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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von
nanostrukturierten Oberflachen. Sie betrifft ebenfalls
ein Verfahren zum Anreichern oder Isolieren von zel-
luldren Subpopulationen.

[0002] Das Anreichern oder Isolieren von zellularen
Subpopulationen aus einer komplexen Mischung (z.
B. T-Zellen aus Blut) ist ein bedeutender Schritt bei
der voranalytischen Probenzubereitung. Es erfolgt
derzeit unter Verwendung von Antikdrpern, die gegen
ein bestimmtes Oberflachenprotein gerichtet sind
und magnetischen Partikeln, um die gebundenen
Zellen aus der Probe zu entefernen, was jedoch mit
folgenden Nachteilen verbunden ist:

+ Die interessierenden Zellen mussen ein spezifi-

sches Oberflachenprotein ausdricken.

» Ein Antikdrper gegen dieses Protein mul} zur

Verfligung stehen.

* Die Aufbewahrung der Antikdrper ist problema-

tisch.

* Antikorper sind teuer.

* Beim Binden des Antikérpers an das Oberfla-

chenprotein kann die Zellphysiologie verandert

werden.

[0003] Statt der magnetpartikelbasierten Isolierung
kdnnen auch fluoreszierende Antikérper in Verbin-
dung mit einem FACS (fluorescence associated cell
sorter, fluoreszenzbasierter Zellsortierer) verwendet
werden. Auch hier stellt sich das Problem der Kosten
und zudem das der komplexen apparativen Mittel.

[0004] Weiter kdnnen physikalische Parameter, wie
beispielsweise die Zelldichte (HEXAL Oncoquick,
http://wwww.hexal-gentech.com/products/man e.pdf)
oder die ZeltgrolRe (Am. J. Pathol, 2000, (1), 156,
57-63, Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells, Gi-
ovanna Vona et. al.) verwendet werden. Da jedoch
nicht jeder Zelltyp charakteristische physikalische
Parameter aufweist, ist dies nur méglich, wenn die in-
teressierenden Zellen charakteristische physikali-
sche Parameter aufweisen.

[0005] Aufgabe der Erfindung ist es, ein einfaches,
vielseitig verwendbares und spezifisches Verfahren
zum Anreichern oder Isolieren von zellularen Subpo-
pulationen aus einer komplexen Mischung zu schaf-
fen.

[0006] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaf durch
die Verwendung von nanostrukturierten Oberflachen
zur Isolierung und Anreicherung von zellularen Sub-
populationen aus einer komplexen Mischung gelost.

[0007] Es hat sich im Rahmen der Erfindung Gberra-
schend gezeigt, dass auf derartigen nanostrukturier-
ten Oberflachen bestimmte zellulare Subpopulatio-
nen selektiv und in bisher nicht bekannter Effizienz
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deutlich besser als andere Substrate anhaften.

[0008] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform bestehen solche nanostrukturierten Ober-
flachen aus eindimensionalen Nanodrahten, wie sie
in der DE 10 2006 013 484 A1 beschrieben sind.
Hierbei bestehen die Nanodrahte aus einem metalli-
schen Kern und sind ummantelt mit einer kerami-
schen Hiulle und eignen sich in besonderer Weise
zum Anreichern oder Isolieren von zellularen Subpo-
pulationen aus einer komplexen Mischung erreicht.

[0009] Es liegt im Rahmen der Erfindung, dass die
verzweigten Nanostrukturen eindimensionale Kom-
positstrukturen mit zwei Dimensionen im Submikro-
meterbereich sind und diese Kompositstrukturen aus
dem Kern eines Materials, insbesondere Metall, und
einer Hulle eines anderen Materials, insbesondere
aus Keramik, aufgebaut sind und durch thermolyti-
sche Zersetzung von Verbindungen der allgemeinen
Struktur EI(OR)H,,

—in der El die Elemente Al, Ga, In und Tl bedeutet

und

— R fur ein Alkyl (C3-C10) oder ein Cycloalkyl

(C5-C8) steht, gemall der DE 10 2006 013 484

A1 herstellbar sind.

[0010] Es liegt im Rahmen der Erfindung, dass die
zellularen Subpopulationen bestimmte humane oder
veterindre Zellen sind und dass die komplexe Mi-
schung Plasma ist.

[0011] Eine Ausbildung der Erfindung besteht darin,
dass das Plasma Humanplasma ist.

[0012] Eine bevorzugte Ausbildung der Erfindung
besteht darin, dass die selektiv adsorbierten Blutzel-
len nicht intrinsisch anhaftende Zellen, insbesondere
Jurkatzellen sind.

[0013] Unter nicht intrinsich anhaftenden Zellen
werden solche Zellen verstanden, die normalerweise
in einer Suspension leben. Das Kultivieren solcher
Zellen auf einem Substrat ist in der Regel sehr pro-
blematisch.

[0014] Im Rahmen der Erfindung liegt auch ein Ver-
fahren zum Anreichern oder Isolieren von zellularen
Subpopulationen, wobei die zellularen Subpopulatio-
nen sich an nanostrukturierten Oberflachen anrei-
chern.

[0015] In einer besonders bevorzugten Ausfih-
rungsform sind die nanostrukturierten Oberflachen
aus eindimensionalen Nanodrahten aufgebaut, be-
stehend aus einem metallischen Kern und ummantelt
mit einer keramischen Hille, wie sie in der DE 10
2006 013 484 A1 beschrieben sind. Auf diesen Struk-
turen adharieren Zellen selektiv, reichern sich somit
an.
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[0016] Es liegt im Rahmen der Erfindung, dass die
zellularen Subpopulationen bestimmte Blutzellen
sind und dass die komplexe Mischung Plasma ist.

[0017] Zur Erfindung gehdrig ist, dass das Plasma
Humanplasma ist.

[0018] SchlieBlich ist es erfindungsgemal vorgese-
hen, dass die zellularen Subpopulationen nicht intrin-
sisch anhaftende Zellen, insbesondere Jurkatzellen
sind.

[0019] Nachfolgend wird die Erfindung naher an-
hand von Versuchen in nicht einschrankender Weise
erlautert. Die Versuchsergebnisse sind in den Figu-
ren dargestellt.

[0020] Es zeigen

[0021] Fig.1a und Fig. 1b Fluoreszenzmikrosko-
pie-Aufnahmen von verschiedenen Zellkulturen auf
verschiedenen Substraten sowie nach Trypsination,

[0022] Fig. 2 eine EDX-Aufnahme der nanokristalli-
nen Oberflache gemal der Erfindung.

[0023] Beobachtet wurde das Wachstum von euka-
ryotischen Zellen auf Uhrglasern, die mit eindimensi-
onalen Kompositstrukturen im Submikrometerbe-
reich beschichtet sind und die einen Kern eines Ma-
terials und eine Hiulle eines anderen Materials auf-
weisen

[0024] Es wurden runde Uhrglaser (Menzel-Glaser,
Deutschland, No. CBO0120RA1, 12 mm Durchmes-
ser, 0,13-0,16 mm Stéarke, Los Nr. 4710486) verwen-
det.

[0025] Ein Teil dieser Uhrglaser wurden mit einer
eindimensionalen Kompositstruktur gemaf der DE
10 2006 013 484 A1 auf Al/Al,O,-Basis beschichtet.

[0026] Um Verunreinigungen zu entfernen, wurden
sowohl die beschichteten als auch die nicht beschich-
teten Uhrglaser wie folgt behandelt:
» Die Uhrglaser werden (gegebenenfalls mit der
beschichteten Seite nach oben) in die Vertiefun-
gen einer Zellkulturplatte mit 24 Platzen einge-
bracht
* Es werden 500 pl 70%iger Ethanol zugegeben
und 5 min in den Uhrglasern belassen
* Es wird 3 mal mit je 500 pl sterilem Wasser ge-
spult
* Es wird 3 mal mit je 500 pl sterilem PBS (phos-
phatgepufferter Salzlésung) gespuilt

[0027] Es werden mit sterilem Poly-Lysin (BD Bios-
ciences, 352085) beschichtete Uhrglaser und nicht
hiermit beschichtete Uhrglaser verwendet, wobei ers-
tere nur gewaschen wurden. Zusatzlich wurden Zel-
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len ohne Uhrglaser direkt in der 24-platzigen Zellkul-
turplatte kultiviert.

[0028] Die Zellen wurden in 1 ml Serum, das Zellkul-
turmedium enthalt, in geeigneter Dichte (typischer-
weise 4-8:10* Zellen pro Vertiefung) aufgegeben und
bei 37°C mit 5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit kulti-
viert.

[0029] Die Zellen wurden bis zu 72 h kultiviert und
taglich mittels eines Lichtmikroskops inspiziert. An-
schliefend wurden nichtanhaftende Zellen wegge-
waschen, indem die Vertiefungen und Uhrglaser
zweimal mit 1000 pl PBS gespult wurden. Die verblei-
benden anhaftenden Zellen wurden durch Zugabe
von 500 pl 100%igem Ethanol (5 min, RT) fixiert.
Nach dem Entfernen des Ethanols wurden die Zell-
kerne durch Zugabe von 500 pl Hoechst 33342 (Invi-
trogen, 0,1% in PBS) gefarbt. Mikroskopische Auf-
nahmen wurden unter Verwendung eines Fluores-
zenzmikroskops gefertigt.

[0030] Es wurde die folgende Versuchsreihe durch-
gefuhrt:

Versuch

[0031] In diesem Versuch wurden (07D.0031 pp38;
CK) wurden Jurkat-(humane T-Zell Linie in Suspensi-
on), Raji Zellen (humane Macrophagenzellinie in
Suspension), K562-(humane B-Zell Linie in Suspen-
sion) und MCF7-Zellen (adharente humane Brust-
krebszelllinie) auf Uhrglasern aus Kunststoff (Be-
zeichnung in Fig. 1a: Plastik), auf mit Poly-L-Lysin
beschichteten Uhrgldsern (Bezeichnung in Eig. 1a
und Eig. 1b: Poly-L-Lysin), auf Uhrglasern aus Glas
sowie auf mit Al/Al,O,-beschichteten (Bezeichnung in
Eig. 1b: Al/AIO) Uhrglasern und kultiviert.

[0032] Nach 24 h wurden die Zellen abgewaschen
und die Zellkerne gefarbt, ohne dass die Zellen mit
Ethanol fixiert wurden. Mikroskopische Aufnahmen
wurden vorgenommen und die Zellen wurden durch
Zugabe einer Trypsin/EDTA-LOsung (Bezeichnung in
Fig. 1b: nach T/E) (Invitrogen) gelést. Nach Wa-
schen mit PBS wurden die verbleibenden Zellen er-
neut photographiert. In diesem Versuch wurde die er-
hoéhte Haftung von Jurkatzellen (als Beispiel nicht in-
trinsich adhéarenter Zellen) auf der Al/AIO,-Beschich-
tung beobachtet. Die anhaftenden Zellen konnten le-
bend von den Beschichtung durch Trypsination abge-
I6st werden, was auf eine proteingestutzten Haf-
tungsmechanismus hinweist.

[0033] Die Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen ge-
mal den Fig. 1a und Eig. 1b zeigen, dal die Intensi-
tat der Fluoreszenz bei den mit Al/AIO, beschichteten
Uhrglasern etwas geringer ist, da die Beschichtung
Licht absorbiert. Dennoch ist es offensichtlich, daR
auch nicht intrinsisch anhaftende Zellen, wie Jurkat-
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zellen, sich auf den mit AI/AIO, beschichteten Uhrgla-
sern deutlich besser als auf den anderen Substraten
anreichern und, wie in weiteren Versuchen festge-
stellt, auch Uber l&ngere Zeitrdume (mehr als 72 h)
voll funktionsfahig tberleben. Aufgrund der Tatsache,
dal sich diese Zellen auch lebend abldsen lassen
(und somit weiter kultiviert bzw. verarbeitet werden
kdnnen), kann eine zyklische Anreicherung auch ge-
ringster Mengen solcher Zellen auf diesem Substrat
erfolgen. Daruber hinaus ist die Zellverteilung gleich-
maRig und nicht zu dicht, so daR die Zellmorphologie
im Rahmen beispielsweise einer mikroskopischen
Untersuchung gut beobachtbar ist, womit eine Stadi-
enbestimmung mdglich ist.

[0034] Das Anhaften und das Wachstum von intrin-
sisch adharenten Zelllinien wie MCF7 wird durch die
Al/AIO,-Beschichtung nicht gestort.

[0035] Die EDX-Aufnahme (Fig. 2) der erfindungs-
gemalen nanokristallinen Oberflache zeigt, dal die-
se keine signifikanten Mengen an Kohlenstoff enthalt
und somit als anorganisches Substrat anzusehen ist.
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Patentanspriiche

1. Verwendung von nanostrukturierten Oberfla-
chen zur Isolierung und/oder Anreicherung von zellu-
laren Subpopulationen aus einer komplexen Mi-
schung.

2. Verwendung gemal Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die nanostrukturierten Oberfla-
chen aus eindimensionalen Nanodrahten aufgebaut
sind, bestehend aus einem metallischen Kern und
ummantelt mit einer keramischen Hiuille, wie sie aus
der DE 10 2006 013 A1 bekannt sind.

3. Verwendung gemaf Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, da} die zellularen Subpopulationen
bestimmte Blutzellen sind und dass die komplexe Mi-
schung Plasma ist.

4. Verwendung gemal Anspruch 3, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Plasma Humanplasma ist.

5. Verwendung gemal einem der Anspriiche 1
bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die zellularen
Subpopulationen nicht intrinsisch anhaftende Zellen,
insbesondere Jurkatzellen sind.

6. Verfahren zum Anreichern oder Isolieren von
zellularen Subpopulationen, dadurch gekennzeich-
net, dal® die zellularen Subpopulationen sich an na-
nostrukturierten Oberflachen anreichern.

7. Verfahren gemafl® Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dal} die zellularen Subpopulationen
sich an nanostrukturierten Oberflachen, die aufge-
baut sind aus eindimensionalen Nanodrahten, beste-
hend aus einem metallischen Kern und ummantelt
mit einer keramischen Hiille, wie sie in der DE 10
2006 013 484 A1 beschrieben sind, anreichern.

8. Verfahren gemafl Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die zellularen Subpopulationen
bestimmte Blutzellen sind und dass die komplexe Mi-
schung Plasma ist.

9. Verfahren gemafl Anspruch 6, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Plasma Humanplasma ist.

10. Verfahren gemaR einem der Anspriche 6 bis
9, dadurch gekennzeichnet, dass die zellularen Sub-
populationen nicht intrinsisch anhaftende Zellen, ins-
besondere Jurkatzellen sind.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Accelerating Voltage 10 keV Take Off Angle 32.6655°
Live Time 200 s Dead Time 11.541 s
Date: 2-Nov-07
Peak Identification Results:
Element k-ratio ZAF Atom ¢ Element Wt % Err. No. of
(calc.) Wt % (1-Sigma) Cations
Al-K 0.2843 1.253 24.71 35.63 +/- 0.54 7.876
0 -K 0.4756 1.354 75.29 64.37 +/- 0.84 ——
Total 100.00 100.00 7.876
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