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1. Einleitung

1.1. Spezifische Ansatze zur Therapie von Krebserkr  ankungen

Neben den Standardverfahren bei der Behandlung von malignen Tumoren
(Operation, Strahlentherapie, Chemotherapie) kommen in zunehmendem Malie
spezifischere TherapiemalRhahmen zum Einsatz, bei denen man versucht,
verschiedene charakteristische zellulare und biochemische Eigenschaften der
betreffenden Erkrankung néaher zu charakterisieren und durch eine optimierte
Diagnostik, gepaart mit klinischen Erfahrungen durch entsprechende Studien,
gezieltere Therapieansatze zu entwickeln. Im Bereich der Leukamiebehandlung
hat man z.B. durch den immer weiter verbesserten Einsatz von FACS
(fluorescence-activated cell sorting) Analysen zur Charakterisierung der
entsprechenden malignen Leukozyten grofRe Fortschritte erzielt und die
rasanten Weiterentwicklungen auf dem Gebiet der DNS (Genom/Transcriptom)
Analysen (,personalisierte Medizin“) erdffnen nun bis vor kurzem noch
ungeahnte neue Moglichkeiten auf dem Gebiet der Immuntherapie,
Gentherapie oder der metabolischen Beeinflussung der Krebserkrankungen
(Collins, 2011).

Bei der Konzeption spezifischer Therapien stehen zwei verzahnte Prinzipien im
Vordergrund: Man versucht durch einen Angriff auf eine oder mehrere
charakteristische Targetstrukturen der malignen Zelle diese - im Gegensatz zu
dem eher unspezifischen Einsatz herkémmlicher Zytostatika - gezielt zu
zerstoren, wodurch gleichzeitig Nebenwirkungen auf gesunde Systeme (z.B.
auf die Hamatopoese) verhindert/reduziert werden kdnnten. Es lassen sich aber

verschiedene Probleme auch bei diesem Ansatz nicht (ganz) vermeiden:

« Da sich maligne Zellen ja von normalen Zellen durch onkogene
Veranderungen/Supressorgen-Anderungen  ableiten, bestehen  oft

bezuglich einer ,spezifischen® Eigenschaft nur quantitative (nicht
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qualitative) Unterschiede zwischen den malignen und den normalen bzw.

verwandten gesunden Zellen.

* Innerhalb eines Tumorzellverbandes mit seiner riesigen Anzahl an Zellen
(~ einige Milliarden Zellen pro Gramm Gewebe), ist die Auspragung
eines spezifischen Merkmals nicht homogen, manchmal fehlt sie ganz
oder verandert sich im Verlaufe der Erkrankung (siehe unten). Von
besonderer Bedeutung sind, insbesondere im Hinblick auf
Chemotherapieresistenz die immer wieder zum Auftreten von Rezidiven
fuhrt, die Gruppe der Tumor-Stammzellen, deren Zerstérung von

zentraler Bedeutung ist (Hsu et al., 2013).

In der vorliegenden Doktorarbeit wurde der Einsatz von Antikdrpern, die gegen
das beim Neuroblastom stark exprimierte Gangliosid GD2 gerichtet sind an
Neuroblastomzellen in vitro untersucht. Dabei wurde vergleichend die
Granulozyten ADCC (Antibody-dependent cellular cytotoxicity) im Vergleich zur
CDC (Complement dependent cytotoxicity) analysiert. Fur diese
Untersuchungen wurden zwei Antikorper verwendet, die sich nur dadurch
unterschieden, dass der eine von beiden keine Complementbindungsstelle
besitzt. Im Folgenden werden die theoretischen Grundlagen dieser Arbeit

erlautert.

1.2. Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist ein embryonaler Tumor des sympathischen
Nervensystems, der - im Gegensatz z.B. zum Melanom - selten somatische
Mutationen zeigt und deshalb wenig immunogen ist (Cheung and Dyer, 2013).

Es wird im ersten Lebensjahr am haufigsten von allen soliden malignen
Erkrankungen diagnostiziert und zeichnet sich im ersten Lebensjahr durch eine
hohe Rate an Spontanremissionen aus (siehe Kapitel 1.2.1.). Ca 10 von 1
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Millionen Kindern unter 15 Jahren leiden an dieser Erkrankung (USA). Das
Neuroblastom wird in 4 Stadien eingeteilt (I-IV + 1Vs). Im Stadium IV
(Hochrisiko-Patienten) betragt die Uberlebensrate, trotz groRer Fortschritte in
der Diagnostik und mancher neuen Ansatze in der Therapie, nur 30%. Bei
Diagnose haben 50-60% Metastasen. Allerdings gibt es hoffnungsvolle Ansatze
die Uberlebenszeit der Patienten durch Erhaltungstherapie nach
Hochdosistherapie und Stammzelltransplantation spurbar zu verbessern: Dazu
werden Subtanzen wie 13-cis Retinsaure (Isoretinoin) und Antikorper, die
gegen das an Neuroblastomzellen stark exprimierte Gangliosid GD2 gerichtet
sind, in Kombination mit Cytokinen wie Granulocyte-macrophage-colony-
stimulating factor (GM-CSF) und Interleukin 2 (IL-2) eingesetzt (siehe Tab. 1).
(Yang and Sondel, 2010; Yu et al., 2010).

Im Hinblick auf die Anséatze zu einer mehr oder weniger ,spezifischen” Therapie
des Neuroblastoms werden im Folgenden zwei, sich bereits in der klinischen
Praxis befindlichen Mdglichkeiten vorgestellt: Zuerst wird kurz die Bedeutung
des Catecholaminstoffwechsels als Grundlage fir die Entwicklung von
radioaktiv markiertem mIBG behandelt. AnschlieBend wird ausfihrlicher die
sich aus dem Vorhandensein einer hohen Gangliosid-GD2 Expression
ergebende  Madglichkeit einer  Antikdrpertherapie besprochen, welche

Gegenstand dieser Doktorarbeit ist.

1.2.1. Der Catecholaminstoffwechsel der Neuroblasto mzellen

Als Tumor des sympathischen Nervensystems sind Neuroblastome
grundsatzlich in der Lage Catecholamine (Dopamin, Noradrenalin) zu
synthetisieren (Biedler et al., 1978). Der Catecholamin-Stoffwechsel der
Neuroblastomzellen ist ein wichtiger Labor-Parameter zur Diagnostik eines
Neuroblastoms (Bestimmung der Dopamin- und Noradrenalin-Abbauprodukte
Vanillinmandelsaure, VMA, und Homovanillinsaure, HVA, im Urin). Diese

Bestimmungen wurden auch daftr herangezogen, um die lange Zeit ungeklarte
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Frage zu beantworten, ob eine friihzeitige Diagnostik des Neuroblastoms einen
positiven Einfluss auf anschlieRende Therapien haben kénnte: Zu diesem
Ansatz wurde, in einer von der Deutschen Krebshilfe geforderten Screening-
Studie an > 1 Million Kindern die Frage aufgeworfen, ob eine friihzeitige
Diagnostik eines Neuroblastoms (vor dem ersten Lebensjahr - durch
Bestimmung der Abbauprodukte VMA und HVA - (,Windeltest")), Hinweise
dafur liefern kdonnte, ob eine frihzeitige Entdeckung und - potentiell eine
frihzeitige Behandlung - eine Progression eines niedrigen Stadiums in ein
hoheres verhindern kdnnte. Das Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass ein
routineméaniges Screening nicht sinnvoll ist, und dass durch das Phanomen der
,spontanen“ Remission eine Uberdetektion der Neuroblastome stattfindet - d.h.,
dass mit diesem Screening-Verfahren mehr Neuroblastome detektiert werden,
als spater klinisch manifest werden (Schilling et al., 2002). Neuroblastome
kénnen auch Transporter fir die Aufnahme von Catecholaminen (Noradrenalin-
Transporter (NAT), weniger Dopamin-Transporter, (DAT)) exprimieren
(Pacholczyik et al., 1991). Die letzte Eigenschaft machte man sich zu Nutze, um
mit Hilfe einer Noradrenalin-analogen Substanz, meta-Jodbenzylguanidin
(mIBG), Neuroblastome mit Hilfe einer szintigraphischen Diagnostik (mit Jod-
123 mIBG, [*=IlmIBG) zu dedektieren (Glowniak et al., 1993). Dies ist seit den
Arbeiten von Kimmig et al. (1984) und Treuner et al. (1984) die weltweite
Standard-Methode bei der Neuroblastomdiagnostik. [*mIBG wird zur
Therapie des Neuroblastoms verwendet (Treuner, 1985). Probleme dieser
.Spezifischen“ Therapie und Diagnostik bestehen darin, dass auch gesundes
sympathisches Nervengewebe NAT exprimiert und auch andere Zellen,
insbesondere Nierenzellen u.a. tGber sog. OCTs (organic cationic transporters)
verfuigen, Uber die Catecholamine und mIBG sehr gut aufgenommen werden
(Bayer et al., 2009).
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1.2.2. Die hohe Expression des Gangliosides GD2 bei m Neuroblastom

Ein anderer, wichtiger Ansatzpunkt fur die Diagnostik und Therapie des
Neuroblastom ist das Disialo-Gangliosid GD2, das an der Zellmembran der
meisten Neuroblastomzellen in erhohtem Mal3e - im Vergleich zu ,normalen®
Zellen (Neurone, Haut-Melanozyten, periphere Schmerzfasern) - exprimiert wird
(Svennerholm et al., 1994).

Ganglioside sind Glykolipide, die im Rahmen der Sphingolipid-Biosynthese
synthetisiert werden und aus ca. 60 verschiedenen Vertretern bestehen. Das
Gangliosid GD2, dessen Bezeichnung auf die Nomenklatur von Svennerholm

zurlckgeht (Svennerholm, 1964), hat folgende Struktur:

Abb. 1: Struktur des Gangliosides GD2 (aus: wikipedia.de).

In dieser Arbeit ging es, wie bereits erwahnt, darum, die Wirkung von zwei
verschiedenen Antikdrpern, die das Gangliosid GD2 erkennen, an zwei GD2
positiven Neuroblastomzelllinien zu untersuchen (ADCC durch Granulozyten
bzw. CDC). Bevor ndher auf diese Experimente eingegangen wird, sollen zuvor
einige allgemeine Aspekte beim Einsatz von Antikérpern zusammengefasst

werden.
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1.3. Antikdrper und ihr Einsatz bei der Diagnostik und Therapie von
Krebserkrankungen

Antikdrper (Immunglobuline, 1Gs) werden von Plasmazellen (B-Zell-
Lymphozyten) gebildet und erkennen an fremden Strukturen (Antigenen)
verschiedene Abschnitte (Epitope). Sie werden in verschiedene Klassen
eingeteilt (Ig G, M, A, E). Seit der Moglichkeit zur ex vivo Herstellung von
Monoklonalen Antikérpern (Kohler and Milstein, 1975) erdffneten sich unzahlige
Anwendungsbereiche zur Diagnostik und Therapie. Der grundsétzliche Aufbau
eines Antikorpers (IgG1) ist untenstehend abgebildet:

antigen antigen

N A

"
light chain
(212 residues)
hinge

region &
Y=5-N

- Fab

heavy chain
(450 residues)
~ Fc

Abb. 2: Struktur eines Antikdrpers (IgG1) (aus: Roitt Brosdoff Male, Immunology, 4. Auflage,
Verlag Stuttgart, 1996).

Anmerkung: Im Fab-Teil befindet sich die Antigen-Bindungsstelle, im Fc-Bereich
die Complementbindungsstelle bzw. der Bereich, an dem der Antikdrper an Fc-
Rezeptoren von Effektorzellen (NK-Zellen, Monocyten, Granulozyten) binden

kann. Kohlenhydratbereiche (,Kugeln*) bilden sich zwischen den CH2 Domé&nen
aus.
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Diagnostisch werden Antikérper bei Krebserkrankungen (insb. Leukamie)
hauptsachlich bei FACS-Analysen eingesetzt, um aus dem CD (Cluster of
differentiation)-Muster eine genaue Einordnung vornehmen zu konnen, als
Voraussetzung fir eine gezielte Therapie. In radioaktiv markierter Form, z.B.
mit Jod-123, kénnen sie zur szintigraphischen Diagnostik herangezogen
werden. Fur therapeutische Zwecke kodnnen Antikorper mit Toxinen oder
Radioaktivitat (Jod-125 / Jod 131) gekoppelt werden oder auch an Liposomen
(in die toxische Substanzen verpackt werden: Immunliposomen) oder an
Nanopartikel gebunden werden. Antikérper koénnen aber auch direkt
therapeutisch eingesetzt werden und ihre cytotoxische Wirkung tber ADCC
bzw. CDC zur Entfaltung bringen. Da dieser Aspekt das eigentliche Thema der
Doktorarbeit ist, wird unter besonderer Berucksichtigung des Neuroblastoms im

Folgenden néher darauf eingegangen.

Beim Neuroblastom wurden die ersten klinischen Studien mit ,unbeladenen*
anti-GD2-Antikérpern mit Maus-Antikérpern durchgefiihrt, gegen die sich aber
bald HAMAs (Human antibodies against mouse antibodies) bildeten (siehe Tab.
1). Deswegen wurden Weiterentwicklungen in Richtung humanisierter

Antikérper vorgenommen (siehe Tab. 1; Yang and Sondel, 2010).

1.4. ADCC (antibody-dependent cellular cytotoxicity )

Als Effektorzellen bei der Bekampfung von Tumorzellen kommen in erster Linie
NK-Zellen (natural killer cells), aber auch Monozyten (Makrophagen) und
Granulozyten in Betracht (Alderson and Sondel, 2011; Caligiuri, 2008; Souto et
al., 2011). Die Effektorzellen besitzen Fc-Rezeptoren, die praktisch auf allen
hamatopoetischen Zellen (bis auf T-Zellen) vorkommen, an die mit Antikdrper
beladenen Tumorzellen binden kénnen (Deo et al., 1997). Bei den Fc-
Rezeptoren werden Fc-y, Fc-a und Fc-€ unterschieden, in Abhangigkeit von den
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bindenden Antikorpern IgG, IgA und IgE (Ravetch, 1997). Die Fcy-Rezeptoren
werden in 4 Klassen eingeteilt:

FcyRllla (CD16a), FcyRlla (CD32), FcyRla (CD64), FcyRIV: llla und lla: low
affinity receptors; la: high affinity receptor; auch ein Inhibitor-Rezeptor wurde

gefunden: Fcy RIIb.

Beim Neuroblastom (und anderen Tumoren) spielen vor allem NK-Zellen
(besonders nach Inkubation mit IL-2) als Effektorzellen eine Rolle (Hank et al.,
1990), sowie TAMs (Tumor associated macrophages).

In Abh&ngigkeit vom ,microenvironment* kénnen TAMs zum Typ 1 (antitumor
Effekte) oder Typ 2 (protumor Effekte) werden (Lewis et al., 2006). Besonders
ausgepragte Anti-Tumor-Effekte kénnen in Gegenwart von Anti-GD2-
Antikdrpern durch M-CSF activierte Macrophagen erzielt werden (Munn et al.,
1989).

Eine Reihe von Rezeptoren spielen bei der Granulozyten ADCC eine Rolle:
CD16 (FcyRIIl), (CD32 (FcyRilla).

Erganzend zu den FcyR sind auch die Complement-Rezeptoren CR3 und CR4
der Granulozyten kritische Adhasionsmolektle fur diesen Typus der ADCC
(Deo et al., 1997; Kushner et al., 1992). Van Egmond et al., 2001 berichteten,
von der gemeinsamen Wirkung von CD89 (FcaRl) und CD64 (FcyRI), dessen
Expression durch IFN-y oder G-CSF induziert werden kann, auf das killing der

Tumorzellen.

Die Art der Glykosylierung des Fc-Fragmentes des Antikorpers beeinflusst die
Fc-Rezeptor-vermittelte  Aktivitdt: Neutrophile killen bevorzugt Uber stark
fucosylierte Antikorper (bessere Bindung an FcyRIl), wahrend umgekehrt die
ADCC von Mononuklearen Effektorzellen durch gering fucosylierte AK vermittelt
wird (bessere Bindung an FcyRIlla) (Peipp et al., 2008). Neben der Fc-
Rezeptorbindung fand man bei IgG1 2F8, dass die Glykosylierung der Asn297
in der CH2 Domane eine wichtige Rolle bei der Complementaktivierung (CDC)
spielt. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Anti-GD2 Antikérper (hu
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14.18K332A, AK’) wurde durch den Austausch von Lysin gegen Alanin die
Complementaktivierung verhindert.

Die Abtotung der malignen Zellen kann, je nach Effektorzelle, uber
verschiedene Mechanismen verlaufen. Da in der vorliegenden Arbeit die ADCC
von Granulozyten gegeniber Neuroblastomzellen untersucht wurde, wird im

Folgenden néher auf deren Wirkungsmechanismen eingegangen.

1.4.1. Granulozyten ADCC (allgemein und beim Neurob lastom)

Laut Cheung (Cheung and Dyer 2013) ist die Granulocyten-ADCC gegen das
Neuroblastom im Vergleich zu anderen Krebsarten von speziellem Charakter
und klinisch von Bedeutung.

Neutrophile Granulozyten stellen die quantitativ grof3te Population innerhalb der
Leukozyten dar (ca 40-70%). Ihre Hauptaufgabe ist die unspezifische Abwehr
von Bakterien und Pilzen, die - als wichtigste Reaktion - phagozytiert und
anschlieBend im Phagolysosom zerstort werden. Dabei kommt es zur
Aktivierung einer NADPH-Oxidase (NOX-2), die Superoxid-Anion [O,°*] bildet:

Reaktionsqgleichungen (Halliwell and Gutteridge, 2007):

O, + NADPH = 0,* + NADP*

aus dem in weiterer Folge H,0, entsteht:

20, + 2 H" < 2HO, = H,0, + O, (spontan bzw. iiber SOD)

das schlie3lich in der Myeloperoxidase-Reaktion weiter zu Hypochloriger Saure
(HOCI) umgewandelt wird:

H,0, + CI/H" - HOCI + H,0
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Die Bildung dieser reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS, reactive oxygen
species) ist fur die Abtétung der Mikroorganismen essentiell, da ein Defekt der
NADPH-Oxidase zu schwersten, lebensbedrohlichen Infektionen fuhrt
(Krankheitsbild der septischen Granulomatose, CGD) (Assari, 2006).
Interessanterweise spielen bei der Abtétung der Tumorzellen (insb.
Neuroblastomzellen) reaktive Sauerstoffverbindungen als zytotoxisches Agens
keine essentielle Rolle: Wahrend bei der ADCC von Erythrozyten durch
Granulozyten reaktive Sauerstoffverbindungen beteiligt zu sein scheinen
(Borregaard und Kragballe, 1980), und auch bei manchen Tumorzellen ROS in
der Tumorzelllyse involviert sein kénnten (Hafeman and Lucas, 1979); (Weiss
and LoBuglio, 1982); (weitere Zitierungen in Kushner and Cheung, 1991), spielt
dieser Prozess bei anderen keine Rolle (Horner, 2007), so auch nicht beim
Neuroblastom (Bruchelt et al., 1989a; Kushner and Cheung, 1991).
Granulozyten von Patienten mit septischer Granulomatose waren sogar besser
in der Lage, Neuroblastomzellen abzutdten, als Granulozyten von gesunden
Personen (Bruchelt et al., 1989b).

Wenn ROS, eigentlich unerwarteterweise, bei der Granulozyten-ADCC keine
Rolle spielen, welche Mechanismen spielen dann eine Rolle?

Fur Neuroblastomzellen als Zielzellen konnten Barker and Reisfeld 1993
zeigen, dass bei der Granulozyten ADCC mit Hilfe des human/Maus chimeren
Anti-GD2 Antikorpers ch 14.18 eine Degranulation der Granula-Inhalte der
Granulozyten erforderlich ist. Agenzien, die die Degranulation verhindern,
hemmten die Zytotoxizitat. Dabei spielen die kationischen Peptide Defensine
(kationische Peptide; Mr 3000-4000), die an die Tumorzellen binden und sie
permeabilisieren, eine grol3e Rolle, ferner Cathepsin G (dessen Wirkung durch
Phenylmethylsulfonylfluorid gehemmt werden konnte). Die ADCC war in
Gegenwart von GM-CSF gehemmt, was durch eine erhthte Degranulation
durch GM-CSF erklart wurde (Zipfel et al., 1997). An NB7 Neuroblastoma
Zellen wurde darlUber hinaus auch gezeigt, dass auch isoliertes Cathepsin G
und Defensine (HNP1) die Lyse auslosen konnen, dass also kein Kontakt

zwischen Effektor-und Targetzelle notig ist.
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Ein weiterer Mechanismus der Granulozyten-ADCC durch Apoptose konnte von
Stockmeyer et al. an einer breast cancer Zelllinie mit Hilfe eines gegen HER-
2/neu gerichteten Antikorpers gezeigt werden (Stockmeyer et al.,, 2003).
Apoptose konnte bei einem niedrigen E:T (10:1) Verhaltnis ausgeldst werden
und war abhéngig von der Interaktion mit dem Fc -Rezeptor der Granulozyten.
In weiterfihrenden Arbeiten dieser Gruppe wurde gezeigt, dass Trogocytose-
ahnliche Mechanismen der Granulozyten induzierten ADCC-Apoptose
vorausgehen (Horner et al., 2007). Trogocytosis (von griech. togo: zernagen,
fressen) wurde zuerst an T-, B- und NK-Zellen beobachtet (Joly and Hudrisier,
2003) und ist durch einen Austausch von Plasma-Membran-Bestandtteilen
zwischen Effektor und Targetzelle gekennzeichnet (=> Antigen-Rezeptor-
Signaling), wie mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Membran-Lipiden gezeigt

werden konnte.

1.4.2. Rolle von Perforin / Granzym bei der Granulo  zyten-ADCC

Perforin ist ein Poren erzeugendes monomeres Protein, welches mit der
lytischen Komponente C9 des Complementsystems verwandt ist. Es wird aus
Vesikeln der Killer-Zelle (NK-Zellen, cytotoxische T-Zellen) freigesetzt und
polymerisiert in  Gegenwart von Calcium unter Bildung von
Transmembrankanalen in der Targetzell-Membran => Lyse der Targetzelle
(Nekrose). Granzyme sind proteolytische Enzyme, die wahrscheinlich tber
Endozytose in die Targetzellen aufgenommen werden und dort Caspasen
aktivieren => Apoptose (Russel and Ley 2002). Horner et al. (2007)
beobachteten, dass durch Inhibierung von Perforin keine Hemmung der
Granulozyten-ADCC erreicht werden konnte. Eine endguiltige Klarung der Rolle
von Perforin/Granzym bei der Granulozyten-ADCC steht aber noch aus.

Generell muss aber erwédhnt werden, dass - im Vergleich zu NK-Zellen -
Granulozyten, auch bei hohen E:T-Verhaltnissen in vitro kaum in der Lage sind,
Neuroblastomzellen direkt abzutdéten (Bruchelt et al.,, 1989a). Auch in
Gegenwart von Antikérpern (ADCC) ist die Effektivitat im Vergleich zu ADCC

11
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von NK-Zellen gering, kann aber in Gegenwart von G-CSF/GM-CSF,
Interferonen (Hokland and Berg, 1981) sowie durch Vorbehandlung mit R3-

Glucan stark gesteigert werden (siehe Kapitel 1.6.).

12
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1.5. CDC (Complement-dependent cytotoxicity)

GD2 stellt ein T-Zellen unabhangiges onkofoetales Antigen dar. Verschiedene

Antikdrper die gegen GD2 gerichtet sind werden in der Therapie des

Neuroblastoms schon seit einigen Jahren, teils mit guten klinischen Erfolgen,

eingesetzt (Ubersicht bei Yang and Sondel, 2010). Potentielle Wirksysteme sind

dabei, neben der ADCC Reaktionen, die Complement-dependet cytotoxicity

(CDC). Die Aktivierung des Complementsystems, die auf verschiedene Weise

erfolgen kann (siehe Abb. 3), flhrt dabei durch die Ausbildung von Poren in der

Tumorzelle zu deren Zerstérung.

Immun-
komplex

C4b2a=
C3-Konvertase des
klassischen Weges

3

(4b2a3b =
C5-Konvertase
des klassischen Weges

1. Klassischer Weq

3b
C4b

Zelle

Spontanhydrolyse

Faktor D @ —>

Amplifizierung
Schleife

Properdin

@€
g

C3bBbP

o

C3bBb3b =
C5-Konvertase des
alternativen Weges

2. Alternativweg

a3

Kontakt mit
Mikroorganismen

@ C3a

o 4

Faktor B

19-

b Bb

C3bBb =
C3-Konvertase
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Weges

C3b
C3bBb

Zelle

Abb. 3: Verschiedene Wege der Aktivierung des Complementsystems (aus: Taschenbuch der
Immunologie, 2. Auflage, Georg Thieme Verlag KG, 2007).

13



Einleitung

Im Falle der CDC gegeniber Neuroblastomzellen durch Bindung der
eingesetzten Antikérper an das Gangliosid GD2 ist zu berucksichtigen, dass
dieses Gangliosid auch an verschiedenen normalen Korperzellen vorkommt,
u.a. auch an den sog. ,pain fibers“. Beim klinischen Einsatz der gegen GD2
gerichteten Antikorper bei der Behandlung des Neuroblastoms wurden als
schwerwiegende Nebenwirkung starke Schmerzen bei den behandelten
Patienten registriert, wobei der Verdacht auftrat, dass diese auf CDC gegen
pain fibers zurtickzufihren sei. Aus klinischen Studien war bekannt, dass die
Anti-GD2 Applikation mit einem initialen Anstieg von C3a und gleichzeitigem
Abfall von C3c gemeinsam mit einem Abfall von C4 verbunden ist
(Handgretinger et al., 1992). Aus diesem Grund wurden Konzepte verfolgt, die
gegen GD2 gerichteten Antikdrper so zu verdndern, dass durch einen
Austausch einer Aminosaure (Lysin, K vs Alanin, A 322) an der
Complementbindungsstelle keine CDC-Reaktion mehr ausgeldst werden kann.
In vitro und in vivo Untersuchungen an Ratten zeigten, dass durch die
Konstruktion von (hu 14.18.K322A) das tatsachlich erreicht werden konnte: Der
Antikdrper war - im Gegensatz zu dem urspringlichen 14.18 - nicht in der Lage,
CDC auszufuihren, wahrend ADCC (mit NK als Effektorzellen) uneingeschrankt

maoglich war (Sorkin et al., 2010).

1.6. Biological response modifiers (BRM): 3-Glucan und Biobran®

Neben den  klassischen* Cytokinen (GM-CSF, G-CSF, IL-2...) sind in der
Literatur einige andere Substanzen (Biological response modifiers, BRM)
beschrieben, die einen fordernden Einfluss auf die Aktivitat von Effektorzellen

haben. Dazu gehdren 3-Glucane und Araboxylane (,Biobran®*).
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1.6.1. R-Glucan

3-Glucane sind immunstimulierende Agenzien (BRM), die in der asiatischen
Medizin seit vielen Jahrzehnten eingesetzt werden, aber zunehmend auch im
Westen Verwendung finden (Chan et al., 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass sie zu einer Verbesserung der Anti-
Tumorwirkung von mAbs fihren. Je nach Herkunft sind die [-D-
Glucopyranosyl-Polymere entweder primér 3(1,4) verknipft (Hafer und Gerste)
oder (1,3) mit kurzen 3(1,6) Ketten (Pilze). Makrophagen zerlegen sie in kleine
aktive Fragmente, die an den Complement-Rezeptor CR3 (CD 11b/CD18; Mac
1, aMR2-integrin) binden. CR3 kommt auf Macrophagen, NK, aber
insbesondere bei Neutrophilen vor (Allendorf, 2005; Li et al., 2006; Li et al.,
2007; Hong et al., 2006).

3-D-Glucane konnen die ADCC von NK-Zellen, Monozyten und Neutrophilen
Granulozyten steigern (Cheung and Modak, 2002).

Cheung und Modak konnten im Mausmodell zeigen, dass oral verabreichtes
(1,3), (1,4)-3-D-Glucan synergistische Effekte mit dem Anti-GD2 Antikdrper 3F8
(Maus 1gG3) bei der Neuroblastomtherapie hervorrief (Cheung and Modak,
2002). In Zusammenhang mit der moglichen Rolle der Granulozyten bei der
ADCC von Neuroblastom und anderen Tumorzellen ist auch die Studie von
Hong et al., (2003) sehr interessant, die zeigen konnten, dass R-Glucan als
Adjuvans die ADCC fordert, indem es Granulozyten rekrutiert.

Die erfolgversprechenden Daten fuhrten dazu, dass am Sloan Kettering Cancer
Center von Kushner et al. eine Studie an high-risk Neuroblastom unter

Einschluss von 3-Glucan initiiert wurde (siehe Tab.1) (Liu et al., 2009).
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1.6.2. BIOBRAN®

Ein weiteres Polysaccharid (aus Pflanzenfasern), das als BRM eingestuft
werden kann und oral aufgenommen wird, ist Biobran® MGN-3 (ein
Arabinoxylan). Dieses Heteroglykan (Hemicellulose) aus 3-1,4 Xylose + 2,3,
oder 2,3, verbundener Arabinose wird durch Hydrolysierung von Hemizellulose
B aus Reiskleie + einem Enzymextrakt aus dem Shiitake-Pilz hergestellt.

Wirkung: Erhoht Aktivitat und Anzahl von NK-Zellen, Stimulation von T und B
Zellen, Anregung der Sekretion von TNF und IFN gamma (Zerbes, 2012).

AulRerdem wurde beschrieben, dass Biobran® MGN-3 die Abtbtung von
Mikroorganismen durch Phagozyten (Neutrophile und Makrophagen) erhoht
(Steigerung der Phagocytose und des oxidativen bursts) (Ghoneum et al.,
2008).

Mit Biobran® MGN-3 wurden in der Kinderklinik Tubingen bereits Versuche
bzgl. ihrer Wirkung auf NK-Zellen durchgefuhrt (Zerbes, 2012). In der
vorliegenden Arbeit sollten einige Pilotversuche bzgl. der Granulozyten-ADCC

durchgeftihrt werden.

1.7. Klinischer Einsatz von Anti-GD2-Antikérpern be  im Neuroblastom

Aufbauend auf der Publikation von Yang und Sondel (2010) sind in Tabelle 1
verschiedene klinische Studien beziglich des bisherigen Einsatzes
verschiedener Anti-GD2 Antikérper beim Neuroblastom zusammengestellt.
Klinische Tests wurden bereits mit verschiedenen Anti-GD2-AntikGrpern
durchgefuhrt: 3F8, 14.G2a (Maus), ch14.18 (Human mouse chimeric variant of
14.18 (Maus)).
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Tab.1: Studien mit verschiedenen Anti-GD2 Antikérpern beim Neuroblastom.

Antikorper

Besonderheiten

Klin.
Studien

Anmerkung

Ref.

I. Nur mADb

3F8

Maus; in vitro: ADCC + CDC

+ phase |, Il

HAMA

19
26
47
48

14.18

Maus, Isotype switch von
14.18, 1gG3; CDC, ADCC

+

HAMA

54-56

Ch14.18

Human mouse chimeric variant
of 14.18

+ phase |
single
therapie

agent

58-59

Hul4.18K322A

Gleiche variable Region wie
ch.14.18;

3 Unterschiede:

1. Humanisiert, nicht chimeric
(= weniger immunogen);

2. In Position 322: Single
switch von K zu A: Keine
Complement-Aktivierung

3. Produziert in : YB2/O statt
CHO: Keine Fucosylierung der
Fc-Region > Anstieg der
ADCC

Phase |
(St Jude)

[I. mAb + X

14.G2a + IL-2

IL-2: Anstieg und Zahl von NK;
Stimulation Antigen-
spezifischer T-Zellen

Phase |
Partielles
Ansprechen

HAMA

64-65

CH14.18 + GM-
CSF + IL-2 +
CRA

a) Pilot

b) Phaselll

¢) Nach autologer
Stammzelltransplantati
on

(6 Zyklen isoretinoin)

Standard Therapie fur high risk
Neuroblastoma: Myeloablative
Therapie mit autolog.
Stammzell-Rescue, gefolgt
von Therapie mit Isotretinoin
- > 50% relapse

Vs Immuntherapie: 6 Zyklen
isoretinoin + chl14.18 +
alternierend GM-CSF und IL-2

ADCC (ch14.18): erhdht durch
GM-CSF (Ref 12 + 13 von Yu,
NEnglJMed und durch IL-2
(Ref 14-16 von Yu,
NEnglJMed)

226 Patienten
follow up: 2.1
Jahre

event free
Uberleben: 67
Vs 47%
Generelles
Uberleben: 86
Vs 76%

zum Zeitpunkt
2 Jahre

b) Methode
der Wahl

GM-CSF:
erhoht
der
Granulozyten
und
Monozyten +
killing in ADCC
IL-2: erhoht
Zahl der NK +
killing

Zahl

a) 67
68

b) 16

3F8 + 3-glucan

R-glucan stimuliert TNF-alpha
secretion erhoht ADCC

Gute Toleranz

71
72-76
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Literatur (Referenzen aus Yang and Sondel). Die Zahlen beziehen sich auf die

Literaturstellen bei Yang and Sondel.

16:
47:
55!
59:
67:
72:
75:

Yu et al., 2010; 19: Cheung et al., 1985; 26: Cheung et al., 1987;

Cheung et al., 1998; 48: Cheung, 2000; 54: Mujoo et al., 1989;

Saarinen et al., 1985; 56: Munn and Cheung 1987; 58: Simon et al., 2004;
Simon et al., 2005; 64: Frost et al., 1997; 65: Hank et al., 1999;

Yu et al., 1997; 68: Yu et al., 1995; 71: Xia et al., 1999;

Vetvicka et al., 1997; 73: Di Renzo et al., 1991; 74: Vetvicka et al., 1996;
Czop and Austen, 1985; 76: Thornton et al., 1996

In der Arbeit von Yang und Sondel sind zusatzlich noch konjugierte Antikérper

gegen GD2 aufgefiihrt (Radioimmunokonjugate, an die Zytokine gebunden sind
(ch 14.18-IL2; hu 14.18-11-2); allerdings haben diese mit der Fragestellung

dieser Doktorarbeit nichts zu tun und werden deshalb hier nicht weiter

thematisiert.
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1.8. Ziel der Doktorarbeit

Ziel der vorliegenden Doktorarbeit war es, die Effekte zweier gegen GD2-
gerichteter Antikorper auf ihre Wirksamkeit gegeniber GD2-exprimierenden
Neuroblastomzellen zu untersuchen, wobei die CDC und die ADCC mit

Granulozyten als Effektorzellen untersucht werden sollte. Die beiden Antikorper
unterscheiden sich nur dadurch, dass einer der beiden (,,AK_“) keine

Complementbindungsstelle besal3, und daher nur Gber die ADCC wirksam sein

sollte:

+
AK :

Antikdrper gegen das Gangliosid GD2, mit Complement-Bindungsstelle
[CHIMERIC Antibody CH 14.18, Subclass: Human IgG/Kappa]

AK : (hu 14.18.K322A)

Antikdrper gegen das Gangliosid GD2, ohne Complement-Bindungsstelle
[Hu 14.18 MoAb] :»>

In Position 322: Single switch von K (Lysin) zu A (Alanin): > Keine

Complement-Aktivierung

Fir die Untersuchungen sollte der *!Chrom-Assay bzw. der Europium-Assay

verwendet werden.

Die ADCC-Untersuchungen sollten ohne bzw. nach Vorbehandlung der
Granulozyten mit G-CSF bzw. GM-CSF sowie mit Biobran® durchgefihrt
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werden. SchlieRlich sollte untersucht werden, ob ROS einen Einfluss auf die

Granulozyten-ADCC - inshesondere bei Verwendung von AK' - austbt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Biobran®/MGN-3, rein, Arabinoxylan, 10mg/ml Lésung
Bis(acetoxymethyl) 2,2".6',2"-terpyridine-6,6"-
dicarboxylic acid, (BATDA, DELFIA)

D(+) Glucose

Essigsaure (100%)

Ethanol

Granulocyte-Colony Stimulating Factor

(G-CSF, Neupogen® )
Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor
(GM-CSF)

H,02, 30%

Histopaque 1119 und 1077

Luminol

Medunasal®-Heparin 500 I.U. [ 100 I.U./ml ]

NaOH

Na-chromat [ **Cr ]

Activity: 74 MBq (2 mCi)/ml PBS

Spez. Activity: 0.28 TBg/mmol

Phosphate Buffered Saline (PBS )
Mit Ca™ und Mg™* (PBS™)
Ohne Ca™" und Mg*™* (PBS)

Trypanblau

Zymosan

Braun

PerkinElmer
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Amgen

Behring

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Meduna-
Arzneimittel

Merck

Hartmann Analytic,

Braunschweig

Gibco
Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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2.1.2. Antikorper ( AK)

AK": Antikérper gegen das Gangliosid GD2, mit Complement-Bindungsstelle
CHIMERIC Antibody CH 14.18, Subclass: Human IgG/Kappa, 6mg/ml

AK": Antikdrper gegen das Gangliosid GD2, ohne Complement-Bindungsstelle

a) Hu 14.18 MoAb Develpoment 8.6 mg/ml # 5/6 in PBS, 100mM Arginine
0.03% Tween-80, pH 6.0

b) Hu 14.18 MoAb Development 10 mg/ml Vial # 42

AK" war ab dem 9. Versuch verbraucht, sodass anschlieRend eine neue AK-

Charge genutzt wurde. Die Antikérper wurden, wenn nicht anders vermerkt, in

einer f.c. von jeweils 1ug/ml Zellsuspension eingesetzt.

2.1.3. Geréate
Gerat: Name: Firma:
Blutbildanalysator ADVIA 120 Bayer Technicon/
Siemens
Analysenwaage Analytic AC210S Sartorius 1205
Betaplate liquid
Scintillation counter Perkin-Elmer
Wallac
Brutschrank Hera cell Heraeus
Feinwaage M.C.1 Sartorius
Fluorimeter Victor Multilable Counter Perkin-Elmer
Inversmikroskop Wilovert
Laborwaage E400 D Ohaus
Lichtmikroskop Zeiss
Luminometer Tropix TR717 Perkin-Elmer
Luminometer-Software ~ WinGlow Perkin-Elmer
Magnetrthrer MR 2002 Heidolph
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Multipette
pH-Meter
Pipetten
Pipettierhilfe

10pl, 100ul

pH 535 MultiCal
(10, 100, 1000ul)
Pipettboy Plus

Plattenschittler

Sicherheitswerkbank Hera safe

Ultraschallgerat Sonifier B-12-Cell Disrupter
Vortex (Mischgerat)

Wasserbad

Zentrifugen Totixa 50 RS, Mikro 22 R

Eppendorf
WTW-Weilheim
Gilson

Integra Biosciences
Heidolph
Heraeus
Branson-Sonic-
Power
Heidolph
Kottermann
Hettich

Alle Daten wurden mit Hilfe des Programms Microsoft Excel ausgewertet.

2.1.4. Verbrauchsmaterialien

Eppendorfcups ( 1,5; 2ml)
Kulturflaschen 750mi

Kandulen, steril

LumaPlates™

Parafilm

Pipettenspitzen
Repetierpipettenspitzen 10 ul, 100 pl
Sterile Einmalpipetten ( 5, 10, 25ml)
Zentrifugenrohrchen ( 15, 50ml)

96 Well Platte, blickdicht

96 Well Platte Rundboden

96 Well Platte Flachboden

Eppendorf
Corning
Braun
Perkin-Elmer
Serva
Eppendorf
Eppendorf
Costar
Falcon
Wallac
Corning
Corning
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2.1.5. Neuroblastom-Zelllinien

NB-1: GD2-positive humane Neuroblastomzellinie mit nicht eindeutiger Herkunft
Diese Neuroblastomzellinie war GD2-positiv (FACS-Analyse, durchgefiihrt von
Frau Dr. Sabine Schleicher, Kinderklinik Tubingen), konnte aber ansonsten

nicht eindeutig zugeordnet werden.

NB-2, Kelly: GD2-positive humane Neuroblastomzelllinie von DSMZ
Braunschweig (Schwab et al., 1983); (Preis et al., 1988).

2.1.6. Zellkulturmedien

Roswell Park Memorial Institute — Medium 1640 Biochrom
[RPMI 1640]

Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml; 10 000 pg/ml) Biochrom
L-Glutamin (200mM) Biochrom
FCS (fetal calf serum) Biochrom
Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02%) Biochrom

Die Zellkulturzusatze FCS, Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin wurden bei
-20°C gelagert und zur einfacheren Nutzung aliquotiert.

Das RPMI 1640 Medium wurde im 4°C Kuhlraum gelagert und nach Zugabe der
Zuséatze im 4°C Laborkiuhlschrank aufbewabhrt.

Inaktivierung von FCS

Zur Inaktivierung (Complement-Inaktivierung) wurde FCS bei 56°C fur 30 min
im Wasserbad erhitzt => FCS; (FCS inaktiv).
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RPMI*: 500ml RPMI Medium wurden mit 5ml Penicillin/Streptomycin (P/S) und
5ml L-Glutamin ( 200mM ) versetzt.

RPMI*/FCS;: 500 ml RPMI* + 50ml inaktiviertes FCS (FCS;)

[Medium 1, Standardmedium]

Fur die Complementlyse wird Medium benétigt, dem FCS zugefuhrt wird,

welches zuvor nicht inaktiviert wurde.

RPMI*/FCS,: 500ml RPMI* Medium + 50ml aktives FCS (FCS,) [Medium 2]

Einfriermedium

Die gewiinschte Menge an RPMI" Medium wurde mit 20% (v/v) inaktiviertem
FCS (FCS;) und 10% (v/v) DMSO als Kristallisationsschutz versetzt.

2.2. Methoden

2.2.1. Allgemeines zum Arbeiten mit Zellkulturen

Das Passagieren sowie Einfrieren der Zellen fand immer unter sterilen
Bedingungen statt. Auch die Herstellung von Medien und Verdinnungen von
Antikérpern wurde steril durchgefuhrt. Vor Gebrauch wurden das Medium und
Trypsin immer im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt. Die Zellensuspensionen
wurden, sofern nicht explizit anders erwahnt, immer bei 400g und 3°C fir 5 min

abzentrifugiert.

2.2.2. Kultivierung der Neuroblastomzellen

Zunachst wurden die Zellen aus dem Stickstofftank im Stickstofflager geholt,

auf Eis transportiert und aufgetaut. Anschlielend wurden sie zum Waschen in
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ein 50ml Rohrchen uberfiihrt und mit 35ml Medium 1 (RPMI*/FCS;) aufgefiillt.
Wie oben beschrieben wurden die Zellen fir 5 min bei 400 g zentrifugiert und
der Uberstand mittels einer Vakuumpumpe abgesaugt. Das auf dem Boden
befindliche Zellpellet wurde mit vorgewarmtem Medium 1 (RPMIY/FCS))
resuspendiert und in eine 750ml Zellkulturflasche uberfuhrt. Anschliel3end
wurde das Volumen auf 35ml mit Medium 1 (RPMI*/FCS;) aufgefullt und die
Flasche mit leicht gedffnetem Deckel bei 37°C und 5% CO, in
wasserdampfgesattigter Atmosphare im Brutschrank gezichtet. Je nach Bedarf
musste das Medium 1 (RPMI*/FCS;) von 35ml Volumen/Flasche ca. alle 3 Tage

gewechselt werden (Farbveranderung des Mediums von rot zu orange-gelb).

2.2.3. Subkultivierung der Zellen

Der adharent wachsende Zellrasen auf dem Boden der Kulturflasche wurde
mikroskopisch geprift. Passagiert wurde, wenn der Flaschenboden zu ca. 80-
90% bewachsen war. Dazu wurde das Medium 1 (RPMI*/FCS;) mit der
Vakuumpumpe unter der Sterilbank abgesaugt und 2,5ml Trypsin/EDTA-
Losung auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von ca. 60
Sekunden wurden die Zellen durch mechanisches Klopfen vom Boden der
Flasche gelost und 7,5ml frisches Medium 1 (RPMI*/FCS;) zugegeben, um die
Wirkung von Trypsin zu stoppen. Die Zellsuspension wurde gut resuspendiert
und auf neue Kulturflaschen verteilt, die jeweils mit frischem Medium 1
(RPMI'/FCS;) auf 35ml aufgefullt wurden.

2.2.4. Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu bestimmen mussten die Zellen, wie vorab beschrieben,
abtrypsiniert werden. Die abgelosten Zellen wurden in ein 50ml Rdéhrchen
uberfiihrt, mit 45ml Medium 1 (RPMI*/FCS)) aufgefiillt und zentrifugiert. Der

Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet mit 3-5ml Medium 1
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(RPMI'/FCS;) gut resuspendiert. Von dieser Suspension wurden 50 pl
entnommen und mit 50 pl Trypanblau-L6sung vermischt. Von diesem Gemisch
wurden 8,5 pl in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und die lebenden Zellen
unter dem Mikroskop ausgezahlt. Durch das Trypanblau wurden die toten im
Gegensatz zu den lebenden Zellen blau angeféarbt. Die lebenden, zu zéahlenden
Zellen, waren als helle Strukturen mit dunkler Umrandung zu erkennen. Bei der
Zahlung wurde darauf geachtet, dass nicht mehr als 20% der Zellen
Trypanblau-positiv waren, da ansonsten im Test eine zu hohe Spontanlyse zu
erwarten ist. Es wurden 2-4 GroR3quadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten
ausgezahlt und der Mittelwert zur Errechnung der Zellzahl/ml verwendet. Dieser
Mittelwert wurde mit 2 multipliziert, da die Zellsuspension zuvor 1:1 mit

Trypanblau verdinnt wurde.

Zur Berechnung wurde folgende Gleichung genutzt:
Zellzahl/ml= Mittelwert x 2 x 104

Um auf die gewlnschte Zellzahl zu kommen, wurde die Zellsuspension mit
frischem Medium 1 (RPMI*/FCS;) entsprechend verdiinnt.

2.2.5. Einfrieren der Zellen

Das Kulturmedium wurde abgesaugt, nachdem sich ein konfluenter Zellrasen
auf dem Boden der Kulturflasche gebildet hatte. Die adharenten Zellen wurden
mit 2ml Trypsin/EDTA abgelost und in geringem Volumen Medium 1
(RPMI'/FCS;) aufgenommen. Nach 5 min Zentrifugation bei 400g wurde der
Uberstand abgesaugt, das Zellpellet mit Einfriermedium versetzt und die
Suspension auf Cryorbhrchen verteilt. Im direkten Anschluss wurden die
Roéhrchen mit Papiertichern umwickelt und Uber Nacht auf -80°C
heruntergekuhlt. Zur langerfristigen Konservierung wurden die Cryordhrchen
anschlieend auf Trockeneis zum Stickstofflager transportiert und in einem
Tank mit flissigem Stickstoff gelagert.

27



Material und Methoden

2.2.6. Blutentnahme und Isolierung der Leukozyten

Das Blut wurde jeweils kurz vor Versuchsbeginn von freiwilligen Blutspendern
unter arztlicher Aufsicht und nach Aufklarung der Spender durch vendse
Punktion entnommen. Die zur Entnahme genutzten Spritzen wurden zuvor mit
Heparin versehen. Dabei wurde zu 20ml Vollblut jeweils 1ml Heparin [100 Units]
vorgelegt.

Zur Serumgewinnung wurde Blut mit dafiir vorgesehenen Serum-Roéhrchen
abgenommen. Nach ca. 30 min wurde das Blut zentrifugiert und der Uberstand,
das Serum, in 1,5ml Eppendorf-Cups aliquotiert. Die Serum-Eppendorf-Cups

wurden bei -20°C eingefroren und bei Bedarf aufgetaut.

2.2.6.1. Granulozytenisolierung aus Vollblut

ZENTRIFUGIEREN
PLASMA
N A ~-MONO-_
BLUT NUKLEAREZELLEN/
N THROMBOZYTEN
B-GRANULOZYTEN
C-ROTE
BLUTKOPERCHEN
HISTOPAQUE® 1077
HISTOPAQUE® 1119

Abb. 4 : Blutprobenaufarbeitung mittels Histopaque (Firmenheft SIGMA Diagnostics, INC).

28



Material und Methoden

Durchfiihrung

Zunachst wurde bei freiwilligen Spendern vendses Blut entnommen und
heparinisiert [100 1.U./ml]. Je nach Granulozytenbedarf wurden 15ml Falcon-
Rohrchen mit den beiden Dichtegradientenldsungen Histopaque 1119 und 1077
beschickt. In jedes Réhrchen wurden dazu 3,75ml Histopaque 1119 abgeflillt,
anschlielend wurden jeweils 3,75ml Histopaque 1077 langsam Uber die erste
Losung gegeben. Die sich Uberlagernden Dichtegradientenldsungen wurden
nun mit 5ml heparinisiertem Vollblut Gberschichtet und bei 633g, 20 min, 3°C
und An- und Rucklauf Stufe 3 zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurden das thrombozytenreiche Plasma, die Schicht
der mononuklaren Blutzellen und die obere Histopaqueschicht vorsichtig bis zur
unteren Histopaqueschicht abgesaugt und verworfen. An der Grenze zur
unteren Schicht hatten sich die Granulozyten angesiedelt. Diese Schicht mit
Granulozyten wurde in allen Rohrchen vorsichtig mittels Pipette abgehoben.
Dabei war darauf zu achten, dass die sich am Boden des Falcon-R6hrchens
befindliche Erythrozytenschicht nicht aufgewirbelt wird. Die so gewonnenen
Granulozyten wurden in 50ml Falcon-Réhrchen tiberfiihrt, mit PBS (mit Ca™
und Mg™™) aufgefillt und bei 400g, 3°C fiir 10 min zentrifugiert.

Im weiteren Verlauf wurde nach dem Zentrifugieren der Uberstand abgesaugt
und das Zellpellet mit 4ml PBS™ aufgefiillt und bis zur weiteren Verarbeitung
auf Eis kahl gelagert.

Zur  Zellzahlbestimmung am ADVIA 120 wurden aus  der
Granulozytensuspension 400 pul in ein Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt.

2.2.6.2. Isolierung der mononuclearen Blutzellen ( MNBC)
Je nach Aufgabenstellung wurden neben den Granulozyten bei manchen

Versuchen auch die mononucleéaren Blutzellen aus dem heparinisierten Vollblut

isoliert.
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Hierzu wurde zunachst nur die erste Schicht, das Thrombozyten-haltige
Heparin-Plasma, aus den Rohrchen abgesaugt und verworfen. Anschlieend
wurde die dinne Schicht mit den mononuklearen Blutzellen mit einer Pipette
aufgehoben und ebenso wie die Granulozyten, in ein 50ml Falcon-Rohrchen
Uberfahrt (siehe Abb. 4). Die weiteren Schritte wurden wie bei der zuvor

beschriebenen Granulozytenisolierung durchgefihrt.

2.2.6.3. Gewinnung von Heparin-Plasma

Auch hierzu konnte die Gewinnung im Zuge der Granulozytenisolierung
durchgefuhrt werden. Wie in Abbildung 4 zu erkennen, bildet die oberste
Schicht das thrombozytenreiche Heparin-Plasma. Dieses wurde je nach
Volumenbedarf in 15ml Falcon-Réhrchen abgeflllt und zentrifugiert (5 min,
3000g), um die Thrombozyten zu entfernen. AnschlieRend wurden 1ml-
Portionen in Eppendorf-Cups aliquotiert und fur weitere Versuche bei -20°C

eingefroren.

2.2.7. Bestimmung des Differentialblutbildes mitd  em ADVIA 120

ADVIA 120

Zur Bestimmung des Differentialblutbildes wurde das Blutanalysegerat ADVIA
120 der Firma Siemens verwendet, mit dem entweder ein kleines oder ein
grof3es Blutbild bestimmt werden kann. Es wird in der Tubinger Kinderklinik zur
hamatologischen Routinediagnostik eingesetzt. Da das Messprinzip des
Gerates zur Differenzierung der Leukozyten (ber die Bestimmung der
Peroxidase-Aktivitat verlauft, wird es hier naher vorgestellt, da im
Zusammenhang mit den Myelo-Peroxidase (MPO)-positiven Granulozyten
wichtige Informationen erhalten werden (> Problem der Degranulierung

wahrend der Granulozytenpraperation, siehe spater).
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Messung mit dem ADVIA 120

Zur analytischen Einheit des ADVIA 120 gehort das Durchflusszytometer mit
Laser, Halogenlampe und Hamoglobin-Photometer.

Das Gerat hat vier Kandle: Erythrozyten-/Thrombozyten-, Hamoglobin-,
Peroxidase- und Basophilenkanal. Nach Aufnahme des heparinisierten Blutes
wird die Probe in diesen vier Kanalen auf die unterschiedlichen Parameter
untersucht. Hierbei erfolgt die Messanalytik nach dem Prinzip der
Durchflusszytometrie (Anmerkung: Normalerweise wird in der Routinediagnostik
EDTA-Blut verwendet, heparinisiertes Blut liefert ungenaue
Thrombozytenwerte, was aber fur die in dieser Arbeit durchgefiihrten
Bestimmungen keine Rolle spielt).

Bei dieser Arbeit kam es vor allem auf die Bestimmung und Differenzierung der
Leukozytenkonzentration an, da bei der Granulozytenisolierung die Zellzahl
bestimmt und die Isolierung auf Reinheit und Vitalitdt untersucht werden
mussten.

Die Erythrozyten-/Thrombozyten- und H&amoglobinkandle dienen der
Bestimmung des kleinen Blutbildes mit Ausnahme der Leukozytenzahl.

Zur Bestimmung der Leukozytenkonzentration dienen der Peroxidasekanal und
der Basokanal (siehe Abb. 5). Hierbei erfolgt die Trennung in funf
Zellpopulationen im Peroxidasekanal durch Halogenlicht an
peroxidasegefarbten Leukozyten (Monozyten, eosinophile und neutrophile
Granulozyten), Peroxidase-negative Lymphozyten + basophile Granulozyten
und LUC (large unstained cells) Uber Volumen (Streulicht) und
Peroxidaseaktivitat (Absorption).

Die Separierung von Mononuklearen (Lymphozyten + Monozyten),
Polymorphkernigen (neutrophile + eosinophile Granulozyten) sowie basophilen
Granulozyten erfolgt im Basokanal durch Doppelwinkel-Laserstreulicht an
Leukozytenkernen. Nur die basophilen Granulozyten werden bei der
Vorbehandlung nicht lysiert und kénnen deshalb eindeutig von den anderen

Leukozyten unterschieden werden.
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Leukozytenanalytik: Differenzierung/Perox

Peroxidase Kanal (Leukogramm) Neutrophile
Eit;il:“cm_ Reife und unreife
: Granulozyten
Signal
Volumen
(f1)
Lymphozyten, Eosinopnile
Basophile Granulozyien
NRBC's
Thrombozyten-
a) Aggregate g

B
Absorption, Peroxidase - Aktivitat

Leukozytenanalytik: Basophilen - Kanal

Baso Kanzl (Mulkl2ogramim)

Niedrig-
winkel- .
signal Basophile-- -
i3 Granulozyten --
- Baso-
(Volu Suspect

Mononukleédre i Polymorphkernige

Blasten (Neutrophile,
Eosinophile)

b) Hochw:nkel 5°-16°/ Dichte des Kemchromatins
e
Hochwinkelsignal 5§ - 15 5 Chromatindichte

Abb. 5: Vollblut-Leukogramm. Punktwolke der Leukozyten, gemessen am ADVIA 120 im Perox-
und Baso-Kanal (von Bayer-Vital/Siemens).

Anmerkung: a) Perox-Kanal: Auf der x-Achse in der Perox-Graphik ist die
Peroxidaseaktivitat nach rechts ansteigend dargestellt. Auf der y-Achse ist das
Streulichtverhalten der Zellen zu sehen. Trimmer, Thrombozyten und die Non
Red Blood Cells (NRBCs) sind unten links dargestellt. Darliber sind Lymphozyten
und basophile Granulozyten zu finden. Im Feld oben links werden die grof3en
unidentifizierten Zellen (LUC) abgebildet, rechts davon die Monozyten. Die reifen
neutrophilen Granulozyten sind rechts oben zu sehen. Im Bereich darunter sind
die eosinophilen Granulozyten aufgezeigt.

b) Baso-Kanal: In diesem Kanal kdénnen die basophilen Granulozyten von
Lymphozyten unterschieden werden. Dies geschieht durch unterschiedliches
Streuwinkelverhalten. Die basophilen Granulozyten sind links oben zu erkennen,
wéhrend die Lymphozyten und Monozyten im Feld darunter zu dargestellt sind. Im
Feld unten rechts befinden sich die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten.
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Der Peroxidase-Kanal

Ein kleiner Teil der Blutprobe wird mit dem Peroxidasereagenz (4-Chlornaphtol;
H,0,) von Peroxidase positiven Zellen angefarbt:

4-Chlornaphtol + H,0, > oxid. 4-Chlornaphtol (gefarbt)

und in der FluZkiivette analysiert.

Peroxidase positive Zellen sind die eosinophilen Granulozyten (eosinophile
Peroxidase), die neutrophilen Granulozyten (MPO) und - in geringerem Ausmal}
- die Monozyten (MPO).

Zur fotometrischen Bestimmung der Enzymaktivitdt dient eine Halogenlampe.
Die ZellgroRe/Granularitat wird mit der Streulichtmessung bestimmit.

Die Peroxidaseaktivitat wird gegen die Lichtstreuung (ZellgroRe, Granulation)
im Diagramm aufgetragen. Eine Besonderheit, gerade im Hinblick auf die
Verwendung von isolierten Granulozyten, ist der Umstand, dass die durch die
Labilitdt der Granulozyten verursachte teilweise Degranulation (durch
mechanischen Stress u.a. wahrend der Zentrifugation), zu einem Verlust der
MPO flhrt, wodurch sich die Granulozytenwolke in charakteristischer Weise
nach links (Richtung Monozyten/LUC) verschiebt (siehe Abb. 6).
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a)

Perox-Kanal Baso-Kanal Abb.6: Charakteristische
Linksverschiebung der
Granulozytenwolke im Perox-
Kanal nach Histopaque-
Isolierung.

Im Baso-Kanal (Messung
der Zellkernform) erscheint
nach der Isolierung fast
ausschlieBlich die Fraktion

der Polymorphkernigen
Granulozyten (Neutrophile,
Eosinophile)

a) Perox- und Baso-Kanal
im Vollblut.

b)

Perox-Kanal Baso-Kanal
b) Perox- und Baso-Kanal

nach Isolierung der
Granulozyten; sehr reine
Granulozyten-Fraktion, ca.
95% (Baso-Kanal).

Perox-Kanal:

Ein erheblicher Teil der
Granulozyten ist durch die
Degranulation in das
Monozytenfeld verschoben
(-> flasche %-Zuorduna im

Der Baso-Kanal

Im Baso-Kanal wird die Anzahl der mononuklearen Blutzellen, (MNBC,
Lymphozyten + Monozyten), der polymorphkernigen Zellen (neutrophile und
eosinophile Granulozyten) und basophilen Granulozyten in getrennten Feldern
bestimmt. Da in diesem Kanal die Kernmorphologie der Leukozyten dargestellt
wird, wird er auch Kernsegmentierungskanal genannt. Hier werden die
Zellkerne vom Zytoplasma befreit (,stripping®) und im Doppelwinkel-

Laserstreulicht gemessen.

Prinzip der Messung: Ein Teil der Blutprobe wird mit dem ,Cytoplasmatic
stripping Reagenz“ behandelt. Dieses Reagenz lysiert alle zytoplasmatischen
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Membranen, mit Ausnahme der Membranen der Basophilen. Die so behandelte
Suspension wird nun durch eine Flusskivette geleitet. Dort wird das Streulicht
in zwei verschiedenen Winkelbereichen (2-3° und 5-15°) gemessen. Diese
beiden Winkelbereiche werden in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen
(siehe Abb. 6).

Aus den Werten des Perox- und Basokanales errechnet das Gerat die

Leukozytenzusammensetzung der Blutprobe.

2.2.8. Europium-Assay

2.2.8.1. Prinzip und Durchflihrung

Die Methode des Europium-Assay ist eine Alternative zum Kklassischen
>Chrom-Assay und dient der Bestimmung der Zytotoxizitat von Effektorzellen
(Natdrliche Killerzellen, Monozyten, Granulozyten...) gegenuber verschiedenen
Targetzellen. Im Vergleich zum >!Chrom-Assay ist der Europium-Assay ein

nicht-radioaktiver Zytotoxizitatstest.

Prinzip

Um die Zytotoxizitat feststellen zu kbnnen werden zunéchst die Targetzellen mit
BATDA inkubiert, welches die Zellwand leicht passieren kann. Der Ligand wirkt
intrazellular fluoreszenzverstarkend. Die Esterbindungen des Liganden werden
intrazellular hydrolysiert, sodass eine hydrophile Verbindung (TDA) entsteht, die
die Zellwand nicht mehr passieren kann (siehe Abb. 7a). Der Ligand kann nur
von lysierten Zellen freigesetzt und so im Zelliberstand nachgewiesen werden
(siehe Abb.7b).
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Abb. 7: Prinzip der Zellmarkierung mit BATDA.

a) Nachdem der Ligand die Zellmembran der Targetzelle passiert hat, hydrolysiert
er durch die Acetyl-Esterase in der Zelle zu TDA.

b) Nur bei der Lyse von Targetzellen wird TDA freigesetzt. Nach Zugabe von
Europium-L6ésung im Uberstand bildet sich ein fluorescierender Chelat-Komplex.
(aus Perkin EImer Produktinfo: Cell Cytotoxicity Assay).
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Die mit BATDA markierten Targetzellen werden zusammen mit den
Effektorzellen (Granulozyten oder MNBC) inkubiert. Haben die Effektorzellen
auf die Targetzellen zytotoxischen Einfluss, so setzen die lysierten Zellen den
hydrophilen Liganden TDA wieder frei. Unter Zugabe von Europiumlésung
bildet sich aus dem in den Uberstand freigesetzten Liganden ein stark
fluoreszierender, stabiler Chelatkomplex, EUTDA, dessen Menge sich mittels

Fluorometer zeitversetzt bestimmen lasst (siehe Abb. 8).

Load targel cells with BATDA

Target cells (T) Effector cells (E) ' l
@8] £
g Wash the loaded target cells
\d
T |
Lo
b Adjust target cell density
_A_ A& Cytolysis_

Y T "' E » / T | E l
Identification of T Add loaded target cells and set up the controls

as foreign by E TDA l

aliguots of Centnfugation
el ¥ Add effector cells
Eu-solution \ £ 4
EUTDA TDA - 1
S ¢ ~alle
n = of cells Transfer sample to new plate
MEASUREMENT 1 &/ well l
Add Europium Solution
Shake the plate

Measure the time-resolved fluorescence

Abb.8: Prinzip des EuTDA-Assays: Effektorzellen schadigen die Zellmembran der
Targetzellen, wodurch TDA aus diesen freigesetzt werden kann. Nach Zugabe der
Europium-Ldsung entsteht der stabile EUTDA Chelatkomplex, dessen Fluoreszens
gemessen wird (aus Perkin EImer Produktinfo: Cell Cytotoxicity Assay).
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Berechnung der spezifischen Lyse

Um die spezifische Zytotoxizitdt der Effektorzellen auf die Targetzellen zu
berechnen, wird das Ergebnis (% spezifische Lyse) auf die maximalen Zelllyse
sowie die Spontanlyse (ohne Effektor-Zellen) bezogen.

Die Spontanlyse ist der Wert, der durch spontanen Zellzerfall und somit
Freisetzung des Liganden erreicht wird, ohne Einfluss von Effektorzellen.

Die Maximallyse ist der Wert, der erreicht ist, wenn alle Targetzellen lysiert sind.

Die spezifische Lyse sollte mit folgender Formel berechnet werden:

Spezifische Lyse in % = (Messwert — Spontanlyse / Maximallyse — Spontanlyse) x 100

Durchfiihrung
Gewinnung und Markierung der Targetzellen (Neuroblastomzellen)

Die im Brutschrank uber einige Tage herangewachsenen NB-Zellen wurden
vom Zellkulturmedium Medium 1 (RPMI*/FCS)) befreit, und mit ca. 2,5ml
Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche abtrypsiniert. Die NB-Zellen wurden
mit dem zuvor auf 37°C angewarmten Medium 1 (RPMI*/FCS;) versetzt und
zentrifugiert (5 min, 400g). Nach dem Zentrifugieren wurde das Medium
abgesaugt, das Zellpellet in frischem, angewarmtem Medium 1 (RPMI*/FCS))
vorsichtig resuspendiert und auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. Dieser
Zellsuspension wurden 4pl pro ml Zellsuspension BATDA Lésung zugefihrt und
60 min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach dem Inkubieren wurde die
Zellsuspension gewaschen. Dazu wurde sie zunachst erneut bei 4009 fir 5 min
zentrifugiert, das Medium abgesaugt, das Pellet mit frischem, angewarmtem
Medium aufgefllt und vorsichtig resuspendiert. Dieser Vorgang wurde 4 mal
wiederholt. Nach dem Waschvorgang wurde das Zellpellet erneut mit frischem
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Medium aufgeflllt, gut resuspendiert, in der Neubauer-Zahlkammer gezahlt und
auf 50.000 Zellen/ml eingestellt (siehe Kapitel 2.2.4.).

Gewinnung und Vorbereitung der Effektoren (Granulozyten)

Die Praparation der Granulozyten und Markierung der Neuroblastomzellen
wurden am gleichen Tag durchgefuhrt.

Die Granulozyten wurden, wie in Kapitel 2.2.6.1. beschrieben, isoliert und im
Zellkulturmedium 1 resuspendiert und auf die benétigte Zellzahl/ml eingestellt.
Die Effektorzellen wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen zu einer
gleichbleibenden Anzahl von Targetzellen gegeben (E:T-Verhéltnis E:T 50:1,
40:1, 20:1, 10:1, 5:1, 2,5:1).

Die jeweilige Granulozytensuspension wurde bei einigen Versuchen vor
Inkubation mit den Targetzellen fur 2 Stunden mit unterschiedlichen Zusatzen
(GM-CSF, G-CSF, Biobran®) vorinkubiert, um deren Wirkung auf die Zelllyse zu

analysieren.

Testansatz (Beschickung der 96-Well-Platten)

Der Test wurde in einer Rundboden-Mikrotiterplatte (U-Form, 96 Kavitaten)
angesetzt.

In allen Europium-Versuchen wurden der Background, die Spontanlyse,
Maximallyse mit Lysepuffer und Maximallyse mit Ultraschall bestimmt. Von

jedem dieser vier Testanséatze wurden 4 Wells beschickt.

Background: Um den Background zu bestimmen wurden 600-1000ul der
markierten und auf 50.000 Zellen/ml eingestellten Neuroblastomzellen in einem
Eppendorfcup 2 min bei ca. 1000 g zentrifugiert und der Uberstand (500pl)
abgehoben. Von diesem wurden je 100ul in 4 Wells verteilt und 100ul Medium 1
(RPMI*/FCS;) zugegeben.
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Spontanlyse: Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml eingestellten
Neuroblastomzellen wurden je 100ul in 4 Wells pipettiert. Alle 4 Wells wurden
dann mit 100ul Medium 1 (RPMI/FCS)) aufgefiillt.

Maximallyse mit Lysepuffer: Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml
eingestellten Neuroblastomzellen wurden je 100ul in 4 Wells pipettiert. Diesen

wurden jeweils 20ul Lysepuffer und 80ul Medium 1 (RPMI*/FCS;) zugegeben.

Maximallyse mit Ultraschall: Von den markierten und auf 50.000 Zellen/ml
eingestellten  Neuroblastomzellen  wurden  1000ul in  ein  15ml
Zentrifugenrohrchen (Falcon) tberfuhrt und mit Ultraschall zertrimmert. Davon
wurden je 100ul in 4 Wells gegeben und mit 100ul Medium 1 (RPMI*/FCS))

aufgefullt.

2.2.8.2. ADCC

Um herauszufinden, welche Wirkung Effektorzellen unter Zugabe von 2
verschiedenen Antikérpern gegen das Gangliosid GD2 der Neuroblastomzellen
(NB) haben (ADCC), wurden weitere Wells beschickt. Als Effektorzellen wurden
in den meisten Versuchen Granulozyten (Gr) verwendet. In manchen
Versuchen kamen allerdings auch MNBC zum Einsatz.

Mit jedem Ansatz wurden immer 3 Wells wie folgt beschickt:

100pl Gr + 100pu! NB + 10pl oder 20ul Medium 1 (RPMI'/FCS)) od. PBS
100pl Gr + 100pu! NB + 10pl oder 20ul AK™ bzw. AK™ in Medium 1 (1ug/ml)

Vorbereitung
In 3 Wells wurden jeweils 100ul der zuvor markierten Neuroblastomzellen

pipettiert und eine gewisse Menge (in den meisten Versuchen 10ul) Medium

oder PBS zugegeben.
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In 3 Wells wurden ebenfalls jeweils 100ul der zuvor markierten
Neuroblastomzellen pipettiert. Hier wurde in jedes Well zuséatzlich eine gewisse
Menge (in den meisten Versuchen 10ul) AK® bzw. AK  zugegeben. Die wie
unter ,Testansatz" beschickte 96-Well-Platte wurde nun fur 30 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert, damit die AK an das Gangliosid GD2 der
Neuroblastomzellen binden konnten. Anschlieend wurden jeweils 100ul
Effektorzellen (Granulozyten bzw. MNBC) in der benétigten Konzentration (E:T-
Verhaltnis 50:1, 40:1, 20:1, 10:1, 5:1 oder 2,5:1) zugegeben.

2.2.8.3.CDC

Um die beiden Antikorper (AK*/AK") auf ihre Fahigkeit zur Complementlyse hin
zu testen, wurden Versuche durchgefihrt, in denen keine Effektorzellen im
Testsystem anwesend waren. Die Wells wurden wie folgt beschickt:

100ul NB-Zellsuspension + 100l Medium 1 (RPMI*/FCS;) + 10-20ul PBS

100u! NB + 100p! Medium 2 (RPMI/FCS,) + PBS

100ul NB + AK*/AK™ + 100pl Medium 1 (RPMI*/FCS))

100ul NB + AK'/AK™ + 100pl Medium 2 (RPMI*/FCS,)

Die vorgelegten 100ul NB-Zellsuspensionen wurden fir ca. 30 min im
Brutschrank mit den Antikorpern inkubiert, bevor anschlieBend die

entsprechenden Medien + Zusatzen zugegeben wurden.

In einem weiteren Ansatz wurden die mit AK beladenen Neuroblastomzellen mit
jeweils 100l Medium 1 (RPMI'/FCS)) versetzt und anschlieBend wurden 10-

20ul Serum oder Heparin-Plasma dem Ansatz zugegeben.

NB + Medium 1 (RPMI*/FCS;) + Medium oder PBS

NB + Medium 1 (RPMI*/FCS;) + Serum/Heparin-Plasma

NB + Medium 1 (RPMI*/FCS)) + AK" bzw. AK"

NB + Medium 1 (RPMI*/FCS)) + AK" bzw. AK™ + Serum/Heparin-Plasma
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2.2.8.4. ADCC + CDC

Um die mdglichen ADCC und CDC Effekte kombiniert zu untersuchen, wurden
die dafur vorgesehenen Wells sowohl mit Effektorzellen (Granulozyten), als
auch mit Serum/Heparin-Plasma oder Medium 2 (RPMI*/FCS,) beschickt.

100ul Gr + 100ul NB + 10-20ul Serum/Heparin-Plasma oder Medium 2
(RPMI/FCS,) + PBS

100pul Gr + 100ul NB + 10ul Serum/Heparin-Plasma oder Medium 2
(RPMI*/FCS,) + 10ul AK* bzw. AK"

In 3 Wells wurden jeweils 100ul zuvor markierte Neuroblastomzellen pipettiert,
und eine bestimmte Menge (in den meisten Versuchen 10ul) der

entsprechenden Zusatze gegeben.

Die so beschickten 96-Well-Platten wurden nun fur ca. 30 min im Brutschrank
bei 37°C vorinkubiert, damit die AK an den Neuroblastomzellen binden konnten.
Nach der Inkubation wurden die Wells mit jeweils 100ul
Granulozytensuspension und einer gewissen Menge (meist 10ul)
Serum/Heparin-Plasma oder Medium 2 (RPMI*/FCS,) aufgefiillt.

Weitere Prozessierung aller Ansétze

Waren die 96-Well-Platten vollstandig beschickt, wurden sie fir 2 min bei 400 g
anzentrifugiert und fir 2 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Platten zentrifugiert (200g, 5 min) und 20ul der
jeweiligen Uberstande in die Wells einer Flachbodenplatte, die zuvor mit je
200ul Europiumlésung bestuckt wurde, transferiert. Die so vorbereiteten
Flachbodenplatten wurden fir 20 min auf einem Horizontalschttler inkubiert,

anschlielend wurde die Fluoreszenz am Victor Multilabel-Counter gemessen.
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2.2.9. [°*Cr]Chrom-Assay

Zuséatzlich zu den Europium Versuchen wurde ein Teil der Untersuchungen
auch mit dem *'Chrom-release Assay durchgefiihrt.

Auch bei diesen Versuchen wurden als Effektorzellen Granulozyten und MNBC,
und als Targetzellen Neuroblastomzellen (NB-1/NB-2) verwendet.

Ebenfalls wurden die beiden Antikdrper (AK*/AK") eingesetzt. Je nach Versuch
wurde aul3erdem GM-CSF, G-CSF zur Aktivierung der Granulozyten, wie auch

Serum, Heparinplasma und H,O, verwendet.

2.2.9.1. Gewinnung und Markierung der Neuroblastomz  ellen

Zunachst wurden die Neuroblastomzellen, wie unter Kapitel 2.2.4. beschrieben,
gewonnen. Diese wurden auf 4x10° Zellen/10ml Medium 1 (RPMI*/FCS))
eingestellt und im Brutschrank in einem 15ml-Zentrifugenréhrchen mit
gedffnetem Deckel bis zum Einsatz inkubiert. Unmittelbar vor der Markierung
mit **Chrom wurden die Neuroblastomzellen zentrifugiert (5 min, 400 g), der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet im gleichen Rohrchen in 500ul
RPMI*/FCS; gut resuspendiert.

Zu den Neuroblastomzellen wurde *!Chrom-Lésung (zu 500l
Neuroblastomzellsuspension 10 pl [*Cr]-Natriumchromat (740 KBq / 20uCi))
gegeben und die Zellsuspension fur 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die mit **Chrom markierten Zellen
3x mit je 10ml Medium 1 (RPMI'/FCS;) gewaschen. Nach dem letzten
Waschschritt und Abpipettieren des RuUcklaufs wurde das Zellpellet in 10ml
Medium 1 (RPMI*/FCS)) resuspendiert und davon je 100ul/Well auf eine 96-
Well-Rundbodenplatte verteilt.
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2.2.9.2. Isolierung und Vorbehandlung der Granulozy  ten und MNBC

Die Isolierung der Granulozyten und MNBC wurde - wie in Kapitel 2.2.6.1. und
Kapitel 2.2.6.2 beschrieben - durchgefihrt. Die Granulozytensuspension wurde
auf 3 15ml-Zentrifugenréhrchen verteilt und wie folgt unterschiedlich beschickt:
Zugabe von PBS (10ul/ml Zellsuspension)

Zugabe von G-CSF [(10pl/ml Zellsuspension); f.c.: 10-1000 Units/ml]

Zugabe von GM-CSF [(10ul/ml Zellsuspension); f.c.: 10-1000 Units/ml]

Die so beschickten Rohrchen wurden mit offenem Deckel bei 37°C in den
Brutschrank gestellt und fur 1-1,5 Stunden bis zum Gebrauch inkubiert.

Die 3 Granulozytensuspensionen wurden jeweils, je nach Versuchsprotokoll,

verdunnt und unverdinnt eingesetzt.

2.2.9.3. Beschickung der 96-Well-Rundbodenplatte

Wéhrend die mit **Chrom markierten Neuroblastomzellen fir 1 Stunde im
Brutschrank inkubierten, konnten die Effektorzellen (je 100ul) in eine 96-Well-
Rundbodenplatte je nach Versuch und Pipettierschema vorgelegt werden.
Nach Beendigung der Inkubationszeit der Neuroblastomzellen wurden die
Targetzellen (je 100ul) in die vorbereitete Platte zu den Effektorzellen pipettiert
und je nach Versuch die Ansatze mit unterschiedlichen Substanzen erganzt.
Zusatzlich wurde immer die Spontanlyse (SR) und Maximallyse (MR) bestimmt
und dazu je 3 Wells wie folgt beschickt:

SR:  100ul Targets + 100ul Medium

MR:  100pl Targets + 100pl Triton X (2%ig)
Die so beschickte 96-Well-Rundbodenplatte wurde fir 3,5 Stunden im
Brutschrank bei 37°C inkubiert.
Nach der Inkubationszeit wurde die Platte kurz anzentrifugiert (5 min, 400 g)
und anschlieRend je 50ul Uberstand entnommen und auf eine Luma-Platte

Ubertragen.
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Diese nun, nur mit Uberstand beflllte Luma-Platte, wurde uber Nacht
stehengelassen, sodass der Inhalt trocknen konnte. AnschlieBend wurde die
freigesetzte Aktivitat im Counter gemessen.

Die Lyserate sollte wie folgt berechnet werden:

(Messwert — Spontanlyse / Maximallyse — Spontanlyse) x 100

2.2.10. Chemilumineszenz

Messung des oxidativen bursts mit Hilfe der Luminol-verstarkten

Chemilumineszenz in Assoziation mit der ADCC-Reaktion neutrophiler

Granulozyten gegeniiber Neuroblastomzellen.

In diesem Versuchsblock sollte bestétigt werden, dass die ADCC-Reaktion
durch Granulozyten unter Verwendung von AK® unabhangig von der ROS-
Bildung erfolgt, vor allem aber sollte der Frage nachgegangen werden, ob das
auch bei AK", nach Verlust der Complementbindungsstelle, der Fall ist. Ferner
sollte in diesem Versuchsblock untersucht werden, ob die externe Zugabe von
H,O, bei der ADCC Reaktion einen EinfluR auf die Abtétung der
Neuroblastomzellen hat (Model fur die Bildung von ROS im entzindeten
Tumorgebiet in vivo). Parallel dazu diente die Inkubation der Granulozyten mit
opson. Zymosan als positive Kontrolle.

Um die Produktion von ROS im Rahmen dieser Untersuchungen

nachzuweisen, erfolgte eine Messung der Chemilumineszenz

Prinzip der Methode

Durch den ,oxidativen burst® von neutrophilen Granulozyten werden
Lichtquanten emittiert. Dieses Phanomen wird Chemilumineszenz oder

chemisches Leuchten genannt.
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Sobald neutrophile Granulozyten Stress ausgesetzt werden, indem sie z.B.
durch opson. Zymosan oder Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) stimuliert
werden, bilden sie reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS). So werden z.B.
Superoxidanionen, H,0,, Hydroxylradikale, Singlet-Sauerstoff ~ oder
hypochlorige Saure gebildet. Diese reagieren u.a. mit ungesattigten
Doppelbindungen des Zellmaterials und (berfiihren diese in Derivate des
Dioxtandions. Diese sehr energiereichen Verbindungen geben ihre Energie an
floureszenzfahige Molekule in der Zelle ab. Dadurch werden diese in einen

elektronisch angeregten Zustand versetzt.

Durch den Ubergang vom instabilen zum stabilen chemischen Zustand kommt
es zu einer Energiefreisetzung in Form einer Lichtemission. Dies bezeichnet

man als Chemilumineszenz (Biolumineszenz) (Allen, 1982).

Diese Lumineszenzen fallen sehr schwach aus. Um sie zu verstarken kénnen
Lumineszenzverstéarker, wie z.B. Luminol, eingesetzt werden. So werden sie in
einen besser messbaren Bereich gebracht. Dabei besteht ein