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Zusammenfassung

Die durchflusszytometrische Charakterisierung huen&ellen nimmt in der Forschung wie
auch in der Routinediagnostik eine bedeutende Ralle

Wesentlicher Bestandteil dieser Untersuchungen diminunphénotypisierungen mit
Antikdrpern, die an ein Fluorochrom gekoppelt sihdch Bindung dieser Antikorper an
spezifische Antigene konnen die so markierten [peito mit Hilfe eines
Durchflusszytometers detektiert werden. Fluorochmoarkierte Antikérper stellen sowohl
fir Routine als auch Forschung einen relevantengfdasktor da.

Da durch zukunftige Projekte der Arbeitsgruppeleher Durchsatz an zu untersuchenden
Zellen erwartet wird, war die Aufgabenstellung deter vorliegenden Arbeit, die
routinemaRig zur Immunphanotypisierung eingesetztéiluorochrom-konjugierten
Antikdrpermischungen CD3-FITC/CD4-PE, CD3-FITC/CB&;, CD3-FITC/CD19-PE,
CD3-FITC/CD16+56-PE sowie dem separat vorliegentietikorper HLA-DR-PE-Cy5 auf
eine mogliche Verdinnung (1:2, 1:5, 1:10 oder 1:2@) zu untersuchen. Es wurde eine
Dreifachfarbung durchgefuhrt, da alle Zellen nelden genannten Antikdrpermischungen
auch mit dem Antikdrper CD45-ECD markiert wurden.

Ziel war es, festzustellen, ob eine Verdiunnung oQnoelitatsverluste moglich ist bzw. ab
wann ein Qualitatsverlust in der Detektion bestiemmAntigene eintritt. Hierzu wurden
Titrationsexperimente mit den genannten Antikdrpamex vivo expandierten Cytokin-
induzierten Killerzellen (CIK-Zellen) durchgefihi@IK-Zellen stellen eine Population von
T-Zellen dar, die aufgrund ihrer phanotypischen elBgrhaften (Expression der
Oberflachenmarker CD8, CD16 und CD56) eine zytsiche Wirkung gegenuber
Krebszellen aufweisen. Nach Inkubation der Zellefolgten die Messungen an dem
Durchflusszytometer FC500 der Firma Beckman Coulter

Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Abnahme dé&roré€szenzintensitaten der
Verdinnungen im Vergleich zum Einsatz der Originalkentration. Geringer war der mit
der Abnahme der Fluoreszenzintensitat einhergehéndditatsverlust der Ergebnisse bei
ausschlief3licher Titration der Antikérpermischungamd Einsatz des Antikdrpers CD45-
ECD entsprechend der Empfehlung des Herstellerdasso eine Verdinnung von 1:2

maoglich ist.
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1 Einleitung

Jedes Jahr erkranken 436.000 Menschen in Deutschien an bdsartigen Tumoren,
211.500 Menschen sterben dafanDamit stellen Krebserkrankungen hinter Herz-
Kreislauferkrankungen die zweithdufigste Todesaat. dBisherige Therapien scheitern
jedoch oft nicht an dem Tumor selbst, sondern arEtfgenschaft der Tumorzellen, sich in
den GefaRen des menschlichen Korpers bewegen zoekdéond neue Kolonien von
Krebszellen zu bildéfl. Diese Fahigkeit zur Bildung sekundarer Tumoree dils
Metastasierung bezeichnet wird, ist die gefahrtielsigenschaft von Krebs, denn es sind
die Metastasen, die verantwortlich fir ca. 90% Ttedesfalle sind. Deshalb geniigt oft die
operative Entfernung des Primartumors allein nighs, und héaufig angewendete
Standardtherapien, wie die Strahlen- und die Chieenapie, fihren nicht immer zu einer
Heilung. Zudem bringen sie eine erhebliche Belastfim den menschlichen Kérper mit
sich.

Die Entwicklung neuartiger Strategien zur effektivaind gleichzeitig schonenderen
Behandlung von Tumorpatienten ist damit unabdingbideue Ansatze liegen in
immunologischen Therapieverfahren, da in den Ietz8ahren Kenntnisse Uber das

Immunsystem und dessen Rolle bei Krebserkrankuggemchsen sind.

1.1 Die Immuntherapie

Unter einer Immuntherapie versteht man verschiedBebandlungsformen, die das
Immunsystem des Menschen und dessen MechanismetiefiBehandlung gegen Krebs
nutzen. Erste Ansatze einer Immuntherapie gab restb@e den 1970er Jahren, als Patienten
Tumorzellen entnommen und in abgeschwachter Forsn Ialpfstoff dem Korper
zuriickgefiihrt wurdéfi.

Heutzutage unterscheidet man in der medizinischeweihdung einer Immuntherapie drei
prinzipielle Methoden: die passive Immuntherapiej ber dem Patienten spezifische
Antikdrper verabreicht werden; die aktive Immuntpae, bei der die Immunzellen auf die
Bekampfung des Tumors angesetzt werden sowie digsplantation von Stammzellen.

Die Arbeitsgruppe Immuntherapie/Hamatologie/Onk@olggt ihren Schwerpunkt in der

Forschung auf die aktive zellulare ImmuntherapigesP zielt nicht auf die blof3e
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Immunstimulation des Patienten ab, sondern solh$pezifisch gegen den Tumor wirken.
Genutzt werden hierbei zum einen dendritische Ae{l2eC) und zum anderen Cytokin-
induzierte Killerzellen (CIK), wobei sich diese Asb nur auf Cytokin-induzierte

Killerzellen konzentriert.

1.2 Cytokin-induzierte Killerzellen

Cytokin-induzierte Killerzellen stellen eine hetgeme Population von Effektorzellen dar,
die aus peripheren mononukledren Blutzellen durcisaZz von Interferom- (INF-y),
Interleukin-2 (IL-2) und einem monoklonalen Antik@&r gegen CD3, Okt3, expandiert
werde® % 7. Ihre Besonderheit besteht darin, dass sie funétie und phanotypische
Eigenschaften sowohl von T-Zellen als auch von niahien Killer-Zellen (NK-Zellen)
besitzen, weshalb man sie als naturliche Killerélleh (NKT) bezeichnet. Anders als reine
T-Zellen, die fur die Entfaltung ihrer zytotoxiseché\ktivitéat die Darbietung von MHC
(Major Histocompatibility Complex)-Molekllen seit®nAntigen-Prasentierender Zellen
bendtigen, sind CIK-Zellen unabhangig vom Hauptkstmpatibilitatskomplex. Sie sind
leicht zu expandieren und besitzen eine hohe Zyizitéat gegentber Krebszellen, was sie

zu potentiellen Kandidaten in der klinischen Anwemgl macht.

1.2.1 Klinische Studien mit CIK-Zellen

1991 fuhrten Schmidt-Wolf et. al Versuche mit SQMAusen (immundefiziente Mause)
durch, die zeigten, dass CIK-Zellen eine hohe Tittigegenuber Lymphom-Zellen, jedoch
nur eine geringe Toxizitit gegeniber blutbildend&torlauferzellen  aufwieséf.
Folgestudien zeigten &hnlich gute Resultate. Einei& aus dem Jahr 2004 bestatigte, dass
CIK-Zellen den immunologischen Status in HCC-Pagarerhéhef?'. Eine weitere Phase-|
Studie mit Patienten, die an fortgeschrittener Haddlrankheit bzw. am Non-Hodgkin
Lymphom leiden, ergab, dass die Behandlung mit Zélen fir Hoch-Risiko Patienten
nach autologer Transplantation von Vorteifist

Neben der hohen zytotoxischen Wirkung gegen Krdleszavurde in den Studien auch
nachgewiesen, dass die Nebenwirkungen gering smdniehrfache Infusionen mit einer
durchschnittlichen Zellzahl von 12,4X1Bellen/kg gut von Patienten vertragen wefden
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Um CIK- und andere Effektorzellen praklinisch udthisch zum Einsatz zu bringen, ist es
wesentlich, sie vorab phanotypisch und funktiogelau zu charakterisieren.

1.2.2 Immunologische Phanotypisierung von CIK-Zellen

Unter Immunph&notypisierung versteht man die Aralger Expression verschiedener
Antigene auf Zellen, mit deren Hilfe man Aussagan zugehdorigkeit von Zellen zu einem
bestimmten Zelltyp sowie deren Differenzierungsgratteffen kann. Diese
immunphanotypische Analyse wurde ermoglicht mit deBeginn der Produktion
monoklonaler Antikdrper im Jahr 1975, etabliert durG. Koéhler und C. Milstein, die
Hybridzellkulturen aus murinen Myelom- und Milzzl herstelltei®. Monoklonale
Antikdrper sind Plasmaproteine, deren einzigari@jeuktur es ermoglicht, spezifisch an
Antigene zu bindéf. Gruppen von monoklonalen Antikérpern, die dasselb
Zelloberflachenmolekul erkennen, werden als Clusté@ifferentiation (CD) bezeichnet.

In der klinischen Diagnostik spielt die Immunphgmasierung eine entscheidende Rolle bei
der Einschéatzung des Status eines Patienten. Day#e findet z. B. Anwendung bei
Erkrankungen wie Leukdmien bzw. malignen Lymphon&m sind friihzeitig Befunde und
eine Aussage Uber die Prognose sowie das Anschiagefiherapien mogli¢t.

Im Rahmen der Forschung und nachfolgenden klinrsékevendung von Zelltherapeutika
ist die Kenntnis Uber die Expression entsprecheddioberflachenmarker essentiell fur die
Klassifizierung und genaue Charakterisierung degeijggen Differenzierungsgrades der
Zellpopulationen bzw. einzelner Zellen. Die fir themunphé&notypisierung von CIK-Zellen
bedeutsamen CD-Marker sind in Tabelle 1 aufgefihrt.

Im Rahmen der Generierung von CIK-Zellen entwickedich im Verlauf der
Differenzierung aus zu Beginn stark CB®4 -exprimierenden T-Lymphozyten T-Zellen
mit einem zytotoxischen Phanotyp (Cl@P8" sowie CD3CD16 und CD3CD56"). CIK-
Zellen setzen sich nach abgeschlossener Diffenremgezu ca. 10% aus CO3D4", zu 70-
80% aus CD3ZCD8' sowie zu 10-15% aus CEBD56-Zellen zusamméfl. Zellen mit

diesem Phanotyp zeigen hohe Proliferationsratervanditteln eine starke Zytotoxizitat.



Tabelle 1. Wichtige CD-Antigene fiir die Inmunphanoypisierung von CIK-Zellen®*?,

en

U)

CD-
Antigen Exprimierender Zelltyp Funktion
assoziiert mit dem Antigenrezeptor von T-Zel
CD3 Thymozyten, T-Zellen (TCR), notwendig fur die Zelloberflachen-
expression und Signallibertragung des TC
CD4 einige Thymozyten, TH1 ung Korezeptor fur MHC-Klasse-1I-Molekiile
TH2 Zellen (T-Helferzellen),
Monozyten, Makrophagen
cDS einige Thymozyten, NK-Zellen  Korezeptor fur MHC-Klasse-I-Molekile
zytotoxische T-Zellen
, Bestandteil des niedrigaffinen Fc-Rezeptor
Cb16 neutroprl\l/lllskfggﬁgégan-Zellen,FCYR”L vermittelt Phagozytose und Antikorpg
abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat
CD19 B-Zellen bildet Komplex rrfnt CD21und CD81; Korezepfor
ur B-Zellen
Tyrosinphosphatase; erhoht die Signal-
CD45 alle hamatopoetischen Zellep vermittlung tber den Antigenrezeptor von B
und T-Zellen
CD56 NK-Zellen Adhésionsmolekdl
Vorlauferzellen, B-Zellen,
HLA-DR |Monozyten, aktivierte T-Zelleh HLA-Klasse-II-Rezeptor

Die immunphanotypische Charakterisierung gibt Awdgkiiber die prozentuale Verteilung

der Markerexpression dex vivoexpandierten CIK-Zellen und liefert damit eine Aage

hinsichtlich der Zytotoxizitat und der potentiellgvirksamkeit der CIK-Zellen. Dies spielt

vor allem eine Rolle fur die Entwicklung geeignetéerapien fur Patienten.

1.3 Durchflusszytometrie

Im Jahr 1965 entwickelte Mack Fulwyler (Los Alamdational Laboratory, New Mexiko)

den Prototyp eines Zell-Sortierers, der Vibrationetzte, um Tropfen aus einer Suspension

zu erhaltelf”!. Leonard Herzenberg et al. adaptierten FulwylErfindung und entwickelten

eine Maschine, die Zellen anhand der An- oder Alewksit von mit Fluoreszenzen

gekennzeichneten

Oberflachenmolekii

len sortiertes daste Beispiel flr

einen

,Fluorescense Activated Cell Sorter* (FACY) Becton Dickinson (BD) patentierte die
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Erfindung und entwickelte das erste kommerziellegGavomit auch der Begriff ,FACS*

seither geschutzt ist.

1.3.1 Anwendung der Durchflusszytometrie in Forschung undVedizin

Umfassende Relevanz in der klinischen Forschung ukdvendung erhielt die
Durchflusszytometrie vor allem durch die Entwickgumonoklonaler Antikorpé’.

Die FACS-Analyse spielt durch die Beurteilung voell@dberflachenmarkern eine wichtige
Rolle in der Routinediagnostik hamatologischer Bmkungen. 1987 wurde erstmals
demonstriert, dass anhand der Anzahl von CD4 Tedelldie Beobachtung des
Erkrankungsverlaufes von HIV maglich War".

Heutzutage finden sich neben dem Einsatz in darskihen Diagnostik auch zahlreiche neue
Anwendungen in Gebieten wie der Detektion apoptbéis Zellef® bzw. der Analyse
zellularen DNA-Inhaltds®, aber auch bei der Gen- und Cytokinexpression escaer
Zellbiochemi&®.  Neben diesen Mdglichkeiten kdénnen auch Kinase-d un
Phosphataseaktivitdit sowie die Redoxaktivitat vonzyen in individuellen Zellen
gleichzeitig zur Immunphanotypisierung gemessendaﬁ]. Dies wird hauptsachlich
ermdglicht durch die fortlaufende Entwicklung neuétard- und Software, von
monoklonalen Antikérpern sowie neuartiger Fluorache (z.B. Tandem-Konjugat¥).

Die vorliegende Arbeit beschrankt sich auf die inmpliénotypische Charakterisierung von

CIK-Zellen.

1.3.2 Aufbau eines Durchflusszytometers

Durchflusszytometer bestehen generell aus drei ntledgeen Teilen: dem
Flussigkeitssystem, dem optischen System und dgrafierarbeitung (Abbildung 1). Das
Flissigkeitssystem transportiert die Zellen zum dpeskt, wo sie von einem Laser erfasst
und angeregt werden. Zur Optik gehdrt mindestemsAejon-Laser (Blaulaser) mit 488nm
Anregungswellenlange. Viele der Gerate besitzenzigage jedoch mehr als nur einen
Laser. Bei der Signalverarbeitung werden die opasc Signale (Photonen) mittels



Photomultiplier (PMT) in elektronische Signale umgadelt, um so im Computer

digitalisiert werden zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem FACS-Geratb®L von Beckman Coulter

gearbeitet (Abbildung 2). Dieses Durchflusszytomeétesitzt neben dem Argon-Laser einen
zweiten HeNe-Laser (Rotlaser) mit 635nm Anregundiswkinge, die es in Kombination

mit verschiedenen optischen Spiegeln und Filtemogtichen, ein grof3es Spektrum von
Fluorochromen parallel (bis zu 5fach-Farbungen refele), d.h. in ein- und demselben
experimentellen Ansatz, zu analysieren. Dies istaeidend fur die Mehrfachfarbung von
Zellen, die in dieser Arbeit Anwendung fand (sidhgnkt 2.2.2.4). Im Anhang 1 ist die

genaue technische Spezifikation dieses FACS-Gedargestellt.

Abbildung 1. Genereller Aufbau eines Durchflusszytmeters. Am Kreuzungspunkt eines Laser-Strahls
mit dem Probenstrom wird wahrend der Passage einzeér Zellen Licht gestreut und Fluoreszenzen
angeregt. Das FSC (Forward Scatter) wird als Mal3 deZellgré3e detektiert, SSC (Sideward Scatter)
steht fur die Zellgranularitat Y.



Abbildung 2. Durchflusszytometer FC 500 von BeckmaiCoulter.

1.3.3 Prinzip des Messvorganges

Die durchflusszytometrische Analyse basiert auf 8#ssung von Lichtstreuung und
Fluoreszenzen in dem Moment, in dem die Zellen reirechtwinklig zum Probenfluss
angeordneten Laser-Strahl passiéfén

Voraussetzung fiir die Charakterisierung einzelnales ist, dass diese nicht gleichzeitig,
sondern nacheinander den Laserstrahl passieres.deilengt durch einen Prozess, der als
hydrodynamische Fokussierung bezeichnet wird. teievord der eigentliche Probenstrahl
in einen Hullstrom injiziert (,Sheath“-L6ésung) unn diesem eingeschlossen. Der Druck
der Tragerflussigkeit fokussiert den Probenstrahl dass die Zellen den Laser einzeln
durchqueren.

Bei der Messung des Streulichtes unterscheidet maei verschiedene Arten: das
Seitwartstreulicht (Side Scatter; SSC), welchesimem 90° Winkel zum Laser verlauft und
anndhernd proportional zur Granularitat der Zedke und das Vorwartsstreulicht (Forward
Scatter; FSC), welches in engem Winkel zum Lasdéuft und Auskunft Gber die GrolRe
der Zelle gibt (Abbildung 1, rote K&stchen). Besettit diesen beiden Eigenschaften lassen
sich Zelltypen einer heterogenen Population unbeisen, wie Monozyten, Lymphozyten
und Granylozyten.



Zur ldentifizierung weiterer Subpopulationen nimmman CD-Antigene zu Hilfe
(Immunphanotypisierung). Hierbei ist eine eindeaitBeschreibung der Zellen wichtig, da
viele Antigene auf mehreren Populationen von Zetles Blutes exprimiert werden (Anhang
II). Daher fuhrt nur eine Kombination aus mehrerentikbrpern zu einer eindeutigen
Beschreibung der Zell&H.

Auf die Problematik der Messung und Auswertung veiugfihrlich im Kapitel Materialien

und Methoden, Punkt 2.2.2 Durchflusszytometriegegangen.

1.4 Ziel der Arbeit

Durch kunftige Projekte wird ein hoher Durchsatz auarchflusszytometrisch zu
untersuchenden CIK-Zellen erwartet. Hierfur sindudfbchrom-gekoppelte Antikorper
notwendig, die einen hohen Kostenfaktor darstellen.

Da Antikoérper erfahrungsgemald ausgehend von derfdhiymg des Herstellers noch
verdinnt werden kénnen, war das Ziel der hier Meggen Untersuchung, an verschiedenen
Chargen von CIK-Zellen unterschiedliche Konzentra¢in der routinemafig zur
Immunphanotypisierung im Labor eingesetzten Anpledrzu testen. Aufgrund der erlangten
Ergebnisse sollte eine Festlegung getroffen werdenwelcher Konzentration diese
Antikdrper ohne Qualitatsverluste kunftig eingeseterden kdnnen. Hierzu wurden die
Verdinnungen 1:2, 1:5, 1:10 und 1:20 Uberpruft.

Die Arbeit sollte so zu einem ressourcensparendagadtg mit den Antikdrpern beitragen.



2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Es wurden Einwegmaterialien der Firmen Greinerdse; VWR und Corning verwendet.

2.1.1 Gerate

Tabelle 2. Liste der verwendeten Geréate sowie derdiersteller.

Gerat Firma
Zentrifuge 3S-R Heraeus Thermo Scientific
Inkubator Thermo Scientific
Sterile Werkbank Hera Cell 240 Thermo Scientific
Wasserbad CFL
Mikroskop Leica DMIL mit Kamera
EC3 Leica
Neubauer-Zahlkammer
FACS-Gerat FC500 Beckman Coulter

2.1.2 Zellkulturmedien und Reagenzien

Fur die Kultivierung der Zellen kam AIMY%Medium (serumfrei, Invitrogerdum Einsatz,
dem 10% AB-Serum (Herstellung aus AB-Plasma) zugeseirde.

Tiefgefrorenes AB-Plasma wurde bei 37°C im Wasskdu#getaut und zu gleichen Teilen
mit PBS verdinnt. Die sich anschlielende Hitzeinakung erfolgte bei 56°C fur 30
Minuten ebenfalls im Wasserbad. Nach einmaligertiffegation bei 600g und 10 min
wurde der Uberstand erneut zentrifugiert und ddetPesrworfen. Das AB-Serum wurde
bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

Folgende Zusétze wurden zur Stimulierung der Zajlemutzt.

Tabelle 3. CIK-Zell-Stimuli.

Hersteller-
Reagenzien bezeichnung Konzentration Firma
IL-2 Proleukin & 18x1076 IU Novartis
Boehringer
INFy Imukin® 2x1076 U Ingelheim
antiCD3-Antikorper Okt3 1mg/ml Janssen-Cilag
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Reagenzien, die wahrend der Zellkulturarbeiten Arduag fanden.

PBS (1x) Invitrogen
Lymphopref (Dichte 1,077) Fresenius
Trypanblau (0,4%) Invitrogen
DMSO (99,5%) Sigma

2.1.3 Antikorper

Tabelle 4. Liste der verwendeten Antikorper. Antiké&permischungen sind mittels "/" dargestellt.

Isotyp

Antikérper (Maus) Klon Firma
CD3-FITC/CD4-PE lgG1 UCHT1/13B8.2 BC
CD3-FITC/CD8-PE lgG1 UCHT1/B9.11 BC
CD3-FITC/CD19-PE lgG1 UCHT1/J3-119 BC
CD3-FITC/CD16/56-PE lgG1 UCHT1/3G8/N901 BC
CD45-ECD IgG1 J33 BC
HLA-DR-PE-Cy5 lgG2a G46-6 BD
Isotyp IgG1-FITC IgG1 15H6 BC
Isotyp IgG1-PE I9G1 15H6 BC
7AAD - - BC

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Isolierung von Lymphozyten aus Frischblut

Die Zellisolierung erfolgte Uber eine DichtegrademZentrifugation. Heparinisiertes
Vollblut eines gesunden Probanden wurde mit 1% ABi8/PBS zu gleichen Teilen
verdunnt. Anschlie3end wurde in einem Zentrifugancben ein Teil des Trennmediums
Lymphopref§  vorgelegt und vorsichtig mit zwei Teilen Blut Ubehichtet. Eine

Phasenvermischung ist zu vermeiden. Im Anschluséges die Zentrifugation bei 800g fur
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30 Minuten ohne Bremse, woraufhin sich im Rohrcheer unterschiedliche Phasen
abzeichneten: eine obere Plasmaschicht; daruntee abgegrenzte Bande, die die
Lymphozyten enthdlt; nachfolgend das Trennmediumiesam Rohrchenboden das Pellet
aus Erythrozyten und Granulozyten.

Die Lymphozyten-enthaltende Interphase wurde msitRasteurpipette abgesaugt und in ein
neues Rohrchen dberfuhrt. Dieses wurde zweimal #itAB-Serum/PBS aufgefillt und fur
10 min bei 200g zentrifugiert. Daran an schlosseh die Resuspension des Zellpellet in
Kulturmedium sowie die Zellzahlbestimmung mit deeudauer-Kammer. Des Weiteren
erfolgte eine Vitalitdtsbestimmung mit Hilfe derypanblaufarbung. Trypanblau ist ein
Lebendfarbstoff, der durch por6ése Membranen in #a#en eindringt und dort mit der

DNA interkaliert. So werden nur alle toten Zelldawbangefarbt.

2.2.1.2 Generierung und Kultivierung von CIK-Zellen

Nach der Isolierung der Lymphozyten wurden die &elhit einer Dichte von 3,0x3nl in
T25-Flaschen in AIMV-Medium mit 10% AB-Serum ausgs.

Die Lymphozyten wurden an Tag O durch Zugabe va@ORBmI INF-+y stimuliert. An Tag 1
wurden 50ng/ml OKT3 und 1000U/ml IL-2 hinzu gegebdeden 3.Tag erfolgte eine
erneute Zugabe von IL-2 (1000U/ml). Die Zelldicmeirde im weiteren Verlauf durch
regelmaRiges Splitten der Zellen konstant bei @%xellen/ml gehalten.

Der gesamte Kultivierungszeitraum fur CIK-Zellerirog 14 Tage.

2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von CIK-Zellen

Kryokonservierung

Die Gesamtzellsuspension wurde bei 200g fir Smimrifegiert. Das Pellet wurde in einem
Teil des Uberstandes (konditioniertes Medium) rpseuodiert und die Zellzahl mittels

Neubauer-Kammer bestimmt. Nach erneuter Zentrifagagrfolgte die Resuspension des
Pellet in zuvor hergestelltem und gekihltem Eimfriedium (80% AB-Serum, 10%

konditioniertes Medium, 10% DMSO). Je 4%1Pellen/ml wurden in Kryovials pipettiert

und diese in eine vorgekihlte Einfrierbox Gber Ndwdi -80°C gelagert und am folgenden

Tag in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.
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Auftauen

Da nicht immer ein Zugriff auf frische CIK-ZellennaTag 14 bestand, wurde auf
kryokonservierte Zellen zuriickgegriffen. Die Arlsgituppe Schimmelpfennig leistete hier
bereits Vorarbeit und konnte zeigen, dass die Kopskrvierung keinen negativen Einfluss
auf die Eigenschaften und ImmunphéanotypisierungZedéien haf’.

Die Zellen wurden zugig bei 37°C im Wasserbad aafgteund in ein R6hrchen mit 10 ml
PBS Uberfuhrt. Zur Entfernung des bei hoheren Kotmagonen zytotoxisch wirkenden
DMSO erfolgten zwei Waschgange bei 200g fiir 5 rbias Pellet wurde in 2 ml AIM¥-
Medium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Bédlen wurden nachfolgend in T75-
Flaschen mit 1x10Zellen pro Milliliter ausgesetzt und bei 37°C W% CQ kultiviert.

2.2.2 Durchflusszytometrie

Alle Messungen am Durchflusszytometer erfolgterselise3lich mit humanen CIK-Zellen.
Diese wurden einerseits frisch aus Vollblut isdlietimuliert und bis Tag 14 kultiviert
(siehe 2.2.1.1 und 2.2.1.2). Andererseits wurdgoKkanservierte Zellen (siehe 2.2.1.3) von
Tag 14 nach zweitagiger Kultivierung genutzt. Diegeitagige Kultivierung nach Auftauen
kryokonservierter Zellen diente der Regenerieruaig@Ks.

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit oberflaepgopspezifischen Fluorochrom-
konjugierten Antikérpern angefarbt. Ist das zu suehende Epitop vorhanden, bindet der
Antikoérper und die emitierte Fluoreszenz der duegien Laser angeregten Fluorochrome

wird mit dem Durchflusszytometer detektiert.

2.2.2.1 Zellaufbereitung

Es gibt drei Mdglichkeiten, Zellen mit einem Fluohoom zu markieren: 1) die direkte
Methode, bei der ein Fluorochrom an einen Antikdrgekoppelt ist; 2) die indirekte
Methode, bei der ein erster Antikdrper (Primaraiger) durch einen zweiten
(Sekundarantikorper), an den ein Fluorochrom ge&lipist, detektiert wird und 3) die
intrazellulare Farbung, bei der zum Beispiel dastdétn Green Fluorescent Protein

intrazellular exprimiert und detektiert wird.
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In der vorliegenden Arbeit wurde ausschlie3lich digrekte Markierungsmethode

angewendet, die den Vorteil geringer unspezifis&iedungen hat.

2.2.2.2 Fluorochrome

Fluorochrome absorbieren das Licht einer bestimritatienlange (Absorptionsspektrum)
und werden so auf ein hoheres Energieniveau gehoBemm Zuriickfallen auf das

Grundniveau emittieren sie Licht h6éherer WellenEr{Emissionsspektrum). Da sich die
Spektren verschiedener Fluorochrome Uberlappent s&n zur Trennung der einzelnen
Farbstoffe Farbteilerspiegel unterschiedlichen

Lichtsignale werden dann Uber so genannte Photgiitt(PMT) detektiert, die das Licht

und Bandpassfilter. eDie spektral

in elektrische Signale umwandeln. Einer Ublichenmioklatur folgend werden die
Detektoren mit zunehmendem spektralem Abstand vomegungslicht nummeriert (FL1,
FL2,...)?Y. In Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit verwemaetluorochrome mit ihrer

Anregungs- und Emissionswellenlange dargestellt.

Tabelle 5. Darstellung der genutzten Fluorochrome ihihren Absorptions- und Emissionswellenlangen
sowie dem Fluoreszenzkanal, von welchem sie detektiwerden.

Absorptions-| Emissions-

Farbstoff Abkilrzung | wellenlange | wellenlange Kanal
Fluorescein isothiocyanate FITC 488 nm 525 nm FL1
R Phycoerythrin PE 488 nm 575 nm FLP
R Phycoerythrin-Texas Red{X ECD 488 nm 613 nm FL3
7-Aminoactinomycin 7AAD 488 nm 655 nm FLA

PE-Cy5
R Phycoerythrin —Cyanine5 (PC5) 565 nm 670 nm FL4

2.2.2.3 Einsatz der Antikérper

Es wurde generell eine Dreifachfarbung der Zellemclkigefuihrt, d.h. in jedem Ansatz
erfolgte die Detektion dreier verschiedener CD-gatie. Gemeinsam war allen Ansatzen
eine Farbung mit dem CD45-ECD-Antikérper, wobei GDden generellen Leukozyten-
Marker darstellt. Die weiteren Antikorper (Tabel@ lagen, bis auf HLA-DR-PE-Cy5,

bereits als Fluorochrom-konjugierte AntikOrpermisegen

bestehend aus zwei

Antikdrpern - vor.
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Tabelle 6. Ubersicht {iber die verwendeten Fluoroclum-gekoppelten Antikdrper mit ihren
Konzentrationsangaben

Antikérper Konzentration
CD3-FITC/CD4-PE 20ul /10 Zellen
CD3-FITC/CD8-PE 20ul /10 Zellen

CD3-FITC/CD19-PE 20ul /10 Zellen
CD3-FITC/CD16/56-PE 20ul /10 Zellen
CD45-ECD 10ul /16 Zellen
HLA-DR-PE-Cy5 20ul/ 16 Zellen
Isotyp IgG1-FITC 10ul (1mg/1ml)/16 Zellen
Isotyp IgG1-PE 10p! (Img/iml)/ 16 Zellen
7AAD 10ul/10 Zellen

*Da es sich hierbei um diagnostische Antikdrperda werden von Herstellerseite keine
genaueren Angaben zur Konzentration der Antikbgesnacht.

2.2.2.4 Farbung der Zellen mit Fluorochrom-konjugierten idtpern

Nach der Zellernte (Zentrifugation bei 200g; 5 ming Resuspension des Zellpellet in PBS
wurde die Gesamtzellzahl mit der Neubauer-Zahlkanbastimmt.

Fir jede Farbung wurden 2xX18ellen in 100ul PBS eingesetzt. Entsprechend wufde

10 Farbungen 2xf0Zellen in 1 ml PBS vorgelegt. Dieser Gesamtansatzde mit
humanem Fc-Block (10pl/1xiBellen) behandelt und fiir zehn Minuten bei 4°C ipikeut.
Die Vorbehandlung der Zellen mit Fc-Block fuhrt emer starken Reduktion unspezifischer
Bindungen im Rahmen der nachfolgenden Antikorp&umation.

Die gewinschten Antikérper (Tabelle 6) wurden ie GHACS-R6hrchen vorgelegt. Nach
Zugabe der mit Fc-Block-behandelten Zellen (pro BARShrchen: 100pu! mit 2x2@ellen)
erfolgte eine weitere Inkubation fur 15 Minuten B&C. Daran an schloss sich das Waschen
der Zellen mit PBS bei 200g fur 5 min. Das ZellpeNvurde nachfolgend in 500ul PBS
aufgenommen und mit dem Farbstoff 7AAD (2ul/Ansat®rsetzt. 7AAD ist ein
Zellfarbstoff, der tote Zellen markiert, indem eurch die pordse, nicht mehr intakte
Zellmembran toter Zellen eindringt und mit der DNiAterkaliert. Da tote Zellen
Fluorochrom-konjugierte Antikorper unspezifisch dem, ist diese Farbung auch essentiell,
um bei der Messung diese von lebenden und danataeten Zellen unterscheiden zu
kbnnen. Es ist zu beachten, dass die Ansatze, dielem Antikorper HLA-DR-PE-Cy5
gefarbt wurden, keinen Zusatz von 7AAD erhielten, ltkide Farbstoffe aufgrund ihrer
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Emissionswellenlangen (Tabelg im selben Fluoreszenzkanal detektiert werden mad
aus diesem Grund die Fluoreszenzsignale nicht mander trennen kann.

Im Rahmen der durchgefihrten Antikorpertitration reden nachfolgend aufgefuhrte
Antikdrpermengen (Tabelle 7) eingesetzt. Eine Kotrationsangabe ist an dieser Stelle
nicht moglich, da diese von Herstellerseite begdastischen Antikdrpern nicht erfolgt.
Zusatzlich wurden Isotyp-Kontrollfarbungen fur IgQlgG1l-FITC und IgG1-PE) zur
Analyse unspezifischer Antikorperbindungen durchibdf Dieser Antikdrper misst die
unspezifische Bindung der jeweiligen Antikorperklasan die zu untersuchende Zelle und
wird daher Isotyp-Kontrolle genannt. Pro CIK-Chaegéolgten 26 Messungen, wobei ein
Ansatz einem FACS-R6Ohrchen gleichzusetzen ist.elsegt sind vier verschiedene CIK-

Zell-Chargen analysiert wurden.

Tabelle 7. Die zur Antikdrpertitration verwendeten Ansatze.

Ansatz
Nr. Antikorper Verdinnung
Isotyp-Kontrolle IgG1-FITC/
1 IgG1-PE Originalangabe
2 CD3-FITC/CD4-PE Originalangabe
3 CD3CD4 1:2
4 CD3CD4 1.5
5 CD3CD4 1:10
6 CD3CD4 1:20
7 CD3-FITC/CD19-PE Originalangabe
8 CD3CD19 1:2
9 CD3CD19 1:5
10 CD3CD19 1:10
11 CD3CD19 1:20
12 CD3-FITC/CD8-PE Originalangabe
13 CD3CD8 1:2
14 CD3CD8 1.5
15 CD3CD8 1:10
16 CD3CD8 1:20
17 CD3-FITC/CD16+56-PE Originalangabe
18 CD3CD16+56 1:2
19 CD3CD16+56 1:5
20 CD3CD16+56 1:10
21 CD3CD16+56 1:20
22 HLA-DR-PE-Cy5 Originalangabe
23 HLA-DR 1:2
24 HLA-DR 1:5
25 HLA-DR 1:10
26 HLA-DR 1:20
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2.2.2.5 Datenerhebung

Zur Qualitatssicherung erfolgte vor jeder Messuimgs® genannter Flow Check. Hierbei
werden mit fluoreszierenden-Referenz-Beads (= Blelmom-konjugierte Latexkigelchen,
Beckman Coulter) die einzelnen Fluoreszenzkanéalé Walibrierungs-Plots auf ihre
Genauigkeit hin gepruft und die Ergebnisse mit deferanzgrenzen verglichen. Starke
Abweichungen lassen sich so erkennen und durch dlibulkrung des Geréates beheben,
wodurch Schwankungen zwischen Messungen zu vedsaie® Zeitpunkten minimiert
werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit der Geratez#jmchen Aquisition-Software CXP
(Version 2.2, 2006) von Beckman Coulter fiir alledgiengen eine Messvorlage

(= Messprotokoll) erstellt, welches durchgangig Amdung fand. Diese Messvorlage
umfasste alle Gerateeinstellungen im Rahmen desihgen. Aul3erdem wurden in ihr die
zur Darstellung der analysierenden Zellpopulatiom@zugehorigen so genannten Plots
abgelegt und entsprechende Messparameter genaiedefi

Jeder Titrationsansatz verlief so, dass zunaclestisdityp-Kontrollen (Negativ-Kontrolle)
gemessen wurden. Es folgten die einzelnen Antikargehungen (Tabelle 7) beginnend
mit dem Original. Die optimierten Einstellungen wan fur die sich anschlieRenden
Verdinnungen beibehalten.

Die Darstellung der mit dem FACS gemessenen Zaléolgte in so genannten Plots. Es
gibt verschiedene Plot-Arten, z.B.: 1) Histogram&ufigkeitsverteilung von Messwerten
2) Dot Plot: Punktauftragung 3) Density Plot: spdeiForm des Dot Plots 4) Overlay-Plot:
Uberlagerung verschiedener Histogramm-Plots 5) @ontPlot: Dreidimensionale
Darstellung mittels Héhenlinien

In dieser Arbeit beschrankte sich die Nutzung ashgity-Plots, die eine Darstellung der
Fluoreszenzen zweier unterschiedlicher Kanale gegander ermoglichen. Dabei erscheint
jedes gemessene Ereignis als Punkt (= Dot). AndlsrPot-Plots, die zwar jede einzelne
Zelle als Dot darstellen, dabei jedoch jene Zelleicht detektieren, die dieselbe
Fluoreszenzintensitat besitzen, lasst sich diesgdd mit Density-Plots Uber verschiedene
Farben (rot: viele Zellen gleicher Intensitat; blaur einzelne Zellen) lI6sen.

Des Weiteren erfolgte die Darstellung in Form vondenensionalen Histogramm-Plots.
Hier wird auf der X-Achse die Intensitat einer sfisehen Fluoreszenz, auf der y- Achse die

Zahl von Ereignissen aufzeigt, die mit einer besttem Intensitat analysiert wurdé&h
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In Abbildung 3 sind die beiden Arten an verwendd&®ésts schematisch dargestellt.

Histogramm - Dot Plot*-
eindimensional zweidimensional

Fh-/Flz+ Fh+Flz+

1

o & 5"‘ ] FL1-FL2+ einfach-positiv fiir FL2
"5' :’.'?! FL1+FL2- einfach-positiv fiir FL1
[ ]

[=1]
Fluoreszenz 2 Ml Te FL1+FL2+ doppelt-positiv fiir FL1/FL2
§ FL1-FL2- doppelt-negativ
IS P Fli+/Fle-
S |ee l..g
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1\'3 10"0 WIOO 1
Fluoreszenz 1
10 100 1000 1001
Fluoreszenz 1
Abbildung 3. Korrelierte Darstellung von Messergebissen. Die Haufigkeit einzelner

Fluoreszenzintensitaten wird mittels eines Histognmm-Plots (links) dargestellt, wéahrend Dot-Plots
(rechts) erlauben, den Zusammenhang von Fluoreszesignalen darzusteller?!

Nach abgeschlossener FACS-Messung erfolgte dieydaaler Daten, um Zellpopulationen
zu identifizieren und diese anschlieRend in Hinbkaf ihren Anteil an den gemessenen
Zelloberflachenmarkern, absolute Zellzahlen, dasttuder Expression der verschiedenen

gemessenen Parameter und ihre Heterogenitat zhrb#sa?.

2.2.2.6 Datenanalyse

Die Auswertung der gemessenen Daten erfolgte nmitAdalysis-Software CXP (Version
2.2, 2006) von Beckman Coulter.

Ein wichtiger Bestandteil der Analyse umfasst dientpensation der gemessenen Daten,
denn trotz eingesetzter Farbteilerspiegel und Bassfpter gelingt es nicht, die spektralen
Uberlappungen der einzelnen Fluorochrome ganz zhindern. Dies beeintrachtigt die
Beurteilung der Ergebnisse dahingehend, dass maMélerfarbanalysen nicht erkennen
kann, welches Fluorochrom das Signal des Detekemgsacht hat (Abbildung 4).
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Emissionspektren* und Detektoren

Intensity

S00 BOG
|I FL1 | FL2 FL3 Fu
525 EZI‘J 3?5 @
- BECKMAN
COULTER.
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Abbildung 4. Darstellung der Emissionsspektren der verwendetenFluorochrome sowie deren
Uberlappung. FL1, FL2, FL3 und FL4 bezeichnen die Btektoren fiir die einzelnen Farbstoffe.
Quelle: Beckman Coulter

Unter Kompensation versteht man die rechnerischeektur um den prozentualen Anteil
benachbarter Fluorochrome. Da man z.B. weil3, déB€ FL1) auch in den PE-Kanal
(FL2) strahlt (Abbildung 4), muss vom gemessenerSRfaal der Teil subtrahiert werden,
der vom FITC-Emissionsspektrum stammt. Eine felalfteh Kompensation wahrend der
FACS-Messung lasst sich nur schwer im Rahmen dendichen Analyse korrigieren.

Wie bereits unter Punkt 2.2.2.5 erlautert, ist @mnwll, sich fir FACS-Messungen
spezifische Messprotokolle zu erstellen, die jetgssung zu Grunde gelegt werden
kénnen. Die entsprechende Analyse-Software erntitglie Erstellung eines so genannten
Analyseprotokolls, welches Histogramm- und DenBllyts enthalt.

Zunachst erfolgte die Selektion der CIK-Zellen &user heterogenen Population Uber die
GroRRe (FS) und Granularitat (SS). Weitergehenddy&ra von Zellen, die tber mehr als
diese zwei Parameter definiert werden, sind tbeMairknipfung von Regionen in «Gates»
moglich. Hierbei werden nach den Regeln der Boaelaen Algebra Regionen mit den
Funktionen «Und», «Oder» oder «Nicht» miteinande«@ates» verkniptt.
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So gelang die Selektion der lebenden von toteredetiittels 7AAD. Zusétzlich erfolgte die
Auswahl der CD45-positiven Zellen.

In weiteren Density-Plots ist es dann mdoglich, simlr die Zellen aus dieser vorab
definierten Region anzeigen zu lassen, wobei duxériation der ausgewahlten
Fluoreszenzkandle an X- und Y-Achse rein theoretale verfligbaren Fluorochrome und
damit Zelloberflachenmarker gegeneinander dardestetden konnen.

In die verwendeten Density-Plots wurde im Falle Aealyse der Fluoreszenzen (FL1 bis
FL4) Regionen in Form einer Quadrantenanalyse tenagefligt, dass sich doppelt-positiv-
markierte Zellen von einfach-positiv- bzw. nichfabten Zellen diskriminieren lie3en. Die
Einheit der Skalen war hierbei logarithmisch, um Brgebnisse anschaulich darzustellen.
Des Weiteren erfolgte die Analyse der Titratiorssdipe durch Nutzung so genannter
Overlay-Plots. Die im Rahmen der FACS-Messung fdej einzelne Antikbrpermenge
generierten und nachfolgend Ubereinander gelagett#stogramm-Plots flr einen
spezifischen Zelloberflachenmarker ergaben eineerl@y-Plot. Der Einsatz dieser Plotart
ermdglichte eine optimale Darstellung der Verandgraer Fluoreszenzintensitat eines

definierten Zelloberflachenmarkers im Rahmen detilk®npertitration.

Fur eine numerische Bewertung wurden die BetrageDiéerenz zwischen Original und
jeweiligem Quadranten einer Verdinnung addiert és&ntdifferenz). Hierzu erfolgte nach
der Auswertung der Daten mittels CXP-Software (\er<.2, 2006, Beckman Coulter) der
Transfer nach Microsoft Excel. Dies wurde durch d®ftware CXP automatisch
vorgenommen. So lagen fur jede AntikOrpertitratieitee die prozentualen Werte der

einzelnen Quadranten der Density-Plots vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von CIK-Zellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aus humakellblut gesunder Probanden
Lymphozyten Uber Dichtegradientenzentrifugation gemen, die unter Zusatz von IRN-
Okt3 und IL-2 (siehe Punkt 2.2.1.2) Uber einenrdein von mindestens 14 Tagen zu CIK-
Zellen ausdifferenziert wurden. Im Verlauf dieseiff@enzierung entwickelten sich aus
ursprunglich kleinen, kompakten und gering gramtédre Einzelzellen grol3e, granulierte und
vakuolisierte CIK-Zellen, die durch die Bildung vdfellclustern gekennzeichnet waren
(Abbildung 5).

Tag 0 , , Tag 14

Abbildung 5. Entwicklung von CIK-Vorlauferzellen (T ag 0) zu differenzierten CIK-Zellen (Tag 14);
Vergrof3erung 10fach.

Die Vitalitdt der Zellen wurde nach Trypanblau-Réwmg mit der Neubauer-Zahlkammer
bestimmt und betrug 95%+/- 2%. Die generierten Z#{len wurden an Tag 14 entweder
kryokonserviert bzw. direkt fir nachfolgende FAC8alysen genutzt. Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Schimmelpfennig zeigten, dass dieoKoynservierung keinen negativen
Einfluss auf die Vitalitat und funktionelle Eigemsdften wie Immunphanotyp und
Zytotoxizitat der CIK-Zellen hé&f.
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3.2 FACS-Analyse von CIK-Zellen

Ein Verfahren, um Zellen zu charakterisieren, is dUntersuchung mit Hilfe eines
Durchflusszytometers, in diesem Falle vom Typ FG %6n Beckmann Coulter.

Die nach Zytokinstimulation generierten CIK-Zellekbnnen durch Markierung mit
entsprechenden Antikdrpern (siehe 2.2.2.3) immunptypisch genau charakterisiert
werden. Antikdrper werden haufig vom Hersteller emer sehr hohen Konzentration
geliefert, sodass eine Verdinnung des Antikdrperghtn unbedingt zu einer
Verschlechterung des FACS Ergebnisses fihrt, dadalser nicht selten in erheblichen Mal3
eine Reduktion der Kosten erzielt werden kann.

Das Ziel der hier vorgelegten Untersuchungen waapsverschiedenen kryokonservierten
oder frisch expandierten CIK-Zell-Chargen, untersdliche Konzentrationen von
routinemanig im Labor eingesetzten Antikérpern mtetsuchen und aufgrund der erlangten
Ergebnisse eine Festlegung zu treffen, in welchenzéntration diese Antikorper kiinftig
eingesetzt werden sollten.

In dieser Arbeit sind die Resultate vier verschieteCIK-Chargen aufgezeigt.

3.2.1 Gating-Strategie fur die durchflusszytometrische Amlyse von
CIK-Zellen aus einer heterogenen Zellpopulation

Die Zellen wurden zunachst alle in einem zweidin@malen Density-Plot dargestellt, der
auf der X-Achse (Side Scatter, SS) die Granulad#itZellen angibt und auf der Y-Achse
(Forward Scatter, FS) ihre Grol3e (Abbildung 6. Bas polygonale Gate A grenzte jene
Zellpopulation ein, die CIK-Zellen mit den genammtgigenschaften (grol3 und granuliert)
entsprechen konnten. “Dots“, die durch das Gate usgaschlossen wurden, stellen
Zelltrimmer und tote Zellen dar, die durch ihre @flioreszenz das Ergebnis beeinflussen
wurden. Die Festlegung und Beibehaltung des Gai#hér den Verlauf der Messreihen
ermoglichte eine Aussage daruber, inwieweit die pamward und Side Scatter definierten
Kriterien Gré3e und Granularitat fur CIK-Zellen gehalten wurden. Abbildung 6.A zeigt
das fur die hier gezeigten Untersuchungen defimi@dte. Uber den gesamten Messzeitraum
entsprachen 87%+/-3% der Zellen CIK-Zellen entdpead Gate A.

-21 -



10° = 108 =

1023

1002 107

TAAD

o o, o)
10" = o LU

FS Lin

TAAD

- eI T
10T ']

0

FTeT v T T T T T T T 1023

>
w
(@)

§SLin R -
S5 Lin 55 Lin

Abbildung 6. A) Die Darstellung FS gegen SS erfolgtzur empirischen Eingrenzung der Zellen nach
GrolRe und Granularitéat B) Der Plot 7AAD gegen SS Zgt die Selektion von lebenden Zellen aus der
Gesamtzellpopulation (,Ungated”). C) Im Vergleich a1 B) wurden hier nur Zellen aus ,Gate A"
berticksichtigt und analysiert.

AnschlieRend erfolgte eine durchflusszytometriscihealyse der Vitalitdt unter
Einbeziehung aller Zellen (Abbildung 6 B). Der Fstdéf 7AAD markiert tote Zellen, in
dem er mit der DNA der toten Zellen interkaliertihwend lebende Zellen nicht angefarbt
werden. Bei Berucksichtigung aller Zellen aus Atbilg 6. A (,Ungated”) zeigte sich
neben kleineren hoher fluoreszierenden Populatiaiee grof3e definierte und polygonal
gut abgrenzbare Zellpopulation (Gate E; Abbildung Alle Zellen in Gate E sind lebende
Zellen. Die Vitalitat betrug nach 7AAD-Féarbung iresem Beispiel 97,4%.

Abbildung 6. C zeigte demgegenuber nur die Zellaohn7AAD-Farbung an, die sich in
Gate A (Abbildung 6A) befinden. Bei Auswertung des Density-Plots undjZindelegung
des selben polygonalen Gates wie in Abbildung &vii8l deutlich, dass 99,7% der Zellen
aus Gate A (Abbildung 6. A) vital sind.

Ausgehend von der Annahme, dass es sich bei ddenZiel Gate A ausschlie3lich um
Leukozyten handelte, erfolgte eine weitere Analgstels einer Markierung mit CD45-
ECD-Antikorper. CD45 ist ein Pan-Leukozytenmarked uvurde wie erwartet auf allen
Zellen aus Gate A exprimiert (Abbildung 7). Es zegich eine definierte polygonal
abgrenzbare Zellpopulation. Die Farbung der Zeiteh CD45-Antikorper diente in allen
Analysen als Positivkontrolle und zum Ausschlussngweller nicht leukozytarer Zellen. Fir
die weitere Analyse wurden nur CDA45-positive Zellaus Gate J (Abbildung 7)
herangezogen. Mit jeder Titrationsmessung wurde diegativkontrolle die
Antikdrpermischung 1gG1-FITC/IgG1-PEmitgefuhrt ( Abbildung 8). Dieser

Antikdrper misst die unspezifische Bindung der jégyen Antikdrperklasse an die zu
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untersuchende Zelle und wird daher Isotyp-Kontrgdmannt, die wie erwartet zu nahezu
100% negativ war.
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Abbildung 7. Farbung der Zellen mit dem Pan- Abbildung 8. Isotypkontrolle IgG1-FITC/IgG1-PE.
Leukozytenmarker CD45. Die dargestellte Degeringe prozentuale Anteil von 2,3% in dem
Zellpopulation umfasste alle Zellen von Gate A Quadranten K1 ist durchflusszytometrisch nicht

aus Abbildung 2.A. Nahezu alle Zellen aus GateA relevant und daher zu vernachlassigen.
(in diesem Beispiel 99,8%) sind CD45-positiv.

Um eine konkrete Aussage hinsichtlich der immunplkgrnschen Eigenschaften der
selektierten Zellpopulation (Abbildung 7) treffen kbnnen, erfolgte eine detaillierte FACS-

Analyse der Antikorper-gefarbten Zellen.

3.2.2 Immunphéanotypische Charakterisierung der CIK-Population

Bedeutsame Oberflachenmarker fur die Immunphéansigming von CIK-Zellen sind CD3

(T-Zellen), CD4 (T-Helferzellen), CD8 (zytotoxischeZellen), CD16 und CD56 (natirliche
Killerzellen), HLA-DR (MHC-Klasse-lI-Moleklle) sowi CD19 (B-Zellen), der zum

Ausschluss von B-Zellen diente.

Zur prozentualen Auswertung der Ergebnisse wurdegesannte Density-Plots verwendet.
Die Quadrantenanalyse diente hierbei als Hilfsmitten doppelt-positive von einfach-

positiven bzw. doppelt-negativen Populationen earien. Der Vorteil bei der Verwendung
eines Density-Plots liegt darin, dass die Anzahl Zellen, die fur die gleiche
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Fluoreszenzintensitat positiv oder negativ sindgrilerschiedene Farben (rot: viele Zellen,
blau: einzelne Zellen) dargestellt werden kdonnen.

Sowohl die Quadrantenanalyse als auch die Kompensadér Daten erfolgte jeweils mit der
Originalkonzentration des Antikorpers und wurde flie Verdinnungen beibehalten, um
eine Vergleichsbasis zu erhalten.

Zusatzlich erfolgte fur jede einzelne Antikérperanang die Darstellung der
Titrationsergebnisse in Form von Histogramm-PIB&s. dieser Art von Plot steht die Héhe
eines definierten Peaks fur die Zellzahl, die riee bestimmten Fluoreszenzintensitat (=X-
Achse) gemessen wurde. Nachfolgend wurden Histagréots fur einen spezifischen
Zelloberflachenmarker Ubereinander gelagert. Derawda resultierende Overlay-Plot
ermdglichte eine optimale Darstellung der Verandgraer Fluoreszenzintensitat eines
Zelloberflachenmarkers im Rahmen der Antikorpeatitm. Die verschieden farbigen Peaks
symbolisieren die Antikorper-Verdinnungen: orang@®#ginal; pink — Verdinnung 1:2;
hellblau — Verdiinnung 1:5; dunkelblau — Verdinnarid; griin — Verdinnung 1:20.

Dargestellt wurden jeweils drei unabhangig voneitesirgenerierte CIK-Chargen.

3.2.2.1 Farbung mit CD3-FITC/CD4-PE/CD45-ECD-Antikdrpern

Die Antikoérpermischung CD3-FITC/CD4-PE (Abbildung diente der Abklarung des
prozentualen Anteils von CD3/CD4-doppelt-positiverHelferzellen innerhalb des CD3-
positiven Gesamt-T-Zell-Pools.

Die Titration der Antikérper ausgehend vom Origi(ampfehlung von Herstellerseite) tUber
die Verdunnungsstufen 1:2, 1:5, 1:10, 1:20 zeigtallen drei analysierten CIK-Chargen
(CIK1, 2 und 3), dass sich die doppelt-positive GTI34-Population aus dem rechten
oberen Quadranten in Richtung des linken unteremd€unten — hin zu geringeren
Fluoreszenzintensitaten - verschob, in dem norwalise die Negativkontrolle dargestellt
wird. Bei einer Antikdrper-Verdinnung von 1:20 dnem die gesamte CD3/CD4-
Zellpopulation als negativ. Eine klare Abgrenzumg drei vorliegenden Subpopulationen -
CD3/CD4-doppelt positiv, CD3-einfach positiv und 8BD4-doppelt negativ, wie sie bei
Einsatz des Originals auszumachen war, stelltelmchits bei einer Verdinnung von 1:5 als
kritisch dar. Weniger auffallend war dieser Effekir bei der Charge CIK3, wobei auch in
diesem Fall die doppelt positive Zellpopulationee@teutlich geringere Fluoreszenzintensitat
gegenuber dem Original und der 1:2-Verdinnung asgwi
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Da allen FACS-Anséatzen im Rahmen der Dreifachfagbeime Detektion von CD45-ECD
gemeinsam war, erfolgte in einer weiteren DenslotrBihe die Analyse von CD4-PE gegen
CD45-ECD (Abbildung 10). Wie bereits in Abbildungeihdeutig gezeigt werden konnte,
waren alle analysierten Zellen CD45-positiv. Devzantuale Anteil an CD4/CD45-doppelt
positiven Zellen war vergleichbar der CD3/CD4-ddppesitiven Zellpopulation in
Abbildung 9. Eine Verdinnung des originalen Antp&ns auf 1:5 flhrte hier ebenfalls zu
einer Verschiebung der Populationen hin zum Negatiadranten, d.h. zu scheinbar
verringerten Fluoreszenzwerten der CD4/CD45 stapkimierenden Zellen.

Abschlie3end erfolgte eine zusammenfassende Darsiaedler Ergebnisse der Density-Plots
in Overlay-Plots (Abbildung 11). Die FluoreszenzZge&ir alle drei Zelloberflachenmarker
(CD3-FITC, CD4-PE, CD45-ECD) verschoben sich imgfeich zum original eingesetzten
Antikdrper bei Einsatz der Antikérper-Verdinnungeach links. Demzufolge kam es zu
einer Abnahme der Fluoreszenzintensitat (X-Achsekei bVerringerung der
Antikorperkonzentration. Dies korrelierte mit deedbachtungen in den Abbildung 9 und
10. Auffallend war, dass sich die Peakhdhe der ggh@1K3 bei Betrachtung der CD4-PE-
Farbung von denen der CIK-Charge 1 und 2 unterdchiéeses Resultat spiegelte den
Befund aus den Abbildung 9 und 10 wider. Bereitsden Density-Plots wurde eine
Diskrepanz hinsichtlich der CD4-Expression zwiscden Chargen CIK1 und 2 gegentber
CIK3 sichtbar.

Unter Einbeziehung der Tatsache, dass es ber¢itsnee 1:2-Verdiinnung der vorliegenden
Antikdrpermischung zu einer detektierbaren Abnali®e Fluoreszenzsignals kam und dass
minimale Pipettierunterschiede von Ansatz zu An&etdicksichtigt werden mussen, sollte
bei der Verwendung des CD3 und CD4 Antikorpersdaitvon Herstellerseite empfohlenen

Antikdrpermenge (=Original) gearbeitet werden.
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CD3-FITC/CD4-PE
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Abbildung 9. Darstellung der Antikorpertitration CD 3-FITC/CD4-PE. Die Verschiebung der CD3/CD4
doppelt-positiven Zellpopulation von erwarteten holen Fluoreszenzsignalen (oberer rechter Quadrant)
hin zu falsch-negativen niedrigen Fluoreszenzsigrnah (unterer linker Quadrant) mit zunehmender

Antikérper-Verdinnung ist bei allen drei CIK-Charge n in vergleichbarem Umfang zu beobachten.
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CD4-PE/CD45-ECD
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Abbildung 10. Darstellung der Antikorpertitration C D4-PE/CD45-ECD. Die Verschiebung der
CD4/CD45 doppelt-positiven und CD45-einfach positen Zellpopulation von erwarteten hohen
Fluoreszenzsignalen (obere Quadranten) hin zu faleenegativen niedrigen Fluoreszenzsignalen (unterer
linker Quadrant) mit zunehmender Antikdrper-Verdiinn ung ist bei allen drei CIK-Chargen in
vergleichbarem Umfang zu beobachten.
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CD3-FITC/CD4-PE/CD45-ECD

1:10

CD3-FITC CD4-PE CD45-ECD

CIK1

CIK2

CIK3

von der von Herstellerseite empfohlenen Konzentratin (orange) erfolgte eine Verdinnung der
Antikorper entsprechend der oberen Farbskala. Dabeikonnte fir alle drei CIK-Chargen bei
Einzelbetrachtung der Zelloberflachenmolekile CD3,CD4 und CD45 eine schrittweise Abnahme der
Fluoreszenzintensitat in Abhéngigkeit von der Verdinnungsstufe beobachtet werden.

3.2.2.2 Farbung mit CD3-FITC/CD8-PE/CD45-ECD-Antikdrpern

Ein hoher prozentualer Anteil (70-80%) an CD3/CDRfsipven Zellen ist ein
phanotypisches Merkmal ausdifferenzierter CIK-ZelléVie in Abbildung 12 sichtbar
wurde, ist in allen drei CIK-Chargen eine fluoresende CD3/CD8-doppelt-positive
Zellpopulation nachweisbar. Zusatzlich zeigte sichllen drei untersuchten CIK Zelllinien
eine CDB8-positiv und CD3-negativ schwierig abgleme Population. Dieser Befund
korrelierte mit der Beobachtung unter Punkt in Adhlong 9. Die dort detektierte und schwer
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zuzuordnende CD3/CD4-doppelt-negative Populatiotspeitht der hier nachgewiesenen
CD8-positiven/CD3-negativen Zellpopulation. Laut fidgion handelte es sich um NK-

Zellen (siehe 1.2.2). Ahnlich wie bei der Titratisan CD3/CD4 kam es auch hier zu einer
signifikanten Abnahme der Fluoreszenzintensitat ohteressierenden Hauptpopulation
CD3/CDS8 bereits bei einer Antikérperverdinnung o8, die sich mit grof3er werdenden
Verdunnungsstufen abzeichnete. Aus einer anfangs ddppelt-positiven Zellpopulation

~entwickelte* sich mit zunehmender Verdinnung emegative. Wie sich besonders flr
Charge CIK2 bei der Darstellung der Ergebnissali@irtCD3/CD8-Farbung in Density-Plots

zeigte, ist eine Quadrantenanalyse nicht in jedelingeinstig und anwendbar.

CD3-FITC/CD8-PE

Original 1:2 1:5 1:10 1:20
CIK1

61 G2 361
Jo.8% X J78%

CD3-FITC

CIK2

CIK3

A ES ]
153% ]

CD3-FITC

Abbildung 12. Darstellung der Antikdrpertitration C D3-FITC/CD8-PE. Die Verschiebung der CD3/CD8
doppelt-positiven Zellpopulation von erwarteten holen Fluoreszenzsignalen (oberer rechter Quadrant)
hin zu falsch-negativen niedrigen Fluoreszenzsignah (untere Quadranten) mit zunehmender
Antikérper-Verdinnung ist bei allen drei CIK-Charge n in vergleichbarem Umfang zu beobachten.
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Abbildung 13 zeigt die Verteilung der Fluoreszegmsie fur die Zelloberflachenmarker
CD8/CD45. Alle Zellen sind wie erwartet CD45-positiDer prozentuale Anteil der

CD8/CD45-doppelt-positiven Zellen korreliert mit rddeobachteten CD3/CD8-doppelt-
positiven Zellzahlen in Abbildung 12.

Bei Charge CIK2 zeigte sich das gleiche PhanomenimviAbbildung 12 hinsichtlich der

Zuordnung der Zellpopulationen in die Quadranten.

Die Analyse von Charge CIK1 in Abbildung 13 (Schilvédung der CD8/CD45-doppelt-

positiven Population) verdeutlichte die bereitsdetérte notwendige Kompensation der
Fluoreszenzsignale auf Grund der Abstrahlung deworBchrome in benachbarte
Fluoreszenzkanale.

Um einen direkten Vergleich der Daten Uber den @Gé&ssitraum der Messungen zu
gewahrleisten, war es allerdings essentiell, die Baginn der Messungen definierte

Kompensationsmaske beizubehalten.

CD8-PE/CD45-ECD

Original 1:2 15 1:10 1:20
CIK1

ER k2
Ja19% 58.1%

CD45-ECD

CD45-ECD

1 le2
Js.8% 3.2%

CD45-ECD

Abbildung 13. Darstellung der Antikorpertitration C D8-PE/CD45-ECD. Die Verschiebung der
CD8/CD45 doppelt-positiven Zellpopulation ist bei #Ben drei CIK-Chargen in vergleichbarem Umfang
zu beobachten.
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Bestatigt wurden die Befunde der Density-Plots dutwerlay-Plots (Abbildung 14). Die
Linksverschiebung der Peaks der Verdinnungen voarddes Original in den Plots PE und
ECD deckten sich in ihrer Eindeutigkeit mit der Imamten-links Verschiebung der doppelt-
positiven CD8CD45 Population aus den Density-P(atshildung 13). Wie auch schon bei
der Antikbrpermischung CD3-FITC/CDA4-PE, zeigten Hrgebnisse, dass eine Verdinnung
der AntikOrper mit einem Verlust an Signalsensiéiveinhergeht.

CD3-FITC/CD8-PE/CD45-ECD

1:10

CD3-FITC ) CD8-PE CD45-ECD

CIK1

CIK2

CIK3

cosFTe

crepE

Abbildung 14. Overlay-Plots der Antikorpertitration von CD3-FITC/CD8-PE/CD45-ECD. Ausgehend
von der von Herstellerseite empfohlenen Konzentratin (orange) erfolgte eine Verdinnung der
Antikorper entsprechend der oberen Farbskala. Dabeikonnte fir alle drei CIK-Chargen bei
Einzelbetrachtung der Zelloberflachenmolekile CD3,CD8 und CD45 eine schrittweise Abnahme der
Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Verdinnungsstufe beobachtet werden.
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3.2.2.3 Farbung mit CD3-FITC/CD19-PE/CD45-ECD-Antikdrpern

Der Zelloberflachenmarker CD19 charakterisiert Blefe Die hier vorliegende
Gesamtzellpopulation sollte durchgangig CD19-negsin. Diese Annahme wurde durch
die Ergebnisse eindeutig bestatigt (Abbildung I allen drei CIK-Chargen war eine CD3-
positive/CD19-negative Zellpopulation zu erkennafie bei Einsatz der originalen
Antikdrperkonzentration klar abzugrenzen war vorppilt-negativen Zellen. Wiederum
kam es bei den Verdinnungen zu einer Verschiebend-lioreszenz hin zu schwacheren
Signalen. Bei Analyse der Zellfarbung mit CD19-PBAG-ECD (Abbildung 16) zeigte sich
eine definierte CD19-negative und CD45-positive URaton. Die Antikdrperverdiinnung
1:2 fuhrte nur zu einer geringen Verschiebung dellpdpulation hin zu niedrigeren
Fluoreszenzwerten; erst bei der 1:5 Verdinnung dist Abnahme der Fluoreszenz

signifikant.

CD3-FITC/CD19-PE
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Abbildung 15. Darstellung der Antikdrpertitration C D3-FITC/CD19-PE. Die Verschiebung der CD3-
positiven CD19-negativen Zellpopulation ist auch ier sichtbar.
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CD19-PE/CD45-ECD
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Abbildung 16. Darstellung der Antikdrpertitration C D19-PE/CD45-ECD. Die Verschiebung der
CD19/CD45 doppelt-positiven Zellpopulation von erweteten hohen Fluoreszenzsignalen (oberer linker
Quadrant) hin zu falsch-negativen niedrigen Fluorezenzsignalen (unterer linker Quadrant) mit
zunehmender Antikdrper-Verdinnung ist bei allen dré CIK-Chargen in vergleichbarem Umfang zu
beobachten.

Die Overlay-Plots (Abbildung 17) des PE-gefarbteD18G-Antikdrpers wurden in diesem
Fall in einer Darstellung gewahlt, die sich ,Galeiode” nennt, also nur eine
Ubereinanderlagerung von definierter Kontrolle (asdOriginal) und einer Verdiinnung.
Dies war notwendig, da durch die vorliegende CD&@8ative Population kein positives PE-
Fluoreszenzsignal detektiert wurde. Die Peaks dad¥%hnungen sind nur sehr schwer mit
minimalen Abweichungen zu erkennen, da sie ebemsoeagatives Signal liefern wie das
Original. Die Plots CD3-FITC und CD45-ECD betractdavar ein ahnliches Bild erkennbar
wie bereits bei den zuvor analysierten Antikdrpechungen CD3/CD4/CD45 und
CD3/CD8/CD45; es zeigte sich eine sichtbare Linksu@ebung der Peaks und damit

Abnahme der Fluoreszenzintensitat mit zunehmendékdperverdinnung.
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Unter Einbeziehung der Density-Plots kann man dicklie Antikérpermischung fir CD3-
FITC/CD19-PE/CD45-ECD keine Empfehlung fur eine Mernung geben, da die Abnahme
der Fluoreszenzintensitat bereits bei einer 1:5lkf@nung signifikant ist.

CD3-FITC/CD19-PE/CD45-ECD

1:10
CD3-FITC . CD19-PE ] CD45-ECD
CIK1 ‘l '
CIK2 I I °°°°°° i °°°°°°
CIK3 : I : ' CCCCCC

Abbildung 17. Overlay-Plots der Antikérpertitration von CD3-FITC/CD19-PE/CD45-ECD. Ausgehend
von der von Herstellerseite empfohlenen Konzentratin (orange) erfolgte eine Verdinnung der
Antikérper entsprechend der oberen Farbskala. Dabeikonnte fir alle drei CIK-Chargen eine
schrittweise Abnahme der Fluoreszenzintensitét in Bhangigkeit von der Verdiinnungsstufe beobachtet
werden. CD19-PE wurde im so genannten ,Galery Modetlargestellt, da keine PE-Signal detektierbar
war.

3.2.2.4 Farbung mit CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-ECD-Antikormer

CD3/CD16/CD56-positive  Zellen stellen neben den @IB-positiven klassischen
zytotoxischen T-Zellen eine weitere Subpopulatiomerhalb des CIK-Gesamtzellpools dar.
Der prozentuale Anteil betragt auch im ausdifferemnen Stadium nur 10-15%.
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In Abbildung 18 wurde ersichtlich, dass sich irealldrei CIK-Chargen eine kleine, klar
definierte CD3-negative, CD16+56-positive Populaticabgrenzte, die einer NK-
Zellpopulation entspricht. Eine Auswertung der Dateter Nutzung der Quadrantenanalyse
schien hier nicht ausreichend. Auch eine Abgrenaiungh polygonale Gates scheiterte, da
kein Anhaltspunkt zur Definition einzelner Populaigen vorhanden war, anders als bei CD-
FITC/3CD8-PE (Abbildung 12 und 13).

Dieses Phanomen wurde auch bei der Auswertung @dufg der Zellen mit CD45-ECD
beobachtet (Abbildung 19). Eine Verdinnung der Kirppermischung von 1:5 und hoher ist
bei Betrachtung der Verschiebung der Fluoreszemasititen fir alle drei
Zelloberflachenmarker nicht mehr akzeptabel.

Da auch hier wie bei allen vorangegangenen Timagaperimenten mit zunehmender
Verdinnung der Antikérper eine Verschiebung derlpogiulationen hin zu niedrigeren

Fluoreszenzsignalen erfolgte, wurde von einer Viendiag abgeraten.

CD3-FITC/CD16+56-PE
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Abbildung 18. Darstellung der Antikorpertitration C D3-FITC/CD16+56-PE. Die Verschiebung der
Gesamtzellpopulation hin zu falsch-negativen niedgen Fluoreszenzsignalen mit zunehmender
Antikérper-Verdinnung ist bei allen drei CIK-Charge n in vergleichbarem Umfang zu beobachten.
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CD16+56-PE/CD45-ECD
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Abbildung 19. Darstellung der Antikorpertitration C D16+56-PE/CD45-ECD. Die Verschiebung der
Gesamtzellpopulation hin zu falsch-negativen niedgen Fluoreszenzsignalen mit zunehmender
Antikérper-Verdinnung war auch hier wieder bei allen drei CIK-Chargen ausgepréagt.

Die Darstellung der Ergebnisse in Overlay-Plotskfdung 20) bestéatigte die Befunde der
Messungen in Density-Plots. Die LinksverschiebuagReaks der Verdinnungen von denen
des Originals in allen drei Plots deckte sich ireihEindeutigkeit mit der nach unten-links
Verschiebung der Gesamtzellpopulation aus den BeR$dts. Zudem war der Unterschied
der Abgrenzung der CD3-einfach positiven von der3(@D16+56 doppelt-positiven
Population der einzelnen CIK-Chargen anhand desrschiedlichen Hohe und Abgrenzung
der Peaks in dem Plot CD16+56-PE gut erkennbar.
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CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-ECD

1:10
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Abbildung 20. Overlay-Plots der Antikorpertitration von CD3-FITC/CD16+56-PE/CD45-ECD.
Ausgehend von der von Herstellerseite empfohlenendfzentration (orange) erfolgte eine Verdinnung
der Antikorper entsprechend der oberen Farbskala. @bei konnte fur alle drei CIK-Chargen bei
Einzelbetrachtung der Zelloberflachenmolekile CD3,CD16+56 CD45 eine schrittweise Abnahme der
Fluoreszenzintensitét in Abhangigkeit von der Verdianungsstufe beobachtet werden. Der Plot Cd16+56-
PE verdeutlicht bei CIK 1 und 2 durch die breitenPPeaks die Schwierigkeit der Abgrenzung einzelner
Populationen.

3.2.2.5 HLA-DR-PE-Cy5/CD45-ECD

Der HLA-DR-Antikorper erkennt alle Zellen mit einefezeptor fur MHC-Klasse-II-
Molekile, sodass die vorliegende Population inriBesamtheit positiv sein sollte, was sich
in Abbildung 21 zeigte. Es zeichnete sich eine HDR/CDA45 doppelt-positive
Zellpopulation ab. Wie bei Betrachtung aller drdK&hargen deutlich wurde, liegt eine
kleine etwas schwécher fluoreszierende HLA-DR-Pajpah unmittelbar neben der

dominanten starker fluoreszierenden Zellpopulatidit. steigender Antikérperverdiinnung
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verschmolzen diese zu einer Gesamtpopulation. Beli einer 1:2-Verdinnung der

Antikérper kam es zu einer signifikanten Verringeguler Fluoreszenzsignale.

Dieser Befund wurde durch die Overlay-Plots (Ablbild 22) fur alle drei CIK-Chargen

bestétigt. Von einer Verdinnung des Antikérpersdeudaraus resultierend in diesem Fall

abgeraten.
HLA-DR-PE-Cy5/CD45-ECD
Original 1:2 1:5 1:10 1:20
CIK1 )

LY 105

L2
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L2
83.9%
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#

EY]
J278%
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L2
5.3%

ELEED

CD45-ECD

EX]
J28.3%

L2
69.4%

EX]
“[s2.4%

L2
26.8%

EX]
J34%

Abbildung 21. Darstellung der Antikorpertitration H LA-DR-PE-CY5/CD45-ECD Es zeichnete eine
HLA-DR/CD45 doppelt-positive Zellpopulation ab. Nelen dieser liegt eine kleine etwas schwéacher
fluoreszierende HLA-DR-Population. Die Verschiebung der Gesamtzellpopulation hin zu falsch-
negativen niedrigen Fluoreszenzsignalen (unterer riker Quadrant) mit zunehmender Antikorper-

Verdiinnung war auch hier wieder bei allen drei CIK-Chargen ausgepragt.
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HLA-DR-PE-Cy5/CD45-ECD

1:10

CD45-ECD ~ HLA-DR-PE-Cy5

CIK1

CIK2

CIKS

HLADR

Abbildung 22. Overlay-Plots der Antikorpertitration von HLA-DR-PE-Cy5/CD45-ECD. Ausgehend von
der von Herstellerseite empfohlenen Konzentrationdrange) erfolgte eine Verdinnung der Antikdrper
entsprechend der oberen Farbskala. Dabei konnte fialle drei CIK-Chargen bei Einzelbetrachtung der
Zelloberflachenmolekiile HLA-DR und CD45 eine Abnahre der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit
von der Verdunnungsstufe beobachtet werden. Der Pkaler Verdiunnung 1:5 aus dem Plot CD45-ECD
von CIK 1 nimmt korrelierend zu den Density-Plots,eine andere Position ein.

Bei Betrachtung der ermittelten Daten war fur keiher Antikbrpermischungen eine

Empfehlung zur Verdiingung mdglich, da die AbnahmeRluoreszenzintensitat bereits bei
einer Verdingung von 1:2 eine qualitative Versdhierng der Ergebnisse zur Folge hat
und zu Fehlinterpretationen fihren kann.
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3.2.3 Titration der Antikdrpermischungen CD3/CD4; CD3/CDS;
CD3/CD19; CD3/CD16+56 und des Antikérpers HLA-DR be
Einsatz des unverdinnten CD45-Antikorpers

Ausgehend von den Ergebnissen der AntikOrpertinggxperimente der vorangegangenen
Kapitel 3.2.2.1 bis 3.2.2.5 wurden weitergehendergigungen hinsichtlich der Verdiinnung
der eingesetzten Antikorper angestellt.

Da alle Antikorper, bis auf CD45-ECD und HLA-DR-REAb, als kommerziell erhaltliche
Mischungen (mit CD3-FITC) vorlagen, bestand keinéghkthkeit, diese Antikbrper
gegeneinander zu titrieren. Aus diesem Grund fiel Eintscheidung, in einem weiteren
Ansatz lediglich diese Antikérpermischungen CD3/CD£D3/CD8, CD3/CD19,
CD3/CD16+56 sowie HLA-DR entsprechend den bereiiscligefiihrten Testreihen zu
verdunnen und die Konzentration des CD45-Antiksper Verlauf einer Messreihe nicht
zu verandern.

In den nachfolgenden Abbildungen sind jeweils dvieissungen gegentbergestellt. In der
oberen Reihe sind zum Vergleich jeweils Zellen@earge CIK1 dargestellt, wobei hier alle
Antikorper — inklusive CD45-ECD - entsprechend derangegangenen Experimente
verdinnt wurden. Die mittlere Reihe zeigt ChargeKXl allerdings entsprach die
Konzentration von CD45 konstant der von Herstedidesempfohlenen Menge; verdinnt
wurden lediglich die Antikérpermischungen. Die uetdReihe zeigt den gleichen Ansatz
unter Nutzung einer weiteren CIK-Charge — 4.

Wie erwartet zeigte die Darstellung der Densitytlgegen CD45-ECD in allen
Abbildungen bei Einsatz des unverdiinnten Antikéspiér beide CIK-Chargen 1 und 4
(mittlere und untere Reihe der Abbildungen) im Veidh zum verdinnten CDA45-
Antikdrper (obere Reihe) keine Veranderung der Ramun hinsichtlich der
Fluoreszenzintensitaten.

Bei Auswertung der CD3/CD4/CD45-Farbung der Ze(l&hbildung 23 und 24) lassen sich
Verbesserungen bei Einsatz von CD45-unverdinntamibination mit den Verdinnungen
der Antikdrpermischung CD3/CD4 (mittlere und unt&eihe) gegeniber dem Einsatz von
in gleichem Mal3e titriertem CD45-Antikdrper (ob&eihe) ausmachen.

Gleiches gilt auch fur alle weiteren Antikdrperkamddionen: CD3/CD8/CD45 (Abbildung
25 und 26); CD3/CD19/CD45 (Abbildung 27 und 28); 3Z0D16+56/CD45 (Abbildung 29
und 30).

Bei dem Antikorper HLA-DR-PE-Cy5 konnte erneut leirEmpfehlung fir eine

Verdinnung ausgesprochen werden.
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In Abbildung 26 (CD8/CD45) ist auffallig, dass inh&ge CIK 1 — CD45-unverdinnt

(mittlere Reihe) die CD8/CD45-doppelt-positive  pelpulation mit zunehmender

Verdinnung des PE-Antikorpers auch fur CD45-ECDwsaihere Fluoreszenzsignale
aufweist und die Population ihr Aussehen andert.

Die Ursache hierfur war sehr wesentlich in einezusraichenden Kompensation des PE-
Signals zu suchen. CD8-PE strahlte massiv in defrl@oreszenzkanal, in dem ECD

detektiert wird. d.h. ein Teil des scheinbaren CIBED-Signals stammt von der CD8-PE-
Farbung und demzufolge verschiebt sich dieses daich mit zunehmender Verdinnung

des CD8-PE-Antikorpers.
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CD3-FITC/CD4-PE
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Abbildung 23. Vergleich der Antikérpermischungen CDB-FITC/CD4-PE zwischen CD45-ECD verdiinnt
(Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Die CIK-Chargen CIK1-CD45-ECD unverdinnt und CIK4
weisen dieselbe Verschiebung auf, wie auch CIK1-CB4ECD verdinnt; die doppelt-positiv CD3CD4
Population bewegt sich in den unteren linken Quadmaten sodass bei der Verdiinnung 1:20 das falsch-

negative Ergebnis einer doppelt-negativen Populatiovorliegt. Eine geringfiigige Verbesserung konnte
hochstens fur die Verdiingung 1:2 festgestellt werde
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CD4-PE/CD45-ECD
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Abbildung 24. Vergleich der Antikérpermischung CD4-PE/CD45-ECD zwischen CD45-ECD verdiinnt
(Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Bei den @GK-Chargen 1-CD45-ECD unverdinnt und CIK4
trat zwar keine Verschiebung der beiden Populatione nach unten auf, jedoch erfolgte ebenso eine
Bewegung in den schwacher fluoreszierenden PE-Bechi nach links. Es ist maximal eine Verdiingung
von 1:2 mdglich.
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CD3-FITC/CD8-PE
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Abbildung 25. Vergleich der Antikérpermischungen CDB-FITC/CD8-PE zwischen CD45-ECD verdiinnt
(Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Auch hier zeigten die Experimente mit CD45-ECD-
unverdinnt (Mitte, Unten) keine Verbesserung der Tirationsergebnisse. Die Verschiebung der doppelt-

positiven Populationen in den falsch-negativen Beigh fand in demselben MalR3e statt wie bei CIK 1-CD-
45-ECD verdunnt.
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CD8-PE/CD45-ECD
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Abbildung 26. Vergleich der Antikbrpermischungen CD8-PE/CD45-ECD zwischen CD45-ECD verdinnt
(Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Bei CIK 1 CD45-ECD unverdiinnt verbessert sich das
Aussehen der Population mit zunehmender Verdinnungiedoch war auch die Linksverschiebung sehr
ausgepragt. Auch bei CIK 4 war die Abnahme der Flareszenzintensitat von CD8-PE zu beobachten.
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CD3-FITC/CD19-PE
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Abbildung 27. Vergleich der Antikdrpermischungen CEBCD19 zwischen CD45-ECD verdiinnt (Oben)
und unverdinnt (Mitte und Unten). Hier liegt der Fall vor, dass die CD3-negative Population nur bei
CIK 1 CD45-ECD verdunnt gut abgegrenzt erkennbar wa. Es fand eine Verschiebung nach unten-links
bei allen drei CIK-Chargen statt, nicht nur bei CIK1 CD45-ECD unverdinnt.
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CD19-PE/CD45-ECD
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Abbildung 28. Vergleich der Antikérpermischungen CDL9CD45 zwischen CD45-ECD verdiinnt (Oben)
und unverdinnt (Mitte und Unten). Die Populationen sind durchgehend gut erkennbar. Ab einer
Verdiinnung 1:5 ist der Unterschied bei CIK 1 CD45-ED unverdinnt und CIK4 nur minimal.
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CD3-FITC/CD16+56-PE
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Abbildung 29. Vergleich der Antikérpermischungen CIB/CD16+56 zwischen CD45-ECD verdinnt
(Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Bei den baen CIK-Chargen, wo der Antikérper CD45-
ECD nicht verdiinnt wurde (Mitte und Unten), ergab sich ein &hnliches Bild wie bei CIK1 CD45-ECD
verdunnt. Bei CIK 1 CD45-ECD unverdinnt konnte auch keine Verbesserung der Abgrenzung der
Population festgestellt werden.
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CD16+56-PE/CD45-ECD
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Abbildung 30. Vergleich der Antikdrpermischungen CDL6+56CD45-ECD zwischen CD45-ECD
verdinnt (Oben) und unverdinnt (Mitte und Unten). Es ist festzustellen, dass sich die doppelt positive
Population im oberen rechten Quadranten mit zunehmeder Verdinnung besser abgrenzt; Die

Verschiebung in den schwacher fluoreszierenden PEBereich (linker Quadrant) ist jedoch ebenso

unibersehbar.
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HLA-DR-PE-CY5/CD45-ECD
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Abbildung 31. Vergleich der Antikdrpermischungen HLA-DR-PE-Cy5/CD45-ECD. Hier ist eine
Verschlechterung der Population bei den beiden Chgen CIK 1 CD45-ECD unverdiinnt und CIK4 zu
erkennen.
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Unter Einbeziehung dieser Daten scheint es mogheh,gleich bleibender CD45-ECD-
Konzentration (unverdunnt, entsprechend der Héesezhpfehlung) die
Antikdrpermischungen CD3-FITC/CD4-PE, CD3-FITC/CP&, CD3-FITC/CD19-PE und
CD3/CD16+56-PE mit einer Verdiinnung von 1:2 einzee

Eine Uberprifung dieser Annahme erfolgte mit Hitfer Berechnung der prozentualen

Gesamtdifferenz der Verdinnung zum jeweiligen @ag{Differenzsumme).

3.2.4 Auswertung der Berechnung der Gesamtdifferenz der
Verdunnungen zur Originalkonzentration

Die Gesamtdifferenz wurde fur alle Antikdrpermisoban der vier CIK-Chargen beider
experimenteller Ansatze, CD45-ECD verdinnt und GBE® unverdinnt, wie im Tell
.Materialien und Methoden" beschrieben, durchgeflitas Ergebnis ist in Tabelle 8
dargestellt.

Der obere Abschnitt der Tabelle stellt die Ergebaidar, bei denen der Antikorper CD45-
ECD nicht verdunnt wurde (uv), der untere Abschaiigt Ergebnisse, bei denen CD45-ECD
titriert wurde. X und Y bezeichnen den Antikorpder in den Density-Plots die jeweilige
Position auf der X- bzw. Y-Achse innehatte. CIK kReeichnete die jeweilige Charge. Die
Anordnung der Antikorper erfolgte mit Zunahme debwkichung zum Original. Die
farbliche Abstufung war durch den Wert der Abwer@udefiniert, sodass grun fur kleine
Abweichungen (bis 20%) und rot fur groRe Abweictemdiber 50%) stand. Die zuvor
getroffene Annahme, dass eine Verdinnung von HJffialen kann, wenn CD45-ECD
konstant gehalten wird, fand Bestatigung. Vor alldmai Betrachtung der hdoheren
Verdinnung war ein Unterschied zwischen beiden mxgatellen Ansatzen klar zu

erkennen.
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Tabelle 8. Darstellung der Ergebnisse aus der Berkboung der Differenzsumme geordnet nach der
kleinsten Abweichung fir jede Verdiunnung (V_2 bis V 20). Der obere Abschnitt stellt Daten aus den
Experimenten dar, bei denen der Antikdrper CD45-ECD nicht verdinnt wurde (uv), der untere

Abschnitt die Werte der Experimente, bei denen CD4E&ECD verdinnt wurde (v). Die farbliche

Abstufung (griin: Werte<20% gelb: Werte<50% rot: Werte >50%) erfolgte je nach Betrag der
Abweichung.

Differenzsumme
3 luv CD12PE CD45ECD
1 luv CD12PE CD45ECD
4 uv CD1SPE CD45SECD
4 luv HLA-DR CD4SECD
1 luv CD16+56PE CD4SECD 5
1 uw CD3FITC CO45ECD
1 luv HLA-TR CL45ECD
3 luv HLA-DR CD4SECD
3 uv CD16+56PE  CD4SECD
3 uv CD4PE CD45ECD {
4 luv CD4PE CD45ECD 25
I luv CD4PE CD45ECD
4 luv CD3FITC CD4PE :
1 luv CD3FITC CD19PE 38
3 luv CD3FITC CD4PE
4 luv CD3FITC CD19PE 3
1 luv CD3FITC CD4PE 38
4 luv CD3FITC CD16+56PE 49
3 uv CD3FITC CD19PE
4 luv CD3FITC CDEPE :
4 luv CDEPE CD45SECD 28 36
1 |uv CO3FITC CD16+56PE 29
3 luv CDEPE CD45ECD 26
3 o CD3FITC CD16456PE 46
4 luv CD16+56PE | CDASECD 33
3 luv CD3FITC CDEPE 37
1 juv CD8PE CD45ECD 29 i
1 luv CD3FITC CDEPE 29 54 &9

|

) CD12PE CD45ECD
1 v CD4PE CD45ECD : B6
2 v CD12PE CD45ECD
3 v CD19PE CD45ECD 28
2w CD4PE CD45ECD
3w CD4PE CD45ECD 24
3w CD3FITC CD45SECD 44
2 v CDEFITC CDEPE A& 35
1w CD16+56PE CD4SECD
3w CO3FITC CD19PE 24 38
Z v CDBPE CD4SECD 50
3w CDAFITC CD16+56PE . 7
1 v COIFITE CD19PE 21 67
3 v CD3FITC CDEPE 34
3w CDBPE CD45ECD
2 v CD3FITC CD4PE Z8] 49
2 v CD3FITC CD19PE 30 61
3 v CD3FITC CD4PE i g 31
I v CD3FITC CDAPE Z 52
1 v CD3FITC CD16+56PE 31
z v HLA-DR CD45ECD - S
1w CD3FITC CDBPE 4
3w CD16+56PE CD4ASECD
2w CD3FITC CD16+56PE 31: 60
1w CDEPE CD45SECD T
2y CD16+56PE CDASECD 5 31 49
1w HLA-DR CD45ECD 29
3 v HLA-DR CO45ECD 5
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4 Diskussion

Die Aufgabenstellung der hier vorgelegten Bachehw# war es, Titrationsexperimente fur
bestimmte im Labor der AG Schimmelpfennig routin@mgain der Durchflusszytometrie

eingesetzte Antikorper durchzufihren, um so gegaffafls Kosteneinsparungen zu
erzielen. Hintergrund ist, dass viele Antikorpersghr hohen Konzentrationen ausgeliefert
werden und eine Verdinnung des Antikorpers nicharmyglaufig zu einem Qualitatsverlust

fihren muss.

Diese Titrationsexperimente wurden méx vivo expandierten Cytokin-induzierten
Killerzellen durchgefiihrt. CIK-Zellen stellen eineZellpopulation dar, die Uber einen
Zeitraum von mindestens 14 Tagen aus frisch igelleLymphozyten unter Zusatz der
Cytokine INFy und IL-2 sowie dem Antikoérper Okt3 induziert wundeéDie Kultivierung,

Expansion und Kryokonservierung der Zellen erfolgimblemlos, so dass fir die
immunphanotypische Charakterisierung mittels FA@Sssgenugend Zellen zur Verfiigung

standen.

Zur immunphanotypischen Charakteristisierung deak-Z¢llen wurden die Fluorochrom-
konjugierten Antikdrpermischungen CD3-FITC/CD8-PEhdu CD3-FITC/CD16+56-PE

eingesetzt; CD3-FITC/CD4-PE definierte den prozalain Anteil an T-Helferzellen und
CD3-FITC/CD19-PE diente dem Ausschluss von B-Zell&as Vorhandensein der
Zelloberflachenmarker HLA-DR-PE-Cy5 und CD45-ECDrwlar Nachweis dafir, dass die
besagten Zellen in ihrer Gesamtheit Leukozytenteldes.

Die im FACS gemessenen Daten wurden in DensitysRIiotl Histogramm-Plots dargestellt,
die auch Anwendung in der nachfolgenden Datenaedirsden.

Bei Einsatz der Antikdrpermischung CD3-FITC/CD4-eBA5-ECD zeigten sich einzelne
Populationen, die exakt voneinander zu trennenmwate einer Verdinnung von 1:2 konnte
jedoch nicht geraten werden, da die Abnahme deoréfzenzintensitat bereits ab einer
Verdinnung von 1:5 zu grol3 ist. Ein &hnliches Biagte sich bei der Antikrpermischung
CD3-FITC/CD8-PE/CD45-ECD. In diesem Fall kann diatikérpermischung ebenfalls
nicht weiter verdinnt werden. Auch bei CD3-FITC/G®ERE/CD45-ECD gelingt keine
Verdinnung. Bei den Antikérpermischungen HLA-DR-€¥/CD45-ECD und CD3-
FITC/CD16+56-PE/CD45-ECD muss ebenso von einer Megdng abgeraten werden, da
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die Abnahme der Fluoreszenzintensitat vom Origmaten Verdinnungen zu grof3 ist und
damit die Ergebnisse beeintrachtigt.

Betrachtet man demgegenuber die Titrationsergebnies denen CD45-ECD entsprechend
der Herstellerempfehlung eingesetzt wurde und leonisblieb, ist eine Verbesserung
dahingehend zu erkennen, als dass ein Einsatz detilnung 1:2 fir alle betrachteten
Antikdrpermischungen auf3er HLA-DR maoglich ist.

Die statistische Analyse bestétigte dies. Probletiatei der ausschliel3lichen Betrachtung
war jedoch, dass hier die phénotypische VerandedamgPopulationen bei Darstellung in
Density-Plots — zum Beispiel eine schweifartige Biltsing (bei HLA-DR) oder eine
schwere Abgrenzbarkeit der Populationen (bei CD&§+%icht mit einfloss. So waren nach
Auswertung der Gesamtdifferenz die Antikorper COIPIBD-und HLA-DR bis zu einer
Verdinnung von 1:20 stabil, was sich mit den Aneyder Density-Plots nicht deckte. Ein
anderes Beispiel ist, dass CD3-FITC/CD8-PE und @B8=D45-ECD bei CD45-ECD
unverdinnt bereits bei einer Verdinnung von 1:RgrAbweichungen aufweist, die visuell
so nicht erkennbar sind. Diese Art der Auswertuagrk demzufolge nicht als alleinige
Grundlage zur Fallung der Entscheidung herangezogerden, sie stellt jedoch eine
Erganzung zur ausschlief3lich visuellen Analyse delipopulationen in Density- und

Overlay-Plots dar.

Bei der Messung wie auch bei der Auswertung der &AXaten in Density-Plots wurde eine
Quadrantenanalyse zu Grunde gelegt wurde, die fiediocbt immer eine exakte Abgrenzung
der Einzelpopulationen voneinander ermdglichte.oBdsrs schwierig gestaltete sich dies
bei den Antikérpermischungen CD3-FITC/CD8-PE/CD4SEE sowie  CD3-
FITC/CD16+56-PE/CD45-ECD.

Des Weiteren gelang es nicht, fir eine Antikorpsahung bei Analyse aller drei CIK-

Chargen die vorab definierten Quadranten in jedathbeizubehalten.

Aufgrund der Dreifachfarbung der Zellen war es ierluf der Messungen nétig, die Daten
zu kompensieren, um keine falsch-positiven- bzwgatigen Fluoreszenzintensitaten zu
erhalten. Die Kompensation stellt damit eine reciscbe Korrektur der Streuung der
verschiedenen Fluorochrome in benachbarte Fluanekaeale dar. Gelang es wahrend der
Messung nicht, die Kompensation optimal einzusteld® bot die nachfolgende Analyse der

Messdaten kaum Mdglichkeiten, diese Fehler ausmige. Wesentliche Voraussetzungen
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sind ausreichende Erfahrungen tber die vorliege@a@dipopulationen und die eingesetzten
Antikérper. Da Erkenntnisse dariber erst im Verldetf Messungen gewonnen werden
konnten, sind die vorliegenden Ergebnisse zwisotiem jeweils drei analysierten CIK-

Chargen nicht in jedem Fall stimmig. Eine Verbessgrder Datenauswertung aufgrund
einer optimalen Kompensation konnte so z.B. fur Aigikdrpermischungen CD8/CD45

CD16+56/CDA45 erreicht werden.

Ausblick

In den letzten Jahren wurden vor allem technisclets€hritte im Bereich der
Durchflusszytometrie gemacht. Probleme gibt esgedwch immer bei der Softwaiiese
fordert in kinftigen Entwicklungen die grof3ten Amesigungen, denn je mehr Daten in
kiirzerer Zeit generiert werden konnen, umso grigederen Komplexizitdf! und umso
schwieriger wird die korrekte Analyse. So kann @afe der limitierende Punkt sein, denn
trotz neu entwickelter Software-Pakete gibt es noBmobleme mit fehlender
Standardisierung bei der Auswertung der Daten

Die bereits erwahnte problematische Eingrenzung Ropulationen mittels polygonaler
Gates oder Quadrantenanalyse durch den Anwenddr Ailihsubjektiven Ergebnissen, die
sich dann in Unterschieden der Ergebnisse zwistladroren oder sogar innerhalb eines
Labors widerspiegeln konnéfl. Sinnvoll erscheint hier die Entwicklung von Sddte, die
die automatische Generierung der Daten mittels zdestgelegter Kriterien tdbernimmit.
Herzenberg schlagt im Hinblick auf die Weiterenklimg der Software vor, die
Kompensation und Kalibrierung zu automatisierentesttitzung bei der Entwicklung von
Protokollen zu liefern sowie das Problem der Dagieitherung- und Verwaltung zu
l6ser?.

Trotz dieser Probleme wird die Durchflusszytometaigfgrund der Weitlaufigkeit ihrer
Anwendungen und der Weiterentwicklung an Soft- biaddware in Forschung und Medizin

in den kommenden Jahren weiterhin einen hoheneBtedrt einnehmen.
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Anhang |

Technische Spezifikationen des analytischen Beckr@uulter-Durchflusszytometers

FC500 nach Herstellerangalféh

Parameter

BC Cytomics FC 500

Laser

Anregung

Detektoren

Standardfilter

Standardfluoro-
chrome

Sensitivitit
Fluoreszenz

Aufldsung Streulicht
Signalverarbeitung
Kompensation

Maximale
Ereignisrate

Datenauflésung

Datenformat

Computer/
Betriebssystem

Probenzufithrung

20-mW-Argon-Laser 488 nm und
optional 25-mW-Red-Solid-State-
Diode 635 nm

entfillt im Falle der Ein-Laser-
Konfiguration; kolineare Laser-
Konfiguration im Falle der Zwei-
Laser-Konfiguration

FSC (zwei verschiedene Winkel
anwihlbar), S5C, 5 Fluoreszenzen

FITC 525BP; PE 575BP, ECD
620BP; PC5 675BP, PE-Cy7
755BP, dichroitische LP: 488,
550, 600, 710, dichroitische SP:
615, 645 LP: 500, SP: 620

FITC, PE, PE-TexasRed (ECD),
PE-Cy5 (Ein-Laser-Konfiguration)
oder APC (Zwei-Laser-Konfigu-
ration), PE-Cy7

PE < 300 MESF,
FITC < 600 MESF

FSC 0.5 pm, SSC < 0.5 pm
digital, 20 bit
Inverted Matrix, on- und offline

3300 Ereignisse/s voll kompensiert

1 048 576 Kaniile

FCS 3.0, abwirts kompatible
Auswertung moglich

PC/Microsoft Windows 2000

Karussellzufiihrung fiir 32 Rohrche
und Einzelzufithrungsposition mit
integriertem Vortex (MCL) oder
Multi Plate Loader fiir Réhrchen
und Mikrotiterplatten (MPL)




Fortsetzung der technischen Spezifikation des #sahen Beckmann-Coulter-
Durchflusszytometers FC500 nach Herstellerangaben.

Parameter BC Cytomics FC 500

Medienversorgung integrierte Medienversorgung fiir
«Sheath»- und Reinigungsfliissigkeit,
externer Abfallbehiilter.

Flussrate 10, 30 oder 60 pl Probe/min
Probenverschleppung <1.0%

Stromanschluss 2201240 W, 16 A

APC=Allophycocyanin; BP=BandPass; LP=LongPass
MESF=molecule equivalent soluble fluorochrome; SiRsr8ass



Anhang |

Antigene Koexpression von Leukozyten des Bliates

Marker T B- NK- Mono-
Zellen Zellen Zellen zyten

FS + + + ++
SS + + + ++
CDla — — — —
CD2 + - (+) -
CD3 + - - -
CD4 (++) — - +
CD5 ++  (+) - -
CD7 ++) - (++) -
CD3§ + - (+) -
CD10 — — — —
CD13 — — — ++
CD14 - (+) — ++
CD15 — - — +
CD16 (+) — (+) (+)
CD19 — ++ = (+)
CD20 — ++ - -
CD22 - ++ - -
CD25 (+) (+) - (+)
CD33 — — — ++
CD45 +++ A+
CD56 — — (+) -
CD57 (+) — ++ -
CDw6s — — — +
CD79%a - + - -
CD103 — — — —
CD117 — — — —
HLA-DR  (+) + (+) ++
TdT — — — —
MPO — — — +
GpA - - - -

+. ++. +++ = Relative Expressionsdichten; (+) oder (+-+): Expression nur auf Subpopu-
lationen oder unter pathologischen Bedingungen.
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