlbrock, A.; Strieth, S.; Becker, S.; Hagemann, J.; Deichelbohrer, M.; Hildebrandt, A.; Habtemichael, N.; Wunsch, D.
Disease-relevant signalling-pathways in head and neck cancer: Taspasel’s proteolytic activity fine-tunes TFIIA function. Sci. Rep.
2017, 7, 14937. [CrossRef] [PubMed]

Goesswein, D.; Habtemichael, N.; Gerhold-Ay, A.; Mazur, J.; Wunsch, D.; Knauer, S.K.; Kunzel, J.; Matthias, C.; Strieth, S.; Stauber,
R.H. Expressional analysis of disease-relevant signalling-pathways in primary tumours and metastasis of head and neck cancers.
Sci. Rep. 2018, 8, 7326. [CrossRef]

Wiinsch, D.; Hahlbrock, A.; Heiselmayer, C.; Backer, S.; Heun, P.; Goesswein, D.; Stocker, W.; Schirmeister, T.; Schneider, G.;
Kramer, O.H.; et al. Fly versus man: Evolutionary impairment of nucleolar targeting affects the degradome of Drosophila’s
Taspasel. FASEB J. 2015, 29, 1973-1985. [CrossRef] [PubMed]

Deuss, E.; Gosswein, D.; Gul, D.; Zimmer, S.; Foersch, S.; Eger, C.S.; Limburg, I.; Stauber, R.H.; Kunzel, J. Growth Factor Receptor
Expression in Oropharyngeal Squamous Cell Cancer: Her1-4 and c-Met in Conjunction with the Clinical Features and Human
Papillomavirus (p16) Status. Cancers 2020, 12, 3358. [CrossRef] [PubMed]

Barak, V.; Goike, H.; Panaretakis, K.W.; Einarsson, R. Clinical utility of cytokeratins as tumor markers. Clin. Biochem. 2004, 37,
529-540. [CrossRef]

Foddai, A.; Elliott, C.T.; Grant, L.R. Maximizing capture efficiency and specificity of magnetic separation for Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis cells. Appl. Environ. Microbiol. 2010, 76, 7550-7558. [CrossRef] [PubMed]

Foddai, A.C.G.; Grant, LR. A novel one-day phage-based test for rapid detection and enumeration of viable Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis in cows’ milk. Appl. Microbiol. Biotechnol. 2020, 104, 9399-9412. [CrossRef] [PubMed]

Siemer, S.; Westmeier, D.; Barz, M.; Eckrich, J.; Wunsch, D.; Seckert, C.; Thyssen, C.; Schilling, O.; Hasenberg, M.; Pang, C.;
et al. Biomolecule-corona formation confers resistance of bacteria to nanoparticle-induced killing: Implications for the design of
improved nanoantibiotics. Biomaterials 2018, 192, 551-559. [CrossRef] [PubMed]

Hussain, T.; Gellrich, D.; Siemer, S.; Reichel, C.A.; Eckrich, J.; Dietrich, D.; Knauer, S.K.; Stauber, R.H.; Strieth, S. TNF-alpha-
Inhibition Improves the Biocompatibility of Porous Polyethylene Implants In Vivo. Tissue Eng. Regen. Med. 2021, 18, 297-303.
[CrossRef]

Westmeier, D.; Siemer, S.; Vallet, C.; Steinmann, J.; Docter, D.; Buer, J.; Knauer, S.K.; Stauber, R.H. Boosting nanotoxicity to combat
multidrug-resistant bacteria in pathophysiological environments. Nanoscale Adv. 2020, 2, 5428-5440. [CrossRef]

Stauber, R.H.; Siemer, S.; Becker, S.; Ding, G.B.; Strieth, S.; Knauer, S.K. Small Meets Smaller: Effects of Nanomaterials on Microbial
Biology, Pathology, and Ecology. ACS Nano 2018, 12, 6351-6359. [CrossRef]

Stauber, R.H.; Westmeier, D.; Wandrey, M.; Becker, S.; Docter, D.; Ding, G.B.; Thines, E.; Knauer, S.K.; Siemer, S. Mechanisms of
nanotoxicity—Biomolecule coronas protect pathological fungi against nanoparticle-based eradication. Nanotoxicology 2020, 14,
1157-1174. [CrossRef]

Sieuwerts, A.M.; Kraan, J.; Bolt-de Vries, J.; van der Spoel, P.; Mostert, B.; Martens, ].W.; Gratama, ].W.; Sleijfer, S.; Foekens, J.A.
Molecular characterization of circulating tumor cells in large quantities of contaminating leukocytes by a multiplex real-time
PCR. Breast Cancer Res. Treat. 2009, 118, 455-468. [CrossRef]

Chudziak, J.; Burt, D.J.; Mohan, S.; Rothwell, D.G.; Mesquita, B.; Antonello, J.; Dalby, S.; Ayub, M.; Priest, L.; Carter, L.; et al.
Clinical evaluation of a novel microfluidic device for epitope-independent enrichment of circulating tumour cells in patients with
small cell lung cancer. Analyst 2016, 141, 669—-678. [CrossRef]

Ciccioli, M.; Bravo-Santano, N.; Davis, A.; Lewis, ].; Malcolm, R.; Pailhes-Jimenez, A.S. Mesenchymal markers: The new avenue
for circulating tumor cells detection. In Proceedings of the ANGLE plc AACR 2021, Virtual Meeting, 9-14 April 2021.

Grover, PK,; Cummins, A.G.; Price, T.].; Roberts-Thomson, I.C.; Hardingham, J.E. Circulating tumour cells: The evolving concept
and the inadequacy of their enrichment by EpCAM-based methodology for basic and clinical cancer research. Ann. Oncol. 2014,
25,1506-1516. [CrossRef]

Grisanti, S.; Almici, C.; Consoli, F; Buglione, M.; Verardi, R.; Bolzoni-Villaret, A.; Bianchetti, A.; Ciccarese, C.; Mangoni, M.;
Ferrari, L.; et al. Circulating tumor cells in patients with recurrent or metastatic head and neck carcinoma: Prognostic and
predictive significance. PLoS ONE 2014, 9, e103918. [CrossRef]

Menarini Silicon Biosystems Inc. Available online: https://documents.cellsearchctc.com/pdf/e631600006/e631600006_EN.pdf
(accessed on 10 October 2021).



Ergebnisse

4.9.1. Kultivierungsversuch von einzelnen Zellen

Als weiterfihrendes Projekt soll eine Moglichkeit gefunden werden, eine Kultivierung von isolierten
einzelnen Tumorzellen zu erreichen, sowie eine Verbesserung der Farbung isolierter Zellen zum Zweck
einer qualitativ genauen Analyse. Fir den Versuch der Kultivierung von einzelnen Zellen werden 6 Zellen

pro Slide gefangen und unter unterschiedlichen Bedingungen kultiviert.

Konditioniertes Medium

Medium + 30 % FCS

Medium + 10 % FCS + 10 ng/ml EGF + 10 ng/ml FGF
Medium + 10 % FCS + 10 ng/ml EGF + 20 ng/ml FGF

P wnNE

Fir konditioniertes Medium wird das ,alte” Medium einer Erhaltungskultur entnommen und
abzentrifugiert. Der Uberstand wird im Verhiltnis 1:1 mit frischem Medium gemischt und auf die Zellen
des Kultivierungsversuchs gegeben. Unter Punkt 3 und 4 wird immer im Wechsel alle 24 Stunden das

Medium gewechselt bzw. die Wachstumsfaktoren hinzugefiigt.

Unter Bedingung 1 (konditioniertes Medium) sind die Zellen am besten gewachsen. Es sind Zellcluster und
vereinzelte Zellen im Slide erkennbar. Unter Bedingung 2 sind die Zellen ebenfalls gewachsen unter
Ausbildung von Zellclustern, allerdings sind deutlich weniger Zellen erkennbar als in dem Kultivierungsslide

mit Bedingung 1. Bedingung 3 und 4 haben keine Kultivierung ermdoglicht.

Um die Bedingung 1 fir die Kultivierung zu kontrollieren und weiter zu verbessern, wird die Kultivierung
mit 5 und 10 Zellen pro Slide wiederholt und das konditionierte Medium aus 1/3 ,,altem” Medium und 2/3

frischem Medium hergestellt.

4.9.2 Wachstum von einzeln gefangenen Zellen im Slide

Um die Kultivierung von einzelnen Zellen in einem Slide zu ermoglichen, werden die

Kultivierungsbedingungen stetig verbessert.

Der Slide mit urspriinglich 5 gefangenen Zellen zeigt ein Wachstum von Zellen am Sliderand entlang sowie
mittig im Slide. Die Zellen sind in beiden Slides in einem Zellgeflecht gewachsen. Bei einer Kultivierung von
einzeln gefangenen Zellen tiber die Dauer von 7— 10 Tagen sterben einzeln gewachsene Zellen im Slide ab.
Ein Zellengeflecht allerdings Gberlebt und wachst weiter. Um den Zellen das Zusammenfinden in einem

Slide zu ermoglichen, wird auf ein kleines Volumen skaliert und testweise die iBidi Angiogenese-Slides
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verwendet. Der Angiogenese-Slide fiihrte trotz des deutlich reduzierten Fliissigkeitsvolumens und der

geringeren Flache nicht zu einem verbesserten Haften und Ansiedeln einzelner Zellen.

Um den Zellen eine anhaftendere Oberflache zum Anwachsen zu bieten, werden fiir die Kultivierung mit
Collagen beschichtete Slides verwendet. Die Slides werden zusatzlich mit konditioniertem Medium bei

37°C vorinkubiert (Abbildung 18 A—C).

4.9.3 Kultivierung von Antikorper-gelabelten Zellen

Bei der Ablésung des Flow Comp Flexi Kits werden die Beads, die liber die DSB-X-Bindestelle am Antikdrper
gebunden sind, gelost. Der Antikorper verbleibt somit an den Zellen. Um auszuschlieRen, dass der
gebundene Antikorper die Zellanhaftung an den Slides verhindert, werden 25 einzeln gefangene Zellen mit
dem DSB-X-Antikorper gekoppelt und anschlieend zur Kultivierung in Slides tberfiihrt. Eine Kontrolle
nach 72 Stunden bestatigt ein gutes Anwachsen der Zellen an den Slideboden, sodass davon ausgegangen

werden kann, dass die verbleibende Antikorperbindung keine Behinderung darstellt (Abbildung 18D).

Abbildung 18: Lebendzellaufnahmen von Zellenkultivierung unter verschiedenen Bedingungen

Aufnahmen von HNSCCUM-02T-Zellen bei Kultivierungsversuchen von Einzel-Zell-Aussiedlungen nach 4 Tagen (A), 7
Tagen (B) und 10 Tagen (C). Aufnahmen von HNSCCUM-02T-Zellen nach erfolgter Bead-Kopplung (D).
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4.9.4 Kultivierung von Zellen auf MEF-Rasen

Um einzelnen Zellen eine verbesserte Haftung zu geben und die Umgebung bei der Metastasenbildung
des Korpers besser nachahmen zu kénnen, wird testweise versucht, Zellen auf einem Rasen von MEFs
wachsen zu lassen. Die MEFs werden daflir im Slide ausgesat und bis zu einer nahezu vollstandigen
Konfluenz kultiviert. Anschliefend werden jeweils pro Slide einzeln gefangene Zellen und mit einem

schwachen Magneten isolierte Zellen gesetzt.

In einem weiteren Versuch werden 20 Zellen in Blut eines gesunden Donors gespiked und anschlieBend
nach dem Standard-Isolationsprotokoll isoliert. Nach dem Abldsungsschritt werden die Zellen mit CFSE

gefarbt und auf den MEF-Rasen gegeben.

Durch die Inkubation der isolierten Zellen mit den MEFs wurden diese ebenfalls allmahlich gefarbt, sodass
eine Unterscheidung ausschlieRlich unmittelbar nach der Zugabe maoglich ist. Im Rahmen der Kultivierung
kann man sich die Position der auf die MEFs abgesetzten isolierten Zellen merken und bei
voranschreitender Proliferation picken. Die MEFs Gberwachsen allerdings die anderen Zellen in zu kurzer

Zeit, sodass die isolierten Zellen nicht vor Beginn der Proliferation gepickt werden kénnen.

4.10 Etablierung des Flow Comp Flexi Kits

Das Flow Comp Flexi Kit wird etabliert, um die Zellen nach der Isolation von den magnetischen Beads

wieder ablésen zu kdnnen, um diese Zellen weiter zu kultivieren.

Das in Abschnitt 3.5.6 beschriebene Protokoll wird nach Herstellerangaben zunachst mit einer Zellmenge
von 1000 Zellen durchgefiihrt. Nach durchgefiihrter Isolation sind kaum Zellen im Uberstand zu finden,
sondern befinden sich im Slide mit den Beads. Um zu klaren, ob der Abléseschritt der Beads von dem DSB-
X-Antikorper nicht funktioniert oder ob die Zellen zwischen den Beads wdhrend der magnetischen

Separation eingeschlossen bleiben, folgen Anderungen des Herstellerprotokolls.

Zunachst wird das Protokoll des Herstellers, wie in Abschnitt 3.5.6 beschrieben, auf die standardisierte
Verwendung der Zellisolation abgestimmt: Es werden 20 Zellen gefangen und in 500 pl Medium
aufgenommen. Nach Zugabe des DSB-X-Antikdrpers wird die Inkubationszeit von 10 auf 30 Minuten
verlangert, um die Wahrscheinlichkeit eines Aufeinandertreffens von Antikdrper und Zelle zu erhéhen. Um
ein Absetzen der Zellen auf dem Boden zu verhindern, wird innerhalb der Inkubationszeit immer wieder

invertiert. AnschlieBend werden anstelle von 2 ml lediglich 500 ul Isolationspuffer hinzugefiigt. Der
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darauffolgende Zentrifugationsschritt bleibt wie angegeben bestehen, genauso wie das Resuspendieren
des Zellpellets mit 1 ml Isolationspuffer. Die Zugabe von 75 pl Dynabeads wird durch ein Beadvolumen von
50 ul ersetzt und die folgende Inkubationszeit wird erneut von 15 auf 30 Minuten verlangert und durch
ein wiederholtes Invertieren ersetzt. Die darauffolgende magnetische Separationszeit wird von 2 auf 7
Minuten erhoéht. Die Waschschritte werden wie angegeben durchgefiihrt. Um die Bindung der Zellen an
den DSB-X-Antikorper und die Beads zu kontrollieren, werden die Zellen nach dem letzten Waschschritt in
einen Slide Uberfiihrt und dort 20 Minuten mit Cell Mask inkubiert. Mittels dieser Farbung kann unter

Verwendung des Fluoreszenzmikroskops die Zellzahl kontrolliert werden.

Nach der Zellzahlkontrolle werden die Zellen erneut in ein Epi Gberfiihrt und nach Zugabe von 1 ml
Isolationspuffer 7 Minuten lang magnetisch separiert. Nach der Entnahme des Uberstandes wird 1 ml des
Releasepuffers hinzugefligt und fir 30 Minuten mit wiederholtem Invertieren inkubiert. Nach dem 10-
maligen Auf- und Abpipettieren wird die magnetische Separation erneut von 1 auf 7 Minuten verlangert.
Der Uberstand wird in ein neues Epi iberfiihrt und die magnetische Separation noch zwei Mal wiederholt,
um moglichst viele Beads aus dem Uberstand zu entfernen. Am Ende wird der Uberstand fiir 10 Minuten

bei 350 xg zentrifugiert und das Zellpellet in 200 ul Medium resuspendiert und in ein Slide Gberflhrt.

Die Bindung der Zellen an den DSB-X-Antikorper und an die Beads funktioniert. In Abbildung 19 B sind an
Beads gebundene Zellen nachweislich erkennbar. Allerdings befinden sich die Zellen nach der Abldse-
Prozedur immer noch zum gréRten Teil im Slide mit den Beads. Es sind wenige Zellen im Uberstand zu
finden, sodass man davon ausgehen kann, dass die Ablésung der Beads durch die Zugabe des
Releasepuffers funktioniert (Abbildung 19 A). Allerdings besteht das Problem des Einschlusses von Zellen
zwischen den Beads wahrend der magnetischen Separation. Die Verwendung einer sehr geringen Zellzahl
in Relation zu der Menge an Beads scheint fiir den Ablésungsprozess ein Problem darzustellen, da die sehr
groRe Beadmenge die Zellen wahrend des Abléseprozesses auf der Magnetseite einzuschliefen scheint.
Der Magnet scheint zudem sehr stark zu sein, sodass weitere Anderungen notwendig sind - vor allem in

Bezug auf die Verwendung eines schwacheren Magneten.

Die magnetische Separation des Ablose-Schrittes wird mittels eigens angefertigter Konstruktion aus drei
Kichenmagneten durchgefiihrt. Nach Zugabe des Releasepuffers wird innerhalb einer 10-mintigen
Inkubationszeit die Puffer-Zellsuspension ganz langsam auf- und abpipettiert und finf Mal in ein neues Epi
Uberfiihrt, sodass eine milde und langsame Form der Ablésung durchgefiihrt werden kann. Beim letzten
Schritt wird die Puffer-Zellsuspension nochmal kurz mit starken Magneten separiert, um Verunreinigungen

mit den Beads zu minimieren. Mit dieser Technik der schwachen und langsamen Magnetseparation
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befinden sich die Zellen im Uberstand, sind jedoch sehr stark gestresst und setzen sich nur sehr langsam
im Slide ab (Abbildung 19 C). Die Beobachtung der Zellen lber sieben Tage zeigte keine Uberlebenden
Zellen. Im Anschluss konnte die Uberlebensrate der Zellen durch die Zugabe von konditioniertem Medium

verbessert werden (Abbildung 19 D).

Abbildung 19: Positiv isolierte Zellen aus gespikter Probe mittles IsoMAG IMS Einheit

Aufnahmen von isolierten und vorab gespikten HNSCCUM-02T-Zellen in Blutproben eines ,gesunden” Donors. A
Isolierte HNSCCUM-02T-Zelle im Uberstand und eingeschlossene HNSCCUM-02T-Zellen im Beadsrest, gefarbt mit Cell
Mask. B An Beads gekoppelte HNSCCUM-02T-Zellen. C Isolierte HNSCCUM-02T-Zellen mit der ,,milden Ablésung
mittels selbstkreiierten Kliichenmagnet-Ensemble” und D anschlieRende Kultivierung mit konditioniertem Medium.

Malstabsbalken 20 pm.

4.11 Flow Comp Flexi Kit in Verbindung mit IsoMAG IMS Einheit

Zukliinftig soll die manuelle Isolation mit dem Flow Comp Flexi Kit automatisiert werden. Testweise wird
ein Durchlauf des mit dem DSB-X-Antikdrper und den Dynabeads mit dem Protokoll der IsoMAG IMS
Einheit einmal gestartet. Fir diesen Versuch werden 30 Zellen gefangen. Die manuelle Isolation wird nach

Zugabe der Dynabeads beendet und die Probe fiir die weiteren Waschschritte und die magnetische
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Isolation in die IsoMAG IMS Einheit gegeben. Die Abléseprozedur wird anschlieBend wieder manuell

durchgefiihrt. Das Protokoll der manuellen Isolation und der Isolation am Geréat wird fir einen direkten

Vergleich aufgelistet:

Manuelle Isolation

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.

25 ul DSB-X-Ab in 500 pl Zellsuspension
2-3 s vortexen

10 min inkubieren (auf Eis)

2 ml kalten IB hinzugeben
Zentrifugieren 350 xg, 10 min

Uberstand entfernen

Hinzufligen von 1 ml IB
Resuspendieren

+ 75 pl Dynabeads, vortexen 2-3 s

15 min inkubieren

Waschen mit 1 ml IB (2-3x pip.)
Magnetseparation 2 min
Waschen mit 1 ml IB (2-3x pip.)
Magnetseparation 2 min
Waschen mit 1 ml IB (2-3x pip.)
Magnetseparation 2 min

in 1 ml Release Buffer resuspendieren
10 min inkubieren

10x pip.; Magnetseparation
Separation Klichenmagnet

Zellkultur in Slide Gberfiihren

Isolation mit IsoMAG IMS Einheit

6.

. 25 pl DSB-X-Ab in 500 ul Zellsuspension

2-3 s vortexen

10 min inkubieren (auf Eis)

2 ml kalten IB hinzugeben
Zentrifugieren 350 xg, 10 min

Uberstand entfernen
Hinzufiigen von 7,5 ml Medium
Resuspendieren
+ 75 pl Dynabeads, mischen

Beginn der Isolation am Gerat

7.
8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

30 min inkubieren

Waschen mit 5 ml IB (10 min)
Magnetseparation 10 min
Waschen mit 5 ml IB (10 min)
Magnetseparation 10 min
Waschen mit 4 ml (10 min)
Magnetseparation (ca. 7 min)
Waschen mit 1 ml IB
Ausgabe der Probe (1 ml)

Ende der Isolation am Gerat

16.
17.
18.
19.
20.
21.

Magnetseparation (5 min)

in 1 ml Release Buffer resuspendieren
10 min inkubieren

10x pip.; Magnetseparation
Separation Kiichenmagnet

Zellkultur in Slide tberfiihren

Die Zellen haben die Isolation am Gerat nicht iberlebt, sodass man davon ausgehen kann, dass Zeit ein

limitierender Faktor innerhalb des gesamten Vorgangs ist und das kirzere manuelle Protokoll in ein

automatisiertes Programm fiir die IsoMAG IMS Einheit umgeschrieben werden muss.
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4.11.1 Isolation von gespikten Zellen in Blut

Die lIsolation von einzelnen Zellen aus einer Blutprobe ist mit deutlich erschwerten Bedingungen
verbunden, sodass das Protokoll der Zellisolation mit dem Flow Comp Flexi Kit getestet werden muss.
Einzeln gefangene Zellen werden in 7,5 ml Blut eines gesunden Donors gespiked. Nach der Zugabe von 25
ul DSB-X-Antikorper wird die Probe 2-3 Sekunden lang gevortext und anschlieRend 10 Minuten bei
wiederholtem Invertieren inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen fiir 10 Minuten bei
350 xg zentrifugiert und der Uberstand entfernt. AnschlieRend wird die Probe auf ein Volumen von 7,5 ml
mit Isolationspuffer aufgefillt und 75 ul Dynabeads werden hinzugefiigt. Die Probe wird erneut 2-3
Sekunden gevortext und fiir 15 Minuten bei wiederholtem Invertieren inkubiert. Im Anschluss erfolgen die
Schritte der magnetischen Separation, sowie die Waschschritte mit einem immer kleiner werdenden
Volumen von 1 x4 mlund 2 x 1 ml des Isolationspuffers. Nach dem Waschen der Probe wird 1 ml Release-
Puffer hinzugefligt und innerhalb von 10 Minuten in der Kiichenmagnetkonstruktion immer wieder
langsam auf- und abpipettiert. Der Uberstand wird dabei jeweils fiinfmal in ein frisches Epi tiberfiihrt. Am
Ende der Isolation wird der Uberstand fiir 10 Minuten bei 350 xg zentrifugiert und in einem Volumen von
30 pl konditioniertem Medium, bestehend aus 1/3 frischem Medium und 2/3 konditioniertem Medium,

testweise in ein Angiogenese-Slide zu Kultivierungszwecken tberfihrt.

Die Kontrolle des Angiogenes-Slides hat ergeben, dass alle 30 gespikten Zellen erfolgreich aus der

Blutprobe isoliert werden konnten, allerdings sind die Zellen in dem Slide abgestorben.

Beim nachsten Versuch der Isolation einer gespikten Blutprobe wird fir die Kultivierung der Zellen das

Slide mit Collagen-Beschichtung verwendet.

Ein weiterer Versuch, 35 Zellen in Blut eines gesunden Donors zu spiken und zu isolieren, ergab eine
erfolgreiche Isolation von allen gespikten Zellen. Zur Kultivierung wurden die isolierten Zellen in mit
konditionertem Medium vorinkubierte Collagen Slides liberflihrt. Nach 7 Tagen Kultivierung waren die

Zellen adhadrent und proliferierten.

Eine Isolation mit einer geringen Zellzahl von 5 gespikten Zellen in Blut einer gesunden Donors war
ebenfalls erfolgreich, da alle gespikten Zellen am Ende der Isolation wiedergefunden werden konnten.
Diese Zellen haben nach einer Kontrolle von 7 Tagen nicht liberlebt. Das Medium wurde in dieser

Zwischenzeit einmal gewechselt.
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4.11.2 Isolation mit CSV-DSB-X-Antikorper

Eine verbreitete Methode zur Erkennung von CTCs verschiedener Entitdten ist die Verwendung von
EpCAM, eines spezifischen Markers fiir Epithelzellen. Obwohl CTCs urspriinglich epithelialen Ursprungs
sind, durchlaufen sie haufig die EMT, die den Zellen mesenchymale Eigenschaften verleiht, wodurch sie
beweglicher und invasiver werden. Dies hat zu einem langjahrigen Widerspruch zwischen der auf EpCAM

basierenden Identifikation von CTCs und der EMT-Theorie gefiihrt.

Studien zeigen, dass eine hohe Vimentin-Expression — ein Marker flir EMT — in Tumorgewebebiopsien als
unabhangiger Risikofaktor fiir eine erhéhte Anzahl von CTCs im peripheren Blut angesehen wird [158].
Eine erhdhte CTC-Anzahl scheint daher mit EMT in Verbindung zu stehen. Daraus ergibt sich die Annahme,
dass CTCs eher einen mesenchymalen Phanotyp aufweisen kénnten. Die ausschlieflliche Nutzung von
EpCAM konnte jedoch zu einer Unterschatzung der tatsachlichen CTC-Anzahl fihren, da EpCAM-negative
Zellen, die einen mesenchymalen Phanotyp aufweisen und eine zentrale Rolle bei der Fernmetastasierung

spielen kdnnten, nicht erfasst werden.

Um den Einsatz im Bereich Kopf-Hals-Tumore zu testen, werden 20 Zellen in 7,5 ml Blut eines gesunden
Donors gespiked und mittels des Standard-Isolationsprotokolls mit dem CSV-DSB-X-Antikorper isoliert. In
HNSCCUM-02T-Zellen wird der CSV-DSB-X-Antikorper an der gesamten Zelloberfliche exprimiert
(Abbildung 20 A) und auf Proteinbasis nachgewiesen (Abbildung 20 C). Das Integrieren des CSV-
Antikorpers in die etablierte Methodik zur Isolation von CTCs zeigte positiv isolierte Zellen (Abbildung 20
B), die mit Hilfe der Detektion als Hoechst positiv, pan-Cytokeratin-PE positiv und CD-45-FITC negativ
identifiziert werden konnten. Eine Verwechslung mit moglichen falschlich isolierten Zellen des peripheren
Bluts kann durch ein negativ ausfallendes Detektionsergebnis von THP1-Zellen (Monozyten und

Makrophagen) mit dem CSV-Antikérper auf Proteinebene ausgeschlossen werden.
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Abbildung 20: Immunhistochemische Farbung von positiv detektierten Zellen

HNSCCUM-02T-Zellen werden mit dem CSV-Cy3-Antikorper und Hoechst gefarbt (A) sowie testweise in die
magnetische Isolationsmethodik integriert, mit einem positiven Ergebnis (B; Details sind im Kapitel 4.11.2 enthalten).
Proteinbasierter Nachweis des CSV-Antikorpers konnte in HNSCCUM-02T-Zellen im Gegensatz zu Monozyten und

Makrophagen positiv dargestellt werden. MaRstabsbalken 50 pm.

4.11.3 Minimierung des Zellstresses durch Verwendung eines schwachen

Magneten

Um den Isolationsprozess fiir die Zellen noch stressfreier zu gestalten, wird die magnetische Separation
innerhalb der Isolation testweise mit einem schwachen Kiichenmagneten durchgefiihrt. Fir diesen
Versuch werden 20 Zellen gespiked und unter Durchfiihrung des standardisierten Isolationsprotokolls
isoliert. Innerhalb der magnetischen Separation werden der magnetische Falconstdnder und der
magnetische Epistdander durch einen Kiichenmagneten ersetzt. Dieser Kiichenmagnet entspricht der

Magnetkonstruktion aus dem Abldseprozess.
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Es werden nur 12-13 Zellen von den gespikten 20 Zellen isoliert. Die Nutzung dieses Kiichenmagneten
scheint zu schwach fiir die Isolation zu sein. Die Zellen sind jedoch nach dieser milden magnetischen
Separation deutlich weniger gestresst, da alle isolierten Zellen sogar in einem unbeschichteten Slide mit

frischem Medium anwachsen.

4.12 Etablierung des Farbeprotokolls und Isolation von CTCs aus

Patientenblutproben

Die isolierten Zellen aus der Patientenprobe werden einem Farbeprotokoll unterzogen, um sie als
Tumorzellen identifizieren zu kénnen. Das zu etablierende Farbeprotokoll wurde zunachst wie folgt

durchgefihrt.

Die Zellsuspension wird zunachst bei 0,4 xg fir 10 Minuten zentrifugiert. Sollte ein Pellet sichtbar sein,
wird diesesin 1 ml PBS und 10 pl anti-CD45-FITC resuspendiert und fiir 10 Minuten inkubiert. AnschlieRend
erfolgt eine weitere Zentrifugation bei 0,4 xg fir 10 Minuten. Das Pellet wird dann grindlich mit PBS

gewaschen. Dieser Waschschritt wird zweimal wiederholt.

Nach dem Waschen wird das Pellet in 200 pl PBS resuspendiert und auf Slides tiberfiihrt. Die Uberfiihrung
auf die Slides erfolgt mittels eines Cytospin-Verfahrens bei 1500 Umdrehungen pro Minute (rpm) fiir 10
Minuten. Danach werden die Zellen mit 4 % PFA fiir 10 Minuten fixiert und anschlieffend dreimal mit PBS

gewaschen.

Nach der Fixierung wird eine Permeabilisierung der Zellen mit 0,1 % Triton X-100 in PBS fiir 5 Minuten
durchgefiihrt. Auch hier erfolgt anschliefend wieder ein dreimaliges Waschen mit PBS. Die Zellen werden
dann fir 60 Minuten mit Pan-Cytokeratin-PE (Verdiinnung: 1:100) inkubiert und erneut dreimal

gewaschen.

AbschlieBend werden die Zellen fiir 20 Minuten mit Hoechst (Verdiinnung: 1:1000) inkubiert und nochmals

dreimal gewaschen.

Das Farbeergebnis zeigt eine schwache pan-Cytokeratin-Farbung (Abbildung 21 A) einer isolierten
Tumorzelle und eine eindeutige Identifizierung von Leukocyten-Zellen (Abbildung 21 B). Die untersuchte
Blutprobe eines Patienten mit einem Tonsillen-Karzinom (P13092018) lieR eine Identifizierung von 3-4

CTCs zu.
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Um eine verbesserte pan-Cytokeratin-Farbung zu erreichen, wurde die Permeabilisierung mit 0,2 % Triton
X-100 in PBS fiir 3 Minuten angepasst. Diese Anderung sollte zu einer erhdhten Zellpermeabilisierung bei
geringerem Zellstress flihren. Ein zusatzlicher Schritt zur Minimierung des Zellstresses sieht zudem vor, die
Hoechst-Farbung in die pan-Cytokeratin-Farbung zu integrieren und die Waschschritte zwischen beiden
Farbeschritten wegzulassen. Somit ergibt sich eine Solo-Farbung mit pan-Cytokeratin fir 40 Minuten, die

durch eine zusatzliche Zugabe von Hoechst fir weitere 20 Minuten komplementiert wird.

Diese Anpassung im Farbeprotokoll flihrte zu einer deutlichen Intensivierung der pan-Cytokeratin-Farbung
bei gleichbleibend gutem Farbeergebnis mit Hoechst beim Patienten (P09102018) mit einem Oropharynx
mit Radiotherapie und operativer Entfernung. Bei diesem Patienten konnten bis zu 7 CTCs identifiziert

werden (Abbildung 21 C und D).

Die isolierten Zellen zeigen weiterhin eine atypische Ausformung des Zellkerns, der ein vergroRertes, lang-
gezogenes und segmentiertes Aussehen hat. Die Vermutung liegt nahe, dass die Zellen nach der Isolation
und einem zusatzlichen Cytospin zu sehr gestresst werden und sich dies in der atypischen Ausformung des
Zellkerns widerspiegelt. Dementsprechend wird der Cytospin durch ein selbststiandiges Absetzen nach der
Uberfiihrung in die Slides provoziert. Die Zellen kénnen somit fiir 24 Stunden im Inkubator ruhen, setzen
und am Slideboden adhérieren. Die Inkubationszeit im Fixierungsprozess wird um 5 Minuten auf 15
Minuten in 4 % PFA verlangert. Zudem wird die pan-Cytokeratin-PE-Konzentration verdlinnt (auf 1:200)

und verlangert (iber Nacht).

Diese Anpassungen wurden mit einer Patientenprobe (P15102018) mit einem Zungengrundkarzinom mit
LK Filiae mit praoperativer Blutentnahme durchgefiihrt. Insgesamt konnten bis zu 3 CTC-adhnliche Zellen
gefunden werden, die bei dieser Patientenprobe allerdings mit ca. 3-4 um deutlich kleiner ausgefallen sind
(Abbildung 21 E). Die verminderte GroRe konnte bei den Leukozyten nicht bestatigt werden (Abbildung 21
F).

Um die Farbung optimal zu finalisieren, wird ein Blocking mit 0,5 % BSA in PBS fiir 30 Minuten zwischen
den Permeabilisierungs- und Farbeschritt mit pan-Cytokeratin eingefligt. Dieser Schritt fihrt zu einer
intensiveren Zellfarbung, wie in der Patientenprobe (P15112018) mit einem Zungengrundkarzinom im
Stadium T4 mit LK ohne Fernmetastasen zu sehen ist. Es konnten 3 CTCs eindeutig identifiziert werden
(Abbildung 21 G). Die Unterscheidung zwischen CTCs und Leukozyten fallt ebenfalls eindeutig aus
(Abbildung 21 H).
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Abbildung 21: Zusammenfassende Darstellung von positiv detektierten Zellen aus Patientenblutproben

Isolierte Tumorzellen und Leukozyten aus Patientenblutproben (Auswahl) zur Etablierung des Farbeprotokolls mit

CD45-FITC, Hoechst und pan-Cytokeratin-PE. MafRstabsbalken 10 um.

4.13 Tumorassoziierte Mikrovesikel als weiterer Faktor der ,liquid biopsy”

Exosomen sind kleine extrazelluldre Vesikel mit einem Durchmesser von 30-150 nm, die in den meisten
Zelltypen nachgewiesen werden konnen, was dazu fihrt, dass Exosomen in verschiedenen
Korperflissigkeiten in grofRer Zahl vorkommen. Diese Nanobehilter werden durch Knospung der
Zellmembran gebildet. Dabei spielen Exosomen eine wichtige Rolle in der interzellularen Kommunikation,
indem sie als Transportmittel fiir verschiedene intrazelluldre Komponenten dienen. Je nach Ursprungszelle
enthalten Exosomen Proteine, Lipide, Metaboliten und verschiedene Nukleinsduren. Aufgrund ihrer
Fahigkeit, die Mikroumgebung von Tumoren zu verandern, indem sie die Immunitat, Angiogenese und
Metastasierung regulieren, ist das Interesse an der Definition der klinischen Relevanz von Exosomen bei
Krebserkrankungen gestiegen. Da der exosomale Inhalt die Ursprungszelle reprasentiert, besteht ein
groRRes klinisches Potenzial fiir den Nachweis und die Charakterisierung von tumorassoziierten Exosomen
als "liquid biopsy". In klinischen Anwendungen kénnen Exosomen potenziell als Biomarker eingesetzt

werden, die eine Frithdiagnose von Tumoren ermoglichen.

Zur lIsolierung von Exosomen, die in Zellkulturmedien vorhanden sind, wurden die Leistung der
differentiellen  Ultrazentrifugation, der Isolierung durch Ausfidllung und der GroRen-
ausschlusschromatographie verglichen. Die Exosomen wurden aus In-vitro-Zellkulturiiberstanden einer
Brustkrebszelllinie und einer menschlichen embryonalen Nierenzelllinie gereinigt. Zur Uberpriifung der
isolierten Exosomen wurden die Zellen mit CD63 emGFP transfiziert, einem mit den Membranen
intrazelluldrer Vesikel assoziierten Protein. Das Vorhandensein von Exosomen wurde durch dynamische
Lichtstreuung und fluoreszenzbasierte Detektion (Tecan Spark) gemessen. Proben mit einem hohen Gehalt
an Exosomen wurden fiir weitere Interaktionsanalysen und kinetische Bindungsexperimente mit Sporen,
Bakterien, Nanopartikeln, Pollen, Algen und Zellen verwendet. Die Interaktion von Exosomen mit A.
fumigatus-Sporen konnte nach 30 Minuten bestéatigt werden. In weiteren Analysen wurde die definierte
zellulare Aufnahme von Exosomen durch Makrophagen bestétigt. Um die endozytischen Mechanismen zu
Uberwinden und Transportmechanismen innerhalb von Zellen zu untersuchen, wurden Exosomen zur
genau definierten Mikroinjektion in den Zellkern und auch in das Zytoplasma von Epithelzellen der

Affenniere verwendet. Durch die Anwendung der Mikroinjektion ist es moglich, den Transport von
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fluoreszenzmarkierten Exosomen innerhalb der Zellen direkt nach der zellularen Aufnahme zu beobachten

und weitere Informationen lGber Transportmechanismen zu erhalten.

Weitere Analysen der Exosomen und ihrer einzigartigen biologischen Eigenschaften ero6ffnen die
Moglichkeit, Exosomen als diagnostische Biomarker, therapeutische Ziele oder als Nanosystem zur

Verabreichung von Krebsmedikamenten zu nutzen.

Exosomen entstehen durch Einstllpung der Zellmembran und werden durch Exozytose in den
extrazellularen Raum freigesetzt. Diese Vesikel sind die kleinsten der zirkulierenden Mikrovesikel, die
Zelloberflachen- und Zytoplasmaproteine, Boten-RNA und Mikro-RNA enthalten, die ihre Ursprungszelle

reprasentieren. Folglich konnen Exosomen ihren Inhalt auf andere Zellen ibertragen.

CD63 ist ein Zelloberflaichen-Glykoprotein, von dem bekannt ist, dass es mit Integrinen einen Komplex
bildet und mit den Membranen intrazelluldrer Vesikel assoziiert ist. Auflerdem gibt es drei
Exosomenmarker: CD9, CD63 (lblicherweise verwendet) und CD81. Die Transfektion des pC3 CD63

emGFP/mCherry-Plasmids zeigt eine priméar zytoplasmatische und membrandse Lokalisierung von CD63.

Abbildung 22: Schematische Darstellung der benutzten Interspanine

Darstellung eines schematischen Untersuchungsablaufs mit dem Tetraspanin CD63.
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4.14. Isolation von Mikrovesikeln im Vergleich

4.14.1 Ausfillung

Das Prinzip der Fallung besteht darin, dass das Reagenz durch die Bindung von Wassermolekilen die
weniger lslichen Komponenten (Exosomen) aus der Losung driickt, so dass sie nach der Zentrifugation
gesammelt werden kdnnen. Demonstration der Isolierung von Exosomen mit Hilfe eines Total Exosome
Isolation Kits flr Zellkulturmedien (Abbildung 23 A). Die isolierten Exosomen wurden durch
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht (Abbildung 23 B). Ihr durchschnittlicher Durchmesser wurde mit

Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (Abbildung 23 C) zwischen 100 und 110 nm gemessen.

Abbildung 23: Schematische Darstellung des Prinzips von Mikrovesikelextraktion mittels Fillung

A Schematischer Ablauf der Isolierung von Exosomen mit Hilfe eines Total Exosome Isolation Kits fur Zellkulturmedien
inkl. der nachgewiesenen isolierten Exosomen; sichtbar gemacht durch Fluoreszenzmikroskopie (B) und Messung des

durchschnittlichen Exosomen-Durchmessers mittels dynamischer Lichtstreuung (C).
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4.14.2 GroRenausschlusschromatographie

Bei dieser Technik wird ein Gemisch getrennt, indem die einzelnen Komponenten zwischen einer
stationdren und einer mobilen Phase durch die Sdule verteilt werden. Kleine Partikel diffundieren in die
Perlen der Matrix und passieren die Saule langsamer als grofRere Partikel, die nicht in die Perlen eindringen
kdnnen und mit der mobilen Phase schnell durch die Sdule wandern. Drei gesammelte Fraktionen
enthalten isolierte Exosomen (Abbildung 24 A), die mittels Fluoreszenzmikroskopie weiter analysiert
wurden, um die Konzentration (Abbildung 24 B) und die GroBe mittels dynamischer Lichtstreuung

(Abbildung 24 C) zu bestimmen.

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Mikrovesikelextraktion mittels
GroRenausschlusschromatographie

A Schematischer Ablauf der Isolierung von Exosomen mit Hilfe der GroRenausschlusschromatographie inkl. der
nachgewiesenen isolierten Exosomen in Fraktion 7-9; sichtbar gemacht durch Fluoreszenzmikroskopie (B) und
Messung des durchschnittlichen Exosomen-Durchmessers mittels dynamischer Lichtstreuung (C).
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4.14.3 Ultrazentrifugation

Mehrere Zentrifugationsschritte bis zu 100 000 x g fiir 70 min in speziellen Zentrifugationsrohrchen fiir
einen Schwingeimerrotor (Abbildung 25 A). Diese Methode fiihrt zu einer Probe mit einer ausreichenden
Exosomenkonzentration, wie mittels Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 25 B) und fluoreszenzbasierter
Detektion mittels Tecan Spark (Abbildung 25 C) gezeigt wird. Die isolierten Exosomen weisen einen

GroRenbereich von 90-110 nm auf.

Abbildung 25: Schematische Darstellung der Mikrovesikelextraktion mittels Ultrazentrifugation

A Schematischer Ablauf der Isolierung von Exosomen mit Hilfe der Ultrazentrifugation inkl. der nachgewiesenen
isolierten Exosomen; sichtbar gemacht durch Fluoreszenzmikroskopie (B) und Messung des durchschnittlichen

Exosomen-Durchmessers mittels dynamischer Lichtstreuung (C).
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4.14.4 Exosomenisolation mittels IsoMAG IMS Einheit

Testweise werden 100 pul Exosomenlysat (CD63emGFP) aus 293T in 7,5 ml Medium gespiked und durch
Zugabe von an CD63 Biotin Antikorper (#19) gekoppelten Streptavidin Dynabeads MyOne mittels IsoMAG
IMS Einheit isoliert. Als Negativkontrolle werden EpCAM-gekoppelte Beads verwendet.

In der Negativkontrolle sowie der Probe ist keine Fluoreszenz der Exosomen erkennbar.

4.15 Exosomeninteraktion mit Mikrobiota

Isolierte Exosomen (aus humanen embryonalen Nierenzellen 293 (HEK293T) und einer Brustkrebszelllinie
(MCF-7) wurden fir Interaktionsanalysen mit Sporen (Aspergillus fumigatus, einem saprophytischen Pilz,
der durch die Luft ibertragen wird), Bakterien (Escherichia coli), Birkenpollen, Algen und Zellen verwendet
(nicht alle Ergebnisse dargestellt). Bislang wurden positive Ergebnisse bei der Interaktion von Exosomen
mit Aspergillus fumigatus erzielt. Die Sporen (rot) sind bereits nach 30 Minuten von Exosomen (griin)

umgeben und zeigen somit eine Interaktion.
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Abbildung 26: Kinetik der Interaktion von extrahierten Exosomen und Sporen von A. fumigatus

Zuvor isolierte Exosomen (emGFP) aus der Ultrazentrifugation werden zu Interaktionsanalysen zusammen mit den
Sporen des A. fumigatus (mCherry) inkubiert und eine fluoreszenzmikroskopische Kinetik erstellt. MaRstabsbalken

Sum.

Weitere Interaktionsanalysen zeigen eine zellulare Aufnahme von isolierten Exosomen. Differenzierte

THP-1-Zellen (Makrophagen) wurden 1 Stunde lang mit isolierten Exosomen (emGFP) inkubiert (Abbildung
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27 A). Als Kontrolle wurde eine Kombination aus Exosomen und Sporen (mCherry) mit den Zellen inkubiert.
Zu Analysezwecken folgte eine Behandlung von Makrophagen mit vorinkubierten Exosomen mit Sporen

(Abbildung 27 B) und eine direkte Behandlung von Zellen mit Exosomen und Sporen (Abbildung 27 C).

A...
C...

merged Hoechst emGFP

mCh

Inkubation von ausdifferenzierten THP-1 Makrophagen mit zuvor isolierten Exosomen (emGFP) aus der

Abbildung 27: Interaktionstestung von extrahierten Exosomen und Zellen

Ultrazentrifugation fur 1h (A). Die Interaktionsanalyse wird entweder mit vorinkubierten Zellen und Exosomen
durchgefiihrt, die nachtraglich mit Sporen in Kontakt treten (B) oder mit Zellen, die gleichzeitig Exosomen und Sporen

ausgesetzt werden (C). MaRstabsbalken 5 um.
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5. Diskussion

5.1 Gestorte nukleolare Struktur der trans-dominanten NPM1-Mutanten

Die durch transdominante NPM1-Mutanten (CN-terminal) induzierte Stérung der abgerundeten
Nukleolarstruktur, die anhand der Marker Fibrillarin und H3K9me3 nachgewiesen werden konnte, deutet
eindeutig auf eine gestorte Ribosomenbiogenese sowie eine beeintrachtigte rDNA-Transkription hin. Die
Ergebnisse in NPM1-Knockdown-Zellen zeigen, dass das perinukledre Heterochromatin umgeben ist und
als Fragmente im Nukleoplasma vorliegt, so dass wir von einer transkriptionsinaktiven Chromatinregion
ausgehen. In Eukaryoten werden repetitive DNA-Sequenzen durch H3K9me3 transkriptionell stillgelegt.
Ein Verlust dieser Stilllegung der Wiederholungselemente fiihrt zu einer Genominstabilitat und
Krankheiten, wie beispielsweise Krebs und Alterung. [159-161] Die Farbung mit H3K9me3 zeigte den
Verlust der Kernintegritat innerhalb der Kernchromatinstruktur. Diese Tatsache deutet auf eine gestorte
ribosomale Aktivitdat hin. Die gestorte rRNA-Transkription, die durch die Farbung mit Fibrillarin
nachgewiesen wurde, wurde durch die Actinomycin-D-induzierte Auflésung der Nukleoli bestatigt.
Actinomycin-D in gebrauchter Konzentration wirkt auf die RNA-Polymerase | und hemmt so die rDNA-

Transkription und aktiviert eine nukleolare Stressreaktion.

Die verzeichnete gestorte Nukleolarstruktur einiger NPM-Mutanten deutet auf einen zukiinftig
interessanten Therapieansatz hin, da der Einsatz von Chemotherapeutika in diesem Gebiet in aktuellen
klinischen Studien untersucht wird, wie das Beispiel von Dactinomycin zeigt [162]. Dactinomycin stellt ein
kostengiinstiges Chemotherapeutikum dar, das bei Patienten mit NPM1-Mutationen Berichten zufolge
Remissionen bewirken kann, obwohl die genauen Wirkmechanismen bisher nicht vollstandig geklart sind.
In einer monozentrischen Phase-2-Pilotstudie wurde die Anwendung von Dactinomycin als Monotherapie
bei erwachsenen Patienten mit rezidivierter oder refraktarer NPM1-mutierter akuter myeloischer
Leukamie (AML) untersucht [163]. Die Ergebnisse zeigten, dass Dactinomycin in der Lage ist, vollstandige

Remissionen auszulésen und dabei eine akzeptable Vertraglichkeit aufweist.

Darliber hinaus wurde nachgewiesen, dass die Wirksamkeit von Dactinomycin sowohl in vitro als auch in
vivo mit der Induktion nukleolaren Stresses in Verbindung steht. Interessanterweise konnte gezeigt
werden, dass niedrig dosiertes Dactinomycin in Zellen mit NPM1-Mutationen eine starkere Stressreaktion
hervorruft als in Zellen mit Wildtyp-NPM1, was auf eine erhdhte Sensitivitdit NPM1-mutierter AML

gegeniber nukleoldrem Stress hinweist [164, 165].
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Die Auflésung der nukleolaren Struktur durch NPM1-Knockdown fiihrte zwar zu einer Delokalisierung von

Taspasel aus den Nukleoli, hatte aber keine Auswirkungen auf seine proteolytische Aktivitat.

5.2 Veranderungen innerhalb des N-Terminus in NPM1 kénnen dessen

Interaktion mit Taspasel beeinflussen

Die Tatsache, dass alle Verdnderungen innerhalb der N-terminalen +100aa die effiziente nukleolare
Lokalisierung von NPM1 beeintrachtigten, unterstiitzt unsere Hypothese, dass die nukleolare Ausrichtung
Uber die N-terminale Oligomerisierungs-/Chaperonfunktionsdoméne vermittelt wird. Dartiber hinaus
konnten wir bestatigen, dass das Fehlen dieser essentiellen Doméne zu einer fehlenden Pentamerbildung
fihrt, so dass NPM-Mutanten, denen die Oligomerisierungs-/Chaperon-Doméne fehlt, als Monomere
vorliegen. Diese Tatsache fiihrt zu der Vermutung, dass eine Oligomerbildung bei endogenem NPM1 die

Chaperonfunktion und auch die Bindung mit seinem Interaktionspartner Taspasel beeintrachtigt.

Als Ergebnis der vermuteten Proteinfaltung mit struktureller Versammlung wurde die Interaktionsdomane
von NPM1 mit Taspasel als N-terminale ~100aa und C-terminale aal87-260 bestimmt. Dariber hinaus
stellt die Oligomerisierungs-/Chaperon-Domane, die die NES enthilt, eine unverzichtbare Fraktion fir die

Interaktion mit Taspasel und auch flr dessen proteolytische Aktivitat dar.

Wie bereits friiher gezeigt wurde, erfordert die molekulare Chaperonaktivitdt unpolare und saure
Segmente im N-Terminus von NPM1, und daher ist die Chaperonaktivitat in Mutanten mit N-Terminus-
Deletion deutlich reduziert [70]. Es gibt immer mehr Beweise fiir einen Zusammenhang zwischen
Oligomerisierungszustand und Chaperonaktivitdt: In monomeren Mutanten blieb keine Chaperonaktivitat
erhalten; Es ist jedoch nicht auszuschliel3en, dass diesen Mutanten einfach eine Substratbindungsstelle

fehlte, da diese im N-terminalen Drittel des Molekdils zu liegen scheint [70].

Durch die Bestimmung wichtiger Doméanen von Taspasel fiir die Interaktion mit NPM1 haben wir innerhalb
der vorgeschlagenen B-Sandwich-Struktur festgestellt, dass F43 eine Rolle als "Hauptregulator" der NPM1-
Interaktion zu spielen scheint, da eine Mutation nur dieser Stelle dramatische Auswirkungen auf die
Taspasel-NPM1-Interaktion und die proteolytische Aktivitdt hat. Die Kristallstruktur von Taspasel zeigt,
dass F43 durch drei C-terminale Reste L346, F368 und Y381 stabilisiert wird. Eine Veranderung der
Stabilisierungsreste fihrt zur Unfahigkeit, mit NPM1 zu interagieren, zur Beeintrachtigung der zelluldren

Lokalisierung und zu einer verringerten cis- und trans-Aktivitdt von Taspasel.
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Dartiber hinaus flihren neue Erkenntnisse Uber die Organisation der Taspasel-Domane zu der
Schlussfolgerung, dass die Lokalisierung von Taspasel von der a-Untereinheit abhangig ist, im Gegensatz

zur proteolytischen Aktivitat, die von der B-Untereinheit abhangt.

5.3 Therapieeffektivitit bei kombinierter Behandlung mit Chemo- und

Radiotherapie bei aktiver Taspasel

Die essentielle Rolle von Taspasel als Hauptakteur bei der Aktivierung von MLL-Fusionsproteinen und
damit fur die Entwicklung aggressiver Kinderleukdmien wurde in frilheren Arbeiten nachgewiesen [24].
Darliber hinaus ist Taspasel maligeblich an der Sensibilisierung von konstruierten NPM-Mutanten
gegenilber der Chemo- und Strahlentherapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und Halses
beteiligt. Die Interaktion von Taspasel mit NPM1 ist entscheidend fir den Therapieerfolg und zeigt die
Feinabstimmung von Taspasel auf die Behandlung mit dem chemotherapeutischen Goldstandard
Cisplatin. Tatsachlich fiihrt eine direkte Inaktivierung von Taspasel zu einer hoheren Empfindlichkeit von
HNSCC-Zellen gegeniiber einer Behandlung mit Cisplatin, was unsere Hypothese einer besseren

chemotherapeutischen Prognose unterstiitzt.

Eine kombinierte Behandlung von HNSCC-Zellen mit Cisplatin und Strahlentherapie fiihrt bei
Vorhandensein von aktivem Taspasel zu einem synergistischen Effekt, so dass die Empfindlichkeit
gegenilber der Behandlungstherapie zunimmt und die wichtige Rolle von Taspasel bei Kopf- und

Halskrebserkrankungen hervorgehoben wird.

Die Behandlung von HNSCC-Patienten orientiert sich im Allgemeinen an der Tumorausdehnung und dem
Allgemeinzustand der Patienten. Cisplatin bleibt der Standardwirkstoff in der Radiochemotherapie bei
lokal fortgeschrittenem HNSCC. In der definitiven Radiochemotherapie wird Cisplatin meist als
Monotherapie eingesetzt, wobei eine Gesamtdosis von > 200 mg/m? erreicht werden sollte. Die
wochentliche Gabe von 40 mg/m? zeigte in Studien eine vergleichbare Wirksamkeit und geringere Toxizitat
im Vergleich zur 3-woéchentlichen Dosierung von 100 mg/m? [166]. Die simultane Radiochemotherapie
zeigt in Metaanalysen eine Uberlegene Wirksamkeit gegentiiber der Induktionschemotherapie. Cisplatin als
Monotherapie in einer wéchentlichen Dosierung von 40 mg/m? wird in der RCT zunehmend favorisiert, da
sie eine vergleichbare Wirksamkeit mit besserem Nebenwirkungsprofil gegentiber der 3-wdchentlichen

Dosierung aufweist [166, 167].
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Die primdre Chemotherapie bei lokal fortgeschrittenem HNSCC zeigte in historischen Studien
Remissionsraten von = 80 %, jedoch keinen eindeutigen Vorteil bei den Langzeitergebnissen gegeniber
der simultanen Radiochemotherapie. Eine Metaanalyse von 31 Studien mit 5 311 Patienten ergab eine
geringe Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate von 30 % auf 32,4 % durch Induktionschemotherapie
[168]. Zudem senkte die Induktionschemotherapie die Fernmetastasierungsrate um 8 %, zeigte jedoch

keinen Einfluss auf die lokale Tumorkontrolle oder das Gesamtiiberleben [169, 170].

In der palliativen Behandlung wird Cisplatin haufig mit 5-FU und Pembrolizumab oder Cetuximab
kombiniert. Diese Kombinationen erreichen Remissionsraten von 36 % bis 59 % und ein medianes
Gesamtiiberleben von 13—-14 Monaten. Die Therapie wird jedoch durch schwerwiegende Nebenwirkungen

wie Nephrotoxizitdt, Himatotoxizitdt und Ototoxizitat limitiert.

Es wurden wichtige Erkenntnisse in Bezug auf eine vielversprechende Therapie zur Erhéhung der
Uberlebensrate von HNSCC-Patienten nachgewiesen, da Cisplatin ein zentraler Bestandteil der HNSCC-

Behandlung, sowohl in der kurativen als auch in der palliativen Therapie, bleibt.

5.4 TherapiemaRBnahmen durch die Inhibition eines Interaktionspartners

Die Verwendung des NPM-Oligomerinhibitors NSC348884 fiihrte in der Zellkultur vermehrt zu einer
erhohten Zelltodrate. Diese Tatsache wurde zunachst auf die Blockade der Oligomerausbildung und die
damit einhergehenden Folgen zuriickgefiihrt. Es ist aber bekannt, dass NPM1 mit dem Tumor-Suppressor
p14ARF interagiert und dieses in den Nukleoli bindet. Bei der Translokation in das Nukleoplasma
interagiert p14ARF mit HDM2, der E3-Ubiquitin-Ligase fir p53, und sorgt fiir einen p53-Anstieg [171].
NPM1 soll ebenfalls direkt mit p53 interagieren kénnen und somit dessen Phosphorylierung an Ser15
unterbinden [92]. Beide dieser anti-apoptotischen Aktivititen werden durch die Behandlung mit
NSC348884 hervorgerufen, sodass der apoptotische Effekt bei einer Uberexpression von NPM1 erklart

werden kann.

Die nachgewiesenen nicht mehr oligomerisierungsfahigen NPM-Mutanten (aa106-294 und aal118-294),
denen die Oligomerisationsdomane aufgrund von Deletionen in der N-terminalen Domane fehlt, konnten
durch die Behandlung mit NSC348884 bestatigt werden. Eine Studie von Sasinkova et al. konnte zwar keine
messbare Wirkung auf die Bildung von NPM-Oligomeren in Leukdmiezellen zeigen [172]. Zudem wurde die
Empfindlichkeit der Zellen gegeniliber der Behandlung mit NSC348884 nicht durch AML-assoziierte NPM-

Mutationen beeinflusst. Jedoch deuteten die Forschungsergebnisse darauf hin, dass die fehlende
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Oligomerisierungsfahigkeit der Deletionsmutanten spezifische Veranderungen in der Zellreaktion auf
NSC348884 ausloste. Interessanterweise blieben diese Mutanten zwar unfahig zur Bildung von
Oligomeren, interagierten jedoch weiterhin teilweise mit NPMwt, vermutlich durch verstarkte Bindung an
andere nukleoldre Proteine innerhalb von NPMwt-Komplexen. Zudem gibt es Nachweise, dass eine
Punktmutation in Cystein 21 die Oligomer-Dissoziation leicht verstarken kann, sodass das gesamte NPM-
Interaktionspotenzial mit anderen NPM-Molekiilen in lebenden Zellen dennoch erhalten bleibt.
Deletionsmutanten, denen ein Teil der N-terminalen Domadne von NPM fehlt, verlieren ihre
Oligomerisierungsfahigkeit vollstandig, behalten jedoch teilweise die Interaktion mit NPMwt bei,
moglicherweise durch verstarkte Interaktion mit anderen nukleoldren Proteinen in Komplexen mit NPMwt

[172].

5.5 Einsatz zirkulierender Tumorzellen in zielgerichteten

TherapiemaRnahmen

In den letzten sechs Jahren haben nanotechnologische Anwendungen zur Anreicherung, Erfassung,
Erkennung und Beseitigung von CTCs erhebliches wissenschaftliches Interesse geweckt. Kiinstlich
hergestellte Nanomaterialien (NMs) spielen dabei eine zentrale Rolle bei der Krebsfriiherkennung und der
effizienten Behandlung von Krebserkrankungen. Die Analyse gefangener CTCs aus peripheren Blutproben
von Patienten liefert wertvolle Informationen lber die Biologie von Mikrometastasen und kann in der
klinischen Behandlung von Krebspatienten eingesetzt werden. Insbesondere der Wert der CTC-Analyse
wird durch FlUssigbiopsien bei Patienten mit fortgeschrittener Krebserkrankung verdeutlicht. Diese
Methodik kann aber auch als ergdanzende Methodik zu der etablierten ctDNA-Charakterisierung bewertet
werden. Mouliere et al. haben chromosomale Mutationen solider Tumoren im Blut durch eine Analyse der
Kopienzahlvariation des gesamten Genoms nachgewiesen [173]. Es wurden umfassende Studien zu ctDNA-
und CTC-Charakterisierungen durchgefiihrt [174], aber insbesondere bei Kopf- und Halskrebs ist die

entsprechende Literaturlandschaft nur sparlich besetzt.

Seit iber einem Jahrzehnt wird das von der FDA zugelassene CellSearch-System erfolgreich fiir die CTC-
Analyse eingesetzt. Vorlaufige Ergebnisse der CTC-Z&hlung und -Analyse ermdglichen die Uberwachung
der Medikamenteneffizienz und der Antitumoraktivitdt laufender Therapien. Mittlerweile wurden
zahlreiche Assays zum Auffangen und Nachweis von CTCs entwickelt, um verschiedene Tumorarten in

unterschiedlichen Krankheitsstadien zu screenen. Aufgrund des extrem seltenen Vorkommens von CTCs
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im Blut stellt deren Isolierung und Nachweis eine erhebliche Herausforderung dar. Hierbei sind Spezifitat
und Empfindlichkeit entscheidende Faktoren, die neue Technologien berlcksichtigen missen. NMs
scheinen diese Kriterien zu erfiillen und die Probleme der unzureichenden Reinheit und der geringen

Fangeffizienz von CTCs aufgrund ihrer einzigartigen Eigenschaften zu l6sen.

Die Integration von NMs in mikrofluidische Geradte kombiniert die Vorteile der Nanotechnologie und der
Mikrochip-Technologie und optimiert so die CTC-Fangmethoden fiir weitergehende Analysen. Zahlreiche
Studien haben gezeigt, dass das Vorhandensein von CTCs im Blut einen wichtigen prognostischen Wert fiir
das Gesamtiiberleben und das progressionsfreie Uberleben bei Patienten mit Kopf- und Halskrebs
hat[175]. Dariber hinaus zeichnet sich HNSCC durch mikrometastatische Ausbreitungen im Frihstadium
sowie eine ausgepragte intratumorale Heterogenitat aus — beides Faktoren, die eng mit einer unglinstigen
Prognose verknipft sind. Ein wesentlicher Vorteil der Isolierung von CTCs oder disseminierten Tumorzellen
(DTCs) gegeniiber bildgebenden Verfahren besteht darin, dass minimale Resterkrankungen (MRD), wie
beispielsweise DTC-Mikrometastasen, mit herkdmmlicher Bildgebung nicht nachgewiesen werden
konnen. Besonders das Knochenmark wird als potenzielles Reservoir fir ruhende DTCs intensiv
untersucht. Diese Zellen kdnnen erneut in den Blutkreislauf eintreten und zur Entstehung von MRD in
entfernten Geweben beitragen [176]. CTCs stellen ein vielversprechendes therapeutisches Ziel fir die
Nanomedizin dar. Die Erkennung und Analyse von Blutproben von Patienten ermdglicht eine gezielte CTC-
Therapie, um CTCs im peripheren Blut zu eliminieren. Somit kann die Wirksamkeit der Krebstherapie durch
den Nachweis von CTCs kontinuierlich Giberwacht und zur Steuerung der Behandlung genutzt werden. Eine
frihzeitige Erkennung der Erkrankung ermoglicht entsprechend ein frihzeitiges Eingreifen und eine
optimierte Behandlungsoption mit weniger aggressiven Behandlungsmoglichkeiten. Leider werden mit
rund 60 % die Mehrheit der HNSCC-Patienten [177] heute noch immer erst in einem fortgeschrittenen
Stadium (Stadium IlI-IV) diagnostiziert, wodurch die Heilungschancen durch eine Radiochemotherapie bei
lediglich ca. 50 % liegen [177]. Zudem haben die Patienten auch die Nebenwirkungen der Therapie zu
bewiltigen, die vor allem Emesis, Fatigue und akute Dermatitis einschliefen. Hinzu kommen funktionelle
und asthetische Verdanderungen des Kopf-Hals-Bereiches nach einem operativen Eingriff. Der Zeitpunkt
der Erstdiagnose ist ebenfalls flir den operativen Eingriff von Belangen, da der Zeitpunkt abhangig ist von
der Ausdehnung des Eingriffs (betrachte man den einzuhaltenden Sicherheitsabstand zwischen malignem

und gesundem Gewebe).
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5.6 Limitierungen in der Anwendung von CTC-Techniken

Immunbiochemische Verfahren, die auf spezifische Antigene wie EpCAM abzielen, sind nicht
uneingeschrankt fir alle Tumorarten oder heterogenen CTC-Populationen geeignet. Dies gilt insbesondere
flir CTCs, die eine Epithelial-Mesenchymale-Transition durchlaufen haben. Alternativ koénnen
Antikdrpermischungen, die gegen Integrin-Subtypen, Vimentin auf der Zelloberfliche oder
Stammzellmarker gerichtet sind, die Anreicherung von mesenchym-ahnlichen CTCs vor und nach der
Epithel-Mesenchym-Transition verbessern. Vor allem die Zellen, die sich innerhalb der Epithelial-
Mesenchymalen- oder Mesenchymal-Epithelialen-Transition befinden, kénnten durch die Wahl von nur
einem spezifischen Antikdrper unerkannt bleiben, sodass die Wahl einer Kombination aus EpCAM und CSV
als vielversprechend deklariert werden kann. Fiir die Etablierung des markerabhéngigen Systems wurden
demnach EpCAM- und CSV-Biomarker gewahlt, die epitheliale wie auch mesenchymale Eigenschaften
abdecken, um die maximale Erfolgsquote bei der Selektion der CTCs zu erzielen. Zellen, die sich im
fortgeschrittenen Stadium der EMT befinden und damit geringe epitheliale und vermehrte mesenchymale

Eigenschaften aufweisen, konnen mit diesem Biomarker-Mix identifiziert werden.

Die erst kiirzlich veroffentlichte Arbeit von Payne et al. beschreibt die Nutzung von Multiplex-
Phanotypisierungsdaten, um intermedidre mesenchymale Ubergangszustinde in CTCs zu verdeutlichen
[178]. So zeigten sich Unterschiede in der Expression klassischer Epithelial-Mesenchymale-Transitions-
Transkriptionsfaktoren wie Twist und Snail zwischen ,friihen” und ,fortgeschrittenen” Epithelial-
Mesenchymale-Transition-CTCs, ebenso wie in den phdnotypischen Markern, die mit Proliferation oder
Stammzellcharakter assoziiert sind. Obwohl die phanotypische Plastizitdt der Epithelial-Mesenchymale-
Transition in Tumoren gut dokumentiert und mit Progression sowie Metastasierung in Verbindung

gebracht wurde [179, 180], bleibt ihre dynamische Natur in CTCs eine Herausforderung fir die Analyse.

Neben diesen affinitatsbasierten Ansdtzen zur Anreicherung und Isolation von CTCs bieten physikalische
Methoden eine weitere Mdoglichkeit, indem sie Unterschiede in ZellgroRe, -dichte oder -plastizitat nutzen.
Allerdings stellt die Heterogenitat der CTCs im Blut eine Herausforderung dar, da diese Zellen in einigen
Eigenschaften mit gesunden mononukledren Blutzellen Ubereinstimmen. Daher sind Verfahren wie
Filtration, Zentrifugation oder GroRenausschluss allein nicht geeignet, um als standardisierte klinische
Testmethoden zu dienen. Der limitierende Faktor der Heterogenitiat der CTC-Population stellt ein
prominentes Hindernis dar. Studien, wie die von Semaan et al. bei Patienten mit
Bauchspeicheldriisenkrebs, zeigen, dass CTCs mit ,,partieller Epithelial-Mesenchymale-Transition — also

Zellen, die sowohl epitheliale als auch mesenchymale Marker tragen — mit einem schlechteren
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progressionsfreien und Gesamtiberleben korrelieren. Diese Subpopulation stellte zudem die Mehrheit
der identifizierten CTCs in ihren Proben dar, was auch in unseren und anderen Untersuchungen bestatigt

wurde [181].

Ein weiterer limitierender Faktor ist das Fehlen von Langzeitdaten in grolRen Kohorten, obwohl EMT-CTCs
in friheren Studien als mogliche prognostische Marker fiir das Therapieansprechen bei rezidivierenden
oder metastasierten HNSCC identifiziert wurden [182]. Da die Entwicklung eines mesenchymalen
Phanotyps eng mit Metastasenbildung und schlechter Prognose verbunden ist, ist ein tiefgreifendes
Verstandnis der zugrunde liegenden EMT-Signalwege entscheidend. In diesem Zusammenhang
untersuchten Buglione et al. 73 Patienten mit verschiedenen Kopf-Hals-Tumoren mithilfe des CD45-
CellSearch-Ansatzes und berichteten eine CTC-Erkennungsrate von 15,1 %. Wahrend Stadium-I1V-Patienten
haufiger CTCs aufwiesen als diejenigen in friiheren Stadien, deutete ein Riickgang oder Verschwinden von
CTCs wahrend der Behandlung auf ein gestopptes Fortschreiten der Krankheit hin. Die Ergebnisse zeigten,
dass eine stabile oder reduzierte CTC-Anzahl nach der Behandlung mit einer guten Prognose assoziiert
war. Ein Zusammenhang zwischen Erkennungsrate und klinischem Stadium wurde jedoch nicht

beobachtet, moglicherweise aufgrund der Fokussierung auf Stadien Il und IV [183].

Liu et al. demonstrierten in ihrer Studie bereits, dass ein Anstieg der CTC-Zahl nach der Behandlung mit
einer schlechten Prognose assoziiert werden konnte, was haufig auf eine Arzneimittelresistenz oder
unwirksame Therapien hinweist. Im Gegensatz dazu korrelierte eine stabile oder abnehmende CTC-Zahl
mit einer besseren Prognose, was auf die Wirksamkeit der eingesetzten Behandlung hindeutet [184].
Bemerkenswert ist auch, dass es Patienten mit erhéhten CTCs oder Patienten, deren CTCs sich nach der
Behandlung von negativ zu positiv anderten, ohne Krankheitsprogression oder Erliegen an der Krankheit

gibt.

5.7 Ausblick und Nutzung von neuartigen Techniken in der Patienten-Screening-Routine
Eine verlassliche Detektion zirkulierender Zellen ist von dufRerster Wichtigkeit fur die Einordnung der
Patientenblutprobe in das gesundheitliche Gesamtbild des Patienten, da ein mengenmaRiges Ergebnis der
CTC-Auswertung prognostische Aussagen treffen kann. Das hier etablierte Farbeprotokoll, bestehend aus
einem Ausschluss von Leukozyten in der Probe mittels CD45-Farbung, einem Nachweis fiir einen
bestehenden Zellkern mit der Hoechst-Farbung und dem Positivhachweis fir die Cytokeratine 8,18,19

mittels pan-Cytokeratin-Farbung, hat eine eindeutige Identifikation der isolierten Zellen mit tumorésem
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Ursprung ergeben. Die Farbeergebnisse der Zellen aus den Patientenblutproben werden mittels der
immunfluoreszenzbasierten Mikroskopie bewertet und die identifizierten Zellen ausgezahlt. Diese Schritte
kénnen selbstverstandlich automatisiert erfolgen, wie es im Ansatz bereits in der publizierten Arbeit von
Gribko et al. erfolgte [157]. In diesem Fall erfolgte der halbautomatische Nachweis von CTCs mittels der
IsoMAG Einheit und zeigt ein Potential auf, als standardisierter Teil der Flissigbiopsie mit den Vorteilen
einer personalisierten Echtzeitanalyse in Kombination mit Nichtinvasivitit und individueller
prognostischer Therapie in Verbindung gebracht zu werden [185]. Im Hinblick auf eine Einzelzellisolation
wird als weiterfliihrendes Experiment diese Methodik von den Kollegen des Fraunhofer Instituts
untersucht. Die Zellen werden im Anschluss an die positive Selektion in die Zellsortier-Untereinheit des
mikrofluidischen Chips zur Zellsortierung und zur Abgabe einzelner Zellen in Mikroliter-Tropfchen
Uberfiihrt. Die singularisierten CTCs kdnnen anschlieRend fir transkriptomische und zytobiologische

Analysen verwendet werden.

Diese Art von Analysen ist besonders wichtig, um die Zellbiologie der Tumore zu verstehen und besondere
Merkmale auszuweisen, um entsprechend individuelle TherapiemaRnahmen ergreifen zu kdénnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Verwendung der ablosbaren Beads und der Einzelzellkultivierung ein
weiterer Ansatz getestet, dieses Ziel zu erreichen. In wenigen Fillen konnten einzelne Zellen unter
Bedingungen des konditionierten Mediums und mit kollagenbeschichteten Slides zu einem Anwachsen der
Zellen fihren. Ein geringer Teil der Zellen schaffte es sogar, die Zellteilung zu reaktivieren und so die
Kultivierung isolierter Patienten-Tumorzellen voranzutreiben. Dennoch bedarf es an dieser Stelle einer
fortfihrenden intensiven Forschung der Einzel-Zellkultivierung zur Optimierung unter den bisher
gewonnenen Erkenntnissen. Es stellt sich allerdings die Frage, wie lange eine Kultivierung einer einzelnen
Zelle nach der Gesamtprozedur der Selektion andauern wiirde, bis eine erforderliche Menge hinsichtlich
molekularbiologischer Analysen erreicht werden kann, inklusive des gesicherten Fortbestandes der
Kultivierungspopulation. Im Hinblick auf die Patienten, die auf eine personalisierte Therapie warten,
bedarf es einer schnellen, prazisen und verladsslichen Methodik, sodass die Einzelzellkultivierung diesen
Anforderungen noch nicht gerecht werden kann. Allerdings ware diese Methodik moglicherweise als
zweite, spezialisiertere Behandlungsoption zukiinftig denkbar, um kostensparend an die Ergebnisse zu
kommen, die eine Gesamtzellanalyse bietet. Die Kosten fiir das sogenannte ,, whole genom sequencing”
konnten in den letzten 15 Jahren zwar stark reduziert werden, jedoch kénnen diese Kosten weiterhin nicht

fir die Menge an Krebspatienten von den Krankenkassen Gibernommen werden.

Tumorassoziierte Mikrovesikel als eine untersuchte Alternative zu den zirkulierenden Tumorzellen in der

Lliquid biopsy” wurden im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls in Betracht gezogen. Hierzu hat sich zunachst
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der Vergleich der verschiedenen Isolationsoptionen als sehr niitzlich erwiesen, um die Methodik mit dem
grolten Output identifizieren zu konnen. Die Ultrazentrifugation hat sich in diesem Fall als die Methodik
der Wahl erwiesen, um eine ausreichende Menge an fluoreszierenden Exosomen fiir weitere Analysen und

Experimente zu gewinnen.

Die isolierten Exosomen zeigten eine Interaktion mit Aspergillus fumigatus bereits nach 30-mintiger Ko-
Inkubation, was auf intakte und aktive Exosomen hindeutet. Zudem ist diese Interaktion auch im Hinblick
auf die Zell-Zell-Interaktionen interessant, die bisher noch nicht vollstindig erforscht ist. Im
Forschungsbereich gibt es ein grof3es Interesse, diese ,,zelluldaren Kommunikationen” zu verstehen und als
mogliche neuartige Therapieoptionen nutzen zu kdnnen. Exosomen kdnnten intra- oder extraexosomal
mit Therapeutika beladen werden und moglicherweise besser vertragen werden als beladene
Nanopartikel. Als Ausblick auf die Transportmechanismen solcher Exosomen wurden zunachst ,leere”
Exosomen genutzt und mittels Mikroinjektion entweder in den Zellkern (Abbildung 28 A) oder in das
Zytoplasma (Abbildung 28 B) injiziert und anschliefend beobachtet. Eine genaue Sichtung des Beginns der
Endo- bzw. Exozytose und der weiteren Verarbeitung der intra-exosomalen Information innerhalb der
Zellen wiirde die Forschung und die moglichen Therapieoptionen, nicht nur in der Krebstherapie,

vorantreiben kdnnen und moglicherweise Nebenwirkungen und Unvertraglichkeiten lindern kénnen.
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Abbildung 28: Schematische Darstellung verkniipft mit mikroskopischen Live-Zell-Bildern nach einer
Mikroinjektion

Mikroinjektion von aus Zellkulturen gewonnenen und isolierten fluoreszierenden Exosomen in Nierenepithelzellen

des Afrikanischen Griinen Affen (Vero-Zellen). Prazise definierte nukleolare (A) und zytoplasmatische (B) Injektion.

Malstabsbalken 5 uM.
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7. Anhang

7.1 Anhang |

NPM1 wt GFP + NSC348884

Figure 1 - Anhang: Degradation der Nukleoli bei Verwendung von NSC348884

Die Degradation der Nukleoli dargestellt als qualitative immunfluoreszenzbasierte Zellaufnahme nach 6 und 24
Stunden von Hela-Zellen, die mit NPM1 wt transfiziert und mit 3 verschiedenen Konzentrationen von NSC348884

(0,5 um, 1 um und 2 um) behandelt wurden.
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7.1 Anhang li

Figure 2 - Anhang: Nachweis transfizierten Chimare in die Zellkultur

Alle zuvor transfizierten Konstrukte konnten mittels Protein-Nachweis auf Gel mit Hilfe des GFP-Antikorpers bestatigt

werden.
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Abstract: Circulating tumor cells (CTCs) are disseminated cancer cells. The occurrence and
circulation of CTCs seem key for metastasis, still the major cause of cancer-associated deaths.
As such, CTCs are investigated as predictive biomarkers. However, due to their rarity and
heterogeneous biology, CTCs’ practical use has not made it into the clinical routine. Clearly,
methods for the effective isolation and reliable detection of CTCs are urgently needed. With
the development of nanotechnology, various nanosystems for CTC isolation and enrichment
and CTC-targeted cancer therapy have been designed. Here, we summarize the relationship
between CTCs and tumor metastasis, and describe CTCs’ unique properties hampering their
effective enrichment. We comment on nanotechnology-based systems for CTC isolation and
recent achievements in microfluidics and lab-on-a-chip technologies. We discuss recent advances
in CTC-targeted cancer therapy exploiting the unique properties of nanomaterials. We conclude
by introducing developments in CTC-directed nanosystems and other advanced technologies
currently in (pre)clinical research.

Keywords: liquid biopsy, cancer biomarker, metastasis, nanomedicine, nanotherapy, therapy

resistance

Introduction

The relevance and currency of a scientific topic can be judged by examination of
available databases. Searching PubMed using the search criteria “nanotechnology”
AND “CTCs”, “nano” AND “CTCs”, and “nano” AND “circulating tumor cells”
reveals 131 reports published between 2009 and 2018 (current status May 2018). As
illustrated in Figure 1, the number of published reports has increased nearly fivefold
over the last 6 years. These results are almost expected, because of the steadily growing
application of engineered nanomaterials (NMs) in biotechnology and biomedicine.!
One of the preferential areas in which nanomedicine will play a vital role is the early
diagnosis and efficient treatment of cancer.

The majority of cancer-related deaths are caused by cancer metastasis, accounting
for about 90% of cancer mortality.>-> Metastasis is a multistep process comprising the
dissemination of cancer cells from primary tumors to distant tissue, which is also known
as the invasion—metastasis cascade. Unfortunately, the detailed molecular mechanisms
underlying tumor metastasis remain unclear, but it is known that one necessary step in
distant metastasis is the transport of tumor cells through the blood system.®” Circulat-
ing tumor cells (CTCs) are cancer cells of solid-tumor origin that have detached into
peripheral blood from a primary tumor and circulate in the body. CTCs are able to
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(columns). Timeline of World Health Organization International Clinical Trials Registry Platform entries to display the number of registered clinical trials using search criteria

“circulating tumor cells” AND “nano”.

move as individual cells or as multicell clumps. During cir-
culation, only a small number of CTCs extravagate and seed
the growth of a secondary tumor.® Therefore, detection and
characterization of CTCs with liquid biopsy offer important
information on prediction of cancer progression and survival
after specific treatment.” The number of detected CTCs
usually correlates with the progression of cancer disease,

of CTCs -

Lo
\

<i>

Capture and isolation = CTC identification and enumeration

CTC identification and staining

so that a high number of CTCs give some indication of
tumor burden and recurrence.!*!? Furthermore, enumeration
of CTCs represents an attractive biomarker for monitoring
therapeutic response and predicting the possibility of tumor
recurrence.’ Cultures of patient-derived CTCs can be most
helpful for drug-resistance detection, and make it possible
for personalized anticancer-agent screening (Figure 2).!%13

N

CTC cultivation and
analysis

Personalized drug
development

[ ]
Il ."‘_.

Drug delivery

Figure 2 Workflow of patient-derived CTCs for CTC analysis, drug-resistance detection, and personalized drug-delivery systems.
Notes: Patients’ blood samples are screened and potential CTCs captured and isolated. Potential CTCs can be enumerated, determined, and stained or cultivated for further
analysis. CTC culture can be used for drug-resistance detection and personalized drug development, thereby increasing patient-survival rates.

Abbreviation: CTCs, circulating tumor cells.
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The detection of CTCs has been clinically recognized
in many cancer types, including breast,'* colon,'® lung,'
melanoma,? ovarian,!” and prostate cancers.'® Determination
of the existence of CTCs in blood samples of patients during
early stages of tumorigenesis is a significant biomarker for
early cancer detection.!” However, because CTCs are very
rare, their capture and detection are extremely challenging.
Early-stage cancer patients have as few as one CTC in 1 mL
blood, including approximately 5 billion red blood cells and
10 million white blood cells.?**" A further challenge is the
heterogeneity of the circulating-cell population and their
biological and molecular changes during the epithelial—
mesenchymal transition (EMT).*? Therefore, efficient isola-
tion of CTCs also requires the ability to handle a very small
number of cells.

Since the discovery of CTCs in 1869 by the Australian
researcher Thomas Ashworth, a variety of important
advancements in this area have been made only during the
last two decades.?® A large number of'isolation and detection
techniques have been developed, and more than 100 compa-
nies are providing CTC-related products and services.?* As
also illustrated in Figure 1, querying the WHO International
Clinical Trials Registry Platform using the search criteria
“circulating tumor cells” AND “*nano*” reveals that about
200 clinical trials have been registered over the last 13 years.
The increase in the number of clinical trials mirrors the
rising number of CTC/nanorelated publications and thus the
growing scientific interest in this research area.

During the past several decades, a variety of advanced
nanoscale materials, including metal, metal oxide, semi-
conductor, and polymeric NMs, have been developed and
used in a wide range of areas, such as medicine, electronics,
catalysis, and energy conversion and storage.?’ NMs have
made excellent contributions to clinical medicine, since they
possess attractive properties related to their size, shape, and
surface characteristics.”® Due to nanoscale effects, these
exceptional structural and functional properties of NMs
are typically different from either bulk materials or discrete
molecules. In recent years, NMs have played an increas-
ingly important role in CTC enrichment and detection. NMs
offer a fundamental advantage for early CTC detection,
obvious diagnosis, and personalized treatment of malignant
tumors.?® Conjugation of NMs with targeting ligands could
significantly improve the specificity in CTC recognition.
NDMs can also be used as drug-delivery systems for CTC-
targeted drugs and cancer treatment.”’ Furthermore, the large
surface:volume ratio of NMs endows them with high cellular
binding affinity in the complex blood matrix. Manipulation
of NMs gives them the ability of multiplexed detection and

targeting, which are crucial to approach the heterogeneous
problem of CTCs.?

In this review, we elucidate the relationship between
CTCs and tumor metastasis. An overview of current CTC-
enrichment strategies is also provided. We discuss the
interactions of nanoparticles (NPs) with such biomolecules
as proteins in biological media, and what consequences this
may have on detection and isolation strategies. Literature on
in vitro NP-based CTC-enrichment systems that has drawn
extensive attention due to their clinical potential is also
elaborated in this review. We also lay emphasis on micro-
fluidic and lab-on-a-chip technologies for simultaneous CTC
enrichment and analysis. Some CTC-detection and -analysis
methods are briefly discussed as a guide for the development
of potential clinical diagnostic platforms. Last but not least,
we summarize research progress in the development of robust
nanosystems for CTC-targeted cancer therapy.

CTGCs and metastasis

As mentioned, cancer cells that detach from primary tumors
followed by intravasation into the circulating system are
often called circulating tumor stem cells, due to their
stem-like properties.?® During early steps of the metastatic
cascade, CTCs are involved in the process of EMT.?’ This
process is responsible for weakening cell-cell adhesion
by downregulation of various cell adhesion molecules
(eg, E-cadherin) or epithelial antigens (eg, epithelial cell
adhesion molecule [EpCAMY]). Due to specific signaling
molecules (Wnt/B-catenin, FGF, or TGFS//BMP), EMT
initiates the migration for transfer of epithelial-like cells into
mesenchymal-like cells.*® These characteristics of EMT lead
to the detachment of CTCs from primary tumors, infiltra-
tion of the blood circulation, and arrival at distant sites of
future metastasis (Figure 3).”*! At distant sites, metastatic
colonization is regulated by interactions of CTCs with the
local microenvironment. The new microenvironment leads
to adaptation processes of the CTCs via a large number of
developmental and self-renewal signaling pathways, such
as Hh, Wnt, and Notch, initiating proliferation and finally
seeding to form metastases.* To resettle in the target organ,
CTCs need to recover their epithelial characteristic, a pro-
cess known as mesenchymal-to-epithelial transition, the
reverse process of EMT.* The EMT process is necessary
for the initiation of a stem-cell phenotype that exhibits such
characteristics as self-renewal ability, high invasiveness,
and resistance to apoptosis and therapy.**** Some of these
characteristics developed during the metastasizing process
are used as biomarkers for detection and isolation of CTCs,
as discussed in the following section.
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Notes: Cells from primary tumors undergo epithelial-mesenchymal transition (EMT), leading to the loss of cellcell adhesion and promoting local invasion into the blood
vessels (intravasation). The CTCs produced are able to escape from blood vessels into distant organs of future metastasis (extravasation) after the reverse process (MET),

induced by interaction with the local microenvironment.

Abbreviations: CTCs, circulating tumor cells; MET, mesenchymal-to-epithelial transition.

Biological characteristics of CTCs
as biomarkers for detection and

isolation

Effective capture and accurate identification of CTCs require
a high level of sensitivity, as well as specificity, due to the
extreme rarity and heterogeneous phenotypes of CTCs in
the blood system. Some unique properties of CTCs can
be employed to distinguish CTCs from surrounding nor-
mal hematologic cells and also for their enrichment and
detection.?” Current CTC-enrichment methods are based
on either physical properties (size, density, deformability,
and electrical charge) or biological features (cell-surface
protein expression, invasive capacity, and viability).** Com-
monly used isolation methods based on physical properties
include density-gradient centrifugation, membrane filtration,
and microchip-based capture platforms. These methods are
less specific, although they are fast, simple, and label-free.
Therefore, “physical methods” are usually used in combina-
tion with the antibody-labeled biological method. Examples
of biological characteristic—dependent isolation methods

include immunomagnetic separation and substrate- and
microchip-based capture platforms.?

For most biological detection methods, specific cancer
biomarkers are indispensable. Cancer biomarkers are the
measurable molecular changes between normal and cancer-
ous tissue of patients. Each cancer type has specific molecu-
lar characteristics and pathological evolution. As such, the
identification of these biomarkers is important for further
applications in CTC capture and isolation.’”* For example,
CTCs are commonly described to express EpCAM, cytokera-
tins, and to be nucleated (identified by staining with a nuclear
dye, such as DAPI), but do not express the white blood—cell
surface marker CD45. The use of HER2, vimentin, ALDHI,
and CD44 is also common for CTC-specific detection.**
To sum up, it can be stated that a variety of epithelial-,
mesenchymal-, and stem-cell markers can be applied for
positive results in CTC-specific detection. Some examples
of these key biomarkers are listed in Table 1. In addition,
“negative markers” can be used for CTC detection in order
to determine and eliminate debatable cells. These markers
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Table | Summary of key biomarkers used for CTC detection

Epithelial markers Mesenchymal markers

Stem-cell markers Lymphocyte, platelet, and

apoptosis markers

EpCAM N-cadherin

ALDHI CDA45 (lymphocytes)

CK8, CK18, CK19 Cell-surface vimentin

CD44 CD6I (megakaryocytes, platelets)

(FGFR2lIllc, Mena, p120 catenin)

E-cadherin Twistl Gangliosides (GD2, GD3, GDla) M30 (apoptosis)
ZOlI Akt and PI3K ABC proteins

ESPRI Zebl

HER2 Alternative splicing proteins

Pls3

Abbreviation: CTC, circulating tumor cell.

include, eg, white blood—cell marker CD45, platelet marker
CD61, and apoptosis marker M30.3#

Detection and isolation methods

with nanomaterials

NMs can largely improve the efficiency and sensitivity of
CTC enrichment, isolation, and detection. The unique proper-
ties of NMs can be used to accelerate detection and overcome
some limitations in CTC detection.?’ For safe application of
NMs as a diagnostic device in cancer therapy, it is necessary
to have a detailed understanding of interactions of NPs with
cells, tissue, and organisms.*

Nanoparticle-based CTC-detection

and -isolation systems
Extensive information about the behavioral and physico-
chemical properties of NMs that are engineered in technically
stable environments, such as technical products, is needed
to understand their changes in complex physiological or
natural environments.! Due to a high surface:volume ratio,
NPs are quite likely to interact with (bio)molecules upon
contact with biological and abiotic environments. This
interaction leads to the formation of the so-called (bio)
molecular corona. This (bio)molecular corona is formed
spontaneously like an adsorption layer on the NP surface
in complex biological environments, including simple and
higher organisms. The interaction of NPs with organisms and
control of their physiological responses are mediated by the
adsorption layer, rather than the NP surface. Also, biomo-
lecular adsorption can be affected by different properties of
NPs, including shape, size, composition, surface charge, and
surface functionalization.**

Protein absorption to NP surfaces was postulated in
the pioneering work by Vroman, and thus is known as the
“Vroman effect”.*® This effect describes a dynamic change

in protein-corona composition by adsorption and desorp-
tion. Consequently, in a complex biofluid like blood, which
contains thousands of different proteins, abundant proteins
are expected to desorb from the NP surface and be replaced
by rare ones with higher affinity, leading to a relatively
constant level of adsorbed proteins.*’*** The term “protein
corona” was introduced to the NP community in 2007 by
Cedervall et al.* Subsequently, the loosely defined term
“hard protein corona” was described as a strongly bound
layer of biomolecules, representing an analytically approach-
able protein/biomolecule signature of NPs in a determined
environment.'**>* Some models further indicate the presence
of a “soft protein corona” around the “hard protein corona”,
consisting of loosely associated, rapidly exchanging, and
highly complex biomolecule layers without direct contact
with the NPs. 44495152 Nevertheless, since it is determined
that this “soft protein corona” (also called “soft corona
cloud”) desorbs during purification processes, its presence,
analytical dissection, and important effects at the nano—bio
interface are fully affirmed. These terms do not describe all
types of coronas. Furthermore, unspecific ligand—receptor
interactions have hardly been discussed in the context of
biology or medicine, and no differences between “soft” and
“hard” ligand-receptor interactions have been made. Current
literature reveals that the term “soft” versus “hard” corona
does not discriminate the corona types well enough to resolve
the scientific questions. This is the reason it is recommended
to term analytically approachable NP—protein complexes as
“protein coronas”.!

Magnetic nanoparticles and nanoclusters

One of the leading methods for CTC isolation is magnetic
separation using magnetic NPs (MNPs; Figure 4). These
MNPs bind to cells in vitro or in vivo and can be separated
in the presence of an external magnetic field. Magnetic
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Figure 4 lllustration of methods for CTC isolation by magnetic separation using magnetic nanoparticles (NPs).

Notes: (A) The CellSearch system enriches CTCs using iron NPs linked with anti-EpCAM antibodies (Abs). Labeled cells are magnetically separated, and can be evaluated by
immunofluorescence staining. (B) AdnaTest allows the immunomagnetic enrichment of CTCs via epithelial and tumor-specific antigens. After separation of potential CTCs
from PBMCs, labeled cells are lysed, in order to analyze CTC gene expression via multiplex PCR. (C) Process of MACS using superparamagnetic Fe NPs within a magnetized

steel-wool column.

Abbreviations: CTCs, circulating tumor cells; PBMCs, peripheral blood mononuclear cells; MACS, magnetically activated cell sorting; RT, real time.

NMs are related to dispersed MNPs or MNP clusters that
are assembled in an organic or inorganic matrix.?%?' The
most commonly used MNPs include iron, cobalt, chromium,
and their oxides exhibiting a magnetic moment after appli-
cation of an external magnetic field.** Iron oxide MNPs,
such as magnetite (Fe,O,) NPs, are chemically stable and
biocompatible.’* Depending on the particle shape and size,
the magnetic response of iron oxide MNPs can be ferromag-
netic or superparamagnetic. Whereas ferromagnetic NPs have
remnant magnetization after removal of the external magnetic
field, superparamagnetic NPs lack this characteristic, because
of thermal fluctuations.?’ Moreover, ferromagnetic NPs

cannot be used for cell isolation, due to their poor stability,
leading to aggregation in aqueous media. Consequently, only
superparamagnetic NPs (SMNPs) or clusters thereof are suit-
able for cell isolation. SMNPs usually need suitable surface
functionalization, because they also tend to get agglomer-
ated in aqueous media.?'%5 The surface of SMNPs is often
modified by coating or grafting with surfactants, polymers,
polyethylene glycol (PEG), polypeptides, or hydrophilic
inorganic materials (silica and gold).?!

Ding et al described an efficient magnetic capture and
sensitive fluorescent labeling of CTCs based on near-infrared
fluorescence Ag,S nanodot-based signal amplification
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combing with immunomagnetic spheres.’® In addition,
anti-EpCAM antibody labeling with magnetic nanospheres
allows high capture efficiency of rare CTCs in whole-
blood samples.*

Another method for CTC enrichment and isolation,
so-called micro—nuclear magnetic resonance, allows fast
and highly sensitive biomarker detection. Cells labeled
with immunospecific SMNPs are detected with the help
of magnetic resonance technology. The immunospecific
SMNPs used are generally a few nanometers smaller than the
beads, which are typically used for immunoseparation. The
signal detection is based on magnetic interactions such that
micro—nuclear magnetic resonance can be conducted with
minimal sample-purification steps. This results in a simple
assay procedure and reduced cell loss.’”*

The gold standard in CTC isolation is the US Food and
Drug Administration (FDA)-approved CellSearch system,
which enriches CTCs using 120-200 nm iron NPs (ferrofluid)
linked with anti-EpCAM antibodies™ (Figure 4A). It is a fact
that the magnetic force is proportional to the number of bound
NPs.®° For this reason, cells bound to NPs are isolated more
quickly than free NPs in a solution under the same external
permanent magnet field, and thus cells can be selectively
enriched. However, the CellSearch system is primarily
designed for enumeration of CTCs with an epithelial origin
expressing EpCAM and keratin. The workflow includes two
instruments performing separate steps. While AutoPrep is
executing CTC capture and immunostaining, the CellTracks
analyzer evaluates the immunofluorescence-stained cells
with semiautomated fluorescence microscopy. The specific-
ity of sensitively captured and selected cells can be further
increased by immunofluorescence staining with antikeratin
and anti-CD45 antibodies. CD45-positive immunostaining
determines captured cells as leukocytes.>!

On one hand, CellSearch represents a thorough, clinically
validated method for CTC isolation, but on the other hand
it has several limitations, due to its dependence on EpCAM
expression. As such, only a very small proportion of CTCs
in the blood sample of a patient can be detected in a limited
interval. The process of EMT and accompanying downregu-
lation of epithelial markers like EpCAM have already been
discussed.™

A comparable method for CTC isolation making use of mag-
netic enrichment is the AdnaTest (AdnaGen, Langenhagen,
Germany). By using a mixture of magnetic microbeads,
such as the superparamagnetic Dynabeads, AdnaTest allows
the immunomagnetic enrichment of CTCs via epithelial
and tumor-specific antigens (Figure 4B). Here, antibodies

against EpCAM and tumor-associated antigens are simulta-
neously conjugated to magnetic beads for labeling of CTCs
in peripheral blood. Afterward, labeled cells are lysed and
mRNA extracted from captured cells and transcribed into
cDNA. Subsequently, multiplex PCR is employed to analyze
CTC gene expression.®>%3 Compared to CellSearch, AdnaTest
exhibits improved enrichment efficiency, due to the usage of
two antibodies and the size of magnetic particles.

Another variation of the described magnetic isolation
method is magnetically activated cell sorting (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). This differs from
CellSearch and AdnaTest in using superparamagnetic Fe
NPs combined with a magnetized steel-wool column. By
removing the column from the external magnetic field, cells
can be eluted from the column (Figure 4C). The advantage
of this technique is the combined usage of magnetic beads
coupled with various antibodies and the possibility to label
cells with fluorescent antibodies. Thereby, it is possible to
achieve direct enrichment and evaluation of captured cells
without further detaching or staining procedures.®

All the aforementioned methods represent positive selec-
tion strategies for the specific isolation of CTCs from a bulk
of other cells. The major limitation of positive CTC selection
is that cells that do not express the targeted markers will not
be captured. The use of negative-depletion strategies with
magnetic beads is a possible solution to overcome this hurdle.
For negative depletion, a two-step procedure has been sug-
gested comprising lysis of red blood cells and removing white
blood cells by labeling with CD45-specific MNPs. Yang et al
demonstrated that this method reduced the number of blood
cells in a blood sample by two orders of magnitude.® In fact,
for blood samples spiked with cancer cells, a recovery rate
of about 83% was accomplished. In summary, it remains a
great challenge to capture CTCs efficiently, reduce the great
number of normal blood cells in a sample, and protect rare
CTCs from damage during lysis and different washing steps.?!

Gold nanoparticles

Another extensively used NP type for improving the effi-
ciency of CTC enrichment and capture is gold NPs (Au NPs)
with enhanced light-absorption and -scattering properties.
Binding between Au NPs and CTCs can be monitored
quantitatively via photoacoustic signals or surface plasmon
resonance (SPR) shifts.¢67 Researchers have synthesized
a variety of different Au NPs, including gold nanospheres,
nanorods, and nanoshells, that can be incorporated with
targeting moieties, imaging or therapeutic agents, and other
functionalities.**}
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Over the last two decades, the advances in synthetic
techniques of NP production have enabled the preparation of
Au NPs with a well-controlled size distribution from 2 nm
to >100 nm. Au NPs display an SPR peak in the visible range
of 510-550 nm, depending on particle size. An increase in
particle size of Au NPs leads to a red shift in the SPR peak, and
the width of the absorption band correlates closely with the
size distribution of NPs.®*%° The SPR band of gold nanorods
splits into two modes: one longitudinal at 520-550 nm and
the other transverse vertical to the long axis at 720-750 nm.>
Due to this unique SPR splitting, gold nanorods have been
widely employed for CTC detection using techniques like
photoacoustic imaging.”” The SPR peak of gold nanoshells
can be tuned in the range from visible to the near-infrared
region by changing the ratio of the core size to its shell thick-
ness. Generally, they have an SPR band of 850-900 nm.>*-%

Au NPs can be utilized for in vivo imaging and ex vivo
diagnostic sensors, due to their sensitivity, throughput,
and flexibility. One example of in vivo application is CTC
targeting by injection of Au NPs in the bloodstream. This
allows real-time in situ monitoring of CTCs without blood
sampling, sample preparation, or the following CTC-isolation
steps. Furthermore, this application enables the phagocytic
clearance of CTCs upon binding.?'** The efficiency of these
CTC-targeted Au NPs depends on their ability to overcome
the high shear stress of blood circulation, escape the immu-
noresponse, and avoid unfavorable accumulation in organs.
Due to the existence of target antigens/markers on normal
cells, aspecific binding of NPs, and a high signal:background
ratio, this method will produce some false-positive results.”
PEGylation of Au NPs is a commonly used strategy to over-
come some of these issues, resulting in extended circulation
time and decrease in aspecific binding.”>"

Photoacoustic imaging using Au NPs as contrast agent
is an applicable in vivo technique for the detection of CTCs.
This method utilizes acoustic waves generated by a laser, and
detects acoustic vibrations resulting from the NP absorption
of laser energy in blood vessels.”*’*"> At SPR wavelength, Au
NPs show a higher extinction coefficient compared to con-
ventional organic dyes. Furthermore, the absorbed energy of
Au NPs can be released rapidly by efficient heat conversion.
Afterward, the efficient photothermal conversion can also be
translated into highly efficient acoustic waves via the thermo-
elastic mechanism.” In view of all these properties, this tech-
nique is quite suitable for monitoring physiological reactions
of tumors, as well as enumeration and circulation of CTCs.

Zhang et al demonstrated research on spectra of blood
cells, several tumor cells, immortalized cells, and clinical

sample cells using silver film—substrate surface-enhanced
Raman scattering (SERS).” Raman spectroscopy is a com-
monly used unique vibrational spectroscopic technique that
is able to measure inelastic light-scattering processes to
provide fingerprint molecular identification information of
cancer patients’ blood cells and tissue. These cells display
great differences in characteristic nucleic acid peaks. Clinical
cancer-cell results display characteristic nucleic acid peaks
with greater enhancement in comparison to red or white blood
cells, which have almost none or only a slightly increased
SERS signal. This study demonstrated a method for detec-
tion of CTCs with label-free SERS spectra by identifying
blood cells and some kinds of tumor cells. These cells need
a defined amount of DNA to be differentiated from white
blood cells, which represents a disadvantage of this method.”

An ex vivo application of Au NPs for direct binding and
separation of CTCs from patient blood is modification of Au
NPs with CTC-specific ligands.”” This ex vivo CTC-detection
method exhibits two advantages: first, it protects patients
from the potential toxicity of labeled NMs for CTC capture,
and second, it enables cultivation and analysis of the isolated
cells. Au NPs can also be immobilized on a nanostructured
surface (eg, an Au NP-modified chip) to allow binding of
CTCs and label-free enumeration. Park et al described a
strategy to isolate and release cancer cells from whole blood
using a thiolated ligand-exchange reaction with Au NPs on
a herringbone chip (NP-HBCTC chip). In comparison to
antibodies coupled on flat silicon oxide surfaces, antibody-
coated NPs that were chemically and directly assembled onto
the HBCTC chip have several advantages: improvement of
specific interaction of cancer cells with antibodies by increas-
ing the available surface area, possibility for disruption of
the metal—thiol interaction, resulting in the release of cancer
cells from the surface, released cancer cells can be used for
ex vivo cell culture and further molecular analysis, and the
chemically self-assembled monolayers allow optimization of
this method for application in complex surface topography
without additional changes in the process.?!”®

Fluorescence detection with

quantum dots

Besides enrichment and capture of CTCs, there are
some methods specialized for the detection and analysis
of these rare cells by cytometry or nucleic acid—based
approaches. Cytometry allows an analysis of cells based on
protein expression. Examples of this type of method are
immunohistochemical staining, flow cytometry, and
spectroscopic detection. The advantage of cytometry methods
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is the possibility to analyze detected cells further if cell lysis
is not necessary for former procedures and to examine cell
morphology if cells are reported microscopically. Nucleic
acid-based methods assess tumor-specific genetic alterations
by analyzing whole cells or extracted RNA or DNA by PCR,
reverse-transcription PCR, and whole-genome amplifica-
tion. Due to interference caused by the expression of normal
cell markers, nucleic acid—based methods usually have low
specificity, but high sensitivity.2%"”

One of the leading techniques for CTC detection and
analysis is the fluorescence-detection method. Organic dyes
are usually used as imaging agents, although their use is lim-
ited by photobleaching (allows continuous dynamic imaging
over minutes to hours), spectral overlap, low signal intensity,
and the necessity of multiple light sources to excite different
fluorophores in multiplex detection.?*%

Quantum dots (QDs) are an example of NPs with inherent
fluorescence that have been widely used for CTC detection
with high quantum profit and tunable emission wavelengths.
QDs display longer fluorescence lifetimes compared with
organic fluorophores, which is important to enhance the sen-
sitivity of surface marker—dependent CTC capture.* Emission
wavelengths of QDs can be tuned for a range of imaging appli-
cations, particularly in multicolor labeling, for simultaneous
detection of multiple targets. QDs with different emission
wavelengths but the same excitation wavelengths are applied
for capture of heterogeneous CTCs.?! Additionally, QDs can
be used for CTC detection through monitoring of extracted
nucleic acids. Zhang et al developed a microfluidic bead—
based nucleic acid sensor that depended on multienzyme—NP
amplification and QD labeling. The simple concept of this
sensor quantified targeted DNA by measuring fluorescence-
signal intensity from QDs.*2 Moreover, the solubility of QDs
can be improved by surface functionalization with polymeric
ligands or a layer of hydrophilic inorganic materials. Both QD
functionalizations can be accomplished by ligand exchange or
additional coating.®® Surface-functionalized QDs have been
employed in various analysis methods, such as fluorescence
resonance energy transfer—based cellular labeling®* and CTC
detection.?! Due to their strong and stable fluorescence, QD-
based ex vivo CTC detection is highly relevant for clinical
applications. However, the use of QDs for in vivo CTC
detection provokes heavy-metal toxicity.”

Magnetic—optical bifunctional

nanoparticles
Magnetic—optical bifunctional NPs are composed of MNPs
and optical components, such as fluorescence dyes, QDs, or

X-ray contrast agents. Fluorescent—-magnetic bifunctional
NPs have been used especially for multimodal imaging.
It has been shown that fluorescent MNPs can be used
for isolation and detection of multiple types of tumors
simultaneously.>*35-%7

Song et al demonstrated the targeting of leukemia Jurkat
T cells and prostate LNCaP cells by labeling anti-CD3-
and anti-PSMA-conjugated MNPs with red- and yellow-
fluorescence dyes.’” The Jurkat and LNCaP cells were
detected and distinguished using a magnet and fluorescence
microscopy. This MNP-based system has the potential to be
used as an ex vivo CTC-capture platform for CTC enrichment
by exposure to magnetic force (eg, CellSearch). The combi-
nation of other materials with MNPs can lead to increased
capture efficiency and more obvious CTC identification and
differentiation using multimodal imaging.>

Kim et al developed a one-step detection method of
CTCs in ovarian cancer by using a combination of silica
(Si0,) MNPs with incorporated organic dyes (rhodamine B
isothiocyanate [RITC]) in the silica shell and conjugated
cell surface—associated MUCI on its surface. An MUCI-
positive human ovarian cancer cell line and a negative
human embryonic kidney cell line were used to study the
specific targeting efficiency of MUC1-SiO, MNPs (RITC).
Based on flow cytometry, this detection technology was
capable of detecting 100 cells of ovarian cancer origin in
50 puL whole blood.® Fluorescent SiO, NPs can also be
conjugated to an aptamer for CTC detection. One detection
method of leukemia cells using aptamer-modified fluorescent
SiO, NPs was presented by Tan et al.* Due to selection of
specific aptamers, this method could be adaptable to other
types of cancer. Additionally, aptamer—NP conjugation can
be advanced for drug-delivery applications.*

Graphene and graphene oxides

Graphene is an atomically thick, two-dimensional sheet of
sp*-hybridized carbon that is ordered in a honeycomb struc-
ture. Additionally, it is the basic building block for graphitic
materials of other dimensionalities, such as graphite and
carbon nanotubes (CNTs). Graphene has specific chemical
and physical properties, such as high surface area, good
mechanical strength, high intrinsic mobility, and great ther-
mal conductivity with optical transmittance and electrical
conductivity.’**?! Charge transfer between adsorbed
molecules and graphene induces their chemical response.
Due to the excellent electromagnetic detection of small
biomolecules, graphene and graphene oxide (GO) have
been applied for electrical CTC detection.”” GO can be
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functionalized through PEG-based chemistry, and GO size is
controllable by sonication time and filtration.”>** Moreover,
one of the most important properties of GO for biological
and medical research is improvement in imaging by taking
advantage of optical transparency.”

Wu et al presented GO as a starting point for the electrical
capture, detection, and fluorescence imaging of CTCs.*® After
treatment of a glassy carbon electrode with chitosan, GO was
deposited and reduced. Anti-EpCAM was conjugated to the
surface by a cross-linker glutaraldehyde for cell capture. The
combination of anti-EpCAM and a marker for hepatocellular
carcinoma, anti-GPC3, was conjugated to SiO, NPs modified
with ZnSe and incubated with the captured cells. Enumera-
tion of captured cells was performed by square-wave voltam-
metry measurements, as well as fluorescence imaging. For
proof of principle, cells were detected at concentrations as
low as five cells/mL using spiked hepatocellular carcinoma
cells. Further experiments with spiked cells in blood and
clinical samples were not performed.

Furthermore, a novel biosensor with GO NPs for detec-
tion of breast cancer biomarkers was developed by Myung
et al.”” As shown by transmission electron microscopy,
amine-terminated SiO, NPs were coated with negatively
charged GO. These GO-coated NPs were self-organized on
the surface of functionalized oxide substrate with a metal
electrode. Reduction of GO to graphene induced electrical
conductivity enabling the detection of HER2, a marker for
breast cancer, by measuring the relative conductance change.

Further research by Yoon et al led to the application of
GO chips for sensitive CTC capture.”?> GO nanosheets were
self-assembled on a gold-patterned silicon surface via a
positively charged intercalating agent and functionalized with
PEG.” Anti-EpCAM antibody was used to functionalize the
substrate by utilizing cross-linker and biotin—avidin linker
chemistry. Different cancer cell lines (MCF7, Hs578T, PC3)
were spiked into buffer or blood and flowed through the GO
chip. Subsequently, captured cells were cultivated on the
gold-patterned surface with GO sheets, which was highly
beneficial, due to the virtually two-dimensional capture sur-
face. Blood samples from patients with breast, pancreatic, and
early lung cancer were processed using these devices with
a capture result of two to 23 CTCs/mL. The cultivation of
captured CTCs opens the possibility for further applications
and analysis.*?

Tian et al developed an ultrasensitive electrochemical
detection method based on a composition of reduced GO-Au
NPs as a support material with copper(Il) oxide (CuO)
nanozymes.” CTCs of a breast cancer cell line (MCF7) were

detected by recognition between MUCI on the cancer-cell
membrane and MUCT1 aptamer on an electrochemical cyto-
sensor. CuO nanozymes functioned as a catalyst and were
used as a signal-amplifying nanoprobe. Due to the specific
composition of MUC1 and MUCI1 aptamer, the cytosensor
detected CTCs easily in a wide range of 50—7,000 cells/mL
with a very low detection limit.”

Dual enrichment and detection

As mentioned, the efficiency of CTC capture can be effec-
tively improved by using combinations of isolation materials
or conjugated multiple antibodies. The exact analysis of in
situ expression of different surface biomarkers may be lim-
ited by using multiple antibodies for CTC capture, because
a lot of biomarkers used for CTC capture are also important
for CTC characterization. For each cancer subtype, only a
limited number of surface proteins applicable as biomarkers
are known. Additionally, the extremely rare nature of CTCs
is another limitation factor.

Lee et al developed hybrid NPs to offer the possibility
to perform in situ expression analysis and positive selection
of biomarker-expressing cells by targeting the same marker
using a single compound.'® The hybrid NPs consisted
of three parts: antibodies that bound to specific proteins
on CTCs, QDs that emitted fluorescence signals, and
biotinylated DNA, which allowed capture of the CTC—hybrid
NP complex to a chip. The DNA linker was cleaved off by
restriction enzymes after cell capture to recover CTCs from
the chip.!00:101

In this study, the authors used three breast cancer cell
lines (MCF7, SKBR3, and MDA-MB-231) for the evalua-
tion of hybrid NPs. Each hybrid NP exhibited an exposed
biotin arm binding to streptavidin-coated pillars in the
“capture-and-recovery chip”. Thereby, capture efficiency
depended on the density of biotin in hybrid NP—bound cells.
To determine capture efficiency, breast cancer cells were
spiked into blood samples that were incubated with hybrid
NPs. Afterward, the cell suspension was flowed through the
capture-and-recovery chip, and captured cells were screened
based on cell morphology and immunofluorescence staining.
Captured cells were released from the chip by treatment with
restriction enzymes and transported to the recovery chamber
by microfluidic flow. To increase CTC-capture efficiency,
different antibodies — EpCAM, EGFR, and HER2 — were
used simultaneously. This allowed the isolation of CTCs
that had undergone EMT and thus lacked or only weakly
expressed EpCAM. With three different hybrid NPs, one for
each of three proteins, CTC-capture efficiency of about 88%
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was achieved. This result included about 90% of isolated
breast cancer cells (MDA-MB-231), which are EpCAM-
negative cells, that were captured. Additionally, the captured
cells were simultaneously identified by their in situ protein
expression, with an identification accuracy of about 92%.
To sum up, this method succeeded in simultaneous capture,
enumeration, and identification of CTCs based on in situ
protein expression.'®

Carbon nanotubes
CNTs have been used in advanced research applications
because of their remarkable electrical, mechanical, and physi-
cochemical properties. CNTs are graphitic hollow filaments of
alterable lengths that can reach several hundred micrometers.
Two types of CNT are known: single-walled (SWCNTs)
and multiwalled (MWCNTs). SWCNTs comprise a single
cylindrical sheet of graphene, and MWCNTSs comprise several
concentric, coaxial, rolled-up graphene sheets. The size of
CNTs differs, with a diameter typically ranging 0.4-3 nm for
SWCNTs and 2-200 nm for MWCNTSs.!” CNTs also include
carbon nanofibers, which defend a less perfect graphene-
sheet arrangement featuring layers of graphene nanocones.
These nanocones are also called “cups” and usually denote
stacked-cup CNTs, which consist of strong flexible fila-
ments of 70-200 nm in diameter and 10-100 pwm in length.'®
Chemical vapor deposition is the most used method for CNT
synthesis.!®>!% CNTs behave as a metal or semiconductor,
depending on their diameter and helicity. Possible variants
of the conductance of CNTs can be induced by mechanical
deformations or chemical binding, which can be detected
by electron-current signals. All properties of CNTs men-
tioned make them suitable chemical and biological sensors.?
Shao et al developed an application of CNTs for electric
detection of cancer cells in blood with an SWCNT field-effect
transistor array device.!® This device comprised 20 pairs
of electrodes with a single CNT between each pair. Addi-
tionally, the CNTs were functionalized with antibodies to
recognize breast cancer cells. The binding of cancer cells to
the CNTs resulted in a 60% decrease in conductivity. This
assay contains a sensing area that was able to detect potential
CTCs with low protein expression. Another advantage of this
system is that enrichment steps are no longer needed, with
the result that cancer cells can be directly tested. Neverthe-
less, this assay also has some challenges, like a very small
volume of analyzed patient blood (<10 pL), bearing the
risk of missing CTCs. There is also the possibility of CTC-
counting difficulties, because the signal is determined by a
single cell reaching the space between the electrodes.

Another example of using the electrical properties of
CNTs for detection of CTCs from whole-blood samples was
demonstrated in a recent study by Liu et al.'* The researchers
developed a sensitive CNT-based biosensor for direct detec-
tion of CTCs in whole blood using the good conductivity of
MWCNTs. This biosensing method is based on binding of
anti-EpCAM antibodies to cancer cells, resulting in increased
electron-transfer resistance. The detection of cells was lim-
ited to five cells per mL of blood, and an electrical response
was observed that was proportional to the concentration of
liver cancer cells.?*!1%

Microfabricated filters

Since the majority of blood cells are smaller than CTCs,
membrane-microfilter devices are a suitable tool for
separation of CTCs from whole-blood samples by cell-size
exclusion.!2#>197:18 Whereas CTCs can vary in size and shape,
typical dimensions of blood cells are 5-9 pum for erythrocytes,
10—15 um for granulocytes, 7-18 wum for lymphocytes, and
12-20 pum for monocytes.'® The size-exclusion approach
makes use of a parylene-based membrane-microfilter
device comprised two parylene-membrane layers and a
photolithography-defined gap to minimize stress. Cells iso-
lated with this microfilter device are viable and can be used
for further molecular analysis.'?"!1%

Zheng et al developed a parylene-based membrane-
microfilter device with integrated electrodes containing
11 um—diameter circular pores.'® The smallest distance
between the pair of electrodes for each pore was 8 um. For
the experiments, a defined number of LNCaP cells (metastatic
prostatic adenocarcinoma cells) were stained with hematoxy-
lin and spiked into blood samples. This cell suspension was
loaded into a syringe and dispensed to pass through the filter.
The flow through was collected by the bottom syringe. Immu-
nostaining was used to distinguish potential CTCs from other
cells on the filter. The recovery rate of the membrane filters
was evaluated by hemocytometry using the hematoxylin
staining of LNCaP cells. To sum up, the filter design resulted
in 89.0%%9.5% recovery from blood. The advantage of this
technology is the possibility of label-free isolation of CTCs
and sensitivity to cell-size in a blood sample. However, the
size and shape of CTCs is rather heterogeneous, leading to
the risk of losing CTCs that are smaller than the filter pores.*

Microfluidics and “lab-on-a-chip”’
technology

In comparison to conventional methods, microfluidic lab-on-
a-chip devices provide unique platforms to perform isolation
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Figure 5 Microfluidic chip design of CTC chip (A) and herringbone chip (B).

Chip platform

& ° 4
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Different blood CTCs (native MNPs CKand EpCAM Ab
cells and stained) CD45 Ab

Notes: Whole-blood sample is pushed through the surface of the chip, which is coated with a CTC-specific antibody, such as EpCAM. Chips differ in their architecture,
containing either Ab-coated microposts (A) or herringbone-etched microchannels (B). Captured cells are stained for CK, CD45, and DAPI. Identified CTCs can be enumerated.
Abbreviations: CTC, circulating tumor cell; Ab, antibody; MNPs, magnetic nanoparticles.

and analysis of CTCs with only one chip, avoiding the immi-
nent loss of these rare cells during the experimental steps of
sorting, enumeration, and analysis.'*® This technology has
become mainstream in CTC enrichment and detection, due
to its cost-effectiveness, miniaturization, and improvement in
efficiency, since it can be integrated into other techniques.'*'?’
The development of the majority of current microchip plat-
forms is based on magnetic force, affinity, size, or other
physical properties.'”® Two types of microfluidic devices
are used for CTC detection: the immunomagnetic-based
method for CTC detection (eg, CTC chip), and antibody
labeling combined with physical isolation (Figure 5), which
can consist of different materials like silicon, glass, or
thermopolymer.

An example of microfluidic applications for CTC detec-
tion was presented by Ortega et al and based on a microfluidic
immunosensor with synthesized silver NPs covered by
chitosan.'” Integrated silver NPs—chitosan in the microfluidic
immunosensor were functionalized with anti-EpCAM anti-
bodies to capture EpCAM biomarkers in peripheral blood
samples. Subsequently, bound EpCAM biomarker was rec-
ognized by HRP enzyme—labeled secondary antibodies that
reacted with its enzymatic substrate. This enzymatic process

generated a product through oxidation on the electrode
surface, which resulted in a current magnitude proportional
to the level of EpCAM. This microfluidic immunosensor
method presents a low-cost and simple application for
detection and reliable prognosis of epithelial-origin tumors
in biological samples.'*

Immunomagnetic-based CTC chips

The opportunity to perform immunomagnetic separation on
a microfluidic device that combines the advantages of two
techniques, immunomagnetic separation and the microfluidic
device, resulted in a new developmental stage in immuno-
magnetic separation. The capture efficiency depends on the
magnetic strength and drag force under the flow condition.
Cells bound to large numbers of NPs can be captured more
efficiently by using both forces.?® Typically, the cell isolation
in microfluidic channels is performed in the presence of a
permanent magnet located under the bottom of the chip.®"'*
It has been shown that >85% of cancer cells spiked in blood
can be recovered by EpCAM antibody—functionalized Fe,O,
NPs at a speed of 10 mL/h using NdFeB block magnets.?13
Separation efficiency can be improved by inverting the
microchannel so that the magnet is placed on top of the
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channel, which results in gravity direction opposite to the
magnetic field.'*!

Miniaturized microfluidic technology, called micro-Hall
detection, allows fast screening of CTCs in a blood sample.
Using this system, MNP-immunolabeled cells can be detected
via monitoring the magnetic moments of cells in flow on a
single microfluidic chip. Micro-Hall detection can selectively
and sensitively detect a wide range of cellular biomarkers and
can be employed for screening of multiple biomarkers on
individual cells. A panel of MNPs with different magnetization
properties can be utilized to label different cellular markers. By
using the particles’ classifiable magnetization properties, the
quantity of each MNP type representing the expression level
of a distinct target biomarker in a single cell can be obtained.'*

Silicon-based CTC chips

Nagrath et al described a microfluidic device called a CTC
chip, which is able to isolate CTCs efficiently and repro-
ducibly from the blood of patients with common epithelial
tumors."*? This microfluidic system is composed of a CTC
chip etched in silicon, a manifold to enclose the chip, and
a pump producing the flow through the capture module
(Figure 5A). The CTC chip contains an array of microposts
that are chemically functionalized with EpCAM antibodies.
There are two essential parameters that influence cell-capture
efficiency: flow speed and shear force. Flow speed is impor-
tant, due to its influence on the duration of cell-micropost
contact, whereas shear force has to be minimized to guarantee
a high cell-micropost attachment. The chip is very small
(about 25x66 mm) and contains repeated patterns of equilat-
eral triangular arrays to maximize the interactive surface for
cell-micropost contact. In total, this array integrates about
78,000 microposts within a surface area of 970 mm?.!3

Glass/PDMS-based CTC chips

After the development of the CTC chip, Stott et al reported
a modified herringbone CTC-capture chip'* (Figure 5B).
This technique increases the interaction of flowing cells and
anti-EpCAM-functionalized polydimethylsiloxane (PDMS)
microchannels through passive mixing. PDMS, also called
dimethicone, is a polymer that can be used for microfluidic
chips. To disrupt streamlines and increase capture efficiency,
microvortices were created and integrated with the herring-
bone-chip through chevron patterns on a PDMS ceiling. Due
to the antibody—antigen interaction, cells tether to the chip
and can be stained afterward. The transparency of these glass
chips also allows clear imaging using different types of light
microscopy—based techniques.”!

Shi et al engineered nanotopograhy of various dimensions
and geometry on an elastomeric PDMS substrate to capture
CTCs. It was suggested that cell adhesion using nanoto-
pography could be a valuable application to isolate CTC
antibody- and size-based independence. Cancer cell lines of
different types, metastatic status, and surface-marker expres-
sion were used to analyze the capture performance, with
efficiency up to 52%. As mentioned by Shi et al, the influence
of nanotopography was less significant. However, this study
contains useful information on nanotopography optimization
for further improvement of CTC-capture efficiency.'**

Thermopolymer-based CTC chips
As an alternative to silicone, polymethylmethacrylate
(PMMA) is also used as a substrate for microfluidic CTC
capture and analysis, with the advantages of low cost and
magnificent optical transparency. PMMA is suitable for
fabrication techniques, such as injection molding and hot
embossing. On the surface of PMMA, carboxylic acid
groups can be generated by ultraviolet exposure to explore
the concentration of proteins, electroless deposition, and
cancer-cell capture.'® The roughness of the surface area
can be increased by high-intensity light, due to the enhanced
surface area for functionalization. Furthermore, at low tem-
peratures, the thermal bonding passes through to preserve
these microfeatures.'*® Consequently, a high-throughput
microsampling unit functionalized with anti-EpCAM anti-
bodies was developed for capture and enumeration of CTCs
with an included conductivity sensor.”!

In vivo enrichment and detection

with nanomaterials
Due to the limitation of blood-sample volume that can be
obtained from patients and also handled by detection systems,
ex vivo CTC-isolation techniques show relatively low sen-
sitivity. To overcome these limitations, Saucedo-Zena et al
developed a medical device for screening large blood volume
in vivo. This device allows the capture of CTCs directly from
the circulating bloodstream of patients. During incubation in
the vein, the device is exposed to nearly 1 L of blood, leading
to an enormous increase in capture efficiency. Based on the
Seldinger technique,'*’ this device is composed of a structured
and functionalized structured medical wire (FSMW). The
usage of FSMW for capturing rare cells is similar to ex vivo
CTC-detection technologies, and requires CTC-specific
antibodies like epithelial cell markers and/or cytokeratin.'*%!%
The FSMW is composed of a stainless-steel medical wire
of 0.5 mm diameter and 160 mm length. The tip of the wire
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is functionalized and covered with a 2 um-—thick gold layer,
which is fixed on the device by galvanization and covered by a
1-5 pm linear synthetic polycarboxylate layer. The hydrogel is
covalently coupled with antibodies against the EpCAM protein,
and can be stored in distilled water at 4°C until use.!*14!
Before use of the device, a 20 G peripheral venous
catheter has to be placed into the cubital vein of a patient to
enable the insertion of the FSMW through the catheter. After
incubation for 30 minutes, the FSMW is removed from the
vein, and bound cells can be recovered via washing. Captured
CTCs are characterized by immunocytochemical staining for
cytokeratin or EpCAM. The results include the identifica-
tion via staining and enumeration of the captured cells.'*%!4

CTC-targeted nanomedicine

There is still no FDA-approved antimetastatic agent that can
directly target tumor metastasis.?! Given the pivotal role of
CTCs in tumor metastasis, therapeutic targeting and specific
depletion or destruction of CTCs from blood vessels may be
an intriguing strategy for prevention of tumor metastasis. With
the rapid development of nanoscale-material science and the
wide application of nanobiotechnology in the biomedical field,
researchers have designed and developed a variety of nano-
systems for targeted delivery of therapeutic agents to CTCs to
destroy them efficiently and thereby inhibit tumor metastasis.

DNA-based nanodevices
Nanosystems fabricated by DNA have been extensively
employed for various biomedical applications, due to their
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excellent biocompatibility, accurate interactions among base
pairs, programmability, and automated synthesis.!**!* Wang
et al developed a novel structure-switching aptamer for
CTC-triggered photosensitizer (PS) release and specific CTC
inhibition." This nanosystem is composed of a PDMS—glass
supporter and a PS-labeled hairpin switch aptamer (HAS)
immobilized on the supporter. The presence of CTCs can
induce the formation of a HAS structure, due to the specific
interaction between the aptamer and CTCs leading to the
detachment of the PS-labeled aptamer from the supporter. The
PS-labeled aptamer is activated by light and produces singlet
oxygen ('0,) when flowing through blood vessels, resulting in
the specific killing of CTCs. Subsequently, the authors estab-
lished a “sense-and-treat” DNA nanostructure immobilized on
a supporter, which consisted of a HAS and a DNA tetrahedron
(Figure 6).'*> Doxorubicin (Dox) and a PS were coencapsulated
into the DN A-tetrahedron structure, due to the latter’s ability to
enhance cellular internalization of anticancer agents and increase
drug-loading content. The nanodevice can sense the existence
of CTCs and interact with them, leading to the release of Dox
and PS by the DNA tetrahedron. PS is activated after irradiation
by an integrated household LED and generate toxic 'O,, result-
ing in synergetic destruction of CTCs with Dox. This localized
drug-delivery nanosystem combines chemotherapy and photo-
dynamic therapy, and enables the specific destruction of CTCs
without affecting normal cells. We have reason to believe that
more DNA-based nanoscale drug-delivery systems based on the
sense-and-treat strategy with higher CTC-destruction capability
will be designed and developed in the future.

-
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Figure 6 Synergetic detection and destruction of CTCs by a “sense-and-treat” DNA nanosystem.
Notes: Reproduced with permission from Chen N, Qin S, Yang X, Wang Q, Huang ], Wang K. “Sense-and-treat” DNA nanodevice for synergetic destruction of circulating
tumor cells. ACS Appl Mater Interfaces. 2016;8(40):26552—-26558. Copyright © 2016 American Chemical Society.'#

Abbreviations: CTCs, circulating tumor cells; Dox, doxorubicin.
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Dendrimers

Dendrimers are particularly suitable for antitumor-agent
delivery, due to their high solubility, uniform size and com-
position, and ease of functionalization because of a high
number of surface functional groups.'® Xie et al reported a
novel polyamidoamine dendrimer—based nanoplatform for
capturing CTCs in blood vessels and disturbing their adhe-
sion to the vascular endothelial layer to form new micro-
metastatic foci.'** The surface-functionalized nanoscale
dendrimers were coated with two antibodies (anti-EpCAM
and -sLeX) to target surface biomarkers of human colorec-
tal CTCs. Whereas it has been reported, that targeting of
EpCAM can directly disturb the adhesion process of CTCs,
the sLeX (sialyl Lewis X) antibody can indirectly interrupt
the adhesion between CTCs and endothelial cells via sLeX—

E-selectin (ES) interaction.'*

In comparison to their single
antibody—coated counterparts, dual-antibody conjugates
displayed remarkably enhanced efficiency and specificity
in recognizing and capturing CTCs from a large population
of leukocytes or red blood cells in vitro, as well as from the
blood of patients and mice in vivo. Flow cytometry analysis
demonstrated that the inhibitory effect of the dual-antibody
conjugates on CTCs was attributed to dose-dependent
S-phase arrest. Recently, this group developed dual aptamer
rings conjugated on dendrimers and thus were able to simul-
taneously target EpCAM and Her2 biomarkers on CTCs
in the presence of millions of normal cells with excellent
stability and accuracy.'® This study provides new ideas for
the design of more powerful and intelligent nanomedicines
allowing the prevention of tumor metastasis via suppress-
ing CTCs and blocking their adhesion to blood vessels.
Zheng et al presented a type of barcode particle consisted of
spherical colloidal crystal clusters that are surrounded with
dendrimer-amplified aptamer probes.'s' A specific aptamer
functionalization allows the particles to interact with specific
CTC types, and the dendrimers used are able to amplify the
effect of the aptamers. Particles with these capabilities are
able to capture, detect, and release multiple types of CTCs
from clinical samples.'>!

Mesoporous silica nanoparticles

During the past few years, mesoporous silica NPs (MSNs)
with pore size of 2—50 nm have drawn considerable atten-
tion, especially for drug-delivery applications, due to their
attractive properties, such as large surface area, mesoporous
structure, controllable pore size, ease of surface functional-
ization, and good biocompatibility.'> Jia et al constructed an
MSN-based nanoplatform incorporated with the abortifacient

mifepristone (MIF) and functionalized with EpCAM anti-
body.!>* This combination can specifically recognize colorec-
tal cancer cells in vitro through EpCAM targeting, and its
high biostability enables effective MIF delivery, leading to
lung-metastasis inhibition in mice. Jia et al also developed
novel MSN-based nanomissiles that were synthesized by
encapsulating Dox into MSN pores and covalently link-
ing EpCAM and CD44 aptamers on the surface.’* These
nanomissiles can selectively and efficiently deliver Dox into
CTCs and deactivate them, thereby preventing metastasis
formation in vivo through the synergistic effects of Dox,
EpCAM-antibody DNA aptamer, and CD44-antibody DNA
aptamer by repressing cell proliferation and inhibiting cell
migration. These studies expand the application of MSNs as
nanoscale delivery systems from tumor-growth retardation
to tumor-metastasis suppression.

Liposomes

Over the last five decades of research, liposomes have shown
their solid benefits as most common and well-investigated
nanocarrier for clinical applications in medical industry.
Liposomes are responsible for delivery of several small-
molecule drugs.'> Liposomes are biomimetic NPs that are
formed from a self-assembling concentric lipid bilayer and
envelop an aqueous core domain.'*® Due to their amphiphilic
nature, phospholipids arrange in polar shells in aqueous solu-
tions. This is a thermodynamically favorable organization,
further elevated by hydrogen bonding, van der Waals forces,
and electrostatic interactions.'>>~'*® Due to the aqueous core
and lipid bilayer, liposomes are able to encapsulate hydro-
philic and lipophilic molecules. There are many advantages
of using liposomes in a wide range of medical applications,
including their biocompatibility, atoxicity, and biodegrad-
ability. Because of the improved drug pharmacodynamics
and pharmacokinetics, as well as the controllable release
behavior of the loaded drugs, liposomes are used prefer-
ably in drug delivery. Rapid clearance of liposomes out
of the blood by macrophages from the reticuloendothelial
system can be prevented by coating the liposome surface
with PEG."%!'* Subsequently, it is possible to conjugate the
liposome surface with targeting molecules mediating active
accumulation of liposomes in cancerous tissue. Liposomes
can be loaded with NPs functioning as imaging agents, such
as MNPs, QDs, and Au NPs. These NPs can be incorporated
into the liposomal structure inside the aqueous core or within
the lipid-bilayer membrane. Moreover, liposomes can also
be functionalized by NPs conjugated on their theranostic
surface. For example, liposomes containing iron oxide
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NPs are usually used as theranostic agents for magnetic
resonance—imaging applications. Liposomes with entrapped
magnetic iron oxide NPs exhibit advantageous characteris-
tics, such as reduced phagocytic elimination (opsonization)
and aggregation. In addition, encapsulation of iron oxide
NPs in liposomes improves their dispersibility and increases
blood-circulation time. Again, these liposomes can be further
functionalized with targeting ligands for specific delivery to
disease sites.?!"1%

Mitchell et al synthesized a CTC-targeted Dox-delivery
system by modifying liposomal Dox (L-Dox) with ES and
PEG.!%1%! ES can recognize and bind with the sialylated
carbohydrate ligands overexpressed on the surface of CTCs.
ES-PEG L-Dox can specifically target, capture, and kill
CTCs in both static and dynamic environments, without
affecting red blood cells or leukocytes. By immobilizing ES-
PEG L-Dox onto halloysite NT (HNT)-coated microtubes,
obviously improved CTC-capturing and -killing ability was
observed. It is noteworthy that HNT-liposome surfaces
can enhance chemotherapeutic delivery to CTCs and thus
greatly reduce the possibility of tumor metastasis. Moreover,
this unique surface can significantly reduce undesired side
effects to normal cells and the dosage needed for CTC-
targeted chemotherapy. This work opens up new avenues
for development of other powerful strategies for effective
delivery of chemotherapeutics to CTCs.

Polymeric micelles

Polymer-based NPs represent polymeric colloidal particles
in a size range of several nanometers allowing encapsulation,
adsorption, or conjugation of therapeutic agents within their
polymeric matrix or their surface.'®*!%* Due to their properties
of biodegradability and biocompatibility, as well as the pos-
sibility of controlling their chemical and physical properties
by molecular synthesis, polymeric materials are an impor-
tant cancer drug—delivery system. Polymers can be linear,
globular, or branched, and may differ in size.'®* ' Linear
amphiphilic block copolymers form core—shell particles, the
so-called micelles. These micelles are composed of a hydro-
phobic core to minimize aqueous exposure and a hydrophilic
shell to stabilize the core, built up in an aqueous ambience.'?’
These properties not only allow loading of hydrophobic
small-molecule drugs in the core but also provide steric pro-
tection of the shell. Additionally, hydrophilic drugs, includ-
ing macromolecules like nucleic acids, can be incorporated
into polymeric NPs by electrostatic attraction or chemical
conjugation. Langer and Folkman demonstrated for the first
time the feasibility of controlled release of macromolecules

via polymers, clearing the way for the development of anti-
angiogenic drug-delivery systems and pioneering novel areas
for the delivery of macromolecules.!6%1%

During the development of different drug-loaded devices,
a number of materials have been used like polyamides,
poly(amino acids), polyesters, and polyacrylamides with
thermoplastic aliphatic polyesters such as poly(glycolic acid),
polylactic acid (PLA), and copolymer poly(lactic co-glycolic
acid).!”*'7 The latter is one of the most successfully used
biodegradable polymers for biomedical applications, because
its hydrolysis leads to metabolite monomers, lactic acid, and
glycolic acid.'® ' PLA- and chitosan-based polymers have
also been used for the development of polymeric micelles.
Furthermore, PLA shows low toxicity with an additional
slightly negative surface charge,'” and chitosan, a polysac-
charide, is widely used as a carrier of hydrophilic drugs.
Aspecific side effects of the antitumor agent Dox can be
reduced by Dox encapsulation in chitosan NPs tested for the
treatment of solid tumors in vivo.'76!"7

Deng et al demonstrated the use of a Dox-loaded biode-
gradable polymeric micelles for killing of CTCs and finally
suppressing tumor metastasis.'”! In this study, the authors
synthesized monomethyl PEG—poly(e-caprolactone) diblock
copolymers for the preparation of Dox-loaded micelles via
pH-induced self-assembly. Whereas unloaded micelles
exhibited minimal cytotoxicity to 4T1 cells, even at very
high concentrations, the functionalization of micelles loaded
with Dox induced slightly higher cytotoxicity compared to
free Dox. Dox micelles were able to inhibit tumor growth,
suppress tumor metastasis by killing CTCs, and extend the
survival rate in transgenic zebrafish. The improved activity
against tumors and metastasis was also demonstrated in a
mouse model. Furthermore, Dox micelles induced apoptosis
and reduced the number of proliferation-positive cells in
tumors. !

Yao et al developed a neovasculature and CTC dual-
targeting nanoplatform (dTNP) by simultaneously conju-
gating K237 peptide and Ep23 aptamer to the surface of
paclitaxel (Ptx)-loaded biodegradable PEG-PLA polymeric
micelles.'” K237 peptide is a 12-mer peptide isolated by
phage display binding specifically and tightly to KDR/
Flk1 tyrosine kinase (one of the two receptors for VEGF
overexpressed on tumor neovasculature) and damages
vasculogenic mimicry channels. Ep23 is an RNA aptamer
with high affinity to EpCAM that is highly expressed on
most carcinomas, and it has been reported that it is more
sensitive than an antibody in clinical EpCAM detection.
The robust CTC-capture and -neutralization capability of
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dTNP was confirmed by cone—plate viscometry in vitro and
4T1-GFP cell-derived lung-metastasis mouse model via in
vivo flow cytometry. The in vivo antitumor efficacy of Ptx-
loaded dTNP was evaluated in orthotropic tumor—bearing
mice, and the results indicated that dTNP-Ptx displayed
optimal therapeutic efficacy. This tumor neovasculature
and CTC dual-targeting nanoscale drug-delivery system
provide a new modality for the treatment of metastatic
cancers.

Biomimetic nanoplatforms

In recent years, an emerging new engineering strategy is
the fabrication of nature-inspired biomimetic nanosystems
that combine synthetic NPs with natural biomaterials.!”
These nanohybrids incorporate biomimetic characteristics
(functionality and complexity) of natural materials into
synthetic materials with tailorability and flexibility.!®
Different from currently used stealth strategies (usually
PEG coating) of synthetic materials to escape immune
systems, biomimetic nanoplatforms with immunoevasive
properties can interact with biological systems without
generating immunoresponses.'®! Hu et al demonstrated
the development of a platelet membrane (PM)-coated
core—shell nanovehicle (PM-NV) for tumor targeting and
sequential delivery of TRAIL and Dox.'® The PM-NV is
composed of a nanogel-based inner core for Dox encap-
sulation and a platelet membrane—based outer shell for
TRAIL decoration. TRAIL-Dox-PM-NV dramatically
reduced metastatic nodules in MDA-MB-231 xenograft—
tumor mouse model. These results suggest efficient CTC
elimination via selective capture by P-selectin on PM and
subsequent activation of apoptosis by TRAIL and Dox.
In a similar example, synthetic silica particles were func-
tionalized with activated platelet membrane along with
surface conjugation of TRAIL, which made the best of
CTC adhesion to activated platelets and the tumoricidal
effect of immune cells to generate an enhanced therapeutic
effect.'® In a different case, poly(lactic-co-glycolic acid)
NPs coated with an inflammatory neutrophil-derived
membrane were loaded with carfilzomib and used for
treatment of cancer metastasis.'3* These carfilzomib-loaded
neutrophil-mimicking NPs hold great therapeutic potential
for preventing early metastasis, as well as inhibiting the
already-formed metastasis via specific elimination of CTCs
in the blood. He et al established an inflammatory mono-
cyte—based intelligent biomimetic drug-delivery system
with SMNPs by incorporating legumain-responsive NPs
into inflammatory monocytes.'® Interestingly, the authors

noted that inflammatory monocyte MNPs could be deliv-
ered efficiently to metastatic sites in the lung, leading to
obvious inhibition of lung metastases.

Conclusion

During the last 6 years, nanotechnological applications
received great attention for enrichment, capture, detection,
and elimination of CTCs. Applications of engineered NMs
in nanomedicine play an important role in early cancer
diagnosis and efficient treatment of cancer. The analysis
of captured CTCs from patients’ peripheral blood samples
provides important information about the biology of cancer
micrometastasis and shows acceptable application in the
clinical management of carcinoma patients. The value
of CTC analysis can be demonstrated by liquid biopsies
from blood samples of patients with an advanced cancer
disease.?

For over a decade, the FDA-approved CellSearch sys-
tem has been successfully used for CTC enumeration. Pre-
liminary results of CTC enumeration and analysis suggest
monitoring the drug efficiency and the antitumor activity of
an ongoing therapy. Today, numerous different CTC-capture
and -detection assays have been developed for screening
a range of distinct tumor types at different disease stages.
The isolation and detection of CTCs can be very challeng-
ing, due to their extremely rare presence within the blood.
Therefore, specificity and sensitivity remain the key issues
that upcoming technologies need to address. NMs seem to
meet these criteria and solve the challenges of insufficient
purity and low capture efficiency of CTCs, due to their
unique properties. The possibility of multiplexed targeting
can be implemented by NMs, because they can be modified
with different targeting ligands to capture, isolate, and detect
CTC subpopulations.

In this review, different NM-based enrichment, capture,
and detection methods have been discussed with respect to
their advantages and disadvantages for CTC detection and
therapeutic targeting (Table 2). The incorporation of NMs
with microfluidic devices combines the benefits of nanotech-
nology and microchip technology to optimize CTC-capture
methods for further analysis. CTCs represent a promising
therapeutic target for nanomedicine. Therefore, it is impor-
tant to detect and analyze patient blood samples and allow
patients to undergo targeted CTC therapy to eliminate CTCs
in peripheral blood. Conclusive anticancer-therapy efficacy
can be monitored steadily via CTC detection and used in
guiding anticancer treatment, implementing the idea of
nanomedicine: “Small is smarter”.
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Table 2 Overview of NP-based CTC detection methods

Nanomaterial Pros Cons References
MNPs/nanoclusters Biocompatibility, magnetic separation, high sensitivity Magnetic aggregation; dependence 42, 109-112
on binding capacity of MNPs (affinity-
based)
Fe-core MNPs High magnetic moments, superparamagnetic Rapid oxidation — protective shells 57
needed
Magnetic—optical Simultaneous detection and isolation of various tumor-cell | Affinity-based 53
bifunctional NPs types, killing by X-ray-based detection possible
Micro-NMR Rapid, highly sensitive biomarker detection, only minimal Variation in NMR frequency depending | 57
sample purification necessary on temperature
Quantum dots Quantitative detection with high sensitivity, various Toxicity affects viability (no further 21,53
fluorescence types enable capture of heterogeneous CTCs | investigations possible), intermittence
under continuous excitation
Gold NPs Microsurgical removal/laser-controlled detection and Nonbiodegradability, complicated 21,53, 113,114
direct ablation of CTCs, postcapture analysis preparation
Graphene/graphene High specificity, multiplex functionalization, label-free Aspecific cellular internalization, hybrid | 21, 53, 92,
oxides detection, high conductivity, no toxicity, easy sensors not reproducible yet 115-118
functionalization
Liposomes Biocompatibility, long blood-circulation time Low stability 21,119, 120
Polymeric Biocompatibility and biodegradability, ease of chemical Low stability 53,97, 121
nanomaterials modification, drug encapsulation/conjugation, improves
sensitivity/selectivity of surfaces for CTC detection
Hybrid NPs Recovery of viable cells, can proliferate in vitro Different hybrid NPs for different 100
types of CTCs necessary, all trials still
in vitro
SWCNTs/MWCNTSs | High stability, bioactivity, capable of cell capture, high One type of aptamer binds only one 122
sensitivity, even in whole blood specific target
Microfabricated Label-free, unbiased Sensitivity to size 12, 42
filters
Microfluidic-enabled | High efficiency, sensitivity, throughput, automatic, further | Relied on microscopy imaging for CTC | 12, 36, 42, 65, 123
immunoseparation molecular analysis identification after isolation
Herringbone chip Transparent device for better imaging 12, 36, 116
CTC chip High throughput, combination of immunomagnetic sorting 12, 36, 116, 124
with micropost-based enrichment
Micro—Hall detector | Rapid detection, high contrast against blood cells, Limited throughput (about 107 cells) 124, 125
detection of multiple biomarkers
Gilupi nanodetector | Large volume analyzed Affinity-based, complex procedure 12, 36

Note: Data from Zhang and King.?'

Abbreviations: MNPs, magnetic nanoparticles; CTC, circulating tumor cell; SWCNTs, single-walled carbon nanotubes; MWCNTSs, multiwalled CNTs; NMR, nuclear

magnetic resonance; NP, nanoparticle.
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Abstract: Nanomaterials have great potential for the prevention and treatment of cancer. Circulating
tumor cells (CTCs) are cancer cells of solid tumor origin entering the peripheral blood after detachment
from a primary tumor. The occurrence and circulation of CTCs are accepted as a prerequisite for
the formation of metastases, which is the major cause of cancer-associated deaths. Due to their
clinical significance CTCs are intensively discussed to be used as liquid biopsy for early diagnosis
and prognosis of cancer. However, there are substantial challenges for the clinical use of CTCs based
on their extreme rarity and heterogeneous biology. Therefore, methods for effective isolation and
detection of CTCs are urgently needed. With the rapid development of nanotechnology and its wide
applications in the biomedical field, researchers have designed various nano-sized systems with the
capability of CTCs detection, isolation, and CTCs-targeted cancer therapy. In the present review,
we summarize the underlying mechanisms of CTC-associated tumor metastasis, and give detailed
information about the unique properties of CTCs that can be harnessed for their effective analytical
detection and enrichment. Furthermore, we want to give an overview of representative nano-systems
for CTC isolation, and highlight recent achievements in microfluidics and lab-on-a-chip technologies.
We also emphasize the recent advances in nano-based CTCs-targeted cancer therapy. We conclude by
critically discussing recent CTC-based nano-systems with high therapeutic and diagnostic potential
as well as their biocompatibility as a practical example of applied nanotechnology.

Keywords: biocompatibility; circulating tumor cells; metastasis; microbubbles; nanomedicine;
nanotechnology

1. Introduction

The application of engineered nanomaterials (NMs) in technical products is steadily growing in
biotechnology and biomedicine [1]. Nanomedicine, i.e., the medical application of nanotechnology, is
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expected to play a vital role in early tumor detection and cancer treatment. The primary cause of cancer
morbidity and mortality is cancer metastasis. It is estimated that about 90% of cancer deaths are caused
by metastasis [2-5]. This process is determined as the dissemination of cancer cells from primary
tumors to surrounding tissues and to distant organs, which is also known as the invasion-metastasis
cascade. One necessary step in distant metastasis is the transport of tumor cells through the blood
system, but detailed molecular mechanisms underlying tumor metastasis still remain unclear [6,7].
Detached cancer cells of solid tumor origin from primary tumor which intravasate into the peripheral
blood system and circulate in the body are called circulating tumor cells (CTCs). Only a small number
of CTCs are able to evade immune attack and extravagate during the circulation at distant capillary
beds and seed the growth of a secondary tumor [8]. Consequently, CTCs play an important role as part
of a ‘liquid biopsy’ which can offer important information on prediction of cancer progression and
survival after specific treatment without surgery [9,10]. The analysis of CTCs includes characterization,
determination and enumeration of CTCs. Comparison studies of enumerating CTCs before and after
resection open up the possibility for monitoring therapeutic response. Moreover, the enumeration of
CTCs also represents an attractive biomarker for predicting the possibility of tumor recurrence [3].
Furthermore, the number of detected CTCs usually correlates with the progression of cancer disease
resulting in further information about tumor burden and recurrence [11-13]. Additionally, cultivation
of isolated patients-derived CTCs can be used for drug resistance analyses and also for the development
of personalized anti-cancer agents (Figure 1) [11,14].

Enrichment, Capture and Isolation Analysis of CTCs

Cell culture

Figure 1. Overview of CTCs analysis of patients-derived CTCs including drug resistance detection and
personalized therapy: Patients” blood sample is screened and potential CTCs are captured and isolated
by different isolation methods. Potential CTCs can be determined and used for further analysis to
develop personalized medicine.

During the early stages of tumorigenesis the determination of the existence of CTCs in blood
samples of patients is a significant biomarker for early cancer detection [15]. Moreover, CTCs have been
detected in many cancer types including breast [16], colon [17], lung [18], melanoma [2], ovarian [19]
and prostate cancers [20]. Nevertheless, because of CTCs rarity and their property to move as individual
cells or as multi-cellular clumps, their capture and detection are extremely challenging. For example,
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in 1 mL blood sample of an early stage cancer patient can be detected approximately five billion red
blood cells, ten million white blood cells and as few as one CTC [21,22]. Because of biological and
molecular changes of CTCs during the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT), the circulating cell
population is heterogenic and requires the ability to handle a very small number of cells for efficient
isolation methods [23].

Over the last few decades, nanoscale materials have been used in a wide range of areas such
as electronics, energy conversion, catalysis, storage and medicine. The variety of these advanced
nanoscale materials includes metal, metal oxide, semiconductor, polymeric NMs and microbubbles
(MBs) [21,24]. Excellent contributions to clinical medicine were made by NMs since they possess some
attractive properties related to their size, shape and surface characteristics [25]. Due to the nanoscale
effect, NMs have surpassing structural and functional properties that are typically different from
either bulk materials or discrete molecules. Although CTCs were already discovered in 1869 by the
Australian researcher Thomas Ashworth, only during the last two decades a large number of important
advancements have been made in the field of CTC isolation and detection techniques [26]. In recent
years, nanomedicine (i.e., here the use of NMs for CTC detection and isolation) has been playing an
increasingly important role in CTC detection and more than 100 companies are providing CTC related
products and services [27]. The specificity of CTC recognition could be significantly improved by
conjugation of NMs with targeting ligands. It has been shown that functionalized substrates and
captured CTCs exhibit improved ligand-antigen binding. Nanostructured substrates demonstrate
enhanced local topographic interactions that lead to enhanced cell capture affinity. NMs can also be
used as drug delivery systems for CTC-targeted drug delivery and cancer treatment [28]. Moreover,
NMs have a large surface-to-volume ratio that endows them with a high cellular binding affinity
in the complex blood matrix. Additionally, ligand coating of nanostructures can be prepared with
much higher density improving binding affinity in comparison to micro- and macrostructures. A
manipulation of NMs gives them the ability of multiplexed detection and targeting, which are crucial
to approach the heterogeneous problem of CTCs [21]. Furthermore, the use of microfluidic chips as
cost-effective, miniaturized and efficiency improved applications for the enrichment and detection
of CTCs obtain better performance with nanostructured substrates. When targeted MBs are used,
CTCs can readily be separated by simple flotation or gentle centrifugation, preserving cell viability for
culture and also providing theranostic capacities.

In this review, we will provide an overview of current CTC enrichment strategies and clarify the
relationship between CTCs and tumor metastasis. We will discuss the interactions of nanoparticles
(NPs) and MBs with biomolecules such as proteins in biological media, and what consequences this
may have on detection and isolation strategies. Some CTC detection and analysis methods will briefly
be discussed as a guide for the development of potential clinical diagnostic platforms. Literature
on in vitro NPs-based CTCs enrichment systems which have drawn extensive attention due to their
clinical potential will also be elaborated in this review. Besides our focus on the “nano”, we will
also elucidate the “micro” including complementary microfluidic and lab-on-a-chip technologies for
simultaneous CTCs enrichment and analysis. Last but not least, we will summarize the research
progress of the development of robust nanosystems and MBs for CTC-targeted cancer therapy.

2. The Metastatic Process

As previously mentioned, metastasis is a multi-step process including the spread of cancer cells
from primary tumor to distant organs by intravasation into the circulating system. These cells are
often called circulating tumor stem cells due to their stem-like properties [29]. CTCs are involved
in the process of EMT during early steps of the metastatic cascade [30]. This process is involved in
breaking up the cell-to-cell contact by downregulation of various cell adhesion molecules (for example
E-cadherin), or epithelial antigens (like epithelial cell adhesion molecule, EpCAM). Due to specific
signaling molecules (Wnt/B-catenin, FGF or TGFS1/BMP) EMT induces cell migration and development
of mesenchymal-like cells [31]. During EMT CTCs detach from primary tumor, loose their epithelial
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character by downregulation of EpCAM, infiltrate the blood circulation system and migrate into
distant site of future metastasis [7,32]. At distant sites, CTCs interact with the local microenvironment
which leads to its adaption via developmental and self-renewal signaling pathways, like Hh, Wnt
and Notch. These signaling pathways are responsible for the proliferation and finally for the forming
of metastases [33]. Subsequently, CTCs have to recover their epithelial characteristic to resettle in
the target organ. This process is called mesenchymal-to-epithelial transition (MET) and is a reverse
process of EMT [34]. The process of MET at distant sites is not fully understood and it is also not
known how many factors are responsible for MET activation. Banyard et al. demonstrated evidence
for spontaneous MET process in an in vivo model [35]. This researcher group selected and expanded
metastatic cancer cells that survived in the lymph node microenvironment of mice bearing human
prostate tumors. The progression of lymphatic cancer cells demonstrated the existence of epithelial
like cells as a result of MET. There are also evidences for MET activation after switching off EMT
transcription factors, such as Twist 1, and silencing the EMT inducer Prrx1 to prevent further EMT and
allow CTCs to migrate into distant sites of future metastasis [35-38].

The process of EMT is important for the initiation of a stem cell phenotype which displays
some characteristics. During the metastasizing process developed characteristics such as high
invasiveness, self-renewal ability and resistance to apoptosis and therapy, are used as biomarkers
for detection and isolation of CTCs [39,40]. Specific biomarkers are essential for most biological
detection methods. Cancer biomarkers are the measurable molecular changes between normal and
cancerous tissues of patients. Each cancer type has specific pathological evolution and molecular
characteristics. Consequently, for further applications in CTC capture and isolation the identification
of these biomarkers is crucial [41,42]. For example, CTCs are commonly described to express epithelial
markers like EpCAM and cytokeratins (CKs), and to be nucleated (identified by staining with a nuclear
dye such as DAP]I, 4/, 6-diamidino-2-phenylindole). Moreover, CTCs do not express cell surface marker
CD45 which is specific for white blood cells [43-46]. In summary, it can be declared that positive
results in CTC specific detection can be obtained by using a variety of epithelial-, mesenchymal-, and
stem cell markers. Additionally, in order to determine and eliminate debatable cells ‘negative markers’
could be used for CTC detection. These markers include for example platelet marker CD61, CD45 and
apoptosis marker M30 [43-46]. Some of these key biomarkers are illustrated in Figure 2.

Figure 2. Illustration of CTCs detection specific key biomarkers.
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3. Use of Nanomaterials in Tumor Detection and Isolation

A high level of sensitivity as well as specificity due to the extreme rarity and heterogeneous
phenotype of CTCs in the blood system are necessary for an effective capture and accurate identification
of CTCs [28]. Current CTC enrichment methods are based on either biological features (cell surface
protein expression, invasive capacity, and viability) or physical properties (size, density, deformability
and electrical charge) [47]. Commonly used isolation methods based on physical properties
include membrane filtration, flotation, density gradient centrifugation and microchip-based capture
platforms. These methods are fast, simple and label-free, but unfortunately less specific. Accordingly,
‘physical-methods’ are usually combined with the antibody-labeled biological method. Examples
for biological characteristics-dependent isolation methods include immunomagnetic separation,
buoyancy-based separation, substrate- and microchip-based capture platforms [21].

As mentioned, a high level of specificity and sensitivity is important for capture and identification
of CTCs. NMs could largely improve the sensitivity and efficiency of CTCs enrichment, isolation and
detection. Correspondingly, the unique properties of NMs can be used to accelerate detection and
overcome some limitations in CTC detection [28]. It is necessary to understand the interaction of NPs
with cells, tissues and organisms in detail to reach safe application of NMs as diagnostic devices in
cancer therapy [48].

To understand changes of NMs in complex physiological or natural environments an extensive
understanding about the behavioral and physico-chemical properties of NMs is urgently needed [1].
Due to a high surface-to-volume ratio, NPs interact with (bio)-molecules upon contact with
biological and abiotic environment and form the so-called (bio)-molecular corona. In complex
biological environments including simple and higher organisms this (bio)-molecular corona is formed
spontaneously like an adsorption layer on the NP. Additionally, this adsorption layer plays an
important role in the interaction of NPs with organisms and control of their physiological responses.
The biomolecular adsorption is mediated by different properties of NPs, including composition, shape,
size, surface charge and surface functionalization [49-52]. The protein absorption to NP surfaces is
known as the “Vroman effect’ and thus was postulated in the pioneering work by Vroman [53]. This
effect is described as dynamic change of protein corona composition by adsorption and desorption.
This means that in a blood sample containing thousands of different proteins, abundant proteins will
be desorbed from NP surface and replaced by rare ones with a higher affinity which leads to a constant
level of adsorbed proteins [52,54,55].

In 2007, for the first time the term “protein corona’ was introduced to the NP community by
Cedervall [54]. The term ‘hard protein corona’ was described as a strong bound layer of biomolecules,
representing an analytically approachable protein/biomolecule signature of NP in a determined
environment [1,49,55]. Some models additionally describe a ‘soft protein corona’” around the ‘hard
protein corona’” which is described as a rapidly exchanging and highly complex biomolecule layer
without direct contact to the NPs [1,49,54,56,57]. However, the presence of this ‘soft protein corona’
(also called ‘soft corona cloud’) and its importance at the nano-bio interface are not yet fully affirmed.
Moreover, in the context of biology and medicine unspecific ligand-receptor interactions have been
discussed and no differences between ‘soft’ and ‘hard’ ligand-receptor interactions were made.
Therefore, it is recommended to term the analytically approachable NP-protein complex as ‘protein
corona’, because the terming ‘soft’ versus ‘hard’ corona does not take into account all types of coronas
and does not assist in resolving pressing scientific questions [1].

3.1. Magnetic Nanoparticle-Based System

Magnetic separation using magnetic NPs (MNPs) is principally used for the isolation of CTCs.
Assembled in an organic or inorganic matrix, dispersed antibody-labelled MNPs or MNPs clusters are
bound to CTCs. Due to this composition, cells can be separated via an external magnetic field [21,22].
During the presence of an external magnetic field a magnetic moment is exhibited by the most
commonly used MNPs such as cobalt, chromium, iron and also their oxides [58]. The magnetic
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response of iron oxide MNPs can be ferromagnetic or superparamagnetic depending on the particle
shape and size. Moreover, this type MNPs presents chemically stable and biocompatible features [59].
In comparison to iron oxide MNPs, ferromagnetic NPs have a remnant magnetization after removal
of the external magnetic field. Moreover, ferromagnetic NPs demonstrate poor stability leading to
aggregation in aqueous media so that these particles are not used for cell isolation. Consequently,
superparamagnetic NPs (SMNPs) or clusters composed of SMNPs are suitable for cell isolation because
of thermal fluctuations [21,22,60]. Additionally, the surface of SMNPs is often modified by coating or
grafting with surfactants, polymers, (polyethylene glycol-PEG), polypeptides or hydrophilic inorganic
materials (silica and gold) [22].

The most commonly used magnetic system for CTCs isolation is the ‘Food and Drug Administration’
(FDA)-approved Cell Search system (Menarini Silicon Biosystems Inc, Huntington Valley, PA, USA)
which is considered to be the gold standard. This system enriches CTCs using iron NPs (ferrofluid
particles) linked with anti-EpCAM antibodies [61] (Figure 3A). The CellSearch system is primarily
designed for the enumeration of CTCs with an epithelial origin expressing EpCAM and keratin. Due
to the proportional correlation of the magnetic force and the number of bound NPs [62], cells can be
selectively enriched by making use of the fact that NPs bound cells are isolated faster than free NPs in a
solution under the same external permanent magnet field. This process is separated into two steps and
also two different instruments: Autoprep is responsible for CTC capture and immunostaining, and
CellTracks Analyzer evaluates the immunofluorescent-stained cells by a semi-automated fluorescence
microscope. Further immunofluorescence staining with anti-keratin and anti-CD45 can increase the
specificity of selected cells [58,63]. Although CellSearch represents a clinically validated method
for CTC isolation, this system has to overcome large limitations including the dependence on cells
expressing EpCAM and the fact that only a very small proportion of CTCs in the blood sample of
a patient can be detected in a limited interval of time. The process of EMT and the accompanied
downregulation of epithelial markers like EpCAM have already been discussed above [58].

Schiiling et al. demonstrated aptamers as a suitable alternative to antibodies for whole
cell detection with many advantages. High binding specificity is one of the key advantages of
aptamer used applications. Despite comparable affinities to antibodies, aptamers present a limited
affinity to negatively charged targets. Unfortunately, developed aptamer-based lateral flow assays
are not commercially available at the moment because of missing integration in new nano-sized
technologies [64].

The magnetic activated cell sorting (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Germany)
represents a variation of the magnetic isolation method. MACS uses superparamagnetic Fe NPs
combined with a magnetized steel wool column as a special feature in comparison to another
magnetic-based isolation system. Cells can be eluted from the column by removing the column from
the external magnetic field (Figure 3B). By using a combination of magnetic beads coupled with various
antibodies and also the possibility of labeling cells with fluorescent antibodies, this technique describes
a large advantage due to a direct enrichment and evaluation of captured cells without further detaching
or staining procedures [65].

Another method using more than one antibody for the magnetic enrichment of CTCs is
the AdnaTest (AdnaGen AG, Langenhagen, Germany). AdnaTest allows the immunomagnetic
enrichment of CTCs via epithelial and tumor-specific antigens (Figure 3C) by making use of different
magnetic microbeads, such as the superparamagnetic DynaBeads. This mixture of magnetic beads is
simultaneously conjugated to antibodies against EpCAM and tumor-associated antigens for labeling
of CTCs in peripheral blood. Next, labeled cells are lysed, mRNA is extracted from captured cells
and transcribed into cDNA. The analysis of the CTC gene expression can be made by a multiplex
polymerase chain reaction (PCR) [66,67]. In comparison to CellSearch, AdnaTest exhibits improved
enrichment efficiency due to the usage of two antibodies and the size of magnetic particles.
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Figure 3. Illustration of CTC isolation methods by magnetic separation using MNPs: (A) The CellSearch
system includes the enrichment of CTCs with ferrofluid particles linked with anti-EpCAM antibodies,
magnetic separation of labeled cells and evaluation by immunofluorescent staining. (B) The principle of
magnetic activated cell sorting (MACS) by using superparamagnetic Fe NPs within a magnetized steel

wool column. (C) The process of AdnaTest describes the immunomagnetic enrichment of CTCs via
epithelial and tumor-specific antigens. Potential CTCs are separated from peripheral blood mononuclear

cells (PBMCs) and lysed in order to analyze the CTC gene expression via multiplex PCR.

These three methods represent positive selection strategies for the specific isolation of CTCs out
of a bulk of other cells. One large limitation of positive CTC selection is the described necessity of the
expression of targeted markers on the surface of cells. A possible solution to overcome this hurdle
is the use of negative depletion strategies with magnetic beads. For negative depletion a two-step
procedure was suggested including lysis of red blood cells and removing white blood cells by labeling
with CD45-specific MNPs. In summary, it remains a great challenge to efficiently capture CTCs, reduce
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the great number of normal blood cells in a sample, and protect rare CTCs from damage during lysis
and different washing steps [22].

For implementation of standardized CTC detection methods in daily clinical routine it
is indispensable to compare different methods and determine the efficiency of the technology.
Andreopoulou et al. compared CellSearch system and AdnaTest to evaluate CTC detection in
peripheral blood samples of 55 metastatic breast cancer patients (2012). In this study the CellSearch
system demonstrated 26 of 55 patients as CTC positive in comparison to 29 of 55 patients detected as
CTC positive by using AdnaTest. Consequently, the detection efficiency of CTCs in metastatic breast
cancer patients of both compared techniques is comparable. However, more studies are urgently
needed to compare the CTC detection efficiency of described positive selection methods by using the
same biological samples.

3.2. Fluorescence-Based Detection by Using Quantum Dots

Fluorescence detection methods take also an important part in leading techniques for CTC
detection. For this reason, the use of organic dyes as imaging agents belongs to the standard, although
their use is limited by low signal intensity, spectral overlapping, the necessity of multiple light
sources to excite different fluorophores in mixed detection and photobleaching [21,68]. Examples for
cytometric methods are immunohistochemical staining, flow cytometry and spectroscopic detection.
The advantage of cytometric methods is the possibility to further analyze detected cells, if cell lysis
is not necessary for former procedures, and to examine the cell morphology, if cells are reported
microscopically. Nucleic acid-based methods assess tumor-specific genetic alterations by analyzing
whole cells or extracted RNA or DNA by PCR, RT-PCR, and whole-genome amplification. Due to
interference caused by the expression of normal cell markers, nucleic acid based methods usually have
a low specificity, but a high sensitivity [21,69].

Quantum dots (QDs) are an example of fluorescent NPs with size-dependent fluorescent emission
that can be applied in the field of CTC detection. In comparison to fluorescent proteins and traditional
dyes, QDs display a high quantum yield, tunable emission wavelengths and long fluorescence duration
which can enhance the sensitivity of surface-marker dependent CTC capture [59]. It is also possible to
capture heterogeneous CTCs by using simultaneous multicolor labeling of size-dependent QDs [59,70].
Due to their strong and stable fluorescence, QDs-based ex vivo CTC detection is highly relevant
for clinical applications. However, the use of QDs for in vivo CTC detection provoked heavy metal
toxicity [71].

3.3. Gold Nanoparticles

Gold nanoparticles (Au NPs) are another type of NP extensively used for improving the efficiency
of CTCs enrichment and capture due to enhanced light absorption and scattering properties. In
previous studies a variety of Au NPs have been synthesized exhibiting different shapes such like
nanospheres, -rods or -shells. Subsequently, it is possible to functionalize the surface of these NPs
with therapeutic agents, targeting moieties and imaging labels. The interaction of Au NPs and CTCs
can be monitored by analyzing the protein adsorption processes at the Au NPs surfaces. By using
surface plasmon resonance (SPR), the molecular adsorption is demonstrated by a measurable shift.
Furthermore, it is possible to measure the binding between Au NPs and CTCs by using photoacoustic
signals [22,58,72-74].

Based on unique characteristics, such as high sensitivity, flexibility and throughput, Au NPs are
broadly applicable in the field of imaging and diagnostics. One example for an in vivo application
is CTCs targeting by injection of Au NPs into the blood stream. This allows real-time, in situ
monitoring of CTCs without blood sampling, sample preparation and the following CTCs isolation
steps. Furthermore, this application enables the phagocytic clearance of CTCs upon binding [22,58].
Besides these advantages, the method also exhibits some disadvantages due to the particular conditions
in the blood system, like high shear stress or immune response. Similar to other CTC targeting methods,
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injecting Au NPs into the blood may produce false positive results [75]. PEGylation of Au NPs is a
commonly used strategy to overcome some of these issues resulting in an extended circulation time
and decrease of non-specific binding [76,77].

Modified Au NPs with CTC-specific ligands can be used for direct binding and separation of
CTCs from patient blood as an ex vivo approach [71]. This CTC detection method demonstrates two
advantages: first, it protects patients from the potential toxicity of labeled NM for CTC-capturing
and secondary, it enables cultivation and analysis of the isolated cells. Furthermore, it is possible to
bind and enumerate CTCs label-free by immobilization of Au NPs on a nanostructured surface. For
example, a thiolated ligand-exchange reaction with Au NPs on a herringbone chip (NP-"BCTC-Chip)
was used to isolate and release cancer cells from whole blood by Park et al. Antibody-coated NPs were
chemically and directly assembled onto the "BCTC-Chip. This application has several advantages in
comparison to antibodies coupled on flat silicon oxide surfaces: (1) increasing the available surface area
to improve specific interaction of cancer cells with antibodies; (2) release of cancer cells from the surface
by disrupting the metal-thiol interaction; (3) usage of released cancer cells for ex vivo cell culture
and further molecular analysis; and (4) the optimization of this method for application in complex
surface topographies without additional changes in the process by using chemically self-assembled
monolayers [22,78].

3.4. Graphene and Carbon Nanotubes

Graphene is arranged in a two-dimensional layer of sp? hybridized carbon atoms ordered in
a honeycomb network. Additionally, it is the basic structural block of other allotropes such as
graphite and carbon nanotubes (CNTs). Unique chemical and physical properties of graphene and
graphene oxide (GO) include strong mechanical strength, high surface area, high intrinsic mobility
and great thermal conductivity with optical transmittance and electrical conductivity [58,79,80]. The
chemical response results in a charge transfer between graphene and adsorbed molecules. GO can
be functionalized through PEG-based chemistry and GO size is controllable by sonication time and
filtration [81,82]. Moreover, graphene and GO have been used for electrical CTC detection due to the
excellent electromagnetic detection of small biomolecules [83] and found their application in biological
and medical research by using optical transparency for imaging [84]. The application of a GO chip
for sensitive CTC capture was achieved by self-assembled GO nanosheets on a gold-patterned silicon
surface via a positively charged intercalating agent and functionalization with PEG [85]. Yoon et al.
spiked cells of different cancer cell lines into buffer or blood samples and flowed through a GO chip.
Spiked cells were captured due to the usage of anti-EpCAM antibody for substrate functionalization
by cross-linker and biotin-avidin linker chemistry. Blood samples from patients with breast, pancreatic
and early lung cancer were cultivated on the gold-patterned surface with GO sheets with a capture
efficiency of 2-23 CTCs/mL [83].

Furthermore, Wu et al. established an electrochemical protocol for the measurement of two tumor
specific markers, such as anti-EpCAM and anti-GPC3, on a captured tumor cell surface by application
of a GO film-modified glass carbon electrode [86]. This method allows the marker-dependent capture
of tumor cells and enumeration of captured cells by square-wave voltammetry. It was also possible
to use detected cells for fluorescent imaging [80,86]. The cultivation of captured CTCs opens the
possibility for further applications and analysis [86].

The above-mentioned CNTs demonstrate remarkable electrical, mechanical and physico-chemical
properties and are composed of graphitic hollow filaments of alterable lengths reaching up to several
hundred micrometers. CNTs are known as two types: single-walled (SWCNTs) that comprise a
single cylindrical sheet of graphene and double-/multi-walled (MWCNTs) that are composed of
several concentric, coaxial, rolled up graphene sheets. The size of CNTs differs with a diameter
typically ranging from 0.4 to 3 nm for SWCNT and from 2 to 200 nm for MWCNT [87]. CNTs are
synthesized by chemical vapor deposition [87,88]. Due to electronic properties, the conductance of
CNTs can be detected by electron current signals and is depending on chemical binding and mechanical
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deformations. Carbon nanofibers (CNFs) are also included to the group of CNTs. CNFs defend a less
perfect graphene sheet arrangement featuring layers of graphene nanocones, the so called ‘cups” and
usually denote ‘stacked-cup carbon nanotubes’ [89].

First experiments on CTC detection in blood were published by Shao et al. [90] Binding of
breast cancer cells to functionalized SWCNTs lead to a measurable decrease of conductivity. This
assay contains a sensing area that is able to detect potential CTCs with low protein expression. This
application presents the advantage of using samples without enrichment steps for direct cancer cell
testing on the one hand, and on the other the challenge of a very small volume of analyzed patient blood
(<10 pL) bearing the risk of missing CTCs. There is also the possibility of CTC counting difficulties
because the signal is determined by a single cell reaching the space between the electrodes. Another
example demonstrates the application of MWCNTs on a sensitive CNT-based biosensor for detection
of CTCs from whole blood samples based on binding of anti-EpCAM antibodies to cancer cells and
resulting in an increased electron transfer resistance. The detection of cells was demonstrated as an
electrical response which was proportional to the concentration of cancer cells [59,91].

4. Nano Meets Micro—Micro-Mized Tools for Tumor Research

Beside the above described nano-sized systems for CTC detection and isolation, there are also
techniques extending to the micro scale. Since these methods are widely used in combination with NMs
in order to complement and advance nanomedical applications, we also discuss selected examples in
the following sections.

4.1. Microfibricated Filters

Membrane microfilter devices are a suitable tool for separation of CTCs from whole blood
samples by cell size exclusion [13,46,92,93]. Whereas CTCs can vary in their size and shape, the
typical smaller dimensions of blood cells are 5-9 um for erythrocytes, 10-15 pm for granulocytes, 7-18
pum for lymphocytes and 12-20 pum for monocytes [93]. The size exclusion approach is composed
of a parylene-based membrane microfilter device including two parylene membrane layers and a
photolithography-defined gap to minimize stress. This is the reason why isolated cells are viable
and can be used for further molecular analysis [92,93]. The possibility of label-free isolation of CTCs
is a large advantage of this technology. However the sensitivity to cell-size in a blood sample can
lead to the risk of losing CTCs which are smaller than the filter pores because of their size and shape
heterogeneity [46]. As an example, a parylene-based membrane microfilter device with integrated
electrodes containing 11 um diameter circular pores was used to isolate cancer cells. These cells were
pre-stained with hematoxylin and spiked into a blood sample. This cell suspension was loaded into
a syringe and dispensed to pass through the filter. The flow-through was collected by the bottom
syringe. After the isolation process, immunostaining was used to determine potential CTCs from other
cells on the filter. The recovery rate of the membrane filters was evaluated by hemocytometer using
the hematoxylin staining of spiked cancer cells and resulted in 89.0 + 9.5% recovery from blood [93].

4.2. Microbubbles in Diagnosis and CTC Detection

MBs are gas-filled, echogenic bubbles with a diameter typically comprised between 0.5 and 10 pm
commonly used as contrast agents (CAs) in medical imaging and as carriers for targeted drug delivery,
recently also gaining attention in the field of cancer diagnosis and treatment [94,95]. They consist of
a low solubility complex gas, such as a perfluorocarbon (PFC) gas, surrounded by an external shell
generally composed of phospholipids. A mixture of lipids in chloroform is homogenized by sonication
in the presence of gas. PFC is especially suitable due to its low solubility in water, which is necessary
for maintaining MB stability in the aqueous phase [96]. The bubble size is predominately determined
by the solubility degree and partial pressure of the gas [96,97].

The MBs most investigated have soft shells made of phospholipids, sometimes of denaturated
albumin, and contain a fluorocarbon (FC) as or among their inner gas phase component(s).
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Standard shell phospholipids include dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) and dipalmitoyl-
phosphatidylcholine (DPPC) [96,98]. The longer chain distearoylphosphatidylcholine (DSPC) forms
semi-crystalline liquid-condensed monolayers that confer additional shell rigidity and stability.
Pegylated lipids can provide stealthiness. The lipids and PEG chains can be fitted with a wide range
of ligands. Polymeric shells can provide some additional stability but their response to UIS waves is
usually dampened. The biologically inert inner FC gas, by considerably increasing lipid-coated bubble
stability, made the development of commercial CAs a reality. The FC stabilizes MBs by drastically
reducing the solubility of the inner gas in the continuous aqueous phase, by osmotically stabilizing the
gas phase, and by providing co-surfactant activity with the phospholipids [96,99].

Furthermore, MBs were developed as CAs for conventional ultrasound (UlS)-imaging diagnostics
and have been used for daily clinical practice for more than 20 years (Figure 4). Given their size and
rheology comparable to red blood cells, MBs freely circulate through vessels and capillaries, with
an average lifetime of 5 min. UIS triggers MBs resonance, resulting in detectable harmonic signals.
Molecular imaging can be performed with MBs containing targeting ligands on the bubble-shell.
During systemic circulation, targeted MBs progressively accumulate in the regions expressing the
targeted molecules, defining areas of bright signals on UIS pictures [100,101]. As a consequence,
the use of microbubbles for UlS-imaging can enhance their quality by precisely defining the region
of targeted MBs accumulation. For example, MBs can attach to the vascular endothelium via a
specific ligand-receptor bond, so that pathophysiological processes (like inflammation, angiogenesis,
thrombosis, and tumors) can be imaged [101]. Multiple MBs fitted with targeting devices have been
reported that are able to seek inflammation sites, myocardial ischemia, ischemia-reperfusion injury,
ischemic memory, atherosclerotic plaques, thrombi, and angiogenesis in malignant solid tumors for the
purpose of molecular imaging and focused therapy [102]. A perfluorobutane/lipid MB (BR55, Bracco,
Milano, Italy) fitted with a heterodimeric peptide that has affinity for the vascular endothelial growth
factor receptor type 2 (VEGFR2), a molecule expressed in neoangiogenesis, and hence, can help detect
angiogenesis, has recently (2016) been licensed by the FDA for molecular imaging and characterization
of liver masses and as intravesical contrast agent for voiding cystoureterography in children. This
agent and other targeted MBs are also being investigated for detection of prostate, ovary and breast
cancers [103-105].
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Figure 4. Ultrasound images of right transverse lymph node level III. Lymph node demonstrates
malignant characteristics: axes are larger than 1 cm (left image), round shape with necrotic areas
(right image).
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Effective detection and isolation of CTC cells require high specificity and sensitivity, and simple
and cost-effective technology. Targeted FC MBs are among the devices that are being investigated for
CTC detection. They are easy to produce and collect cost-effectively. They can readily be fitted with
multiple ligands, antibodies, and other markers that can recognize CTCs [102,103,106-109]. Due to
their low density and buoyancy in aqueous media, they can easily be separated from aqueous media
by flotation or gentle centrifugation. Once harvested, the isolated CTCs can be characterized, which
can help determine treatment. CTCs may also be cultivated for personalized/precise drug testing.
Besides their use for CTC isolation, MBs seem to enable CTC-targeted cancer drug delivery [102]
(see Section 5.4) and may serve as carriers for drugs, genes and various markers, to overcome
pathophysiological barriers, such as the blood brain barrier. Notably, MBs are furthermore already
used for the delivery of energy, thus enabling techniques such as tissue ablation, sonothrombolysis or
embolotherapy [102,110-112]. These approaches are technologically manageable, efficient and do not
require any complex equipment. Their stability is limited, however, particular in biological fluids. But
progress in formulation and preparation procedures has provided MBs sufficiently stable for efficient
patient examination and for analytical procedures. MBs are extremely sensitive to UIS waves and can
be imaged, monitored and manipulated by UIS [96,106]. Other imaging modalities, including *F-MRI
can often be applied [113,114].

The use of MBs for CTC detection is very promising in theory but remains limited so far. Indeed,
only one procedure using MBs to assist CTC separation from biological fluids has been reported [108,115].
This method is called flotation separation. The potential for targeted FC MBs to selectively bind
and separate by buoyancy certain populations of circulating blood cells, initially erythrocytes and
B-lymphoma cells, has been established [115]. This buoyancy-separation principle originally allowed
for the isolation of CD4+ T lymphocytes from peripheral blood, following mixture with glass MBs [116].
In oncology, the capture of tumor cells has been demonstrated in solutions, blood or large-volume buffy
coats [108,115]. Pancreatic tumor cells were captured within 15-30 min of incubation with functionalized
MBs. The MB binding efficiency to human lung and mouse breast carcinoma into BSA/PBS or blood
(around 90%) was comparable to that of commercial anti-EpCAM-coated magnetic beads (DynaBeads),
ranging between 60-90% [117]. The EpCAM-targeted MBs can bind efficiently (85%) and rapidly
(within 15 min) to various epithelial tumor cells suspended in cell medium [109]. In plasma-depleted
blood, such MBs isolated tumor cells at high (105-106 cells/mL) and low (10-20 cells/mL) concentrations
of tumor cells (mouse breast 4T1, human prostate PC-3 and pancreatic cancer BxPC-3 cells). However,
in whole blood, MBs presented decreased stability, possibly due to gas mixing and exchange. Further
development of the method led then to the design of blood-stable MBs for isolation of breast tumor
cells [102]. Parallel studies on the lipid shell functionalization with anti-human EpCAM or EGFR
antibodies demonstrated different preferential binding abilities to several breast tumor cell lines with
distinct marker expression profiles, and culminated in the production of multi-targeted anti-human
EpCAM/EGFR MBs recognizing all cell lines with over 95% efficiency [102]. Fast (30 min) and efficient
(70-90%) recovery of CTCs was achieved in human blood. In patients with metastatic breast cancer,
these MBs allowed for the isolation of CTCs, cell clusters and tumor-derived CK+/CD45- microparticles.
Also, albumin-based MBs have been used for buoyancy-activated cell sorting, which showed inherent
advantages (such as stability and simplicity of formulation) with respect to lipid-based ones [118].
In albumin-systems, the most common way for antibody conjugation is based on the non-covalent
incorporation into the albumin shell of avidin linkers as anchor sites for biotinylated antibodies.
Nevertheless, to strengthen the antibody conjugation, biotin can be first connected by a covalent amide
bond to albumin, followed by incubation with avidin and biotinylated antibodies. These biotin-MBs
targeted against CD44 receptors efficiently recognized luminal breast cancer cells in PBS, and were
able to separate them from the CD44- basal-like breast cancer subset with higher sorting purity than
other control MBs [118]. These results contribute to establishing that targeted MBs are an effective new
approach to liquid biopsy [119]. As compared to other methods (adherence, absorbance, particle size,
density gradient, dielectric properties, chemo-resistance), the antigen-antibody recognition provides
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precise sorting. The two major sorting tools, being fluorescence activated cell sorting (FACS) and MACS,
use expensive and large instruments, long processing time, and magnetic forces that may damage
some types of cells [120-122]. Similarly, microfluidic approaches exert substantial shear stresses thus
risking cell damage [123]. Instead, buoyant MBs isolate specific cells with molecular precision in a
simple and safe way, given that the shear stress originated from a rising bubble and the tension from
the buoyancy force are both far below the threshold for cell damage [124]. Moreover, whereas the
assays where nano- or micron-sized immunomagnetic beads capture the CTCs suffer from some other
limitations (such as non-specific carryover, relatively long processing time and contamination with
leukocytes) [125-127], the MB-assisted cell isolation emerges as a promising method for rapid and
accurate collection of exfoliated tumor cells in a variety of pathological samples (e.g., blood, bone
marrow, urine). Finally, besides being cost-efficient and scalable, the flotation separation technology
presents also wide horizons of optimization for biological use, considering the large versatility of MB
surface functionalization.

MBs can also deliver therapeutic agents, and hence, exhibit extended theranostic potential.
Remarkably, it was found that exposure to a supernatant FC gas can significantly enhance the
adsorption and retention of a large variety of molecules, including lipids, proteins, surfactants,
poloxamers, fluorinated drugs and hypoxia biomarkers at the surface of lipid-shelled MBs. The same
phenomenon has been observed with diverse NPs, such as magnetic iron oxide, cerium oxide or
nanodiamonds. The effect is particularly marked for fluorinated molecules and particles.

Multiple hybrid MBs are also being developed that carry NPs enclosed in or attached to their shell,
including superparamagnetic iron oxides [128,129], QDs [130], gold clusters or nanorods [102,131,132],
GO sheets [133], cerium oxide NPs [134], liposomes [135]. Small and stable MBs decorated with
dendronized iron oxide magnetic NPs were obtained that are stabilized by fluorine-fluorine interactions
between the internal FC gas and the fluorinated terminal end-group of the oligo(ethylene glycol)-based
dendrons [136].

4.3. Microfluidic Lab-on-a-Chip Devices

A new development in the field of CTC enrichment and detection includes microfluidic
lab-on-a-chip devices with immense advantages including cost-effectiveness, miniaturization, and the
improvement of efficiency since it could be integrated into other techniques [14,137]. Consequently,
isolation and analysis of CTCs on one chip can improve the number of catched CTCs by avoiding
loss of rare cells during the experimental steps of sorting, enumeration and analysis [138]. Current
microchip platforms are based on magnetic force, affinity, size or other physical properties and are
separated into two types of microfluidic devices for CTC detection [139]. The first type of microfluidic
devices includes the immunomagnetic-based method for CTC detection (e.g., CTC chip) and the second
type represents the method of antibody-labeling combined with physical isolation (Figure 5), which
can consist of different materials like silicon, glass or thermopolymer.

4.4. Immunomagnetic-Based Method and "Micro-Hall Detector’

Immunomagnetic-based CTC chip separation is performed by using the advantages of two
combined techniques: the immunomagnetic separation and the microfluidic device. The capture
efficiency depends on the magnetic strength and drag force under the flow condition. Cells bound to
large number of NPs can be captured more efficiently by using both forces [21]. The isolation of cells in
microfluidic channels is performed in the presence of a permanent magnetic field which can be located
under the bottom of the chip [80,140] or on top of the channel to improve the separation efficiency by
inverting the microchannel that results in gravity direction opposite to the magnetic field [141].

The possibility for a fast screening method for CTCs in a blood sample with a miniaturized
microfluidic technology is called micro-Hall detector (tHD). The pHD can selectively and sensitively
detect a wide range of single cellular biomarkers or multiple biomarkers on individual cells as
screening system (Figure 5A). MNPs-immunolabeled cells can be detected via monitoring the magnetic
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moments of cells in-flow on a single microfluidic chip. There is also an option to use MNPs with
different magnetization properties to label different cellular markers. By using the particles’ classifiable
magnetization properties, the quantity of each MNP type representing the expression level of a distinct
target biomarker in a single cell can be obtained [142].

A pHall Detector

ﬁ XX X

B CTC chip

® @  MNPs  EpCAMAb Y v

(native/stained) [ ] )’ CK and CD45 Ab

Figure 5. Design of microfluidic chips for CTC detection. Whole blood sample is pushed through
the surface of the chip. (A) Cells are MNPs-immunolabeled and can be detected via monitoring the
magnetic moments of cells in-flow on uHall detection chip. (B) CTC chip is coated with a CTC-specific
antibody, such as EpCAM, and contains Ab-coated microposts. This system is also used in herringbone
chip that contains Ab-coated microchannels (C). Captured cells are stained for CK, CD45 and DAPI for
identification and enumeration.

4.5. 'CTC —Chip’ as Silicon-Based Alternative

Another microfluidic device used for efficient and reproducible isolation of CTCs from the blood
of patients with common epithelial tumors is called ‘CTC-chip’ [143]. This microfluidic system is
composed of three parts: the CTC-chip etched in silicon, a manifold to enclose the chip, and a pump
producing the flow through the capture module (Figure 5B). Additionally, the CTC-chip contains an
EpCAM-antibody functionalized array of microposts. The cell capture efficiency can be influenced by
two essential parameters: flow speed and shear force. The flow speed is important due to its influence
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on the duration of cell-micropost contact, whereas the shear force has to be minimized to guarantee a
high cell-micropost attachment [143].

4.6. Glass/PDMS-Based Chip and 'Herringsbone-Chip’

After the development of the CTC-chip a modified herringbone CTC capture chip was developed
to increase the interaction of flowing cells and anti-EpCAM-functionalized polydimethylsiloxane
(PDMS) microchannels through passive mixing [144] (Figure 5C). The ‘herringbone-chip’ has integrated
microvortices to disrupt streamlines and increase the capture efficiency. Due to the antibody-antigen
interaction, cells tether to the chip and can be stained afterwards. The advantage of this glass chips
is the transparency that allows clear imaging by using different types of light microscopy based
techniques [80].

4.7. Thermoresponsive Polymer-Based CTC Chip

Due to magnificent optical transparency and low costs polymethylmethacrylate (PMMA) is also
used for microfluidic CTC capture and analysis. PMMA includes UV exposure generated carboxylic
acid groups on the surface to analyze protein concentration, electroless deposition and cancer cell
capture [145]. Due to the enhanced surface area for functionalization, the surface area roughness can
be additionally increased by high intensity light. The thermal bonding passes through to preserve
these microfeatures at low temperature [146]. Accordingly, for CTCs specific capture and enumeration
a high-throughput microsampling unit functionalized with anti-EpCAM antibodies and an included
conductivity sensor has been developed [80].

5. Applications in Nanomedicine

As fighting tumor metastasis is, besides elimination of the primary tumor, the overarching goal of
chemotherapy, therapeutic targeting and specific depletion or destruction of CTCs from blood vessels
may be an intriguing strategy for prevention of tumor metastasis. With the emerging possibilities of
nanoscale materials, researchers have new tools at hand to design and develop a variety of nanosystems
for targeted delivery of therapeutic agents to CTCs hoping to efficiently destroy them and thereby to
inhibit tumor metastasis (Figure 6).
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Figure 6. Illustration of drug delivery system of different nanocarriers: (A) Unloaded nanocarriers:
Mesoporous silica NPs, polymeric micelles, dendrimers and targeted FC microbubbles. (B) Surface
modification of nanocarriers with cancer cell specific targets (aptamers, antibodies, dendronized
Fe;04 NPs, gold NPs, liposomes, lipoplex, peptides, proteins, quantum dots, and small molecules).
(C) Nlustration of drug loaded nanocarriers and drug release in cancer cells (D).
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5.1. Mesoporous Silica Nanoparticles

Mesoporous silica nanoparticles (MSNs) with a pore size from 2 nm to 50 nm show attractive
properties, such as a large surface area, mesoporous structure as well as a controllable pore
size, ease of surface functionalization and good biocompatibility [147] and have therefore drawn
considerable attention especially for drug delivery applications during the past years. For example,
nanoplatforms have been developed, which can specifically target colorectal cancer cells via an
EpCAM antibody-functionalization representing an in vitro model for CTC targeting in colorectal
cancer patients [148]. Furthermore, loading of MSNs with mifepristone allowed the inhibition of
lung metastasis in mice. Thus, this proof-of-concept study suggested the MSN-based prevention of
metastasis spread by restraining CTC activity [148].

5.2. Polymeric Colloidal Particles as Polymeric Micelles

Polymeric colloidal particles can be produced in a size range of several nm and allow for secure
encapsulation, adsorption or conjugation of therapeutic agents within their polymeric matrix or their
surface [149,150]. Due to their biodegradability and biocompatibility as well as the possibility to
combine a broad range of controlled chemical and physical properties by molecular synthesis, polymeric
materials remain an important cancer drug delivery system. Linear, globular or branched polymers of
different sizes have been used in the past [151-153]. Core-shell particles, which are mainly formed
using amphiphilic block copolymers, are called “micelles”. Micelles consist of a hydrophobic core to
minimize aqueous exposure and a hydrophilic shell to stabilize the core [154]. These properties leave
micelle structures attractive for drug delivery applications as they allow the loading with hydrophobic
small molecule drugs into their core while a steric protection can be added to the outer “shell” layer.
Additionally, hydrophilic drugs including macromolecules like nucleic acids can be included into
polymeric NPs by electrostatic attraction or chemical conjugation. Moreover, controlled release of
macromolecules from micelles has now been applied in different studies [155,156].

In the design of different drug-loaded nano-systems, a number of materials have been applied
and were found to be well suited, albeit showing different advantages depending on the application.
Polyamides, poly(amino acids), polyesters and polyacrylamides with thermoplastic aliphatic polyesters
such as poly glycolic acid, polylactic acid (PLA) and copolymer poly (lactic co-glycolic acid) (PLGA) are
some of the most common examples [157-160]. Due to its high biodegradability, PLGA is often utilized
in biomedical applications [156,161]. Furthermore, PLA and chitosan form polymeric micelles [149]
whereas the latter can be applied as transport vehicle for hydrophilic drugs. Similarly, PLGA and
PLA exhibit advantageous characteristics such as low toxicity in combination with negative surface
charge [162]. Nonspecific side effects of the antitumor agent Doxorubicin (Dox) could be reduced by
Dox encapsulation in chitosan NPs tested for the treatment of solid tumors in vivo [163,164].

Deng et al. usd Dox-loaded biodegradable polymeric micelles to target CTCs and finally suppress
tumor metastasis [165]. They synthesize monomethyl poly (ethylene glycol)-poly (e-caprolactone)
(mPEG-PCL) deblock copolymers to prepare Dox-loaded micelles via a pH-induced self-assembly.
Whereas unloaded micelles showed minimal cytotoxicity when incubated with 411 cells even at very
high concentrations, micelles loaded with Dox induced slightly higher cytotoxicity than Dox alone.
Dox micelles were able to inhibit tumor growth, suppress tumor metastasis by killing CTCs and extend
the survival rate in transgenic zebrafish as well as a mouse model, by inducing apoptosis and reducing
the number of proliferation-positive cells in tumors [165].

In another study, a designed nanoplatform consisting of paclitaxel-loaded PEG-PLA polymeric
micelles was successfully applied to achieve dual damaging of the primary tumor as well as CTCs [166].
In a recent study, Gener et al. loaded polymeric micelles with the FDA-approved drug Zileuton™
which has been reported to be a potent inhibitor of cancer stem cells. Interestingly, the authors reported
complete eradication of CTCs in the blood stream of an in vivo mouse model and thus, suggested their
system to be effective against metastatic spread [167].
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5.3. Dendrimers

Dendrimers are highly soluble, can be synthesized with a uniformity in size and composition, and
have a high number of surface groups. This combination of properties and the ease of functionalizing
the surface groups, make them interesting to develop drug development strategies [168]. Employing a
novel polyamidoamine dendrimer-based nanoplatform, CTCs could be captured captured and their
adhesion to the vascular endothelial layer inhibited [169-172]. The nanoscale dendrimers therefore
made use of two antibodies coated to their surface and targeting membrane markers of human
colorectal CTCs (anti-EpCAM and -Slex). Whereas it has been reported, that targeting of EpCAM can
directly disturb the adhesion process of CTCs, the Slex (saliva acidifying louis oligosaccharides X)
antibody can indirectly interrupt the adhesion between CTCs and endothelial cells via Slex/E-selection
interaction [169]. In comparison to their single antibody-coated counterparts, the dual antibody
conjugates displayed a remarkably enhanced efficiency and specificity in recognizing and capturing
CTCs from a large population of leukocytes or red blood cells in vitro, as well as from the blood of
patients and mice in vivo. Recently, this group developed dual aptamer rings which are conjugated
on dendrimers and thus, are able to simultaneously target EpCAM and Her2 biomarkers on CTCs
in the presence of millions of normal cells with excellent stability and accuracy [173]. The described
study provides new ideas for the design of more powerful and intelligent nanomedicines allowing the
prevention of tumor metastasis via suppressing CTCs and blocking their adhesion to blood vessels.
Zheng et al. presented a type of barcode particle consisted of spherical colloidal crystal clusters which
are surrounded by dendrimer-amplified aptamer probes [174]. A specific aptamer functionalization let
the particles interact with specific CTC types and used dendrimers able to amplify the effect of the
aptamers. Particles with these capabilities are able to capture, detect and release multiple types of
CTCs from clinical samples [174].

5.4. Microbubbles in Tumor Treatment

In recent years, MBs have started to be used for therapeutic approaches [175]. Chemotherapeutic
agents can be delivered to malignant tissues by combining UIS and MBs, enhancing the in vivo delivery
of the drug into the tumor, thereby minimizing the harmful systemic side effects on normal tissues [176].
In this regard, focused UIS in the presence of circulating MBs have been extensively exploited to
temporarily open the blood-brain barrier and elicit the passage of chemotherapeutic agents into neural
neoplasms. In fact, the local tumor insonation elicits a stable cavitation effect, as the UIS energy is
transferred to the circulating MBs, letting them to expand and contract cyclically. This oscillation
results in damage of the tight junctions and interruption of the contiguous endothelial cell layer [177].

Novel MBs have been developed to directly be loaded with drugs and to release them, thus acting
as drug delivery platforms, either in the presence or in the absence of UIS stimulation. Strategies for
incorporation of several drugs onto the MB surface have been reviewed [107,178]. The mechanisms
of drug release and tumor delivery are different. For instance, the cavitation can cause MB rupture
during tumor insonation and drive the drug throughout the capillary wall by delivering a “ballistic
effect” [179]; alternatively, sonication can induce MB oscillation leading to permeabilization of the
contiguous cell membranes, enhancing the entry of a locally released agent into either cancerous or
endothelial cells [180,181]. Furthermore, MBs loaded with specific molecules, called sonosensitizers,
can be used for sonodynamic tumor therapy [175,182]. In sonodynamic therapy, cell cultures or
tumors are sonicated by UIS at selected frequency and intensity range (usually around 1.0-2.0 MHz,
0.5-3.0 W.cm™2), resulting in phenomena of inertial cavitation. The rapid collapse of bubbles in the
liquid milieu determines shock waves producing free radicals and a cascade of molecular events that
activate the sonosensitizers, which in turn kill rapidly dividing cancer cells nearby [183]. Conventional
sonosensitizers are the same light-sensitive agents developed for photodynamic therapy [184], like
hematoporphyrin and its derivatives. When loaded onto MBs [175], their circulation into the tumor
vasculature can then be monitored by diagnostic UIS, so that the sonodynamic process can be initiated
once detected within the mass, thus creating a therapeutic-diagnostic platform to monitor the treatment
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effectiveness [185-187]. In addition, damaging of the tumor vascularity can also be achieved through
MBs (i.e., antivascular therapy). Here, MBs act as vascular disrupting agents, whose insonation results
into local thermal and cavitation effects leading to the destruction of endothelial cells lining the tumor
vessels [188] and necrosis of the neoplastic cells, with a consequent reduction in tumor growth and
lengthened survival time. Finally, targeted MBs could be used to selectively eliminate CTCs during their
systemic circulation: after intrasystemic injection and CTCs recognition, their insonation might induce
local cavitation effects and stimulate either release of chemotherapeutics or cell damage. Moreover,
the possibility to combine MBs with other nano-objects (such as liposomes or superparamagnetic
NPs) widens the plethora of therapeutic options that one could exploit for CTC killing, including
new strategies of drug loading/release and thermotherapy. Nevertheless, even though the principle
of the CTC-eliminating MBs could be easily applied, thus far only one study of such kind has been
carried out [189]: here, liposome-loaded MBs targeted to N-cadherin (N-cad) could bind to a human
melanoma cell line derived from a lymph node metastasis (HMB2 cells). Upon insonation, a model
drug (propidium iodide) loaded onto the liposomes was intracellularly delivered to N-cad-expressing
cells only. Due to the great potential of MB-mediated CTC depletion strategy and to the urgency in
finding effective and portable solutions to hinder cancer relapse caused by metastatic colonization,
more efforts in development of such technology are expected in a near future.

6. Conclusions and Outlook

In the field of nanomedicine, the application of engineered NMs has assumed an increasing role in
early cancer diagnosis and efficient treatment. The analysis of captured CTCs in liquid biopsies from
cancer patients provides important information about the biology of cancer micrometastases, and offers
a well-tolerated alternative to standard biopsies in the clinical management of carcinoma patients.

Preliminary results of CTCs’ enumeration and analysis obtained by the FDA-approved CellSearch
system suggest the possibility of ‘on-line’ monitoring of an ongoing therapy and the drug efficiency. In
recent years, a variety of CTC isolation assays have been evolved for supervising a range of distinct
tumor types at different disease stages. Due to the extremely rare presence of CTCs in peripheral blood
the isolation and detection of CTCs can be very challenging. Consequently, new technologies have to
accomplish the challenges of rare cells physical properties including their size, density, deformability
and cell shape. Therefore, specificity and sensitivity and cost-effectiveness remain the key issues which
upcoming technologies need to address. The development of nanotechnology-based methods for
detection and follow-up analysis of CTCs represents a milestone to achieve high capture efficiency,
accuracy, and sensitivity. NMs can implement the possibility of a multiplexed targeting because
of their possibility to be modified with different targeting ligands to capture, isolate and detect
CTC subpopulations.

By summarizing a variety of NM-based enrichment, capture and also detection methods, and
by comparing them to complementary micro-sized systems, such as the use of microbubbles,
the advantages, but also some disadvantages of nano-sized systems became obvious. Obvious
advantages of nanostructured substrates and platforms for the detection and capture of CTCs are better
ligand-antigen binding between the functionalized substrate and captured CTCs. Nanostructured
substrates demonstrate enhanced local topographic interactions that lead to enhanced cell capture
affinity. Additionally, ligand coating of nanostructures can be prepared with much higher density
thereby improving binding affinity in comparison to micro- and macrostructures. Moreover, the
use of microfluidic chips as cost-effective, miniaturized and efficiency improved applications for the
enrichment and detection of CTCs obtain better performance with nanostructured substrates. In
contrast, few nanomaterials have made it to clinical trials, or even clinical practice and there is not yet
any FDA-approved nanomedical product that markedly improves patient survival or quality of life.
The use of NMs in nanomedicine products (e.g., devices and therapeutics) has been quite limited due
to their frequent toxic and harmful properties in biological and medical contexts [190]. To however
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improve therapeutic gain of nanomedicine also in the CTC field, a mechanistic understanding of
determinants at nanobio-interfaces is a must.

The benefits of microchip technology and nanotechnology are associated with a combination of
NMs with microfluidic devices to optimize the CTC capture methods for further analysis. Targeted
lipid-coated FC MBs may ensure rapid and efficient isolation by simple flotation of CTCs from the
blood of patients with metastatic cancer, and enable focused drug delivery as well. Besides detection
and analysis of CTCs, a huge potential of this technology lies in a CTC-targeted cancer therapy to
eliminate tumor cells in the peripheral blood. In conclusion, the further development of nano-sized
CTC systems should be not only focused on tumor diagnosis and monitoring, but should also exploit
its own potential as anticancer treatment. To benefit from a combination of available technologies, the
“nano meets micro” approach seems to be promising to achieve long overdue progress in the field
of nanomedicine.
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7.4 Abkiirzungsverzeichnis

%

°C

K

Mg

ul
Abb.
ACE
ALL
AML
ARF
BSA
bzw.
ca.
CDKN2A
CK

cs

Cs1
CS2
CsC
CTC
DMEM
DMSO
DNA
EDTA
EMT
EpCAM

et al.

Prozent

Grad Celsius

Mikro-

Mikrogramm

Mikroliter

Abbildung

Angiotensin Converting Enzyme
akute lymphatische Leukamie

akute myeloische Leukdamie
alternate reading frame protein
Rinderserumalbumin, engl. Bovine serum albumine
beziehungsweise

circa

cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Cytokeratin

cleavage site

cleavage site 1 (Schnittstelle 1)
cleavage site 2 (Schnittstelle 2)

cancer stem cell

Zirkulierende Tumorzellen, engl. circulating tumor cells

Dulbecco’s modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Etylendiamintetraessigsaure
epithelial mesenchymal transition
epithelial cell adhesion molecule

Und andere, lat. et alii
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Abkirzungsverzeichnis

FACS fluorescence activated cell sorting

FCS fetales Kalberserum, engl. fetal calf serum
FDA US Food and Drug Administration

g Gramm

GFP griin floureszierendes Protein, engl. green fluorescent protein
h Stunde

HIV humanen Immundefizienz-Virus

HNSCC head and neck squamous cell carcinoma
HPV humane Papillomviren

IMC invasion-metastasis cascade

kb Kilobasenpaare

kDa kilodalton

| Liter

M molar (Mol pro Liter)

m Milli-

MET Mesenchymal Epithelial Transition

mg Milligramm

min Minuten

ml Milliliter

MLL Mixed Lineage Leukemia

mM Millimolar

MW Molekulargewicht

NES nukledres Exportsignal

NLS nuklares Lokalisationssignal

NPM1 Nucleophosminl

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion, engl. polymerase chain reaction
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PFA

pH
RNA
RT

s

SDS
SMNPs
Tab.
TAD
TAE
Taspasel
TBP
TEMED
TFIIA
TRD
Tris

trx

uv

Vv
WHO
wt

z.B.

Para-Formaldehyd

negative dekadischer Logarithmus der [H+] -Konzentration
Ribonukleinsdure

Raumtemperatur

Sekunde(n)

Natriumdodecylsulfat, engl. sodiumdodecylsulfate
superparamagnetische Nanopartikel
Tabelle

transkriptionelle Transaktionsdomane
Tris-Acetat-EDTA Puffer

Threonin Aspartase 1
TATA-Bindeprotein
N,N’-tetramethyl-ethylene-diamine
Transkriptionsfaktor 2A
transkriptionelle Repressionsdoméane
Tris-Hydroxymethylaminomethan
trithorax

Ultraviolettstrahlung

Volt

world health organization

wildtype

zum Beispiel
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Symbole fiir Aminosauren

A

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp

Tyr

Alanin

Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin

Threonin

Valin
Tryptophan

Tyrosin
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