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Meiner Familie

Gott ist zwar unsichtbar,

doch an seinen Werken, der Schépfung,
haben die Menschen seit jeher

seine gottliche Macht und Grofe

sehen und erfahren konnen.

(Romer 1,20)
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Immunomagnetische T-Zell-Depletion
mit monoklonalen Antikorpern
bei der Herstellung von NK-Zell-Praparaten

Zusammenfassung

Hintergrund

Bei einigen Krankheiten bekommt die Knochenmarkstransplantation bzw. die Transplantation
peripherer Blutstammzellen als Therapiemoglichkeit eine wachsende Bedeutung. Trotz aller
Fortschritte birgt diese Therapieform die Gefahr von schwer zu kontrollierenden Komplikationen
(Graft-versus-Host-Krankheit, Host-versus-Graft-Krankheit, lebensbedrohliche Infektionen), die die
Behandlungsmoglichkeiten einschrinken.

Die Eigenschaften und Fahigkeiten von Natiirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) er6ffnen
vielversprechende Mdglichkeiten, die Komplikationen einer Stammzelltransplantation besser zu
kontrollieren. Dafiir ist es notwendig, NK-Zellen in moglichst reiner Form und ausreichender
Menge bereitzustellen. Seit einigen Jahren stehen verschiedene immunomagnetische Antikdrper zur
Verfiigung, mit denen Zellen gezielt selektiert oder depletiert werden konnen. Allerdings sind die
Herstellerangaben zu Versuchsbedingungen an experimentellen Ansdtzen orientiert. Um die
Antikorper im klinischen Bereich in entsprechenden GroBenordnungen einzusetzen, sind

Versuchsansétze in klinischen Gro3enmafstdben notig.

Methoden

In dieser Arbeit wird eine Methode zur immunomagnetischen T-Zell-Depletion bei der Herstellung
von NK-Zell-Praparaten untersucht. Mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern werden Zellen
immunomagnetisch markiert und in einem starken Magnetfeld getrennt. Es wird ein etablierter
Einzelantikorper (,,CD3 MicroBeads®) mit einem neuen Antikorper Kit (,NK isolation kit®)
verglichen. In der Versuchsreihe sollen die Wahl des Antikorpers, die Antikdrpermenge, und die
Flussgeschwindigkeit durchs Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) hinsichtlich ihres Einflusses auf
die T-Zell-Depletion, die T-Zell-Restkontamination nach Depletion und den NK-Zell-Ertrag
untersucht werden. Bei einem der verwendeten Antikorper (,,NK isolation kit*) interessiert

auBerdem die NK-Zell-Reinheit des resultierenden NK-Zell-Priparates.
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Ergebnisse

Wihrend die T-Zell-Depletion mit dem ,,NK isolation kit tendenziell groBer ist als mit ,,CD3
MicroBeads®, unterscheiden sich beide Antikdrper nicht signifikant in der T-Zell-
Restkontamination. Mit ,,CD3 MicroBeads kann allerdings eine verldsslichere T-Zell-
Restkontamination mit einer geringeren Schwankungsbreite der Ergebnisse erreicht werden.
Weiterhin liefern ,,CD3 MicroBeads einen signifikant hoheren NK-Zell-Ertrag, da mit dem ,,NK
isolation kit* abhidngig von der eingesetzten Antikdorpermenge und der damit zusammenhingenden
Antikorperkonzentration mehr NK-Zellen in der magnetischen Trennsdule verloren gehen. Dabei
deutet sich an, dass bei einer hoheren Auftraggeschwindigkeit der NK-Zell-Verlust geringer ist. Die
Menge der eingesetzten Antikorper korreliert beim ,,NK isolation kit* positiv mit der erzielten NK-

Zell-Reinheit.

Schlussfolgerung

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass sowohl mit einem Einzelantikorper (,,CD3 MicroBeads®)
also auch mit einem Antikorper-Cocktail (,,NK isolation kit*) eine ausreichende Depletion von T-
Zellen in einem klinischen MaBstab mdglich ist. Bei beiden Verfahren kann mit einem
Separationsschritt eine hohere T-Zell-Depletion erreicht werden, als mit anderen oder &hnlichen in
der Literatur beschriebenen Verfahren.

Wihrend mit dem ,,NK isolation kit* in einem Depletionsschritt NK-Zell-Préparate mit bis zu
90%iger Reinheit hergestellt werden konnen, miisste sich nach der T-Zell-Depletion mit ,,CD3
MicroBeads* noch eine NK-Zell-Positivselektion anschlieBBen. Wiéhrend die
Auftraggeschwindigkeit von untergeordneter Bedeutung ist, spielt die eingesetzte AntikOpermenge

beim ,,NK isolation kit* eine signifikante Rolle.
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Immunomagnetic T-cell-depletion
in the preparation of NK-cell-specimens
using monoclonal antibodies

Abstract

Background

Bone marrow transplantation or peripheral blood stem cell transplantation respectively is becoming
increasingly important in the treatment of several diseases. Despite all the advances made, this
form of therapy can cause complications that are difficult to manage. Thus its use is limited.

The characteristics of natural killer cells offer promising means to control complications such as
graft-versus-host-disease and host-versus-graft-disease. Because of this, it is necessary to ensure a
sufficient quantity of NK cells is available, in the purest possible form.

For many years now immunomagnetic antibodies have been available to selectively mark and
separate cells. But manufacturer specifications are based on small scale experiments. Clinical scale

studies are necessary before immunomagnetic antibodies are used in clinical applications.

Methods

In this study, a method to immunomagnetically deplete T-cells was tested. By using magnetically
labeled monoclonal antibodies, cells were marked and separated in a strong magnetic field. An
established antibody, “CD3 MicroBeads”, was compared to a new antibody kit, “NK isolation kit”.
Concerning the effect on T-cell-depletion, T-cell-contamination after depletion and NK-cell-
recovery changes in the choice of antibody, the amount of antibody and flow rate were tested. When
the “NK isolation kit” was used, the NK-cell-purity of the resulting NK-cell-specimen was also of

interest.

Results

T-cell-depletion was slightly but not significantly higher with the “NK isolation kit” than with the
“CD3 MicroBeads”. There were no significant differences in T-cell-contamination. But with “CD3
MicroBeads” a more reliable T-cell-contamination with variation over a smaller range was

obtained.
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In addition “CD3 MicroBeads” yielded a higher NK-cell-recovery.

Using the “NK isolation kit”, a higher percentage of NK-cells was lost within the depletion column,
depending on the amount of antibodies used and the corresponding higher antibody concentration.
There are indications that a higher flow rate reduces the loss of NK-cells. The amount of antibodies

correlates positively with NK-cell-purity.

Conclusions

The results show that both “CD3 MicroBeads” and “NK isolation kit” are capable of sufficiently
depleting T-cells in a clinical scale setting. Only one depletion-cycle was necessary to achieve a
higher T-cell-depletion than mentioned elsewhere in literature. With “NK isolation kit”, one
depletion cycle was sufficient to yield a NK-cell-specimen with a purity as high as 90%. “CD3
MicroBeads” would need another cycle of NK-cell-selection after T-cell-depletion. While the flow
rate has minor importance, the amount of antibody when using the “NK isolation kit” plays a

significant role.
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1 Einleitung

Fiir immer mehr neoplastische Krankheiten bekommt die Knochenmarkstransplantation (KMT)
bzw. die Transplantation peripherer Blutstammzellen (PBSZT) als Therapiemdglichkeit eine
wachsende Bedeutung. Sowohl bei Leukdmien und Lymphomen als auch bei soliden Tumoren, wie
z.B. Brustkrebs, wurden erfolgreiche Behandlungen durchgefiihrt. Die Verfiigbarkeit
hidmatopoetischer Wachstumsfaktoren und die Moglichkeit der Gewinnung und Transplantation
peripherer Stammzellen hat die Beherrschung der dosislimitierenden Myelotoxizitdt moglich
gemacht, so dass dosiseskalierte Chemotherapien angewendet werden konnten. In der
Vergangenheit wurde in zahlreichen Studien belegt, dass eine dauerhafte Rekonstitution der
Héamatopoese durch Transplantation himatopoetischer Vorlduferzellen nach hochdosierter
Chemotherapie moglich ist [173]. Man erhoffte sich durch eine Dosiserhohung der Chemotherapie
das AusmaBl der Tumorzellzerstérung zu vergroBern und nach Mdoglichkeit die gesamte

Tumorzellpopulation zu zerstoren [174,175].

Trotz aller Fortschritte auf dem Gebiet der Stammzelltransplantation, gibt es Faktoren, die die
Behandlungsmdglichkeiten einschrianken.

Einerseits ist zum Zeitpunkt der Transplantation das gesamte blutbildende System durch die
konditionierende (vorbereitende) Chemotherapie abgetdtet. Da insbesondere auch das
Immunsystem aufler Kraft gesetzt ist, sind die Patienten zu diesem Zeitpunkt der maximalen
Immunsuppression duflerst infektionsgefdhrdet.

Andererseits werden neben den Blutstammzellen unter anderem auch T-Zellen des Spenders
mittransplantiert, die eine Graft-versus-Host-Krankheit (GVHD) auslosen konnen [176]. Die
immunkompetenten T-Zellen greifen abhingig von der Kompatibilitit des HLA-Systems (human
leucocyte antigen) die Zellen des Empfangerorganismus an, weil sie deren Oberflachenstrukturen
als Fremdantigene erkennen konnen, was zu starken Nebenwirkungen bis hin zum Tod fiihren kann.
Auflerdem konnen sich Tumorzellen, die nach der Hochdosis-Chemotherapie noch im Organismus
verbleiben (minimal residual disease, MRD), im Anschluss wieder neu vermehren und ein Rezidiv
hervorrufen, was ein Scheitern des Therapieversuchs bedeutet. Deshalb gilt es, neben der Gefahr

einer Infektion oder einer GVHD auch die Rezidivwahrscheinlichkeit zu minimieren.

In der Klinik steht man vor dem Problem, dass es eigentlich keine geeignete Behandlungsmethode
gibt, die alle drei Komplikationen gleichzeitig kontrolliert. Im Gegenteil hat man es mit

widerstreitenden Effekten zu tun. Versucht man eine drohende GVHD durch Gabe von
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Immunsuppressiva in den Griff zu bekommen, vergrofert man gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit
eines Rezidives und opportunistischer Infektionen.

Entfernt man die T-Zellen aus den Stammzelltransplantaten, kann das Auftreten einer akuten
GVHD verhindert werden [176-178]. Zusitzlich zu den unerwiinschten haben T-Zellen aber auch
erwiinschte Wirkungen, die bei einer T-Zell-Depletion (TCD) verloren gehen. Sie attackieren
ndmlich die noch liberlebenden Tumorzellen (MRD) und haben so einen Graft-versus-Tumor-Effekt
(GVT). Durch die Entfernung der T-Zellen steigt also wieder die Wahrscheinlichkeit eines
Rezidivs.

Will man dagegen die Rezidivgefahr durch Stimulation der T-Zellen mit Zytokinen (z.B. IL-2)
minimieren, lduft man Gefahr eine GVHD zu provozieren. Man steht also vor dem Problem,
gleichzeitig auftretende positive und negative Effekte zu kontrollieren und sie nach Moglichkeit

selektiv zu beeinflussen.

Als vielversprechende Therapieoption bieten sich seit einigen Jahren Natiirliche Killer Zellen (NK-
Zellen) an, die eine ausgeprigte tumorizide Wirkungen haben [2,179], ohne eine GVHD auszuldsen
[180]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass aktivierte NK-Zellen das Anwachsen eines
Transplantats fordern, indem sie die T- und NK-Zellen des Empfangers zerstdren, und so eine
Abstofungsreaktion (Host-versus-Graft, HVG) verhindern. In gleichem MalRe ist ihre Produktion
von Wachstumsfaktoren (GM-CSF, G-CSF) fiir die Immunrekonstitution forderlich.

Zu alledem konnen NK-Zellen die T-Zell-vermittelte GVHD auch aktiv unterdriicken, ohne dabei
ihre, wahrscheinlich tiber IFN-y gesteuerten, GVT-Effekte einzubiissen [181].

NK-Zellen scheinen also fiir die gewiinschte selektive Beeinflussung von GVHD und GVT bestens

geeignet zu sein.

Um dem ausgeweiteten Anwendungsspektrum der Stammzelltransplantation Rechnung zu tragen,
ist es unumgénglich, die Effizienz dieser Behandlungsform zu verbessern. Die Eigenschaften und
Féhigkeiten von NK-Zellen erdffnen vielversprechende Moglichkeiten, die Komplikationen der
Stammzelltransplantation besser zu kontrollieren.

Da die Funktionen und Wechselwirkungen der verschieden Zelltypen (z.B. T- und NK-Zellen) sehr
komplex sind, ist es wichtig, die Zelltypen zu isolieren, um sie gezielt einsetzen zu konnen. Eine
Forderung ist deshalb, NK-Zellen in moglichst reiner Form und ausreichender Menge zur

Verfligung zu stellen.
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2 Grundlagen zum Thema

2.1 Natiirliche Killer - Zellen

2.1.1 Definition
Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) sind eine eigenstindige Subpopulation der Lymphozyten mit
charakteristischen morphologischen, immunphénotypischen und funktionellen Eigenschaften. Sie
sind definiert als spontan zytotoxische, grofe granuldre Lymphozyten, die verschiedenste Zellen
ohne vorherige Sensitivierung lysieren kdnnen [1]. Sie exprimieren keine T-Zell-Rezeptoren und T-
Zell-Rezeptor assoziierte Protein-Komplexe (CD3) oder Oberflichenimmunglobuline [2-4] und
sind in ihrer zytotoxischen Aktivitdt nicht auf MHC I-Molekiile angewiesen [5].

2.1.2 Immunphanotyp
Die Mehrheit der NK-Zellen exprimieren als sogenannte NK-Zell-Marker CD16 (Fcy-Rezeptor I1IA
fiir IgG) und fast alle CD56 (neurales Zell-Adhésions-Molekiil, NCAM). Die Auspriagung dieser
Oberflichenstrukturen ist in 90% der Fille CD16" CD56"™ (d.h. starke CD16 und schwache CD56
Expression). Die restlichen Zellen sind phénotypisch entweder CD16~ CD56""€" oder CD16” CD56"
[6,7]. Als weitere Oberflichenmolekiile finden sich auf NK-Zellen CD11b und CD57 (HNK-1), die
besonders fiir die zytolytische Aktivitit von Bedeutung sind [8-11].

2.1.3 Herkunft und Entwicklung
Wie alle hamatopoetischen Zellen entwickeln sich auch die Lymphozyten aus einer pluripotenten
Stammzelle. Man postuliert, dass am Anfang der lymphozytiren Zelllinie eine gemeinsame
lymphozytire Vorlduferzelle steht, die sich in der weiteren Entwicklung zu B-, T- oder NK-Zellen
differenziert. Sowohl im murinen als auch im humanen Knochenmark konnten Vorlduferzellen
gefunden werden, die sich nur noch zu den drei lymphozytiren Linien differenzieren konnen
[12,13]. Die NK-Zelllinie ist damit von der myeloischen Linie abgespalten [14].
Phiinotypische und funktionelle Ahnlichkeiten zwischen T- und NK-Zellen lassen auf einen
gemeinsamen T/NK-Vorldufer schlieBen [15-17]. Solche T/NK-Vorlauferzellen wurden im Thymus
gefunden; ihr Potential, sich sowohl in T- als auch in NK-Zellen differenzieren zu kénnen, konnte
von Sanchez et al. anschaulich nachgewiesen werden [18].
Der Hauptort fiir die NK-Zell-Entwicklung ist das Knochenmark [19-22]. Das gleichzeitige
Vorhandensein von T/NK-Vorldufern, NK-Vorldufern und reifen NK-Zellen im Thymus zeigt
jedoch, dass die NK-Zell-Differenzierung auch im Thymus mdglich ist, obwohl der Thymus nicht
unbedingt bendtigt wird [19,20,234].
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Williams et al. haben ein in vitro Modell entwickelt, mit dem sie die Differenzierung von NK-
Zellen untersuchen konnten. Aus multipotenten Vorlduferzellen entwickelten sich unter
Zytokineinfluss NK1.1"-Zellen (NK1.1 ist ein Marker fiir Maus-NK-Zellen) [104]. In der ersten
Phase wurden die Zellen in einem Zytokincocktail aus Interleukin-7 (IL-7), stem cell factor (SCF)
und fms-like tyrosine kinase 3-Ligand (flt3-L) und anschlieBend mit IL-15 alleine kultiviert. Es
stellte sich heraus, dass flt3-L der wichtigste Faktor zur Differenzierung ist, wobei SCF und IL-7
eine unterstiitzende Rolle spielen. Entscheidend fiir die Differenzierung zu NK1.1"¢" Zellen ist das
Vorhandensein des flt3-Rezeptors [14,24].

Ohne vorherige Kultivierung im Zytokincocktail sind die Vorlauferzellen unter IL-15-Einfluss nicht
fihig, sich zu NK1.1" Zellen zu differenzieren, da die p-Kette des IL-15-Rezeptors fehlt. Durch flt-
3-L wird vermutlich die Expression der B-Kette des IL-2/15 Rezeptors (CD122) induziert, die fiir
einen funktionsfdhigen IL-15-Rezeptor wichtig ist. Die so fiir IL-15 empfénglichen Zellen
differenzieren sich dann IL-15-abhingig zu NK1.1" Zellen, die viele Oberflichenmarker von reifen
NK-Zellen tragen.

Auch Yu et al. konnten zeigen, dass CD34 " hiimatopoetische Vorlduferzellen unter flt3-L-Einfluss
CD122 exprimieren. In der NK-Zell-Differenzierung stellen diese CD34", CD122" Zellen, die
weder NK-Zell-Rezeptoren tragen noch eine zytotoxische Aktivitdt haben, eine Zwischenstufe dar,
die sich unter IL-15-Einfluss zu reifen CD56" NK-Zellen differenzieren [25]. Die Zunahme der
CD56 Expression ist ein guter Marker fiir die Reife und Funktionsfahigkeit von NK-Zellen, da eine
sehr starke Korrelation zwischen CD56 Expression und den charakteristischen Eigenschaften
(Rezeptoren, Zytotoxizitét, Zytokinproduktion) von NK-Zellen besteht [25].

Allerdings konnen auf diesen Zellen noch keine Ly-49-Rezeptoren (ein inhibitorischer Rezeptortyp
von murinen NK-Zellen) nachgewiesen werden [14]. Die weitere Differenzierung mit Expression
dieser Rezeptoren scheint von Stroma-Zellen des Knochenmarks abhingig zu sein, da bei in vivo
Versuchsansétzen und bei Anwesenheit von Stroma-Zellen in vitro Ly-49 auf NK-Zellen exprimiert

wird [26].

2.1.4 Physiologische Rolle
NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems [27], d.h., sie miissen nicht erst sensitiviert
werden, sondern ihre Funktion und Spezifitét sind genetisch festgelegt. Im Gegensatz zu T-Zellen
haben sie keine Féhigkeit zur Antikorper-spezifischen Erkennung von Zellen und auch kein

Gedéchtnis, sondern lysieren ihre Zielzellen spontan beim ersten Kontakt [28]. So stehen sie
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zusammen mit Makrophagen dem Organismus sofort zur Antigenabwehr zur Verfligung und stellen

die erste Verteidigungslinie des Immunsystems dar.

NK-Zellen haben eine ausgeprégte antivirale Aktivitit. Sie lysieren selektiv virusinfizierte Zellen
und verschonen nicht infizierte Zellen [29,30]. Entscheidend dafiir ist die Expression viraler
Antigene auf der Zelloberflache [29-31]. Die Bedeutung der NK-Zellen fiir die Virusabwehr konnte
sowohl in vitro als auch in vivo in Tiermodellen nachgewiesen werden [29,30,32]. An einer
Patientin mit isolierter NK-Zell-Defizienz, die an einer Reihe lebensbedrohlicher Virusinfektionen
erkrankte, wurde eine dhnliche Wichtigkeit beim Menschen deutlich sichtbar [33].

Die antivirale Aktivitit von NK-Zellen wird hauptsichlich iiber das von ihnen selbst produzierte
Interferon-y (IFN-y) vermittelt, das direkte antivirale Effekte hat, aber auch indirekt iiber die
Aktivierung einer induzierbaren NO-Synthetase wirkt. Die durch NO entstehenden Intermediate
verdndern Replikationsmolekiile und verhindern so die Virusreplikation [27,34].

NK-Zellen scheinen in der ersten Phase der Immunabwehr fiir die Verhinderung der
Virusausbreitung und die Begrenzung der Viruslast verantwortlich zu sein [29], wéhrend die

antigenspezifische humorale und T-Zell-Anwort die endgiiltige Abwehr {ibernimmt.

In-vitro-Versuche haben gezeigt, dass NK-Zellen auch gram-positive und gram-negative Bakterien,
Pilze und Protozoen lysieren [35-38]. Gegen Bakterien kommen 16sliche Faktoren zum Einsatz
[35], wihrend die Lyse von Pilzen und Protozoen zellvermittelt ablduft. Dabei wirkt IFN

verstirkend auf die Zytolyse infizierter Zellen und protektiv flir nicht-infizierte Zellen [29,30].

NK-Zellen haben auBlerdem eine antineoplastische Aktivitit. Die Theorie der Immunaufsicht
(immune surveillance) besagt, dass Immuneffektorzellen spontan auftretende maligne Zellen
erkennen und zerstoren konnen. Das konnte fiir NK-Zellen experimentell in Miusen gezeigt
werden, wo man eine Korrelation zwischen NK-Zell-Aktivitit und Resistenz gegen implantierte
Tumore gefunden hat [39,40]. Auch die protektive Wirkung gegen metastatische Tumorzellen
konnte in Tiermodellen gezeigt werden [41,42].

Beim Menschen ist es schwierig, diese Immunaufsicht nachzuweisen. Patienten mit mangelhafter
oder fehlender NK-Zell-Funktion bzw. -Aktivitdt sind allerdings sehr anfillig fiir maligne
Entartungen [43-45]; auch wurde in Familien mit genetischer Disposition zu malignen
Erkrankungen eine mangelhafte NK-Zell-Aktivitdt gefunden [46,47]. Weiterhin haben retrospektive
Studien eine subnormale NK-Zell-Funktion bei Patienten mit malignen Erkrankungen gezeigt,

wobei die NK-Defizienz aber auch Folge des malignen Geschehens sein konnte [45,48,49].
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2.1.5 Regulation
NK-Zellen konnen von einer Reihe von Zytokinen beeinflusst werden. Interferone (IFN) z.B.
verstirken die zytolytische Aktivitit von NK-Zellen schon innerhalb von 4-6 Stunden nach
Exposition, wobei IFNa und IFNf einen grofBeren Effekt als IFNy haben [50-52]. Durch die
Einwirkung von IFN-o und - werden NK-Zellen befdhigt, NK-sensible Zellen verstirkt zu lysieren
und auBlerdem ein breiteres Spektrum an Zellen zu attackieren [27]. AuBerdem wird neben der
zytotoxischen Aktivitdt auch die Blastogenese und Proliferation von NK-Zellen induziert [27,53].
Dabei scheint IL-15 eine Rolle zu spielen, da NK-Zellen IL-15-Rezeptoren besitzen und auf diesen
Stimulus proliferieren [14,27,54,]. IFN allein stimuliert die Proliferation nicht ausreichend
[50,55,56].
NK-Zellen kénnen auch selber IFN-y produzieren; sie sind dabei auf IL-12 angewiesen [53,57,58].
IFN-o/B blockieren die IL-12-Effekte indem sie seine Induktion inhibieren und NK-Zellen fiir die
Wirkung refraktdr machen [59]. Auf diese Art und Weise induzieren hohe Spiegel von IFN-o/f die
Blastogenese und Zytotoxizitit von NK-Zellen, verhindern aber ihre IFN-y-Produktion.
Bei allen beobachteten Virusinfektionen ist der IFN-o/B-Spiegel stark erhoht, die Bedeutung der
dadurch aktivierten NK-Zell-Zytotoxizitit ist aber noch nicht klar [27].

IFN-y, IL-12 und IL-18 verstirken die natiirliche Zytotoxizitdt von NK-Zellen sowohl in vitro als
auch in vivo [60-64]. Méusen, denen einer dieser Faktoren fehlt, haben eine verminderte Ruhe-NK-
Zell-Aktivitit [65-67]. Weiterhin produzieren IL-12- und IL-18-knockout Miuse in geringerem
Male IFN-y, wenn sie mit Antigenen (Lipopolysacchariden) stimuliert werden. Da die NK-Zellzahl
in diesen Méausen normal ist, scheinen IL-12 und IL-18 einen Einfluss auf die Funktion, nicht aber

auf die Entwicklung von NK-Zellen zu haben [14].

IL-2 spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von NK-Zellen. Es kann die Proliferation und die
zytolytische Aktivitéit stimulieren [68-70]. Schon 4-6 Stunden nach IL-2-Exposition zeigt sich eine
verstirkte zytolytische Aktivitdt; eine optimale Stimulation erreicht man nach 1-2 Tagen IL-2-
Einfluss [68,71-73]. Um die Proliferation anzuregen, miissen die Zellen mindestens 3-4 Tage mit
IL-2 stimuliert werden [68,69].

IL-2 fordert weiterhin die Expression von Adhésionsmolekiilen [74] und die Vermehrung von

zytolytischen Blédschen [75].
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2.1.6 Zielzellerkennung
NK-Zellen zeigen ohne vorherige Immunisierung einen sofortigen Effekt (,,natiirliche Killer®).
Erstaunlicherweise konnen sie sowohl korperfremde als auch korpereigene Zellen selektiv abtoten.
Da sie keine T-Zell-Rezeptoren (TCR) besitzen [2,3], stellt sich die Frage, wie sie ihre Zielzellen

erkennen.

In den letzten Jahren wurden etliche Rezeptoren entdeckt, mit Hilfe derer NK-Zellen zur
Zielzellerkennung fihig sind. NK-Zellen besitzen auf ihrer Zelloberfliche aktivierende und
inhibierende Rezeptoren, die Zielstrukturen auf Zellen erkennen und iiber intrazelluldre
Signalkaskaden die NK-Zell-vermittelte Zytolyse entweder triggern oder inhibieren [76]. Die
Summe aller Trigger oder Inhibitoren entscheidet iiber Aktivierung oder Inaktivierung des

Lyseprozesses [77-81].

Die meisten inhibitorischen Rezeptoren sind MHC-I-spezifisch (major histocompatibility complex),
d.h, sie binden an MHC-I-Molekiile auf den Zielzellen. Korpereigene Zellen, die MHC-I
exprimieren, konnen durch die Bindung an diese Rezeptoren ein inhibierendes Signal auslésen und
werden dadurch vor der Zelllyse geschiitzt. Zellen ohne MHC-I oder mit abnormem MHC-I-
Muster, wie z.B. maligne entartete oder virusinfizierte Zellen, werden von diesen Rezeptoren nicht
erkannt, so dass ihre Zerstérung nicht verhindert wird. Entscheidend ist dabei nicht unbedingt die
Starke der MHC-I-Expression, sondern die Mismatch-Situation zwischen der Rezeptorkombination
der NK-Zellen und entsprechenden oder nicht entsprechenden Epitopen auf den Zielzellen [82].
Finden sich fiir die NK-Zell-Rezeptoren nicht die richtigen Liganden, kommt es zur Lyse.

Im Gegensatz zu T-Zellen, die Zellen lysieren, wenn ihnen spezifische Fremd-Antigene in MHC-
Molekiilen préisentiert werden [83], erkennen und téten NK-Zellen also Zellen, denen passende
korpereigene MHC-I-Molekiile fehlen [84]. D.h., sie reagieren nicht direkt auf Fremd-Antigene,
sondern liberwachen die Expression von Oberflichenmolekiilen auf korpereigenen Zellen, die durch
pathologische Verdnderungen innerhalb der Zellen verdndert wird. Dieser Zusammenhang wurde in

der sogenannten ,,missing self-Hypothese* formuliert [85-87].



Grundlagen zum Thema 8

Die Rezeptoren lassen sich in zwei strukturelle Gruppen unterscheiden:
Es gibt C-Typ- (=Ca’-abhingige) Lectin-dhnliche Rezeptoren und eine Immunglobulin-
Superfamilie [88].

C-Typ Lectin-dhnliche Rezeptoren:

Bei Miusen konnte eine Gruppe von Rezeptoren (Ly49) nachgewiesen werden, die zur C-Typ-
Lectin-Familie gehoren. Sie erkennen polymorphe H-2-MHC I - Molekiile auf Zielzellen und
verhindern so die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitit [89,90]. Die Ly49-Familie setzt sich aus neun
sehr verwandten Genen (Ly49A — Ly49I) zusammen, die im NK-Gen-Komplex auf dem murinen
Chromosom 6 lokalisiert sind [89-92]. Die Gene kodieren fiir Typ II Membranglykoproteine, die als
disulfidverkniipfte Homodimere exprimiert werden [89,90,93]. Da sich die verschiedenen Ly49
Gene in ihren intra- und extrazelluldren Doménen unterscheiden, geht man davon aus, dass sie eine

unterschiedliche Ligandenbindung und Signaltransduktion haben [94].

Wichtigster Vertreter dieser Rezeptorgruppe beim Menschen ist der CD94/NKG2-Rezeptor, dessen
Zielstruktur polymorphe HLA I (MHC I) Molekiile sind [95-97]. Dieser Rezeptor besteht aus einer
konstanten CD94-Einheit, die kovalent mit einem der Glykoproteine der NKG2-Familie
(NKG2A/B, NKG2C, NKG2E/H) verbunden ist. Die Gene dafiir sind im NK Gen Komplex auf
Chromosom 12 lokalisiert [95-100].

Es scheint, als ob die NKG2-Glykoproteine nur dann auf der Zelloberfliche erscheinen kdnnen,
wenn sie iiber Disulfidbriicken an CD94 gebunden sind [95-97]. Demnach wére CD94 primir fiir
den Transport von NKG2-Rezeptoren an die Oberfldache zustdndig.

Die Art der Signaltransduktion hdngt dagegen vom NKG2-Anteil des Rezeptors ab, weil dieser im
Gegensatz zu CD94 zytoplasmatische Doménen besitzt, die zur Signaltransduktion notwendig sind
[98-102]. MaBgeblich fiir den inhibierenden Effekt des Rezeptors sind die inhibierenden Abschnitte
(ITIM = immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif) des zytoplasmatischen Anteils der
NKG2-Molekiile, die sich bei NKG2A/B nachweisen lassen. Uber sie wird eine inhibierende
Signalkaskade in der Zelle ausgeldst.

Immunglobulin-Superfamilie:

Die Immunglobulin-Superfamilie besteht aus Killer Inhibitory Receptors (KIR) und
Immunoglobulin Like Transcripts (ILT).

Es gibt mehrere KIR Gene, die zur Ig-Superfamilie gehoren [103,104] und sich auf Chromosom 19

befinden [105]; sie weisen einen Allel-Polymorphismus auf [106]. Diese Rezeptoren werden auf
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einem Teil der NK-Zellen exprimiert [107-109] und binden spezifisch verschiedene HLA-I
Molekiile [110-113]. Durch sie wird die NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitit verhindert [110].

KIR’s kann man in zwei Untergruppen aufteilen, die entweder zwei (KIR-2D) oder drei (KIR-3D)
extrazelluldre Ig-dhnliche Doménen haben. Weiterhin unterscheiden sie sich in der Lange ihrer
zytoplasmatischen Doménen (KIR-2D short, KIR-2D long, KIR-3D). Insgesamt gibt es 24
verschiedene Rezeptoren [114], von denen mehrere gleichzeitig auf einem NK-Zell-Klon exprimiert
werden konnen [104,107,109].

KIR-3D und KIR-2D mit langem zytoplasmatischen Anteil enthalten zwei ITIM Sequenzen in ihrer
zytoplasmatischen Region [89], iiber die eine inhibitorische Signalkaskade ausgeldst wird [94]. Die
KIR-2D short-Isoformen besitzen keine ITIM’s; deswegen nimmt man an, dass sie einen
aktivierenden Effekt haben [115].

Von den ILT wird nur ILT2 auf NK-Zellen exprimiert. ILT2 ist ein inhibitorischer Rezeptor, da er

mehrere ITIM’s in seinem zytoplasmatischen Anteil besitzt [116].

Die Verteilung dieser beiden Klassen von Rezeptortypen beim Menschen ist unterschiedlich; es
konnen entweder KIR oder CD94/NKG2 dominieren [94,215].

Die meisten NK-Zellen exprimieren zwei oder mehr inhibitorische Rezeptoren (KIR und/oder
CD94/NKG2 [107,109,117]), die unabhédngig voneinander funktionsfdhig sind [109,112,118].

Jede NK-Zelle trigt einen Rezeptor, der die eigenen MHC I erkennt, aber oft mehrere, die keinen
direkten Liganden im eigenen Organismus haben [119-121]. Es konnte sein, dass es noch
unentdeckte Liganden fiir diese Rezeptoren gibt, oder dass sie wihrend der Schwangerschaft die

Toleranz zwischen kindlichem und miitterlichem Organismus regulieren [122].

Aktivierende Rezeptoren:

Aus der Tatsache, dass es auch Zellen ohne MHC-I-Expression gibt, die von NK-Zellen nicht
effektiv lysiert werden, kann man schliessen, dass es zusétzlich noch aktivierende Rezeptoren geben
muss [76]. Tatsdchlich gibt es einige Subtypen der NK-Zell-Rezeptoren, z.B. KIR2D short,
CD94/NKG2C, -E, -H und NKG2D, denen die inhibierende intrazytoplasmatische Domine (ITIM)
fehlt [76,99,115,123-125]. Sie sind an verschiedene transmembranére Proteine (DAP10, DAP12)
gebunden, die aktivierende intrazytoplasmatische Doménen (ITAM = imunoreceptor tyrosine based
activatory motif) besitzen [126-129] und teilweise NK-Zell-Aktivitit vermitteln. Sie werden Killer-
Zell-aktivierende Rezeptoren (KAR) genannt.

Als Zielstruktur flir einen der aktivierenden Rezeptoren (NKG2D) wurden MICA und MICB
identifiziert. MICA und MICB sind MHC I - Homologe, die sich nur minimal auf normalen Zellen
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finden, und héufig auf Tumorzellen iiberexprimiert und aullerdem stressinduzierbar sind. Somit
konnten MICA und MICB wichtige Marker zur Erkennung von Tumorzellen sein [76,130,131].
Bei Miusen konnten zwei weitere Liganden fiir NKG2D gefunden werden (RAE1 und H60), die
wahrscheinlich tumorspezifische Marker sind [132,133].

Zusitzlich wurden drei Rezeptoren (NKp30, NKp44, NKp46) eciner neuen Klasse von
Immunglobulin-dhnlichen Rezeptoren auf NK-Zellen entdeckt, die als ,natural cytotoxicity
receptors (NCR) bezeichnet werden [134]. Auch sie haben einen stimulierenden Effekt. Der
wichtigste von ihnen ist NKp46 der sich auf allen NK-Zellen, aber auf keinen anderen Zellen finden
lasst [135]. NKp44 ist nur auf aktivierten NK-Zellen anzutreffen [136-137], wihrend NKp30
sowohl auf ruhenden als auch auf aktivierten NK-Zellen exprimiert wird [138]. Abhingig davon, ob
Tumorzellen die entsprechenden Liganden exprimieren, wirken alle drei Rezeptoren unterschiedlich
toxisch, wobei ihre Wirkung durch monoklonale Antikdrper maskiert werden konnte. Die
gleichzeitige Blockade aller drei Rezeptoren unterdriickte die NK-Aktivitdt am besten [138]. Aus
diesen Versuchen schlieit man, dass trotz der Menge an aktivierenden Rezeptoren, wenige

Rezeptoren, vielleicht sogar ein einzelner, ausreichen, um die Lyse einzuleiten.

Es scheint, dass die inhibitorischen Rezeptoren eine grofere Affinitit zu den MHC I-Komplexen
haben als die aktivierenden und deshalb in ihrer Wirkung dominieren [139-140]. Da auf NK-Zellen
gleichzeitig beide Rezeptortypen exprimiert werden, konnte so die Autoimmunitit gegen
korpereigene, MHC 1 tragende Zellen verhindert werden. Die NK-Aktivitit wird nur dann

getriggert, wenn effektive Inhibitoren fehlen.

Welche der oben genannten Rezeptoren und welche Rezeptorkombinationen von NK-Zellen in
einem Organismus exprimiert werden, ist noch nicht vollstidndig aufgeklért.

In Miusen kann z.B. der MHC I- Haplotyp des Organismus die Rezeptorexpression der NK-Zellen
beeinflussen [141-144]. Demnach scheint das Rezeptorrepertoire von NK-Zellen zum einen durch
einen stochastischen Prozess gesteuert zu sein, der die Genexpression reguliert und zum anderen
durch den Haplotyp der eigenen MHC I-Molekiile moduliert zu werden. D.h., ob die NK-Zellen
bestimmte Zellen lysieren, hidngt davon ab, welchem MHC I-Expressionsmuster sie wihrend ihrer
Entwicklung ausgesetzt waren. NK-Zellen von transgenen Méusen mit verdnderter

MHC I-Expression lysieren im Gegensatz zu Wild-Typ-NK-Zellen die korpereigenen Zellen nicht,
obwohl diese ein abnormes MHC-Muster aufweisen. D.h., sie miissen wihrend ihrer Entwicklung

an die Besonderheiten ihres Organismus angepasst worden sein [141,145-147].
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Die Expression des Ly49-Rezeptors scheint durch Modulation oder Internalisation des Rezeptors
reguliert zu werden, wenn der entsprechende Ligand fiir diesen Rezeptor vorhanden ist [148,149].
Der Grund dafiir konnte sein, dass der Organismus mindestens einen Selbst-MHC-spezifischen
Ly-49 Rezeptor sicher stellen, aber eine zu grole Anzahl dieser Rezeptoren vermeiden will, weil
dadurch die Erkennung kleinster MHC-Verinderungen beeintrachtigt wire [142,150].

Die KIR-Expression dagegen wird nicht durch das Vorhandensein von Liganden moduliert, sondern

scheint eher genetisch determiniert zu sein [119].

2.1.7 Lysemechanismen
Ruhende NK-Zellen haben vorformierte zytolytische Blédschen, die bei Zielzellkontakt durch
Exozytose Perforine, Serinesterasen, Chondroitinsulfat und Proteoglykane freisetzen [2,151,152].
Die Perforine gelangen als Monomere in die Zellen und formieren sich dort zu einer zylindrischen
Membranpore, die eine osmotische Lyse erlaubt [151,153]. Diese Membranldsionen scheinen mit
denen von zytotoxischen T-Lymphozyten hervorgerufenen identisch zu sein und &hneln dem
Membranangriffskomplex des Komplementsystems [153,154].
Neben der mechanischen Beschadigung der Zellmembran gibt es noch andere Mechanismen. Es
werden 16sliche Toxine sezerniert, die toxische NK-Zell-Faktoren (NKCF) genannt werden; dazu
gehoren IL-3, GM-CSF, M-CSF, IFN-y, TNF-a, TNF-f [108]. TNF-a z.B. aktiviert eine
Endonuklease in der betroffenen Zelle, die deren DNA zerlegt [155]. Dieser Apoptose-Prozess
erfordert im Gegensatz zur osmotischen Lyse die aktive Beteiligung der Zelle.
Durch die Aktivierung des Fas-Systems, das aus dem Fas-Rezeptor der Zielzelle und dem Fas-
Ligand der Effektorzelle besteht, wird in der Zielzelle ein sogenannter Zelltod-induzierender-
Signalkomplex (DISC = death inducing signal complex) gebildet, der die Zersetzung der DNA
einleitet [156,157].
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2.2 Anfange der Immuntherapie mit Natiirlichen Killer - Zellen
Schon vor fast 20 Jahren hat man entdeckt, dass Lymphozyten aus peripherem Blut, die einige Tage
mit IL-2 kultiviert worden sind, autologe und allogene Tumorzellen lysieren konnen, die gegen
unstimulierte NK-Zellen resistent waren [158,159].
Obwohl Kulturen aus diesen Lymphokin-aktivierten Killerzellen (LAK) eine heterogene
Zellmischung enthalten, machen NK-Zellen den groBiten Anteil des LAK-Effekts aus [160-162]. In
klinischen Phase-I und -II Studien mit IL-2/LAK konnte der Antitumor-Effekt dieser Therapie
bestitigt werden [163-167]. Es konnten sogar einige Komplettremissionen erreicht werden. Neben
diesen positiven Effekten, wurde allerdings auch eine erhebliche systemische Toxizitdt beobachtet
[165-167]. Um die toxischen Effekte zu vermeiden, wurden Versuche mit angereicherten NK-
Zellen gemacht [168,169]. Diese Préiparationen hatten eine groBere zytotoxische Aktivitdt als
unfraktionierte LAK-Zellen.
Wurde nur IL-2 verabreicht, konnten dhnliche Ergebnisse erzielt werden wie bei der IL-2/LAK
Therapie [170]. Da IL-2 selbst keine antineoplastische Wirkung hat, beruhte der Effekt
wahrscheinlich auf der Aktivierung von NK- und anderen Effektor-Zellen in vivo. Vor allem die
CD56™€" CD16" NK-Zellen expandierten unter IL-2-Gabe; sie sind stirker zytotoxisch als die
CD56“™ CD16" Zellen [171,172].
Man beobachtete, dass bei niedriger IL-2-Dosis nur die NK-Zellen expandieren, wihrend die
Anzahl der T-Zellen gleich bleibt; in diesem Fall hitte man die Mdglichkeit, die NK-Effektorzellen

selektiv zu aktivieren und die toxischen Nebenwirkung der Hochdosisgabe von IL-2 zu vermeiden.

Die anfianglichen Therapiestudien mit aktivierten Lymphozyten und NK-Zellen wurden an
Patienten mit fortgeschrittenem Krebsleiden durchgefiihrt, fiir die es vorher keine geeignete
Therapie gab. Die Ergebnisse ermutigten dazu, eine adoptive Immuntherapie auch bei Patienten mit
geringerer Tumorlast, z.B. nach Hochdosis-Chemotherapie und Knochenmarkstransplantation,

anzuwenden.
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2.3 Kilinische Relevanz einer NK-Zell-Therapie im Rahmen von

Stammzelltransplantationen

Wurden Maiusen nach einer Knochenmarkstransplantation (KMT) aktivierte NK-Zellen
transplantiert, hatten sie eine signifikant hohere Uberlebenszeit als die Vergleichsgruppe ohne NK-
Zell-Therapie. Dieser Effekt schien vor allem iiber TGF-p (tumor growth factor) gesteuert zu sein,
da er durch Gabe von Anti-TGF-p-Antikorper unterdriickt werden konnte [181]. Zeis et al. haben in
einer dhnlichen Studie den Graft-versus-Leukdmie Effekt (GVL) von aktivierten NK-Zellen
untersucht. Sie hoben hervor, dass allogene, d.h. korperfremde NK-Zellen im Vergleich zu
syngenen, d.h. korpereigenen NK-Zellen besser dazu geeignet sind, restliche Leukdmiezellen
(minimal residual disease, MRD) zu entfernen [182].

Die sich in der Literatur widersprechenden Ergebnisse, dass NK-Zellen die GVHD sowohl
verhindern [183] als auch verstirken [184] konnen, lassen sich mit dem Zeitpunkt der NK-Zell-
Gabe erkliaren. NK-Zellen konnen ihre protektiven Effekte nur dann entfalten, wenn sie direkt nach
der KMT transplantiert werden. In diesem Stadium kann die Sensitivierung der Spender T-Zellen
auf die Empfanger-Antigene durch NK-Zellen TGF-p-vermittelt verhindert werden. Findet die NK-
Zell-Therapie spéter als drei Tage nach der KMT statt, hat die GVHD schon begonnen. Zu diesem
Zeitpunkt wird der inhibierende TGF-B-Effekt durch die inflammatorischen Zytokine von T- und
NK-Zellen (IL-1, TNF-a) iibertroffen, so dass auch NK-Zellen zur GVHD beitragen [185]. Eine

erfolgversprechende NK-Zell-Therapie muss sich also direkt an eine KMT anschlieB3en.

Da man in jedem Fall eine Verschlimmerung der GVHD in einer klinischen Anwendung vermeiden
muss, bietet sich als sicheres Protokoll eine T-Zell-depletierte KMT mit anschlieBender Gabe von
IL-2-aktivierten NK-Zellen an. Die Gefahr einer GVHD wire minimiert, und die NK-Zellen

konnten neben der AbstoBungsreaktion auch die verbliebenen Tumorzellen bekdmpfen.

Die Herstellung eines Transplantats ex vivo IL-2-aktivierter NK-Zellen ist zwar wesentlich teurer
und aufwendiger als die systemische Stimulation mit IL-2, scheint aber einige Vorteile zu haben.
Denn auch mit hohen systemische IL-2 Dosen ist die erreichbare NK-Aktivitat wahrscheinlich nicht
so effizient wie die Aktivitit exogen aktivierter Zellen. AuBerdem haben die erforderlichen
systemischen IL-2-Dosen eine betridchtliche Toxizitit. Um die Aktivitdt der transplantierten NK-
Zellen zu erhalten, muss IL-2 zwar auch systemisch verabreicht werden [183]; die erforderlichen
Mengen sind allerdings viel niedriger, so dass das Risiko einer durch IL-2 exazerbierten GVHD

minimiert wird.
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Aus dem gewachsenen Verstindnis der Funktion und Wirkungsweise von NK-Zellen ergeben sich
immer weitere Moglichkeiten, die NK-Zell-Therapie zu verbessern.

Damit NK-Zellen nicht wahllos andere Zellen angreifen, besitzen sie Rezeptoren, die
Oberflachenstrukturen der Zellmembran als Erkennungsmerkmale benutzen (vgl. Kap. 2.1.6). Um
die Effektivitit einer NK-Zell-Therapie zu erhéhen, hat man deshalb versucht, die inhibierenden
Rezeptoren mit F(ab),-Fragmenten zu blockieren. Tatsdchlich konnte so ein signifikant groBerer
Anti-Tumor Effekt erzielt werden [186]. Dabei wurden keine Nebenwirkungen beim Empfanger
beobachtet. Die NK-Aktivitdt gegen die Tumorzellen wurde aber nur dann erhoht, wenn die
blockierenden Antikorper-Fragmente den MHC-Komplexen der Tumorzellen entsprachen; d.h., die
erzielte Wirkung war spezifisch. Eine Kombination verschiedener spezifischer Antikoérper konnte
demzufolge in einer umfassenderen Rezeptorblockade und damit einer stirkeren Antitumor-
Wirkung resultieren.

Man konnte also nach einer KMT oder PBSZT NK-Zellen transplantieren, deren Tumor-spezifische
inhibitorische Rezeptoren blockiert sind. Oder autologe Knochenmarkszellen konnten vor der
Transplantation mit diesen NK-Zellen inkubiert werden, damit restliche Tumorzellen beseitigt
werden. Die hochaktivierten NK-Zellen wéren weiterhin besser in der Lage, restliche T- und NK-

Zellen des Empfangers zu lysieren und damit eine AbstoBungsreaktion zu vermeiden.
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3 Aufgabenstellung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Optimierung einer Methode zur immunomagnetischen T-Zell-
Depletion bei der Herstellung von NK-Zell-Préparaten. Mit Hilfe von monoklonalen Antikdrpern
werden Zellen immunomagnetisch markiert und in einem starken Magnetfeld aufgetrennt. In der
Versuchsreihe sollen die Wahl des Antikorpers (AK), die AK-Menge, und die
Auftraggeschwindigkeit hinsichtlich ihres Einflusses auf die T-Zell-Depletion, die T-Zell-
Restkontamination nach Selektion und den NK-Zell-Ertrag (in der Literatur auch als ,,recovery*
bezeichnet) untersucht werden. Bei einem der verwendeten Antikdrper (,NK isolation kit®)
interessiert auBerdem die NK-Zell-Reinheit des resultierenden NK-Zell-Priparates.

Die Hersteller immunomagnetischer Antikérper machen zwar Angaben {iber optimale
Versuchsbedingungen, insbesondere iiber die Antikorper-Menge; diese Daten beziehen sich aber
auf Laborexperimente mit geringeren Zellmengen ohne konstante Flussgeschwindigkeit. Man hat
deshalb keine Anhaltspunkte dafiir, welche zusdtzlichen FEinfliisse die Aufreinigung groBer
Zellmengen auf den Versuchsablauf haben konnte. Die Herstellerangaben sind also nicht ohne
weiteres auf die klinische Anwendung iibertragbar. Damit die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
direkt fiir eine klinische Umsetzung verwertbar sind, wurde besonderer Wert auf den klinischen
Malfistab des Versuchsaufbaus gelegt.

Zur Herstellung von NK-Zell-Praparaten mit monoklonalen Antikdrpern gibt es zwei Ansétze.

In der Regel werden in einem ersten Arbeitsschritt die T-Zellen markiert und depletiert; im Préparat
verbleiben dann die NK-Zellen und alle {ibrigen Zellen (Monozyten, B-Zellen, etc.). Daran schlie3t
sich als zweiter Auftrennungsschritt eine Markierung und Selektion von NK-Zellen an.

Seit einiger Zeit stehen auch Antikorper-Cocktails zur Verfiigung, die sowohl Antikorper gegen T-
Zellen (CD3) als auch gegen B-Zellen (CD19) und Monozyten (CD14, CD36) enthalten. Damit
konnen in einem einzigen Arbeitschritt alle Nicht-NK-Zellen entfernt werden; die nachgeschaltete
Selektion von NK-Zellen kann also entfallen.

Ziel ist, wie oben gefordert, die Herstellung eines ausreichend grof8en NK-Zell-Priparates hoher
NK-Zell-Reinheit, das frei von Spender-T-Zellen ist. Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf
die Depletion der T-Zellen; die Anreicherung von NK-Zellen ist ein untergeordneter Aspekt, der fiir
einen der verwendeten Antikorper (,,CD3 MicroBeads®) weiterer Arbeitschritte bediirfte. Beide
Antikorper konnen deshalb beziiglich der NK-Zell-Reinheit nicht verglichen werden. In dieser
Arbeit wird verglichen, mit welchem der beiden Ansétze die bessere und zuverldssigere T-Zell-
Depletion bzw. geringere T-Zell-Restkontamination nach Selektion bei moglichst geringem Verlust

von NK-Zellen erreicht werden kann.
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4 Material

4.1

Gerate

Folgende Gerite wurden verwendet:

1.

Fir die durchflusszytometrischen Bestimmungen stand ein Durchflusszytometer
(COULTER® EPICS® XL-MCL) mit aktueller Software (System II, Version 3.0) zur
Verfiigung (Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland).

Die automatischen Zellzahlbestimmungen wurden mit Cell-DYN®1700-Gerit
durchgefiihrt (Abbott GmbH Diagnostika, Wiesbaden, Deutschland).

. Fiir die Zentrifugationsschritte wurde eine Varifuge 3.0 eingesetzt (Heracus Holding

GmbH, Hanau, Deutschland).

Bei der magnetischen Separation der Zellen kam ein SuperMACS II zum Einsatz
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland).

. Zum Auftragen der Zellsuspension in die Magnetsdule wurden die Perfusoren P4000 und

P6000 der Marke IVAC benutzt (IVAC Medizintechnik GmbH, Giessen, Deutschland).

Fiir den Spiilvorgang standen IVAC 560 Infusomaten zur Verfiigung.
(IVAC Corporation, San Diego, CA, USA)

. Das Vortexen der FACS-Ansdtze wurde mit einem REAX 2000-Gerdt durchgefiihrt

(Heidolph, Deutschland).
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4.2 Antikorper

Die immunomagnetischen Antikdrper wurden von Miltenyi Biotec bezogen

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach).

,CD3 MicroBeads* (MB):  kolloidale, super-paramagnetische MicroBeads konjugiert mit
monoklonalen Maus anti-Mensch CD3 Antikorpern
(Isotyp: Maus IgG2a)

,,INK isolation kit* (IK): Hapten-konjugierte monoklonale CD3, CD14, CD19, CD36 und
anti-IgE-Antikorper und Anti-Hapten MicroBeads (kolloidale super-
paramagnetische MACS MicroBeads konjugiert mit anti-Hapten
Antikorpern)

Fiir die durchflusszytometrischen Messungen standen fluoreszierende CD45 (Anti-HLe-1)-, CD56
(Leu™-19)-, CD3- und CD16-Antikérper zur Verfiigung (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, USA).
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4.3 Arbeitsmaterialien und Chemikalien

Arbeitsmaterial

Hersteller

Kulturflaschen Nunclon Surface 200 ml
Falcon® Blue Max™ 50 ml konische R6hrchen
Pipettierhilfe 10-100 pl und 100-1000 pl
Pipettenspitzen 100 und 1000 ul
Automatische Pipettierhilfe pipetus®-akku
Auslaufpipetten 10 und 25 ml
Auslaufpipetten 50 ml, Falcon®

Heidelberger Verbindungsschlauch

Original Perfusor®-Leitung
Infusionsverteilerrampe, Infu-Star Solo 3-fach
Infusionsleitung

3-Wege-Héhne

XS Trennsiulen fiir 1E+9 markierte Zellen
Blutkonservenbeutel, Compoflex®
Perfusorspritze, B-D Plastipack 50 ml
Perfusorspritze, Proinjekt 50 ml
Reaktionsgefdfle 1,5 ml

Transferpipetten 3,5 ml

FACS-Probengefille 5 ml

Chemikalie

Brand Products, Danemark
Becton Dickinson, NJ, USA
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Niimbrecht
Hirschmann, Eberstadt
Sarstedt, Niimbrecht
Becton Dickinson, NJ, USA
Braun, Melsungen

Braun, Melsungen
CareMed, Dresden

Ivac, Ltd. Hants, UK

pfim, Produkte fiir die Medizin AG, Koln

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Fresenius Hemo Care GmbH, Bad Homburg
Becton Dickinson, Drogheda, Irland

Braun, Melsungen

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, Niimbrecht

Sarstedt, Niimbrecht

Hersteller

Biocoll Separating Solution

Phospate buffered saline w/o Ca/Mg (Dulbecco's)
Rinderalbumin, Sigma A3350

Natriumacid (NaN3)

Humanserumalbumin 20% (HSA)
Athylendiamintetraessigsiure (EDTA) 0,25 mol/l
Erythrozyten-Lyse, Ortho-mune®

Seromed BiochromKG, Berlin

Life Technologies, Ltd Paisley, Schottland
Sigma, Deisenhofen

Apotheke JWG-Uni, Frankfurt/M.
Blutspendedienst Baden-Wiirttemberg
Apotheke JWG-Uni, Frankfurt/M.

Ortho Clinical Diagnostics, Neckargemiind
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4.4 Herstellung der L6sungen

1.Herstellung des SAP Puffers: 2,5 g Rinderalbumin (Sigma A3350) + 0,5 g Natriumacid
(NaN3) mit PBS (ohne Ca™ und Mg"™") auf 500ml auffiillen.
Der pH wurde zwischen 7,2 — 7,4 eingestellt.

2. Herstellung des Waschpuffers: ~ Mit 500 ml PBS und 10ml HSA 20 BaWii wurde ein
0,4% PBS/HSA Puffer hergestellt, zu dem 10 ml EDTA
zugegeben wurden.

4.5 Buffy coats

Als Ausgangsmaterial standen Leukozytenprdparationen (buffy coats) des Blutspendedienstes
(BSD) Hessen zur Verfligung. Buffy coats entstehen als Nebenprodukt bei der Herstellung von
Erythrozytenkonzentraten aus Blutspenden; sie enthalten hauptsdchlich Leukozyten. Um
ausreichend Ausgangszellen zu erhalten, wurden jeweils zwei bufty coats von blutgruppengleichen
Spendern gemischt; das Volumen betrug 150-180 ml. Die Leukozytenpridparation wurde 2:1 mit

Puffer (PBS Dulbecco’s) verdiinnt.
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5 Methoden

5.1 Ficoll-Separation
Zur Gewinnung der mononukledren Zellen aus den buffy coats wurde eine Ficoll-Separation
durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden zwei fliissige Phasen (Zellsuspension und Trennmedium)
unterschiedlicher Dichte iibereinandergeschichtet und die verschiedenen Zellen abhédngig von ihrer
Sedimentationsrate aufgetrennt. Als Trennmedium kommt Ficoll-Paque (Biocoll Separating
Solution), ein leicht wasserlosliches Copolymer aus Saccharose und Epichlorhydrin mit einer

Dichte von 1,077 £ 0,001 g/cm’ zur Anwendung.

In 8-12 sterilen Falcon®-Rohrchen (50 ml) wurden 20 — 25 ml Trennmedium vorgelegt, und

25-30 ml der Zellsuspension mit einer Auslaufpipette vorsichtig iiber das Trennmedium geschichtet.
Dabei durften die beiden Phasen nicht vermischt werden. Der so hergestellte Ficoll-Gradient wurde
bei 2000 Umin"' (800g), 30 Minuten lang, bei Raumtemperatur ohne Bremse in einem
Ausschwingrotor (Varifuge 3.0) zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation stellten sich vier Phasen dar: als oberste Schicht eine gelbliche Phase
(Plasma mit Thrombozyten), eine schmale weillliche Bande (Lymphozyten und Monozyten), eine
farblose viskdse Bande (Ficoll-Trennmedium) und als unterste Phase im Konus des
Zentrifugenrohrchens eine rote Schicht (Erythrozyten und Granulozyten).

Die weillliche Bande mit den mononukledren Zellen, die zwischen Plasma und Ficoll lag, wurde
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen und in 4-6 sterile Falcon®-Rohrchen (50 ml) tlberfiihrt.
Dabei durfte so wenig wie moglich Ficoll-Medium und Plasma mitpipettiert werden, da es sonst

wieder zu Verunreinigungen mit Granulozyten und Thrombozyten kommen konnte.

Die mononukledren Zellen wurden in 50 ml PBS-Puffer, der 0,4% Humanserumalbumin und EDTA
enthielt, suspendiert und 10 — 15 Minuten bei 1500 Umin™ (400g) zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die Zellpellets erneut in 50 ml Waschpuffer ( PBS + HSA + EDTA) resuspendiert
und 10 Minuten mit 1200 oder 1500 Umin" (300 bzw. 400g) zentrifugiert. Die Zellsedimente
wurden anschlieBend vereinigt und in 20 — 34 ml Waschpuffer resuspendiert.

Vor und nach der Ficoll-Separation wurden Proben zur Zellzahlung und FACS-Analyse entnommen

(Probe F vor Ficoll, Probe P1 nach Ficoll).
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5.2 T-Zell-Depletion
5.2.1 Antikorper-Inkubation

An jedem Versuchstag wurde nur mit einem einzigen Antikorper (AK) gearbeitet; es lief jeweils ein

Doppelversuch mit zwei parallelen Ansétzen, die sich in der AK-Menge unterschieden.

,.CD3 MicroBeads*

Die Zellsuspension nach der Ficoll-Separation wurden auf zwei Falcon®-Ro6hrchen mit je 15-17 ml
aufgeteilt.

Beiden Fraktionen wurden unterschiedliche AK-Mengen, entweder 7,5 ml (5 ml AK / 10 ml
Suspension oder 1,5 ml (1 ml AK / 10 ml Suspension) ,,CD3 MicroBeads* zugesetzt. Wihrend der
20-miniitigen Inkubationszeit bei einer Temperatur von 4°C wurden die Suspensionen durch
gelegentliches leichtes Schiitteln gemischt.

Im Anschluss wurde mit PBS-Puffer (phosphate buffered saline) bis auf 50 ml aufgefiillt und 10
Minuten bei 1200 Umin™ (300g) zentrifugiert, der Uberstand verworfen und der Waschvorgang
wiederholt.

Das verbliebene Zellsediment jedes Ansatzes wurde in je 15-20 ml PBS resuspendiert und in eine
50 ml Perfusorspritze liberfiihrt.

Fiir Zellzdhlung und FACS-Analysen wurde anschlieBend Probe P2 entnommen.

NK isolation kit

Fiir die Antikorper-Inkubation mit dem ,,NK isolation kit wurden die 20 ml Zellsuspension nach
der Ficoll-Trennung auf zwei Falcon®-R6hrchen mit je 10 ml aufgeteilt.

Nach Zugabe von 5 bzw. 1 ml des Hapten-Antibody-Cocktail wurde 10 Minuten bei 4°C inkubiert.
Dabei wurden die Rohrchen zur besseren Durchmischung gelegentlich leicht geschiittelt.

Nach der Inkubation wurde mit PBS auf 50ml aufgefiillt und 10 Minuten bei 1200 Umin™ (300g)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Waschvorgang noch einmal wiederholt.
Anschlieend wurden die Pellets in 10 ml PBS resuspendiert und nach Zugabe von 5 bzw. 1 ml
Anti-Hapten Microbeads 15 Minuten bei 4°C inkubiert.

Nach nochmaligem Waschen (mit PBS auf 50 ml auffiillen, 10 Minuten bei 1200 Umin™ / 300g
zentrifugieren) konnte jeder Ansatz in 20 ml PBS resuspendiert und in eine 50 ml Perfusorspritze
iiberfiihrt werden.

Fiir Zellzéhlung und FACS-Analysen wurde Probe P2 entnommen.
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5.2.2 Immunomagnetische Zellseparation
Fiir die magnetische Zellseparation wurden zwei SuperMACS II-Geridte mit einem 0,6 Tesla starken
Dauermagneten eingesetzt, die besonders zur Verarbeitung von sehr grolen Zellmengen geeignet
sind. In das Magnetfeld wurden passende Trennsdulen eingespannt, die einen mit zellfreundlichem
Plastik iiberzogenen Eisenkern besitzen und bis zu 10° positiv markierte Zellen aufnehmen kénnen.
Zur Vorbereitung der eigentlichen Zellseparation (Purging) wurden zwei SuperMACS II-Gerite wie
in Abb. 1 aufgebaut. Zu Beginn wurden Schlauchsystem und Sdule mit etwa 15-20 ml PBS

vorgespiilt.

Uber einen Perfusor wurde die Suspension mit den AK-markierten Zellen mit einer
Geschwindigkeit von 50 oder 100 ml/h auf die Sdule im Magnetfeld aufgetragen. Zellen, die die
Sédule passieren konnten und Puffer wurden in einer Spritze (neg) aufgefangen.

Die Perfusorspritze im Perfusor wurde iiber einen 3-Wege-Hahn mit 20 ml PBS-Puffer gefiillt, und
das Leitungssystem mit der gleichen Auftraggeschwindigkeit gespiilt. So konnten die noch im
Schlauchsystem verbliebenen Zellen in die Sdule gelangen (spiill).

Zuletzt wurde das ganze System mit PBS-Puffer per Infusomat eine Stunde lang gespiilt; der
Durchlauf gelangte in die Spiil-Fraktion (spiil2).

Anschliefend wurde die Sdule aus dem Magnetfeld gefahren, aus dem Schlauchsystem entfernt und
zweimal durch direktes Aufschrauben einer Perfusorspritze mit je 50 ml PBS durchgespiilt, um die

Zellen aus der Sdule zu eluieren. Das Eluat wurde in den Fraktionen pos1 und pos2 aufgefangen.

Von allen fiinf Fraktionen (neg, spiill, spiil2, posl, pos2) wurden Zellzahlbestimmungen
durchgefiihrt. Vorher mussten die Volumina von spiil2 und pos2 durch Zentrifugation auf 4-10 ml

eingeengt werden.

In der Regel wurden alle Arbeitsschritte unter nicht sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Sollten die
gepurgten Zellen im Anschluss fiir andere Versuche weiter kultiviert werden, wurde unter einer

Sterilbank gearbeitet.
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Abb. 1: Versuchsaufbau
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5.3 Durchflusszytometrische Bestimmungen
In den drei Proben vor Purging (F, P1, P2) und den fiinf Proben nach Purging (neg, spiill, spiil2,
posl, pos2) wurden die Lymphozyten-Subpopulationen durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Messungen wurden mit einem griinfluoreszierenden (FITC) und einem orangefluoreszierenden (PE)
Farbstoff mit zwei (CD45FITC + CD3PE) bzw. drei (CD45FITC + CDS6PE + CDI16PE)

verschiedenen Antikorpern wie folgt durchgefiihrt.

5.3.1 FACS-Ansatze

quantitative T-Zell-Bestimmung:

10° Zellen aus der jeweiligen Probe
+ 20ul CD45-FITC-Antikorper
+20 ul CD3-PE- Antikorper

quantitative NK-Zell-Bestimmung:

10° Zellen aus der jeweiligen Probe
+ 20ul CD45-FITC- Antikorper

+ 20ul CD56-PE- Antikorper

+ 20ul CD16-PE- Antikorper

20-miniitige Inkubation im Kiihlschrank bei 4°C

Zugabe von 2 ml zimmerwarmer Erythrozyten-Lyse

kurzes Vortexen der Ansitze

10-mintitiges Inkubieren im Dunkeln bei Zimmertemperatur.
10 Minuten mit 1100 Umin™ zentrifugieren

Uberstand abschiitten und 2ml Erythrozyten-Lyse zugeben
kurz vortexen

10 Minuten mit 1100 Umin™ zentrifugieren

Uberstand verwerfen und mit 500ul SAP-Puffer resuspendieren
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Schnell-FACS-Ansétze

Zellen und FACS-Antikorper wie oben zentrifugieren

10-15 Minuten bei Zimmertemperatur im Dunkeln inkubieren
2 ml warme Erythrozyten-Lyse zugeben

kurz vortexen

10 Minuten im Dunkeln inkubieren

innerhalb von einer Stunde messen

5.3.2 FACS-Analysen
Die FACS-Ansitze wurden im Kiihlschrank aufbewahrt und am gleichen oder folgenden Tag

gemessen. Jede Messung wurde mit mindestens 50.000 Zéhlereignissen durchgefiihrt.

Zuerst konnten in einem Forward-Scatter (FS) / Side-Scatter (SS) - Histogramm ein Life-Gate (C)
festgelegt werden, das die toten Zellen und Zelltriimmer ausschloss. Gleichzeitig wurde die
lymphozytire Zellpopulation in einem Gate (A) eingefasst. Fiir die T-Zell-Messung wurden die
lebenden Zellen in einem CD45-FITC / SS - Histogramm auf CD45+ Zellen eingeschrinkt (D-
Gate) und diese wiederum in einem CD3PE / SS - Histogramm auf CD3+ Zellen (E-Gate). Alle
Zellen, die sowohl in A, C, D und E enthalten waren, wurden als prozentualer Anteil der Zellen in

D angegeben. Diese phédnotypisch CD45+ und CD3+ Zellen wurden als T-Zellen betrachtet.
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Abb. 2: Durchflusszytometrische T-Zell-Bestimmung

Durchflusszytometrisch wird jede Zelle einzeln gezéhlt und abhédngig von ihrer GroBe (FS), Granulierung (SS) und
einiger, mit fluoreszierenden Antikorpern sichtbar gemachten, Oberflachenstrukturen (CD45, CD3) in Histogrammen
dargestellt. Mit Hilfe von Zihlfeldern (Gates), die manuell angepasst werden, kénnen die prozentualen Anteile
einzelner Lymphozytenpopulationen errechnet werden.
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Die NK-Zellen wurden auf dhnliche Weise gemessen. Alle lebenden Zellen (aus C), die eine CD45-
FITC Fluoreszenz besallen, wurden in D, alle CD56/16PE+ Zellen auf E eingefalit. Um die in D
enthaltene lymphozytire Population wurde das J-Gate gelegt. Alle Zellen, die sowohl in D, J und E
enthalten waren, wurden als prozentualer Anteil der Zellen in D angegeben und als NK-Zellen
(CD56+, CD16+) betrachtet.
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Abb. 3: Durchflusszytometrische NK-Zell-Bestimmung

Durchflusszytometrisch wird jede Zelle einzeln gezéhlt und abhéngig von ihrer Gréf3e (FS), Granulierung (SS) und
einiger, mit fluoreszierenden Antikérpern sichtbar gemachten, Oberflachenstrukturen (CD45, CD56, CD16) in
Histogrammen dargestellt. Mit Hilfe von Zahlfeldern (Gates), die manuell angepasst werden, kdnnen die prozentualen
Anteile einzelner Lymphozytenpopulationen errechnet werden.
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5.4 Aufbau der Versuchsreihe
Die Versuchsreihe umfasste insgesamt 36 Versuche, mit denen drei verschiedene
Versuchsparameter (Antikorperwahl, Antikorpermenge, Auftraggeschwindigkeit) untersucht
werden sollten. Von den Versuchen wurden 14 mit dem ,,NK isolation kit* (IK) und 22 mit ,,CD3
MicroBeads® (MB) durchgefiihrt. Die Hilfte jeder Gruppe wurde mit 1ml (pro 10ml
Zellsuspension) die andere mit Sml (pro 10ml Zellsuspension) Antikdrpern inkubiert. Jede dieser
Untergruppen wurde noch einmal in eine Gruppe mit groer (100 ml/h) und kleiner (50 ml/h)
Auftraggeschwindigkeit unterteilt. Es ergab sich folgender Versuchsplan (Abb. 4) mit insgesamt

acht verschiedenen Versuchskonfigurationen 1-8, die Anzahl der Versuche ist in Klammern

angegeben:
insgesamt 36 Versuche
I I
NK Isolation Kit CD3 MicroBeads
(14)* (22)*
I I
I I I I
AK-Menge** AK-Menge** AK-Menge** AK-Menge**
1 ml 5 ml 1 mi 5 ml

(7)* ) (11)* (11)*
1 2 3 4 5 6 7 8
100 mi/h| | 50 mih | {100 mi/h| | 50 mi/h | {100 mI/h| | 50 ml/h | [100 mI/h| | 50 mi/h

@) (4)" ) (4)° (5) (6) 5) (6)"

Abb. 4: Aufbau der Versuchsreihe
(*) Anzahl der Versuche
(**) angegeben ist die Antikorpermenge, die pro 10 ml Zellsuspension zugegeben wurde;

rechnerisch entsprach das einer Antikorperkonzentration von 3-34 pl/ 107 Zellen (1 ml), bzw. 41—

168 pl/107 Zellen (5 ml)
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5.5 Statistik

In der Versuchsreihe wurden die Versuchsparameter Antikorper, Antikdrpermenge und
Auftraggeschwindigkeit verdndert. Um den Einfluss des einzelnen Parameters zu bestimmen,
wurden zwei Stichproben gebildet, die sich nur in einem Parameter unterschieden. Mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Tests wurde der Unterschied zwischen beiden Stichproben auf zweiseitige
Signifikanz gepriift.

Um weitere EinflussgroBen zu finden, wurden auf Grundlage der vorliegenden Daten lineare

Regressionsberechnungen durchgefiihrt.
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6 Ergebnisse

6.1 ZielgréBen

Fiir die Auswertung der Ergebnisse wurden die Proben neg und spiill zur Negativ-Fraktion

(neg gesamt) und die Proben pos 1 und pos 2 zur Positiv-Fraktion (pos gesamt) zusammengefasst.
Die Negativ-Fraktion ist die eigentliche Zielfraktion; sie besteht aus den Zellen, die das Magnetfeld
ungehindert passieren konnten; d.h. aus mdglichst wenigen T-Zellen und moglichst vielen NK-
Zellen. In der Positiv-Fraktion befinden sich die Zellen, die wéihrend des Selektionsprozesses in der
Magnetséaule festgehalten wurden. In der Spiil-Fraktion wurde der Anteil Zellen bestimmt, der sich
noch in den Leitungen befand bzw. aus der Magnetsdule durch den Spiilvorgang herausgewaschen

wurde.

ZielgroBen der experimentellen Untersuchungen waren die T-Zell-Depletion, die T-Zell-
Restkontamination und der NK-Zell-Ertrag ( in der Literatur auch als ,,recovery* bezeichnet) in der
Negativ-Fraktion. Bei Versuchen mit dem ,NK isolation kit interessierte auch die NK-Zell-
Reinheit. Um den Verlust bzw. Verbleib der NK-Zellen zu dokumentieren, wurden NK-Zellen in
Positiv- und Spiil-Fraktion bestimmt.

In der Versuchsauswertung wurden immer zwei Versuchsgruppen, die sich nur in einem Merkmal
des Versuchautbaus (Versuchskonfiguration) unterschieden, hinsichtlich einer ZielgroBBe
miteinander verglichen und auf Signifikanz gepriift. Das sind jeweils die beiden Gruppen, die im
Versuchsplanung-Organigramm (Abb. 4) auf der gleichen Hohe stehen und direkt miteinander

verbunden sind.

6.2 Auslastung der Sdulenkapazitét
Die eingesetzte MACS XS'-Trennsiule besitzt die Kapazitit, aus einem Gesamtvolumen von 2 x
10" Zellen bis zu 1 x 10’ positiv markierte Zellen zu separieren.
Die Zellzahlen der gepoolten buffy coats vor der Selektion lagen zwischen 4 x 10® und 1,5 x 10’
Zellen. T-Zellen hatten einen Anteil zwischen 33% - 68% (2 x 10® — 1 x 10°), der NK-Zell-Anteil
lag zwischen 3% und 13% (3x 10" — 1 x 10%).
Der Anteil positiv markierter Zellen lag mit ,,CD3 MicroBeads“ zwischen 33% und 67% (2 x 10° —
9,8 x 10® Zellen). Die Saulenkapazitit wurde durchschnittlich zu 42% (20 % - 98%) ausgelastet.
Bei Versuchen mit dem ,,NK isolation kit wurden 4 x 10® — 1 x 10’ Zellen positiv markiert (88% -

97%). Damit lag die Auslastung der Sdulenkapazitdt durchschnittlich bei 74% (43% - 101%).
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6.3 T-Zell-Depletion
Die T-Zell-Depletion wird in log-Stufen dargestellt (Abb. 5, Tab. 8 siche Anhang).
Mit dem ,,NK isolation kit“ konnte eine Reduzierung der T-Zellen um 3,2 bis 5,4 log-Stufen
erreicht werden (4,35 +/- 0,7 log), mit ,,CD3 MicroBeads* lag das Ergebnis zwischen 2,8 und 4,8
log-Stufen (3,9 +/- 0,5 log, P= 0,089).
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Abb. 5: T-Zell-Depletion, Einfluss der Antikorperwahl

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich der T-Zell-Depletion verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der
zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen und unteren
Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten
verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt.
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Wihrend des Versuchs wurden T-Zellen verloren, die in keiner der untersuchten Fraktionen mehr
nachgewiesen werden konnten. Deshalb wurden die Ergebnisse der T-Zell-Depletion mit der
Wiederfindungsrate fiir T-Zellen um den unspezifischen Zellverlust korrigiert (Tab. 9, siehe
Anhang). Von der errechneten T-Zell-Depletion in der Zielfraktion (T-Zellen (Start) / T-Zellen
(Ende)) wird der Anteil Zellen abgezogen, der in der Versuchsapparatur verlorengegangen ist (T-

Zellen (Start) / Summe der T-Zellen in allen Fraktionen (Ende):

T — Zell — Depletion (korrigiert) = log I = Zellen (Start) | _ log !
T — Zellen (Ende) Wiederfindingsrate T —Zellen

Die korrigierte mittlere T-Zell-Depletion lag fiir das ,,NK isolation kit“ bei 4,3 log, fiir ,,CD3
MicroBeads* bei 3,8 log.
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Die je nach verwendetem Antikérper in zwei Gruppen zusammengefassten Versuche wurden
getrennt auf den Einfluss der Antikérpermenge hin untersucht. Die Antikorpermenge hatte keine

Bedeutung fiir die T-Zell-Depletion (Abb. 6).
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Abb. 6: T-Zell-Depletion, Einfluss der Antikorpermenge

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich der T-Zell-Depletion in Abhéngigkeit von der eingesetzten Antikorpermenge
verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten
als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten
Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt.
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Um den Einfluss der Auftraggeschwindigkeit isoliert zu ermitteln, wurden jeweils die beiden
Versuchskonfigurationen miteinander verglichen, die sich nur in der Auftraggeschwindigkeit
unterschieden (1 und 2, 3 und 4, 5 und 6, 7 und 8).

Die Anderung der Auftraggeschwindigkeit hatte in keinem Vergleichspaar einen signifikanten
Einfluss auf die T-Zell-Depletion. Im Vergleichspaar 5-6 zeigt sich allerdings eine Tendenz
zugunsten der langsameren Auftraggeschwindigkeit (3,5 +/- 0,4 log vs 4,2 +/- 0,5 log, P = 0,052)
(Abb. 7).
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Abb. 7: T-Zell-Depletion, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich der T-Zell-Depletion in Abhéngigkeit von der eingesetzten Antikorpermenge
und der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und in Box-Whisker-Plots
dargestellt (siche Tab. 1). Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen
dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom
Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands
nach oben bzw. unten liegt. Werte die auflerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.
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Tab. 1: Legende zu Abb. 7

Versuchskonfiguration 1 2 3 4 5 6 7 8
Antikorper ] IK|IK|]IK|]IK|MB|MB|MB| MB
Antikérpermenge [ml] 1 1 5 5 1 1 5 5
Auftraggeschwindigkeit [ml/h] [ 100 | 50 [ 100| 50 [ 100 | 50 | 100 | 50
N 3 4 3 4 5 6 5 6

Mit der Versuchskonfiguration 4 (NK isolation kit, 5 ml, 50 ml/h) wurden die meisten (4,7 +/- 0,5
log), mit der Konfiguration 5 (CD3 MicroBeads, 1 ml, 100 ml/h) die wenigsten (3,5 +/- 0,4 log) T-
Zellen depletiert.
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6.4 Restkontamination mit T-Zellen nach Depletion

Die Rest-Kontamination mit T-Zellen nach Purging lag in allen Versuchen unter 1%

(0,01% - 0,93%); in iiber 2/3 der Félle sogar unter 0,1%.

Differenziert man zwischen den Antikorpern, kamen Versuche mit dem ,,NK isolation kit* in 64%,
Versuche mit ,,CD3 MicroBeads* in 95% der Fille unter 0,2%. Unter 0,1% Kontamination lagen
57% (IK) bzw. 77% (MB) der Versuche.

Im Mittel lag die Restkontamination mit T- Zellen mit IK bei 0,21 +/- 0,29% (1 x 10’ — 3 x 10°
Zellen) bzw. bei 0,06 +/- 0,07% mit MB (5 x 10° — 1 x 10° Zellen), (P = NS) (Abb. 8, Tab. 10 siche
Anhang).
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Abb. 8: T-Zell-Restkontamination, Einfluss der Antikorperwahl

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich der T-Zell-Restkontamination nach Selektion verglichen und in Box-Whisker-
Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem
oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom
Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands
nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBlerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.
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Beim Vergleich der eingesetzten Antikdrpermenge ergab sich fiir die T-Zell-Restkontamination

kein signifikanter Unterschied (Abb. 9).
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Abb. 9: T-Zell-Restkontamination, Einfluss der Antikérpermenge

Es werden zwei Antikdrper hinsichtlich der T-Zell-Restkontamination nach Selektion in Abhéngigkeit von der
eingesetzten Antikdrpermenge verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der
mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie
markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren
Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die aullerhalb dieses
Bereichs liegen, werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.
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Auch die Anderung der Auftraggeschwindigkeit hatte keinen signifikanten Einfluss auf die T-Zell-
Restkontamination (Abb. 10).
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Abb. 10: T-Zell-Restkontamination, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich der T-Zell-Restkontamination nach Selektion in Abhdngigkeit von der
eingesetzten Antikdrpermenge und der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und
in Box-Whisker-Plots dargestellt (siche Tab. 2). Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten
als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten
Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die auflerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze
Punkte gekennzeichnet.

Tab. 2: Legende zu Abb. 10

Versuchskonfiguration 1 2 3 4 5 6 7 8
Antikorper K| IK|]IK|IK|MB|MB]|MB|MB
Antikorpermenge [ml] 1 1 5 5 1 1 5 5
Auftraggeschwindigkeit [ml/h] | 100 | 50 | 100| 50 | 100| 50 | 100 | 50
N 3 4 3 4 5 6 5 6

Die geringste T-Zell-Restkontamination wurde mit Versuchskonfiguration 6 (CD3 MicroBeads,
1 ml, 50 ml/h) erreicht (0,04 +/- 0,03%, 8 x 10° — 2 x 10° Zellen); die Versuchskonfiguration 3
(NK 1isolation kit, 5 ml, 100 ml/h) lieferte die grofite Kontamination (0,36% +/- 0,34%,

2x 10° =3 x 10° Zellen).
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6.5 NK-Zell-Ertrag (recovery)
In Abb. 11 sind die Ergebnisse fiir den Ertrag an NK-Zellen nach Purging angegeben (Tab. 11 siche

Anhang). Diese Werte driicken aus, wie viel Prozent der Ausgangs-NK-Zellen nach der
Zellseparation zur Herstellung eines NK-Zell-Préparates weiterverarbeitet werden konnen.

Bei Verwendung des ,,NK isolation kit konnte ein NK-Zell-Ertrag von 48 +/- 24% (3 x 10" — 6 x
107 Zellen) erreicht werden; kamen ,,CD3 MicroBeads“ zum Einsatz, lag der Ertrag an NK-Zellen
bei 72 +/- 17% (1 x 10" =9 x 107 Zellen, P = 0,02).
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Abb. 11: NK-Zell-Ertrag, Einfluss der Antikorperwahl

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Ertrags verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der
zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen und unteren
Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten
verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt.
Werte die auBerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.
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Die eingesetzte Antikorpermenge spielte keine signifikante Rolle hinsichtlich des NK-Zell-Ertrages
(Abb. 12).
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Abb. 12: NK-Zell-Ertrag, Einfluss der Antikérpermenge

Es werden zwei Antikdrper hinsichtlich des NK-Zell-Ertrags in Abhdngigkeit von der eingesetzten Antikorpermenge
verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten
als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten
Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBBerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze
Punkte gekennzeichnet.
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Der NK-Zell-Ertrag veranderte sich bei unterschiedlichen Auftraggeschwindigkeiten in keiner der
verglichenen Gruppen signifikant (Abb. 13).
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Abb. 13: NK-Zell-Ertrag, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden zwei Antikdrper hinsichtlich des NK-Zell-Ertrags in Abhdngigkeit von der eingesetzten Antikorpermenge
und der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und in Box-Whisker-Plots
dargestellt (siche Tab. 3). Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen
dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom
Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands
nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.

Tab. 3: Legende zu Abb. 13

Versuchskonfiguration 1 2 3 4 5 6 7 8
Antikorper K| IK|]IK|IK|MB|MB]|MB|MB
Antikorpermenge [ml] 1 1 5 5 1 1 5 5
Auftraggeschwindigkeit [ml/h] | 100 | 50 | 100| 50 | 100| 50 | 100 | 50
N 3 4 3 4 5 6 5 6

Die groBten Ertrige, 81 +/- 10% (3 x 10" — 8 x 107 Zellen) bzw. 81 +/- 7% (3 x 10’ — 8 x 10’
Zellen), wurden mit den Versuchskonfigurationen 5 (CD3 MicroBeads, 1 ml, 100 ml/h) und 7 (CD3
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MicroBeads, 5 ml, 100 ml/h) erzielt; die niedrigsten Ergebnisse (28 +/- 18%, 3 x 10° — 3 x 10’
Zellen) lieferte Konfiguration 4 (NK isolation kit, 5 ml, 50 ml/h).

6.6 Weitere EinflussgréBRen
Mit den vorliegenden Versuchsdaten wurden Regressionsberechnungen durchgefiihrt, um weitere

Parameter zu finden, die auf das Versuchsergebnis Einfluss nehmen.

Verwendet man ,,CD3 MicroBeads®, besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Ausgangszellzahl (eingesetzte Menge an Leukozyten) und der T-Zell-Depletion; d.h., je groBer die
Ausgangszellzahl desto geringer die T-Zell-Depletion (P = 0,004). Die Ausgangzellzahlen der
gepoolten buffy coats lagen zwischen 4 x 10° und 1,5 x 10° Zellen.

Beim ,,NK isolation kit* findet sich eine solche Korrelation nicht (Abb. 14).
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Abb. 14: Zusammenhang zwischen Ausgangszellzahl und T-Zell-Depletion

Es wurden lineare Regressionsanalysen durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen der Ausgangszellzahl und der
T-Zell-Depletion zu ermitteln
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Bei Versuchen mit dem ,,NK isolation kit“ besteht eine positive Korrelation zwischen der
Antikorperkonzentration (Leukozyten / 1 ml Antikorper) und dem NK-Zell-Ertrag (Abb. 15). Je
geringer die Antikorperkonzentration, desto hoher der NK-Zell-Ertrag bzw. desto geringer der NK-
Zell-Verlust (P = 0,042).

Ein vergleichbarer Zusammenhang lésst sich fiir Versuche mit ,,CD3 MicroBeads* nicht bestétigen.
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Abb. 15: Korrelation zwischen Antikorperkonzentration und NK-Zell-Ertrag

Es wurden lineare Regressionsanalysen durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen der Antikdrperkonzentration
(Anzahl der Leukozyten pro 1 ml Antikdrper) und dem NK-Zell-Ertrag zu ermitteln.
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Ausserdem ist bei Versuchen mit dem ,,NK isolation kit der NK-Zell-Ertrag umso grof3er je grofBer
das NK-Zell / Antikérper -Verhéltnis ist (P = 0,003). In der Versuchsgruppe mit ,,CD3
MicroBeads* als Antikorper besteht diesbeziiglich kein Zusammenhang (Abb. 16).

A IK e MB —Linear (MB) ===Linear (IK)‘

100%
90% . .
o0 ° °
() 2 _
80% e o *° o A A R? = 0,0003
s ® P =0942

E * L] /
£ 60% A A
w ° A ___— —R-0301
= 50% ® .
N 40% A
§l ’ —_— °

30% A e

20% A A

10% A

0% . . . . . . .
0E+0 1E+7 2E+7 3E+7 4E+7 S5E+7 6E+7 TE+7 8E+7 9E+7 1E+8

Antikorperkonzentration (NK-Zellen pro 1ml Antikorper)

Abb. 16: Korrelation zwischen Antikdorperkonzentration und NK-Zell-Ertrag

Es wurden lineare Regressionsanalysen durchgefiihrt, um den Zusammenhang zwischen der Antikérperkonzentration
(Anzahl der NK-Zellen pro 1 ml Antikdrper) und dem NK-Zell-Ertrag zu ermitteln.
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6.7 NK-Zell-Verlust wahrend der Depletion

6.7.1 NK-Zell-Verlust in der Trennsaule
Wihrend des Purging-Prozesses sind auch NK-Zellen in der Trennsdule festgehalten worden und
damit verloren gegangen. Dieser Verlust von NK-Zellen ist bei Verwendung des ,,NK isolation kit*
(IK) groBer als mit MicroBeads (MB) (P = 0,00002). Die Verluste liegen mit IK bei 28 +/- 13%,
wiahrend mit MB 10 +/- 7% der NK-Zellen verloren gehen (Abb. 17, Tab. 12 siche Anhang).
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Abb. 17: NK-Zell-Verlust in der Trennsaule, Einfluss der Antikorperwahl

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Trennséule verglichen und in Box-Whisker-Plots
dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen
und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis
zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben
bzw. unten liegt.
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Bei der Verwendung des ,,NK isolation kit spielt die Antikorpermenge eine signifikante Rolle

(P =0,007). Wird eine grole Antikdrpermenge eingesetzt, verbleiben 36 +/- 10% NK-Zellen in der
Sdule; mit geringer Antikorpermenge 19 +/- 8% (Abb.18).

Verwendet man ,,CD3 MicroBeads®, zeigt sich, dass der NK-Zell-Verlust unabhéngig von der

Antikorpermenge ist.
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Abb. 18: NK-Zell-Verlust in der Trennsaule, Einfluss der Antikdrpermenge

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Trennséule in Abhédngigkeit von der eingesetzten
Antikorpermenge verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50
Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den
Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die aulerhalb dieses Bereichs liegen,
werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.
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Die Auftraggeschwindigkeit hat keinen statistisch signifikanten Einfluss auf den Verbleib der NK-
Zellen in der Trennsédule (Abb. 19).

Fir die Versuche, bei denen groBe Mengen ,CD3 MicroBeads“ zugegeben wurden
(Konfigurationen 7 und 8), deutet sich an, dass sich eine hohe Auftraggeschwindigkeit in einem
geringeren NK-Zell-Verlust in der Sdule niederschligt (7 +/- 8% vs 15 +/- 8%, P = 0,052).

Den durchschnittlich niedrigsten Verlust erbrachten die Versuchskonfigurationen 5 und 7 (6 +/-4%

bzw. 7 +/- 8%). Den hochsten Verlust sah man bei Konfiguration 4 (40 +/- 9%).
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Abb. 19: NK-Zell-Verlust in der Trennsaule, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Trennsdule in Abhingigkeit von der eingesetzten
Antikdrpermenge und der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und in Box-
Whisker-Plots dargestellt (siche Tab. 4). Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als
Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten
Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze
Punkte gekennzeichnet.

Tab. 4: Legende zu Abb. 19

Versuchskonfiguration 1 2 3 4 5 6 7 8
Antikorper K| IK|]IK|IK|MB|MB]|MB|MB
Antikorpermenge [ml] 1 1 5 5 1 1 5 5

Auftraggeschwindigkeit [ml/h] | 100 | 50 | 100| 50 | 100| 50 | 100 | 50
N 3 4 3 4 5 6 5 6
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6.7.2 NK-Zell-Verlust in der Spilung
Durch den Spiilvorgang am Ende eines Versuchs wurden die Ergebnisse flir T-Zell-Depletion, T-
Zell-Restkontamination und NK-Zell-Ertrag nicht mehr verdndert. Es wurden allerdings Zellen, die

sich noch in den Leitungen befanden, und ggf. Zellen aus der Trennsiule herausgespiilt.

In der Spiilfliissigkeit waren bei Versuchen mit dem ,,NK isolation kit 12 +/- 3 % der NK-Zellen
enthalten; bei Versuchen mit ,,CD3 MicroBeads* waren es 7 +/- 1% (P = 0,08)
(Abb. 20, Tab. 13 siche Anhang).
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Abb. 20: NK-Zell-Verlust in der Spulung, Einfluss der Antikorperwahl

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Spiilung verglichen und in Box-Whisker-Plots
dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen
und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis
zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben
bzw. unten liegt.
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Die eingesetzte Antikorpermenge hat bei keinem der verwandten Antikérper einen signifikanten

Einfluss auf den NK-Zell-Verlust in der Spililung ergeben (Abb. 21).
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Abb. 21: NK-Zell-Verlust in der Spiilung, Einfluss der Antikdrpermenge

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Spiilung in Abhéngigkeit von der eingesetzten
Antikdrpermenge verglichen und in Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50
Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den
Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der
innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBlerhalb dieses Bereichs liegen,
werden als schwarze Punkte gekennzeichnet.



Ergebnisse 49

Der Vergleich der Auftraggeschwindigkeiten erbrachte das Ergebnis, dass bei niedriger
Auftraggeschwindigkeit der NK-Zell-Anteil in der Spiilung hoher ist als beim schnellen Auftragen
der Zellen. Beim Vergleich der Versuchskonfigurationen 7 und 8 ist der Unterschied signifikant (P
=0,009), bei den Vergleichspaaren 1 und 2 bzw. 5 und 6 zeigt sich eine statistische Tendenz

(P =0,057 bzw. P = 0,08), wihrend beim Paar 3 und 4 kein signifikanter Unterschied besteht

(Abb. 22).
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Abb. 22: NK-Zell-Verlust in der Spiilung, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden zwei Antikorper hinsichtlich des NK-Zell-Verlustes in der Spiilung in Abhéngigkeit von der eingesetzten
Antikdrpermenge und der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und in Box-
Whisker-Plots dargestellt (sieche Tab. 5). Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als
Rechteck zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten
Whiskers reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt.

Tab. 5: Legende zu Abb. 22

Versuchskonfiguration 1 2 3 4 5 6 7 8
Antikorper K| IK|IK|IK|MB|MB]|MB|MB
Antikorpermenge [ml] 1 1 5 5 1 1 5 5

Auftraggeschwindigkeit [ml/h] | 100 | 50 | 100| 50 | 100| 50 | 100 | 50
N 3 4 3 4 5 6 5 6
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6.8 NK-Zell-Reinheit mit dem ,,NK isolation kit‘
Bei der Depletion der Nicht-NK-Zellen mit dem ,NK isolation kit“ hatte die verwendete
Antikorpermenge einen signifikanten Einfluss auf die Reinheit des NK-Zell-Priparates (P = 0,026).
Bei Einsatz von 5 ml Antikérpern pro 10 ml Zellsuspension lag die NK-Zell-Reinheit bei 89,5%
(78,8 — 94,4); wurde nur 1 ml Antikdrper zugesetzt, resultierte eine NK-Zell-Reinheit von 83,6%
(72,6 —90,8) (Abb. 23, Tab. 14 siche Anhang).
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Abb. 23: NK-Zell-Reinheit mit ,,NK isolation kit“, Einfluss der Antikorpermenge

Es werden die Versuche mit kleiner bzw. grofer Antikdrpermenge hinsichtlich der NK-Zell-Reinheit verglichen und in
Box-Whisker-Plots dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck
zwischen dem oberen und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers
reichen vom Kasten bis zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen
Interquartilenabstands nach oben bzw. unten liegt. Werte die auBBerhalb dieses Bereichs liegen, werden als schwarze
Punkte gekennzeichnet.
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Die Geschwindigkeit, mit der die Zellen die Trennsdule im Magnetfeld passieren

(Auftraggeschwindigkeit), hat keinen signifikanten Einfluss auf die NK-Zell-Reinheit (Abb. 24).
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Abb. 24: NK-Zell-Reinheit mit NK isolation kit, Einfluss der Auftraggeschwindigkeit

Es werden die Versuche mit kleiner bzw. groBer Antikdrpermenge hinsichtlich der NK-Zell-Reinheit in Abhédngigkeit
von der Flussgeschwindigkeit im Magnetfeld (Auftraggeschwindigkeit) verglichen und in Box-Whisker-Plots
dargestellt. Der zentrale Kasten zeigt die Lage der mittleren 50 Prozent der Daten als Rechteck zwischen dem oberen
und unteren Quartil an; die horizontale Linie markiert den Median. Die sogenannten Whiskers reichen vom Kasten bis
zum letzten verbundenen oberen bzw. unteren Wert, der innerhalb des 1,5-fachen Interquartilenabstands nach oben
bzw. unten liegt.



Ergebnisse 52

6.9 Fehlerbetrachtung
Als Messverfahren wurden bei dieser Arbeit automatische Zellzahlmessungen, Volumenmessungen
und FACS-Analysen eingesetzt. Mit Hilfe der absoluten Zellzahlen aus Zellzahl- und
Volumenmessungen und den prozentualen Angaben der FACS-Analysen, konnten alle
erforderlichen Daten errechnet werden.
Bei den Volumenmessungen konnte es zu leichten Ungenauigkeiten kommen, da es sich teilweise
um sehr kleine Volumina (1-5 ml) handelte, oder das Volumen bei groleren Mengen in 50ml
Falcon®-Rohrchen abgelesen wurde.
Die FACS-Analysen sind eine elegante Methode, um Subpopulationen von Zellen quantitativ zu
bestimmen. Dabei bedarf es allerdings einiger Ubung und Erfahrung, da die eigentlich Messung
zwar automatisch, die Festlegung der Zihlfelder (Gates) aber manuell erfolgt. Hinzukommt, dass
die Abgrenzung der Zellpopulationen manchmal nicht eindeutig ist. Wéhrend sich CD3+ markierte
Zellen in der Regel recht deutlich von den nicht markierten Zellen abheben, gestaltet sich die
Messung der NK-Zellen schwieriger. Werden die NK-Zellen mit CD56 Antikorpern geférbt, ist die
emittierte Fluoreszenz manchmal nicht stark genug, so dass die Zellwolken ineinander {ibergehen.
Um dieses Problem zu umgehen, wurden die NK-Zellen zusétzlich noch mit CD16 Antikdrpern
markiert; das sollte die Fluoreszenz verstiarken. Mit dieser Methode erhélt man bessere Bilder, die
eindeutiger auszuwerten sind. Trotzdem gab es manche Messungen, in denen die Zellpopulationen
nicht eindeutig zu trennen waren und der Bearbeiter einen Ermessensspielraum zur Auswertung
hatte. So lassen sich die auf den ersten Blick unverstindlichen negativen Werte bei den
Auswertungen der Zellverluste erkldren. Sie stellen vorgetduschte Zellgewinne dar, die mit den
oben erkldrten Messfehlern zusammenhingen.
Diese beiden moglichen Fehlerquellen mahnen dazu, die Messergebnisse nicht {iber zu bewerten,

sondern sie mit anderen Daten dhnlicher Versuche zu vergleichen.

Bei der Regressionsberechnung fiir die Korrelation zwischen einer Einfluss- und einer Zielgréf3e
lagen immer wieder einzelne Datenpunkte relativ weit von der Mehrheit der Datenpunkte entfernt.
Diese hatten einen grof8en Einfluss auf die Berechnung der Regression, so dass in diesen Féllen die
Regressionsberechnungen nicht mit berticksichtigt wurden. Da es sich um kleine und
unterschiedlich groBe Stichproben (N=14 bzw. N=22) handelte, konnten die errechneten
Signifikanzwerte nicht ohne weiteres miteinander verglichen werden. Man muss zum einen die
oben erwihnten weit entfernten Datenpunkte und zum anderen den betrachteten Datenbereich

beriicksichtigen.
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7 Diskussion

7.1 Methodendiskussion

Es wurde eine Methode zur immunomagnetischen Selektion von Zellen mit dem SuperMACS II —

Magneten hinsichtlich moglicher Verbesserungsvorschliage untersucht.

Um ein Versuchsverfahren zu optimieren, ist es wichtig zu wissen, welche Faktoren auf das
Endergebnis Einfluss haben. Wenn man die relevanten Faktoren kennt, kann man sie in einer
Versuchsreihe gezielt verdndern, und priifen, wie grof3 der Einfluss der einzelnen Versuchparameter
auf das Endergebnis ist. Da theoretisch unendlich viele Faktoren das Versuchsergebnis beeinflussen
konnen, ist die Auswahl der wichtigsten Einflussgrolen von Bedeutung. Je sensibler ein

Versuchsaufbau ist, desto mehr Einfluss- und Storgroen kommen in Frage.

In der vorliegenden Versuchsreihe wurden drei Parameter untersucht.

Es standen ein CD3 Antikorper (MicroBeads) und ein Cocktail aus CD3, CD14, CD19, CD36 und
Anti-IgE Antikorpern (,,NK isolation kit™) zur Verfiigung. Es war zu erwarten, dass die Wahl des
Antikorpers eine Bedeutung haben wiirde, aber es gab bisher keine vergleichenden
Untersuchungen, die dies experimentell bestétigt haben. Daher war es interessant, die schon
etablierten MicroBeads mit diesem relativ neuen Antikorper-Cocktail hinsichtlich der T-Zell-
Depletion zu vergleichen.

Da die Zielzellen mit Hilfe der Antikérper magnetisch markiert werden sollten, schien die
Antikorpermenge eine Rolle zu spielen. Vom Hersteller werden zwar Angaben iiber die
erforderliche oder empfohlene Antikorperkonzentration gemacht, diese Angaben beziehen sich aber
nur auf Versuche im kleinen Labormafstab und sind deshalb nicht auf ein Arbeiten im klinischen
Malfstab iibertragbar. Um die Methode fiir den Gebrauch in ,,large-volume*“-Gro3enordnungen zu
etablieren, wurde der Einfluss der Antikorperkonzentration (bzw. der Antikorper-Menge) iiberpriift.
Als dritte StellgroBe bot sich die Auftraggeschwindigkeit, mit der die Zellen durch das Magnetfeld
gefiihrt wurden, an. Es schien einleuchtend, dass eine markierte Zelle, die langsam durch das
Magnetfeld flief3t, besser dort festgehalten werden kann, als Zellen, die mit hoher Geschwindigkeit
hindurchflieBen. Gerade in diesem Punkt sind die Versuche in klinischem Gréf3enmafstab nicht mit
den Laborversuchen zu vergleichen. Im kleinen Labormafstab werden die Zellen manuell
aufgetragen und die Auftraggeschwindigkeit ist nicht konstant. Bisher hatte man deswegen keine

Daten dariiber, welche Rolle die Flussgeschwindigkeit spielt. Mit den verwendeten Perfusoren
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konnte der Einfluss der Geschwindigkeit gemessen werden, da sie genau vorgegeben und konstant
gehalten wurde.

Eine weitere Moglichkeit wire gewesen, die Stirke des Magnetfeldes zu variieren. Denn neben der
Stirke der Markierung mit magnetischen Antikérpern und der Flussgeschwindigkeit spielt das
magnetische Feld eine Rolle. So ist z.B. bei Doppelmarkierung mit zwei verschiedenen Antikérpern
die GroBe der Beads (magnetische Antikorper) in Zusammenhang mit der magnetischen Feldstarke
fiir die Selektion von Bedeutung [187]. Im vorliegenden Versuchsansatz stand ein ausreichend
starker Dauermagnet zur Verfligung, so dass eine Verdnderung der Feldstirke weder sinnvoll noch

moglich war.

Als Ausgangsmaterial wurden buffy coats des BSD Hessen verwendet. Ein Vorteil dieser
Priparationen war, dass sie Leukozyten in angereicherter Form enthielten. Ein weiteres Argument
fiir die Verwendung der buffy coats war die gute Verfiigbarkeit. Wegen der Nachbarschaft mit dem
BSD und der guten Zusammenarbeit standen die buffy coats zu fast jeder Zeit in ausreichender

Menge zur Verfligung, was den Arbeitsablauf und die Versuchsdurchfiihrung sehr vereinfacht hat.

Weil die buffy coats fiir das Purging noch zu stark mit Erythrozyten und Thrombozyten
kontaminiert waren, musste vor der Inkubation mit Antikdrpern noch ein weiterer Reinigungsschritt
durchgefiihrt werden. Um die groen Zellmengen zu bewiltigen, bot sich eine Ficoll-Trennung an.
Laut Herstellerangaben sollten dazu die Zellen im Verhéltnis 1:2 mit Puffer verdiinnt werden. Um
den Arbeitsaufwand und den Materialverschleil nicht zu grol werden zu lassen, wurde ein
Verdiinnungsverhéltnis von 2/3 Zellsuspension und 1/3 Puffer gewdhlt. Die relativ groB3en
Zellverluste wahrend der Ficoll-Separation lassen sich zum Teil auf den Bearbeiter und zum Teil
auf die Methode zuriickfiihren. Beim Abpipettieren der mononukledren Bande wurden nicht immer
alle Zellen und unterschiedliche Mengen Plasma (mit Thrombozyten) bzw. Ficoll-Losung
mitgenommen. Aullerdem war die mononukledre Bande unterschiedlich klar abgegrenzt. Wahrend
der anschlieBenden Waschschritte gingen im Uberstand, der manchmal noch relativ triib war,
erhebliche Mengen Zellen verloren. Wurde der Uberstand ein zweites Mal zentrifugiert, sammelte
sich am Boden des Gefiales ein deutliches weilles Pellet, was zeigt, wie viele Zellen mit dem
Uberstand regelmiBig verworfen wurden. Letztendlich hatte die Ficoll-Trennung keinen Einfluss
auf das Versuchsergebnis, sondern nur auf die vor dem eigentlichen Depletionsschritt zur
Verfligung stehende Ausgangszellzahl.

In der klinischen Anwendung entfdllt die Ficoll-Trennung, da dort mit Leukapheresepriparaten

gearbeitet wird, die im wesentlichen nur noch Lymphozyten und Monozyten enthalten.
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Die Durchmischung der Ansétze wihrend der Antikorper-Inkubation im Kiihlschrank wurden durch
manuelles Schwenken erreicht. Um absolut gleiche Bedingungen zu schaffen, wire die
Verwendung eines automatischen Schiittlers besser gewesen. Da die Herstellerangaben befolgt
wurden, ist davon auszugehen, dass die Antikorper-Inkubation in allen Versuchen erfolgreich
verlaufen ist. Der Zellverlust durch die anschlieBenden Waschvorginge konnte nicht vermieden
werden.

Da direkt vor dem Purging von jedem Versuchsansatz Zellzihlungen (WBC, white blood count)
und FACS-Messungen (T-Zellen, NK-Zellen) gemacht wurden, standen fiir die spéteren
Berechnungen verldssliche Ausgangswerte zur Verfligung, die unabhidngig von Ficoll-Separation

oder Antikorper-Inkubation waren.

Wihrend des Purgings traten einige Schwierigkeiten auf, die das Endergebnis beeinflusst haben
konnten. Es war z.B. zu beobachten, dass sich im Schlauchsystem an den Drei-Wege-Hdhnen vor
der Sdule Zellsedimente ablagerten. Durch Umlagern der Schlduche konnten diese Zellen allerdings
wieder mobilisiert werden. Des weiteren verblieb ein nicht quantifizierbarer Anteil der vom
Perfusor eingepumpten Zellen im Schlauchsystem, welches ein Volumen von etwa 15ml hatte,
hingen. Die zuerst aufgetragenen Zellen fiillten also in erster Linie das Schlauchsystem, bzw.
verdriangten den Puffer und gelangten nur teilweise in die Auffangspritze (neg).

Auch in der Perfusorspritze lagerten sich Zellen ab, die somit gar nicht in das System eingebracht
wurden. Um diese Zellverluste in der Versuchsapparatur zu vermeiden, wurde das System nach
erneutem Fiillen der Perfusorspritze mit 20 ml Puffer gespiilt. Dabei wurden die restlichen Zellen in
der Spritze mobilisiert und die in den Schlduchen vor und nach der Sdule liegenden Zellen
weitertransportiert und aufgefangen (spiill). Diese erste Spiilung gehort deswegen zur Negativ-
Fraktion und wurde dazu addiert. Es war durch diese MaBBnahme trotzdem nicht zu verhindern, dass

Zellen im Versuchsaufbau verloren gingen.
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7.2 Ergebnisdiskussion
Das Hauptaugenmerk bei dieser Untersuchung lag darauf, ob sich die T-Zell-Depletion, die T-Zell-
Restkontamination und der NK-Ertrag bei Anderungen in der Versuchskonfiguration verbesserten

oder verschlechterten.

Beziiglich der Depletion von T-Zellen zeigte sich zwischen dem ,,NK isolation kit* und den ,,CD3
MicroBeads“ kein signifikanter Unterschied. Sowohl die ,,CD3 MicroBeads* als auch die im
Isolation Kit enthaltenen CD3-Antikérper schienen CD3+ Zellen effektiv zu binden und zu
depletieren. Eine niedrige Antikdrpermenge war dafiir ausreichend, so dass beziiglich der TCD im
weiteren ein ressourcensparendes Vorgehen gerechtfertigt ist. Verwendet man ,,CD3 MicroBeads®,
empfiehlt es sich, eine geringe Zellmenge einzusetzen, da die TCD antiproportional zur
Ausgangszellmenge stieg. Die Antikdrperkonzentration spielte dabei keine Rolle, so dass man

dieses Phinomen mit der steigenden Auslastung der Sdulenkapazitit erkldren konnte.

Betrachtet man die Restkontamination mit T-Zellen, liegt zwischen IK und MB zwar kein
signifikanter Unterschied vor, mit ,,CD3 MicroBeads* liegt aber ein groerer Anteil der Versuche
unter 0,2%. Dieser Richtwert sollte unterschritten werden, wenn sich eine Positiv-Selektion mit
CD56-Antikdrpern anschlieBen soll. Aullerdem unterlag die Kontamination mit ,,CD3 MicroBeads*
einer geringeren Schwankungsbreite.

Die Restkontamination mit T-Zellen ist von entscheidender Bedeutung, da die T-Zellen fiir die
unbedingt zu vermeidende GVHD verantwortlich sind. Eine Methode zur Herstellung eines NK-
Zell-Praparates muss deshalb zuverldssig moglichst T-Zell-freie Préiparate liefern. Deshalb stellt die

geringere Streuung bei der Restkontamination fiir MicroBeads einen klinisch relevanten Vorteil dar.

Die Bedeutung der Antikorperwahl fiir die ZielgroBBe T-Zell-Restkontamination kann durch das
vorliegende Datenmaterial nicht abschlieend gekldrt werden. Es konnte sein, dass der etwas aus
der Reihe fallende Wert des Versuchs Nr. 39 (Restkontamination 0,9%, vgl. Kap 6.4), die
Durchschnittskontamination fiir das ,,NK isolation kit nach oben zieht und es deshalb schlechter
abschneidet.

Ein Grund fiir die stirkere Kontamination mit T-Zellen kénnte die Uberladung der Siulenkapazitit
sein, da in einer Trennsdule nur eine bestimmte Anzahl markierter Zellen festgehalten werden
konnen. Werden mehr Zellen eingesetzt und markiert, konnen die markierten Zellen nicht

vollstidndig depletiert werden. Gerade bei Einsatz mehrerer Antikorper (,,NK isolation kit*) konnte
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die Séaulenkapazitit schnell erreicht werden. Die maximale Sédulenkapazitit wurde in der
Versuchsreihe zwar nicht tiberschritten, bei einigen Versuchen jedoch voll ausgelastet. Dabei mul3
man berlicksichtigen, dass die Zellverluste ab einer Sdulenauslastung von ca. 70% rapide
zunehmen. Da die Auslastung bei 2/3 der Versuche mit dem ,,NK isolation kit* tiber 70% lag (mit
CD3 MicroBeads nur in 9% der Fille), ldsst sich so die stiarkere Schwankungsbreite der T-Zell-
Restkontamination zum Teil erklidren. Bei dem oben erwidhnten Versuch Nr. 39 wurde die

Sdulenkapazitit allerdings nur zu 46% ausgelastet.

Ein weiteres Problem war die sehr geringe absolute Anzahl der gemessenen CD3+ Zellen in der
Negativ-Fraktion, so dass kleine Schwankungen oder MeBBungenauigkeiten ggf. stirker ins Gewicht

fielen.

Der Ertrag der NK-Zellen ist als Zielgrof3e deshalb von Bedeutung, da es in der spéteren klinischen
Anwendung darauf ankommt, wie viele NK-Zellen letztendlich fiir eine Transplantation
bereitgestellt werden konnen. Da das Spendermaterial nur in einer begrenzten Menge zur
Verfiigung steht, muss eine gute Purging-Technik gewihrleisten, dass so wenig NK-Zellen wie
moglich verloren gehen. Abgesehen von Zellverlusten in der Versuchsapparatur hangt der NK-Zell-
Ertrag im wesentlichen von der Wahl des Antikorpers ab.

Laut der statistischen Auswertung mit dem Mann-Whitney-U-Test liefern die ,,CD3 MicroBeads*
einen signifikant besseren Ertrag als das ,,NK isolation kit“. Allerdings muss man die relativ grofe
Streubreite in beiden Stichproben beriicksichtigen, die vom verwendeten Testverfahren nicht erfasst
wurde. Der Unterschied zwischen beiden Antikorpern ldsst sich damit erkldaren, dass mit dem ,,NK
isolation kit mehr NK-Zellen in der magnetischen Trennsdule festgehalten werden als mit ,,CD3
MicroBeads®. Eine Begriindung dafiir konnte sein, dass mit dem Isolation Kit fast alle Nicht-NK-
Zellen markiert und so eine viel groBere Anzahl Zellen in der Magnetsdule festgehalten wurden.
Die relativ wenigen nicht markierten NK-Zellen kénnten von der Uberzahl an festgehaltenen Zellen
am HindurchflieBen gehindert worden sein. Dieser Verdacht wird dadurch erhértet, dass bei den
Versuchen mit IK die Antikérpermenge eine signifikante Rolle hinsichtlich des NK-Verlustes in der
Sdule spielte. Beim Einsatz groBer Antikdrpermengen, blieben deutlich mehr NK-Zellen in der
Sdule hidngen und gingen verloren. Ein weiterer Grund fiir NK-Zell-Verluste in der Trennsdule
konnten unspezifische AK-Bindungen an NK-Zellen gewesen sein. Des weiteren konnte eine

Subpopulation CD3 positiver NK-Zellen mit depletiert worden sein.
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Das nur beim ,,NK isolation kit* interessante Ergebnis flir die NK-Zell-Reinheit war eindeutig von
der Antikorpermenge abhédngig. Die Wahrscheinlichkeit, dass mehr Nicht-NK-Zellen bei einer
groBBeren Antikdrpermenge markiert und depletiert werden ist einleuchtend. Wie oben erwéhnt, ging
dies aber zu Lasten eines hoheren NK-Zell-Verlustes. In der klinischen Anwendung wird man

abwégen miissen, welchem Parameter der Vorzug zu geben ist.
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7.3 Vergleich der Ergebnisse mit Methoden und Ergebnissen in der

Literatur unter Berticksichtigung der klinischen Relevanz.
In der Literatur werden mehrere Methoden beschrieben, um T-Zellen zu depletieren; es gibt
physikalische und immunologische Verfahren, sowie Kombinationen aus beiden. Die
Immunorosettentechnik mit Erythrozyten oder die Counterflow Centrifugal Elutriation (CCE) sind
Beispiele fiir physikalische Methoden. Als immunologische Verfahren stehen monoklonale
Antikorper zur Verfligung, die entweder alleine oder in Kombination mit Komplement oder
Immunotoxinen eingesetzt werden. Als kombiniertes Verfahren hat besonders der Einsatz von

monoklonalen Antikorpern in Verbindung mit magnetischen Beads an Bedeutung gewonnen.

Eine relativ etablierte Methode ist die Agglutination an ein Lectin der Sojabohne (SBA). Dabei
werden Zellen, die durch ein Sojabohnenlectin agglutiniert werden durch Sedimentation entfernt.
Anschliefend wird mit Hilfe von Schaferythrozyten, die mit T-Zellen Rosetten bilden, versucht, die
noch verbliebenen T-Zellen durch Zentrifugation zu entfernen [188]. Knobloch et al. depletierten
damit T-Zellen um 3,39 log-Stufen [189]. Frame et al. verringerten den Anteil an T-Zellen mit
anschlieBender Rosettenbildung um 99,8%; ohne Rosettenbildung um 94,2% [190].
Weiterentwickelt wurde diese Technik von Slaper-Cortenbach et al.,, die statt
Schaferythrozyten menschliche Erythrozyten verwendeten [191]. Monoklonale Antikorper,
die an die Erythrozytenoberfliche binden, wurden {iber Verbindungsantikorper mit T-Zell-
spezifischen Antikorpern (CD2, CD3) vernetzt. Die mit diesen Antikorperkomplexen
besetzten Erythrozyten bildeten mit T-Zellen in Stammzelltransplantaten Immunorosetten,
die dann in einer Zentrifuge liber einen Dichtegradienten depletiert wurden. Mit dieser
Methode konnten in zwei holldndischen Zentren T-Zell-Reduktionen um 2,5 bzw. 2,3 log-

Stufen erreicht werden.

Mit der Counterflow Centrifugal Elutriation werden die Zellen aufgrund unterschiedlicher
ZellgrofBe und Sedimentationscharakteristika mit Hilfe einer Zentrifuge aufgetrennt. Die Eluierung
der Zellen wird bei gleichbleibender Zentrifugengeschwindigkeit durch Verdnderung der Flussrate
gesteuert und kontinuierlich mit Hilfe eines Durchflusszytometers kontrolliert. Wagner et al.
erreichten eine T-Zell-Depletion um 2-3 log, die Restkontamination mit Lymphozyten lag bei

0,3 +/- 0,1% (0,0 — 1,9) [192]. Ahnliche Ergebnisse erreichten Noga et al. mit einer Lymphozyten-

Restkontamination von 0,2 +/- 0,1% [193]. Die Gruppe um de Witte kamen auf eine Kontamination
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von 2,4 +/- 2,1% Lymphozyten bzw. 2,2 +/- 1,3 % T-Zellen [194]. Eine franzosische Arbeit, in der
mehrere Methoden miteinander verglichen werden, erreicht eine T-Zell-Depletion von 1,3 +/- 0,5

log-Stufen mit einem NK-Zell-Ertrag von tiber 80% [195].

Im Rahmen von Knochenmarkstransplantationen wurde versucht, die im Transplantat enthaltenen
T-Zellen vor der Transplantation mit spezifischen, monoklonalen Antikérpern (OKT3) zu
opsonisieren. Die Opsonisation sollte die Sequestration der T-Zellen in vivo und die Elimination
durch das retikuloendotheliale System des Empfingers erleichtern. Prentice et al. konnten so die
Inzidenz fiir eine akute schwere Graft-versus-host-Reaktion von 79% auf 18% und die damit
verbundene Mortalitét von 29% auf 12% senken [196]. Filipovich et al. dagegen konnten mit einem

dhnlichen Ansatz keine Verringerung der GVHD-Inzidenz erreichen [197].

Um eine bessere GVHD-Kontrolle zu erzielen, setzten Prentice et al. monoklonale Antikdrper in
Kombination mit Kaninchenkomplement ein; von 13 so behandelten Patienten entwickelten nur
zwel eine akute GVHD vom Grad I [198].

Die Arbeitsgruppe um PJ Martin konnte T-Zellen mit dieser Methode um 2-3 log-Stufen reduzieren.
Nur 16% der erfolgreich transplantierten Patienten hatten eine klinisch signifikante akute GVHD;
allerdings war die Inzidenz der TransplantatabstoBung erhoht [199].

Herve et al. transplantierten 10 Patienten mit hohem Risiko fiir eine akute GVHD. Das
Knochenmark wurde vorher mit zwei monoklonalen Antikérpern (OKT 3, OKTI11) und
Kaninchenkomplement behandelt, wodurch die T-Zellen um 88,3% +/- 11,8 reduziert wurden
[200]. Keiner der Patienten erkrankte an einer akuten GVHD. Drei Patienten verstarben an einem
Rezidiv.

In den Jahren 1991 - 2001 verglichen Keever-Taylor et al. die T-Zell-Depletion mit zwei
verschiedenen Antikorpern bei 481 Transplantationen. Zum FEinsatz kamen der of-T-Zell-
Rezeptor-Antikorper T19Bg und ab 1998 OKT3 jeweils in Kombination mit Kaninchenkomplement.
Mit Ty9By wurde eine Depletion von 1,94 log (1,48 - 2,4), mit OKT3 von 1,69 log (1,29 - 2,09)
erreicht [201]. Demzufolge war die Inzidenz einer akuten GVHD (Grad II-1V) in der T;¢Bo-Gruppe
niedriger als in der OKT3-Gruppe (30% bzw. 48%); die Inzidenz einer schweren akuten GVHD
(Grad III-1V) war entsprechend (9% bzw. 22%)).

Granger et al. untersuchten die Komplement-vermittelte T-Zell-Lyse mit drei verschiedenen
Antikorpern. Mit einer Kombination der Antikdrper OKT3, OKT11A und MBG6 wurden iiber 99%
der T-Zellen in vitro lysiert [202].
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Eine franzosische Arbeitsgruppe um Maraninchi fiihrte eine kontrollierte Studie mit T-Zell-
depletierten Knochenmarkstransplantationen durch [203]. Die T-Zellen wurden mit zwei
verschiedenen Cocktails aus monoklonalen Antikorpern und Kaninchenkomplement depletiert. Mit
Antikorpern gegen CD4, CD5 und CD8 wurden 97% (53 - 99) der T-Zellen eliminiert, mit CD2-,
CD5- und CD7-Antikorpern 99% (81 - 99). Die Inzidenz einer miBigen bis schweren akuten
GVHD war in der nicht T-Zell-depletierten Kontrollgruppe signifikant hoher (P < 0,01), die
Inzidenz einer chronischen GVHD ebenfalls (P = 0,05). Im Gegenzug war die Rezidivrate in den T-
Zell-depletierten Gruppen hoher (P < 0,05); die krankheitsfreie Uberlebenszeit unterschied sich
zwischen den drei Gruppen nicht.

Mehrere Arbeitsgruppen benutzten CAMPATH-1 als Antikorper, welcher gegeniiber anderen anti-
T-Zell-Antikdrpern den Vorteil hat, dass er sowohl an Kaninchen- als auch an menschliches
Komplement bindet. CAMPATH-1 kann Lymphozyten deshalb auch in menschlichem Serum
lysieren. Wéhrend die mittlere T-Zell-Depletion bei Dreger et al. bei 2,16 log lag und 29% der NK-
Zellen erhalten blieben [204], erreichten Clark et al. eine Depletion von 2,04 log und einen NK-
Zell-Ertrag von 56 % +/-38 [205]. Frame et al. depletierten unter optimalen Bedingungen

2,6 +/- 0,12 log T-Zellen [206].

Filipovich et al. fiihrten eine Pilotstudie {iber die T-Zell-Depletion mit Immunotoxinen durch [207].
Sie inkubierten das Knochenmark vor der Transplantation zwei Stunden lang mit drei T-Zell-
spezifischen Antikdrpern, an die kovalent ein Ricin-Toxin gebunden war. Durch das Eindringen
des Toxins in die T-Zellen konnen diese nicht mehr proliferieren und gehen innerhalb einer Woche
zu Grunde. Von 14 behandelten Patienten entwickelten zwei eine akute GVHD II Grades, sechs
erlitten ein Rezidiv.

Laurent et al. behandelten mit einer etwas modifizierten Methode 38 Patienten. Diese Arbeitsgruppe
konnte T-Zellen um 99,5% (91 - 99,9) reduzieren. Nur drei Patienten erkrankten an einer zweit-
oder hohergradigen akuten GVHD, bei 10 Patienten kam es zu einem Rezidiv [208].

Antin et al. schlossen 71 Patienten in ihre Studie ein, von denen 2/3 ein vollstindig
histokompatibles und 1/3 ein partiell kompatibles Transplantat erhielten [209]. In der ersten Gruppe
lag das Risiko, an einer II-IVgradigen GVHD zu erkranken bei 23%, in der zweiten Gruppe bei
50%. Mit monoklonalen CD5-Antikorpern und Komplement wurden 97% der T-Zellen aus den
Transplantaten depletiert, mit CD5-Antikdrpern und Ricin-A-Immunotoxin 95%.

In einer weiteren Studie wurde der T-Zell-Anteil mit dem gleichen Toxin um 99% reduziert [190].
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Der neueste Ansatz zur T-Zell-Depletion ist die Verwendung von monoklonalen Antikorpern, die
an magnetische Beads gekoppelt sind. So kdnnen Zellen selektiv immunomagnetisch markiert und
in einem starken Magnetfeld aufgetrennt werden.

Knobloch et al. setzten CD2- und CD3-Antikdrper alleine und in Kombination ein. Die mittlere T-
Zell-Depletion lag bei 1,81 log fiir CD3-Antikdrper, bei 2,31 log fiir CD2-Antikorper und bei

2,76 log fir die Kombination beider Antikérper [189].

Gordon et al. fithrten 8 Versuche mit mehr als 10" eingesetzten Zellen durch. Die T-Zellen wurden
mit CD3-Antikdrpern (OKT3) markiert und mit einem Clinimacs-Gerét automatisch aufgetrennt
[210]. T-Zellen wurden um 3,4 log-Stufen (2,8 - 4,1) depletiert es blieben 0,15% (0,01 - 1,01) T-
Zellen als Restkontamination zuriick.

Eine Diisseldorfer Arbeitsgruppe um G. Kogler verglich einen einzelnen Antikdrper (CD3) mit
einem Antikdrper-Cocktail (CD2, CD5, CD7). Die mittlere T-Zell-Depletion mit CD3-Antikdrpern
lag bei 1,9 log, mit dem Antikorper-Cocktail wurde eine 2,2 log - Depletion erreicht. Mit einer
zweiten Passage durch das Magnetfeld konnte die T-Zell-Depletion auf 2,26 log bzw. 2,35 log
gesteigert werden. Die T-Zell-Restkontamination lag bei 0,06% bzw. 0,87%, war also mit dem
Antikdrper-Cocktail grofer [211].

Vartdal et al. erreichten mit CD2- und CD3-Antikdrpern eine 3 log-Depletion bei einer
Restkontamination von < 0,025% T-Zellen [212].

Eine weitere Arbeitsgruppe depletierte mit einer Kombination von CD2- und CD7-Antikdrpern

1,7 log +/- 0,5 T-Zellen [195]. Yau et al. erzielten dhnliche Ergebnisse mit einem Cocktail aus
CD2-, CD3-, CD4- und CD8-Antikdrpern [213].

In einer Transplantationsstudie mit Ratten verglichen Neipp et al. T-Zell-depletierte und nicht
depletierte Knochenmarkstransplantate. Mit anti-af-T-Zell-Rezeptor-Antikorpern wurden die T-
Zellen bis auf 0,1% (0,0 — 0,2%) depletiert. Die so transplantierten Ratten zeigten keine klinischen
Zeichen einer GVHD, wihrend die Empfanger von nicht depletierten Knochenmarkszellen alle eine
schwere akute GVHD entwickelten [214].

Frame et al. kombinierten ebenfalls ein immunologisches und eine physikalisches Verfahren. Nach
der Agglutination an ein Sojabohnenlectin (SBA) setzten sie monoklonale Antikorper ein (anti-
CD2, -CD3, -CDS8), die an magnetische Beads gebunden waren. Die T-Zellen konnten so um 99,9%
depletiert werden [190].
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In keiner der gesichteten Literaturangaben war die T-Zell-Depletion mit einem einzigen
Depletionsschritt grofler als bei der vorliegenden Arbeit (3,8 bzw. 4,3 log). Die Restkontamination
von 0,06% T-Zellen mit CD3-MicroBeads wird mit 0,025% nur von Vartdal et al. [212] unterboten.
Neipp [214], Gordon [210] und Noga [193] liegen mit einer mittleren T-Zell-Restkontamination
von 0,1%, 0,15% bzw. 0,2% etwas unterhalb der 0,21%, die in dieser Arbeit mit dem ,,NK isolation
kit erreicht wurden.

Da bei den meisten Versuchen kein Wert auf den NK-Ertrag gelegt wurde, muss sich der Vergleich
auf die T-Zell-Depletion beschrinken. Lediglich Clarke [205] und Dreger [204] ermittelten einen
NK-Ertrag von durchschnittlich 56% bzw. 29%. Damit liegen sie teilweise iiber und teilweise unter
den eigenen Ergebnissen von 71% (MB) und 48% (IK). Feugier erreichte sogar einen NK-Ertrag
von > 80%, depletierte T-Zellen aber nur um 1,3 log-Stufen [195].
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Tab. 6: Literaturvergleich

T-Zell- T-Zell- NK-
Autor Methode Depletion Restkont. Ertrag GVHD
eigene CD3 MicroBeads (Anti- 3,80 log 0,06+/-0,07  71%
Ergebnisse CD3)
NK Isolation Kit (Anti- 4,28 log 0,21+/-0,29  48%
CD3, CD14, CD19, CD36,
IgE)
physikalische Methoden
Knobloch [189] SBA + SRBC 3,39 log
Frame [190] SBA 94,20%
Frame [190] SBA + SRBC 99,80%
Slaper- Immunorosettentechnik ~ 2,51log + 2,3
Cortenbach mit menschlichen log
[191] Erythrozyten
Wagner JE counterflow centrifugal 2-3 log 0,3+/-0,1%
[192] elutriation (CCE) (0,0-1,9)
Noga SJ [193] CCE 0,2 +/- 0,1%
de Witte T CCE 2,2% +/-
[194] 1,3%
Feugier P CCE 1,3 +/-0,5 log > 80%
[195]
immunologische Methoden
Prentice HG  Opsonisation mit OKT3- schwere aGVHD 18%
[196] Antikorpern*
Filipovich AH Opsonisation mit OKT3- aGVHD 50%
[197] Antikdrpern*
Prentice HG MBG6 + RFT8 + aGVHD Grad | 15%
[198] Komplement*
Martin PJ acht verschiedene 2-3 log aGVHD 16%
[199] monoklonale AK +
Komplement*
Herve P [200] OKT3 + OKT11 + 88,3% +/- aGVHD 0 %
Komplement* 11,8
Keever-Taylor T10B9.1A-31+ 1,94 log (1,48 schwere aGVHD 9%,
CA [201] Komplement* -2,4) aGVHD 30%
Keever-Taylor OKT3 + Komplement* 1,69 log (1,29 schwere aGVHD 22%,
CA [201] - 2,09) aGVHD 48%
Granger S OKT3 + OKT11A + > 99%
[202] MBG6 + Komplement
Maraninchi D CD4 + CD5 + CD8 + 97% (53 - 99)
[203] Komplement
Maraninchi D CD2 + CD5 + CD7 + 99% (81-99)
[203] Komplement

Antin JH [209] CD5 Antikorper +

Komplement

97%

* klinische Studie
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Tab. 7: Literaturvergleich (Fortsetzung)

T-Zell- T-Zell-
Autor Methode Depletion Restkont. NK-Ertrag GVHD
Dreger P [204] Campath-1 + 2,16 log 29%
Komplement
Clarke E [205] Campath-1 + 2,04 log 56% +/- 38
Komplement
Frame JN [206] Campath-1 + 2,6 log
Komplement
Filipovich AH Antikorper (TA-1, GVHD Il 14%
[207] UCHT-1, T101) +
Immunotoxin®
Laurent G [208] T101 fab Fragment +  99,5% (91 - GVHD >= I
Immunotoxin (ricin A- 99,9) 7,9%
chain)*
Antin JH [209] CD5 Antikoérper + 95%
Immunotoxin (ricin A-
chain)
Frame JN [190] anti-T-Zell 99,00%
Immunotoxin (ricin A
chain)
kombinierte Methoden
Knobloch [189]  Anti-CD2 + 2,31 log
magnetische Beads
Knobloch [189]  Anti-CD3 + 1,81 log
magnetische Beads
Knobloch [189]  Anti-CD2 + Anti-CD3 2,76 log
+ magnetische Beads
Gordon [210] anti-CD3 (OKT3) + 3,4 log 0,15% (0,01 -
magnetische Beads 1,01)
Kogler G [211] Anti-CD3 + 1,9 log bzw.
magnetische Beads 2,26 log
Kogler G [211] Anti-CD2, CD5, CD7 2,2 log bzw.
+ magnetische Beads 2,35 log
Vartdal [212] Anti-CD2 + Anti-CD3 ~ 3 log 0,03%
+ magnetische Beads
Feugier P [195]  Anti-CD2 + Anti-CD7 1,7 log
+ magnetische Beads
Yau JC [213] Anti-CD2, CD3, CD4, 1,7 log
CD8 + magnetische
Beads
Neipp M [214] anti-alphabetaTCR- 0,1% (0,0 - 0,2)
Antikorper +
magnetische Beads
Frame [190] SBA + magnetische 99,90%

Beads

* klinische Studie
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8 Schlussfolgerung

Die vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass sowohl mit einem Einzelantikorper (,,CD3 MicroBeads*)
also auch mit einem Antikdrper-Cocktail (,,NK isolation kit*) eine ausreichende Depletion von T-
Zellen in einem klinischen MaBstab moglich ist. Bei beiden Verfahren kann mit einem
Separationsschritt eine hohere T-Zell-Depletion erreicht werden, als mit anderen oder dhnlichen in
der Literatur beschriebenen Verfahren.

Anderungen  der  untersuchten  Parameter  Antikdrperwahl,  Antikdrpermenge  und
Auftraggeschwindigkeit wirken sich nicht signifikant aus. Allerdings ist die durchschnittliche TCD
mit dem ,,NK isolation kit tendenziell groBer als mit ,,CD3 MicroBeads* (4,3 log vs 3,8 log).

Die TCD ist fiir ,,CD3 MicroBeads* umso hoher, je kleiner die eingesetzte Zellmenge ist.

Die Restkontamination mit T-Zellen ist unabhédngig von den drei verdnderten Parametern. Mit dem
,»INK isolation kit* ist die Schwankungsbreite jedoch grofler als mit ,,CD3 MicroBeads®, die eine
etwas geringere T-Zell-Restkontamination liefern.

Beziiglich der TCD bzw. T-Zell-Restkontamination sind demnach ,,CD3 MicroBeads* zu
bevorzugen. Dabei sollte mit moglichst geringen  Zellmengen gearbeitet werden. Ein

ressourcenschonender Einsatz von geringen Antikorpermengen ist gerechtfertigt.

Fiir den NK-Zell-Ertrag zeigt sich ein signifikant hoheres Ergebnis mit ,,CD3 MicroBeads*

(72% vs 48%); die Antikorpermenge und die Auftraggeschwindigkeit spielen keine signifikante
Rolle. Bei Versuchen mit dem ,,NK isolation kit ist der NK-Zell-Ertrag umso geringer, je hoher die
Antikdrperkonzentration (Leukozyten / Antikorper bzw. NK-Zellen / Antikorper) ist.

Das liegt daran, dass mit dem ,,NK isolation kit*“ signifikant mehr NK-Zellen in der Trennsdule
verloren gehen als mit ,,CD3 MicroBeads* (28% vs 10%). Bei Versuchen mit dem ,,NK isolation
kit“ ist der Verlust in der Trennsdule bei groBer Antikdrpermenge groBer als bei niedriger

Antikdrpermenge (36% vs 19%). Die Auftrageschwindigkeit ist von untergeordneter Bedeutung.

Um einen hohen NK-Zell-Ertrag zu erzielen, miisste man demnach ,,CD3 MicroBeads* einsetzen.
Verwendet man allerdings ,,CD3 MicroBeads®, muss sich nach der T-Zell-Depletion noch eine
Positiv-Selektion der NK-Zellen anschlieBen, bei der ebenfalls NK-Zellen verloren gehen werden.

Das ,,NK isolation kit* hat dagegen den Vorteil, dass mit nur einem Depletionsschritt fast alle
Nicht-NK-Zellen entfernt werden, so dass man direkt ein NK-Zell-Praparat erhilt. Es lassen sich
NK-Zell-Priparate mit einer Reinheit von 90% herstellen, wobei mit groBen Antikérpermengen

signifikant bessere Ergebnisse erreicht werden als mit geringen Antikdrpermengen (90% vs 84%).
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Da dies aber zu Lasten eines hoheren NK-Zell-Verlustes geht, wird man in der klinischen

Anwendung abwédgen miissen, welchem Parameter der Vorzug zu geben ist.

Um bei der Herstellung von NK-Zell-Préparaten abschliessend zwischen ,,NK isolation kit und
,CD3 MicroBeads™ entscheiden zu konnen, miisste von dieser Arbeit ausgehend ein Vergleich
zwischen ,,NK isolation kit und einer Kombination aus T-Zell-Depletion und NK-Zell-Selektion

durchgefiihrt werden.
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17 IK 1 100 3 48 3,63 431 038 066 363 400 436 465 495
54 4,36
44 4,95
2 IK 1 50 4 46 3,44 429 042 083 344 368 418 491 538
60 4,45
42 3,91
40 5,38
3 IK 5 100 3 47 3,21 402 068 1,17 321 3,34 347 442 536
53 3,47
43 5,36
4 K 5 50 4 59 496 467 026 052 389 438 491 495 496
45 4,88
39 3,89
41 4,94
5 MB 1 100 5 26 3,87 349 017 039 283 348 362 362 3,87
38 3,63
24 3,62
34 3,48
50 2,83
6 MB 1 50 6 30 442 416 0,18 045 357 383 416 4,62 4,62
28 3,90
36 4,62
22 4,62
32 3,83
56 3,57
7 MB 5 100 5 25 4,14 375 026 058 305 319 408 414 427
37 3,05
23 4,08
33 4,27
49 3,19
8 MB 5 5 6 27 3,79 412 019 047 349 379 409 446 480
29 3,49
35 4,46
21 4,80
31 4,07
55 4,11

Ergebnisse der T-Zell-Depletion aller Einzelversuche und gruppiert nach Versuchskonfigurationen im direkten

Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads
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Tab. 9: T-Zell-Depletion (korrigiert)
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40 5,23
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53 3,47
43 5,28
4 IK 5 50 4 59 4,96 4,60 0,28 0,55 3,77 4,29 4,83 4,91 4,96
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38 3,58
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28 3,90
36 4,55
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32 3,79
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8 MB 5 50 6 27 3,73 3,98 0,19 0,47 3,32 3,73 3,91 4,36 4,64
29 3,32
35 4,36
21 4,64
31 4,05
55 3,78

Ergebnisse der T-Zell-Depletion aller Einzelversuche und gruppiert nach Versuchskonfigurationen im direkten
Vergleich. Die T-Zell-Depletion ist wegen unspezifischer Zellverluste um die Wiederfindungsrate der T-Zellen
korrigiert worden. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads



Anhang

92

Tab. 10: T-Zell-Restkontamination nach Selektion
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44 0,039%
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40 0,012%
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41 0,050%
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38 0,056%
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50  0,313%
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8 MB 5 50 6 27 0125% 005% 0,02% 0,06% 001% 0,01% 0,02% 0,12% 0,13%
29 0,121%
35  0,012%
21 0,013%
31 0,019%
55  0,018%

Ergebnisse der T-Zell-Restkontamination nach Selektion von allen Einzelversuchen und gruppiert nach
Versuchskonfigurationen im direkten Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads



Anhang

93

Tab. 11: NK-Zell-Ertrag (recovery)
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1 1K 1 100 3 48  84,7% 70,6% 13,9% 24,1% 42,8% 63,6% 84,3% 84,5% 84,7%
54  84,3%
44  42,8%
2 K 1 50 4 46 58,4% 47,0% 90,5% 18,1% 21,3% 34,4% 53,0% 59,6% 60,8%
60  60,8%
42 47,6%
40 21,3%
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53  53,0%
43 28,2%
4 K 5 50 4 59 441% 282% 8,9% 17,9% 6,5% 13,6% 31,2% 42,9% 44,1%
45  41,6%
39 6,5%
41 20,7%
5 MB 1 100 5 26 83,7% 81,4% 4,3% 9,7/% 651% 81,1% 83,7% 88,2% 89,0%
38 89,0%
24 651%
34 81,1%
50  88,2%
6 MB 1 50 6 30 86,1% 69,8% 7,6% 18,6% 357% 67,3% 71,5% 86,1% 86,6%
28  67,3%
36 73,7%
22 357%
32 86,6%
56 69,3%
7 MB 5 100 5 25 84,8% 80,6% 3,1% 6,9% 69,1% 80,8% 81,5% 84,8% 86,8%
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29 47,4%
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21 27,5%
31  56,3%
55  75,5%

Ergebnisse des NK-Zell-Ertrags (recovery) von allen Einzelversuchen und gruppiert nach Versuchskonfigurationen im
direkten Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads
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Tab. 12: NK-Zell-Verlust in der Trennsaule
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43  353%
4 IK 5 50 4 59 41,6% 399% 4,4% 8,9% 29.8% 33.5% 39,4% 46,3% 51,1%
45 29,8%
39 51,1%
41 37,3%
5 MB 1 100 5 26 7,1% 64% 1,9% 4,3% 3,0% 3,8% 46% 7,1% 13,5%
38  3,8%
24 13,5%
34 4,6%
50  3,0%
6 MB 1 50 6 30 85% 10,1% 2,3% 55% 3,7% 4,3% 10,4% 15,6% 16,5%
28 15,6%
36  3,7%
22 16,5%
32 4,3%
56 12,2%
7 MB 5 100 5 25 4,7% 7,1% 3,6% 81% 24% 28% 3,9% 4,7% 21,4%
37 3,9%
23 21,4%
33 2,4%
49  2,8%
8 MB 5 50 6 27 263% 149% 34% 83% 54% 6,2% 14,7% 22,0% 26,3%
29 13,5%
35 54%
21 22,0%
31 6,2%
55 15,8%

Ergebnisse des NK-Zell-Verlustes in der Trennsiule von allen Einzelversuchen und gruppiert nach

Versuchskonfigurationen im direkten Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads
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Tab. 13: NK-Zell-Verlust durch die Spiilung

thmetischer Mittelwert
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24,8% 155% 3,2% 6,4% 6,4% 10,7% 11,2% 13,4% 19,9% 24,8%

3 IK 5 100 3 40% 69% 3.0% 52% 52% 3,9% 39% 4,0% 85% 12,9%

12,3% 16,7% 3,8% 7,6% 7,6% 10,9% 11,6% 14,2% 21,9% 27,7%

5 MB 1 100 5 6,5% 3,6% 0,9% 2,0% 2,0% 1,4% 21% 41% 41% 6,5%

NwN[EwDalso e s oD
RSS2 B & 3B &SRS 3 &|= & &|Versuch Nr.
—

o
<
o~

w
N
>
=
X

50 4,1%

6 MB 1 50 6 30 1,8% 10,0% 2,2% 5,4% 54% 1,8% 6,5% 10,9% 14,3% 15,4%
28 15,4%
36  8,0%
22 13,9%
32 6,5%
56 14,3%

7 MB 5 100 5 25 6,0% 35% 0,7% 1,7% 1,7% 2,0% 24% 27% 43% 6,0%
37 2,7%
23 2,4%
33 2,0%
49 4,3%

8 MB 5 50 6 27 16,6% 10,4% 1,9% 4,6% 46% 6,0% 63% 8,8% 158% 16,6%
29 15,8%
35 6,0%
21 6,3%
31 8,7%
55  8,9%

Ergebnisse des NK-Zell-Verlustes durch die Spiilung von allen Einzelversuchen und gruppiert nach
Versuchskonfigurationen im direkten Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads
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Tab. 14: NK-Zell-Reinheit mit dem ,,NK isolation kit
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512|2|5|2|8§| 2 || 5| 8|E|°|8|a|as
Slesl<s|la|l<|[3S] = 5 |l o |5 |l < s]1s | =
1 IK 1 100 3 48 752% 83,6% 42% 7,3% 752% 81,5% 87,8% 87,8% 87,9%
54 87,8%
44 87,9%
2 IK 1 50 4 46 72,6% 83,6% 38,9% 7,8% 72,6% 78,5% 85,4% 88,6% 90,8%
60 90,8%
42 84,4%
40 86,4%
3 IK 5 100 3 47 92,0% 91,2% 0,5% 0,9% 90,3% 90,9% 91,5% 91,7% 92,0%
53 91,5%
43 90,3%
4 IK 5 50 4 59 944% 88,1% 3,4% 6,7% 78,8% 83,5% 89,6% 92,7% 94,4%
45 91,0%
39 78,8%
41 88,2%

Ergebnisse der NK-Zell-Reinheit mit dem NK isolation kit von allen Einzelversuchen und gruppiert nach
Versuchskonfigurationen im direkten Vergleich. IK = NK isolation kit; MB = CD3 MicroBeads
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