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Meinen Eltern

,2Mache die Dinge so einfach wie mdglich — aber nicht einfacher.”

(Albert Einstein)






Zusammenfassung

Polymere Wirkstoffsysteme gewinnen im Bereich der biomedizinischen Forschung immer
groReres Interesse. Vielversprechende Systeme fiir die Entwicklung von neuartigen Krebs-
immuntherapien stellen insbesondere Polymer-Konjugate dar. Das ideale Polymer-Konjugat
besitzt eine GroRe zwischen 10 nm und 100 nm, ist nicht zytotoxisch und zeigt keine
Aggregation in humanem Blutserum. 148!

In der vorliegenden Arbeit wurde die Synthese und Charakterisierung von Polymer-
Wirkstoff-Konjugaten zur Anwendung in der Krebsimmuntherapie behandelt.

Erstes Ziel der Arbeit war es, geeignete polymere Tragersysteme fir die in vivo Anwendung
zu finden. Hierzu wurde zundchst die Stabilitat verschiedener potentieller polymerer Trager-
systeme (Nanohydrogele, Succinyliertes-Poly-L-Lysin (Birste), ELP-Birsten und Poly(2-
oxazolin)blrsten) in humanem Serum untersucht.

Weiterhin wurde die unspezifische Zellaufnahme in murinen dendritischen Zellen (DCs)
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass vor allem neutrale bzw. zwitterionische Partikel
eine hohe Serumstabilitat sowie keine unspezifische Zellaufnahme zeigen.

Um eine gezielte Adressierung der DCs des Immunsystems zu erreichen und dadurch eine
Immunantwort gegenliber einem bestimmten Krebs Zelltyp zu induzieren, wurden
Biokonjugate - auf Basis der Succinylierten-Poly-L-Lysin-(Blrste) sowie der Azid-
funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirste (POx) — entwickelt, da diese Polymerbiirsten keine
bzw. kaum unspezifische Aufnahme in DCs zeigen. Hierbei diente der Antikorper aDEC205
der gezielten Adressierung von CD8+ DCs. Die weiteren bioaktiven Komponenten waren das
tumorassoziierte Antigen (TAA) mit der Kernsequenz SIINFEKL zur Induktion einer
spezifischen Immunantwort sowie der immunaktivierende TLR9 Ligand, CpG1826.

Die Komponenten wurden nacheinander an die Fluoreszenz-markierten Polymere kon-
jugiert. Die Konjugation des Antikorpers erfolgte nach vorangegangener DIBO-Modifizierung
Uber kupferfreie Click-Chemie. Mit einer optimierten Aufarbeitungsmethodik gelang es,
aggregatfreie, unimere DIBO-modifizierte aDEC205 Antikérper zu isolieren. Fir die
succinylierten Poly-L-Lysine konnten keine eindeutigen sowie reproduzierbaren Ergebnisse
erhalten werden, sodass sich im weiteren Verlauf der Arbeit auf die POx konzentriert wurde.
Die Konjugation von aDEC205 an POx wurde mittels verschiedener physiko-chemischer
Methoden (UV-VIS, SDS-PAGE, FCS, GPC, CLSM und FACS) gezeigt. Mit Hilfe von ,Specific-
Hybridization-Internalisation-Sensor” Experimenten konnte eine spezifische Aufnahme des
Konjugats in CD8+ DCs nachgewiesen werden.

Die Konjugation von Antigen und CpG erfolgte ebenso nach entsprechender Modifizierung
Uber kupferfreie Click-Chemie. SDS-PAGE, UV-VIS und FCS bestatigten eine erfolgreiche
Kopplung. T-Zell-Proliferationsversuche ergaben fiir Antigen enthaltende Polymer-Konjugate
eine CD8+ T-Zell-Aktivierung. Des Weiteren zeigten die POx keine bemerkenswerte Toxizitat
und deren Konjugate keine Aggregation in humanem Serum.

Dariber hinaus wurde der Einfluss verschiedener Polymertopologien auf ihre Biodistribution
sowie Blutzirkulation untersucht. Fir die nach GPC-Fraktionierung erhaltenen verschiedenen
Polymerfraktionen - hochmolekulare wurmartige Polymerbiirsten, ellipsoidartige Polymer-
biirsten und niedermolekulare kugelférmige Molekiile - konnten vielversprechende Ergeb-
nisse erhalten werden.



Summary

In the last decades polymer therapeutics have been widely investigated as polymeric
bioconjugates proved to be promising candidates for the development of novel cancer
immunotherapeutics. The ideal polymeric bioconjugate has a size range between 10 and 100
nm, is not cytotoxic and shows no aggregation behavior in human blood serum. 148!

The present work investigates the synthesis and characterization of polymer-drug-antibody
conjugates and their application in cancer immunotherapy.

The first aim was it to identify appropriate polymeric carriers for in vivo applications. For this
purpose, first the stability in human serum of different potential polymers (nanohydrogels,
succinylated poly-L-lysine(brushes), ELP-brushes and poly(2-oxazoline)brushes) was in-
vestigated and the unspecific uptake in murine dendritic cells (DCs) was analysed. It has
been demonstrated, that most notably neutral/zwitterionic particles are stable in human
serum and are not internalized by DCs.

A bioconjugate was developed that is designed to target DCs of the immune system and to
induce an immune response against a certain type of cancer cells.

These systems consist of succinylated poly-L-lysines or azide-functionalized poly(2-
oxazoline)brushes (POx), because they show no or marginally unspecific uptake in cells.
Specific cell targeting is achieved via the DEC205 receptor (CD8+) for the antiDEC205
antibody. The bioactive components additionally conjugated to the same polymer chain are
a tumor associated antigen (TAA) with the core peptide sequence SIINFEKL inducing a
specific immune response and also an immune-activating TLR9 ligand, CpG1826.

The components were conjugated sequentially to fluorescently labeled polymers for in vitro
studies. AntiDEC205 antibody was covalently attached to the polymer after being modified
with the heterobifunctional crosslinker DIBO-NHS via copper-free click chemistry. With an
optimized method it was possible to isolate DIBO-modified antibody aDEC205, which was
monomeric and free of aggregates. For the succinylated poly-L-lysines no explicit and
reproducable results could be achieved. Thus in the further course of this work POx was
used as polymeric carrier. Successful conjugation of aDEC205 was shown by different
physico-chemical methods (UV-VIS, SDS-PAGE, FCS, GPC, CLSM and FACS) and with “specific-
hybridization-internalisation-sensor”-experiments a specific uptake in CD8+ DCs was
demonstrated.

Fluorescently labeled antigen-representing peptide and CpG1826 were end-functionalized
by DBCO and linked to POx via copper-free azide coupling prior to AntiDEC205 conjugation.
SDS-PAGE, UV-VIS and FCS indicated successful coupling. T-cell proliferation assays show an
activation of CD8+-T-cells for conjugates containing antigen.

Furthermore, the POx brushes showed no remarkable cytotoxicity and their conjugates did
not aggregate in human blood serum.

Moreover the influence of different polymer topologies on the biodistribution and blood
circulation times was investigated. For the different polymer fractions — high molecular
weight wormlike brushes, ellipsoids and the low molecular weight spheres — promising
results could be achieved.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Nach Angaben der ,International Agency for Research on Cancer” der ,World Health
Organization” sind im Jahr 2012 weltweit 14,1 Millionen Menschen neu an Krebs erkrankt

und 8,2 Millionen Patienten an Krebs gestorben.!!

Medizinisch gesehen handelt es sich bei der Erkrankung Krebs um maligne (bdsartige)
Tumore und bosartige Erkrankungen des blutbildenden Systems (Hamoblastosen). Diese
entstehen durch eine unkontrollierte Vermehrung und Teilung von mutierten/malignen

Korperzellen, die in der Lage sind gesunde Zellen zu zerstéren.[?

Derzeitige therapeutische Methoden zur Behandlung von Krebs sind operative Entfernungen
der Tumore, die meist in Kombination mit Chemotherapien oder Bestrahlungen
durchgefiihrt werden. Die beiden letzteren Methoden toten aufgrund ihrer Unspezifitat
neben den Krebszellen auch gesunde Zellen ab und fihren somit beim Patienten zu
unerwiinschten Nebenwirkungen.® 4 Zudem kann in Folge der unselektiven Wirkung die

Dosierung der Therapeutika schwer eingestellt werden.

Ein hohes Potential zur Verbesserung dieses Dilemmas erkannte H. Ringsdorf im Jahre 1975
durch die Anwendung polymerer Wirkstoff-Tragersysteme.®! Die funktionellen Gruppen des
polymeren Tragersystems erlauben eine parallele Anbindung von therapeutischen bzw.
zytotoxischen Molekiilen und Targeting-Molekiilen (z.B. monoklonale Antikdrper). Dies
gewadhrleistet einen zielgerichteten Transport hochdosierter und ansonsten schlecht

|6slicher Therapeutika, wobei auch deren Blutzirkulationszeit erhéht werden kann.! 6l

Um die Verwendung toxischer Therapeutika einzuschranken und langfristige Erfolge gegen
den Krebs zu erzielen, setzt die Krebsimmuntherapie auf die Induktion einer korpereigenen
Immunantwort. Das Hauptprinzip besteht darin, das Immunsystem mit Tumor-assoziierten
Antigenen (TAA) zu stimulieren. Diese Antigene konnen auf der Zelloberflache von Antigen-
Prasentierenden Zellen (APC) den Zellen des Immunsystems pradsentiert werden. Durch die
Erkennung des Antigens von den Zellen des Immunsystems wird eine wirkungsvolle
Immunantwort ausgeldst, welche durch Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
einen lebensldnglichen Schutz gegen Krebs bezwecken kénnte.”! Der Vorteil dieser Therapie

ist somit ihre gute Vertraglichkeit und Dauerhaftigkeit (adaptive Immunitat).



1. Einleitung

Zur Generierung einer lebenslanglichen Immunitat gegeniiber Krebszellen sollten am besten
dendritische Zellen (DC) adressiert werden, da diese aufgrund ihres effizienten Antigen

prasentierenden Charakters in der Lage sind, naive T-Zellen zu aktivieren.[”]

Um eine erfolgreiche Immuntherapie zu garantieren, miissen erneut Methoden zur gezielten
DC Beladung und Aktivierung etabliert werden. Hierzu kann erneut das von H. Ringsdorf
postulierte Prinzip polyfunktioneller Polymertrager Anwendung finden, nun aber bestehend
aus Polymer, Antigen, Adjuvans und Antikorper. In ersten Vorarbeiten konnten diesbeziiglich
erste Konjugate auf Basis des Polymers Poly-L-lysin entwickelt werden.[®! Es hat sich aber
herausgestellt, dass fiir dieses System infolge der hohen unspezifischen Aufnahme des
hochgradig kationischen Polymers in die Zellen keine gezielte zellspezifische Antikorper-
vermittelte Internalisierung der Konjugate erzielt werden kann. Fir die Anwendung
polymerer Tragersysteme zur spezifischen Adressierung von DCs eignen sich folglich nur

solche Polymere, welche keine oder nur geringe unspezifische Zellaufnahme zeigen.



2. Zielsetzung

2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung eines 4-Kompentensystems
bestehend aus Antikoérper, Antigen, Adjuvans und Polymer zur potentiellen Anwendung als
Antitumorvakzine in der Krebsimmuntherapie (Abbildung 2-1). Die Idee zur Synthese eines
solchen Antikdrper-Antigen-Adjuvans-Polymer Konjugats griindet auf der Annahme, dass fir
eine starke sowie dauerhafte Immunreaktion eine gleichzeitige Verabreichung von Antigen

und Adjuvans am gleichen Ort vorausgesetzt wird."!

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung eines Polymerbiirsten-Antigen-CpG-Antikérper
Konjugats: orange-Polymerriickgrat; braun-Polymerseitenketten; blau-Antigen; tiirkis-Adjuvans
(CpG); griin-Antikorper

Um die Eignung verschiedener Polymere als mogliche Tragersysteme im menschlichen
Korper beurteilen zu konnen, sollen diese als erstes hinsichtlich ihrer Biokompatibilitat durch
Toxizitatstests und dynamische Lichtstreumessungen in humanem Serum untersucht
werden.[144]

Im ndchsten Schritt soll eine geeignete Strategie zur Synthese des 4-Komponentensystems

aufbauend auf Arbeiten von ||| ] ctavliert werden.®

Hierzu steht vor allem die Konjugation des Antikoérpers (aDEC205) im Vordergrund. Um eine
Arbeitsmethodik fiir die Synthese und Charakterisierung am einfacheren Modell zu
entwickeln, wird im Rahmen dieser Arbeit lineares Poly-L-lysin (PLL) bzw. lineares
succinyliertes PLL (succ-PLL) eingesetzt. Diese Methodik soll anschliefend auf die
verschiedenen Polymerbiirsten (succinylierte PLL-Blrsten und Poly(2-oxazolin)birsten)

Ubertragen werden. Wesentliche Voraussetzung fiir die Konjugation von bioaktiven
3
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Komponten und besonders eines Antikorpers, als chemisch multifunktionellem Biomolekdil,
ist der sukzessive Einsatz mehrerer Konjugationsmethoden mit bioorthogonaler

Reaktionsfiihrung.

Die Konjugation des Antikorpers soll nach Modifikation mittels des heterobifunktionellen
Linkers Dibenzocyclooktin (DIBO bzw. DBCO) lber kupferfreie Click-Chemie erfolgen.
Wesentlich fur den Erfolg des Projekts ist die Konjugation von aggregatfreiem, also
unimerem Antikorper. Die Lichtstreuung mit ihrer hohen Sensitivitat in der Detektion von

Aggregaten soll die Etablierung einer aggregationsfreien Praparation erlauben.

Das Antigen (SIINFEKL) sowie das Adjuvans (CpG1826) sollen ebenso nach entsprechender

Modifikation tGber kupferfreie Click-Chemie an das Polymer angebunden werden.

Fir die Untersuchung der Konjugationseffizienz wird die UV-VIS Spektroskopie verwendet.
Zur weiteren Charakterisierung dienen die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie und die
Gelelektrophorese. Die Internalisierung in die Zellen soll mit Hilfe der Durchflusszytometrie
(als Ensemble-Messung) und der konfokalen Laser-Scanning-Mikrokopie (als Einzellzell-
Messung) analysiert werden. Das Vermogen zur T-Zell Aktivierung wird anhand eines

Versuchs zur T-Zell Proliferation tberprift.

Von weiterem Interesse ist das in vivo Verhalten verschiedener Polymertopologien. Hierbei
sollen Effekte wie Grofle und Form bezlglich ihrer Biodistribution und Blutzirkulationszeit

untersucht werden.
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3 Theoretischer Hintergrund

3.1 Immunsystem

Das Immunsystem erstreckt sich liber mehrere Organe unseres Kérpers und schitzt uns vor
Krankheitserregern, entarteten Zellen und Toxinen. Prinzipiell wird es in die angeborene und

erworbene (adaptive) Immunitit unterteilt (Abbildung 3-1).[11

Immune System
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Abbildung 3-1: Komponenten der angeborenen und erworbenen Immunitat(!2!

3.1.1 Angeborene Immunitat

Eine erste Abwehr gegeniber eindringenden Mikroorganismen sind physikalische und
chemische Barrieren. Hierzu gehoéren beispielsweise die Haut mit ihrem sauren Schutzmantel
und bestimmte Zellen des angeborenen Immunsystems!*!l. Neben dem Komplementsystem
zahlen die Immunzellen - Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen, dendritische Zellen (DCs)
und natiirliche Killerzellen (NK) - zur angeborenen Immunitit.[*3! Viele Mikroorganismen,
zum Beispiel mannosereiche Oligosaccharide, Proteoglykane, Lipopolysaccharide und
nichtmethylierte CpG-DNA, konnen anhand von regelmaRiger Muster, sogenannter
Pathogen assoziierten molekularen Mustern (PAMP), erkannt werden!1,

Zur Erkennung dienen Mustererkennungsrezeptoren (,pattern recognition receptors“ PRR),
welche vor allem von Makrophagen und DCs exprimiert werden. Zu diesen PRR werden die

auf der Zelloberflache oder im Endosom exprimierten Toll-Like Rezeptoren (TLR) gezahlt.
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Durch eine PRR-Aktivierung werden Zytokine, Typ | Interferone und Chemokine - Botenstoffe
des Immunsystems — sezerniert und |6sen dadurch eine schnelle unspezifische
Immunantwort aus.[*4

In Folge der Vermittlung von DCs wirkt sich die angeborene Immunantwort entscheidend auf

die Einleitung der adaptiven Immunantwort aus.[*!l

3.1.2 Adaptive Immunitat

Die adaptive Immunitdt wird durch die B-Lymphozyten (humorale Immunitat) und T-
Lymphozyten (zellvermittelte Immunitat) als auch durch die von ihnen hergestellten
Effektormolekile gekennzeichnet. Im Gegensatz zur schnellen unspezifischen angeborenen
Immunantwort zeichnet sich die adaptive Immunantwort durch ihre hohe Antigenspezifitat
und Prazision aus.[’! Die Zellen des adaptiven Immunsystems bilden ein immunologisches
Gedachtnis aus, wodurch bei einer erneuten Infektion eine schnellere und starkere
Immunantwort erzeugt wird.[16:17]

Die T- und B-Lymphozyten werden ausgehend von hamatopoetischen Stammzellen
gebildet.[!® 19 Dje weitere Reifung findet in den primaren lymphatischen Organen, im
Thymus (T-Zellen) oder im Knochenmark (B-Zellen) statt.'] Ausgehend von den primiren
Lymphorganen bewegen sich die frisch gebildeten Lymphozyten in Richtung sekundarer
Lymphorgane (Milz, periphere Lymphorgane, Mandeln, Nasenrachenmandeln und den

Peyerschen Plaques im Darm).

Hier erfolgt die Antigenprasentation und demzufolge die Induktion der adaptiven
Immunantwort.?% Dabei spielen die Zellen des angeborenen Immunsystems (insbesondere
DCs und Makrophagen) aufgrund ihrer Fahigkeit zur Antigenprasentation eine wichtige Rolle.
Aber auch die B-Zellen des adaptiven Immunsystems weisen diese Fahigkeit auf. Diese Zellen
werden demnach als professionelle antigenprasentierende Zellen (,antigen presenting
cells, APCs) bezeichnet. Hierunter kommt den DCs die grofSte Bedeutung zu, da von ihnen
schon sehr wenige Zellen ausreichen, verglichen mit Makrophagen und B-Zellen, um eine T-

Zell Antwort zu induzieren.21-23]

Zur Anregung einer T-Zellproliferation mit einer Differenzierung in Effektor T-Zellen muss das
T-Zell-spezifische Peptid (Antigen) von den APCs aufgenommen, prozessiert und auf

Molekiilen des korpereigenen Haupthistokompatibilititskomplexes (,major histo-
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compatibility complex”, MHC) den T-Zellen prasentiert werden.[?l Des Weiteren sind zur
Aktivierung einer T-Zelle kostimulatorische Signale notwendig.[?°]

T-Lymphozyten werden in CD4+ T-Zellen und CD8+ T-Zellen unterteilt und kénnen mit Hilfe
von spezifischen T-Zell Rezeptoren (TCR) an den Komplex bestehend aus Antigen (Peptid)
und MHC-Molekil binden. Die CD4+ T-Zellen werden von Antigenen (Peptiden) auf MHC-II
Molekiilen und die CD8+ T-Zellen von Antigenen (Peptiden) auf MHC-I Molekiilen aktiviert
(Abbildung 3-2). Die zur Aktivierung von T-Lymphozyten notwendigen Signale werden durch
die Bindung von den auf der Oberflaiche von APCs exprimierten kostimulatorischen
Molekiilen (CD80/86 oder CD40) an T-Zell Rezeptoren (CD28) geliefert.?’! Ohne diese
kostimulatorischen Signale werden die T-Zellen nicht aktiviert und verfallen in einen

anergetischen Zustand.[?”]

-
O
O

CD8* T cell @

CD4+ T cell @

A

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung zu Aktivierung von T-Zellen!?8!

Die Aktivierung naiver CD8+ T-Zellen flihrt zur Differenzierung in zytotoxische Effektorzellen,
welche entartete Zellen erkennen und abtéten.[!!] Weiterhin werden langlebige Gedachtnis-
zellen ausgebildet, welche nach wiederholter Berihrung mit dem Pathogen wieder sehr
schnell zu Effektorzellen differenzieren. 2]

Im Gegensatz dazu kdnnen die CD4+ T-Zellen verschiedene Differenzierungswege eingehen
und demnach unterschiedliche Effektorzellen mit verschiedenen immunologischen

Funktionen bilden. Die wichtigsten CD4+-Untergruppen (Einteilung Gber Zytokinproduktion)
7
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sind die Tul-, Th2, Tul7- und Treg-Zellen. Tyl-Zellen sind fir die Herstellung von IFN-y
zustandig und spielen fiir Makrophagen sowie fiir CD8+ T-Zellen aufgrund ihrer Fahigkeit zur
Aktivierung der Phagozytose eine wichtige Rolle. Die von Tw2-Zellen gebildeten Interleukine
(IL-4, IL-5, IL-13 und IL-25) geben instruierende Signale zur Produktion von Antikérpern aus
B-Zellen und unterstiitzen somit die humorale Immunantwort. Die Interleukine (IL-17A, IL-
17F und IL-22), welche von Twl7-Zellen hergestellt werden, dienen zur Stimulation der
Produktion und Reifung neutrophiler Granulozyten. 2]

Die Aufgabe der Treg-Zellen ist es die Immunaktivierung zu unterdriicken. Dies kann
beispielsweise durch die Konsumierung des Wachstumsfaktors IL-2, der zum Uberleben
aktivierter T-Zellen notwendig ist, geschehen. Weiterhin kénnen Teg-Zellen immun-

suppressive Zytokine wie beispielsweise IL-10 ausschiitten.2®!

3.2 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen (DCs) wurden im Jahr 1868 von Langerhans als Zellen in der Haut
entdeckt. lhre immunologische Funktion konnte jedoch erst im Jahr 1973 von Steinmann
und Cohn beschrieben werden.l?> 301 Aufgrund ihrer individuellen Zytoplasmaausliufer
(Dendriten, Abbildung 3-3) werden diese Zellen als dendritische Zellen bezeichnet.[??]

DCs liegen im peripheren Gewebe als unreife Zellen vor und sind darauf spezialisiert das
Gewebe nach Pathogenen zu durchsuchen und diese nach Aufnahme zu prozessieren sowie
zu prasentieren. 3l

Demnach werden DCs als Wachterzellen des Immunsystems bezeichnet und bilden als

professionelle APC das Bindeglied zwischen angeborener und erworbener Immunantwort.[32

Abbildung 3-3: Dendritische Knochenmarkzellen!®*!
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3.2.1 Heterogenitat der DCs

DCs weisen eine sehr heterogene Population auf und lassen sich anhand von verschiedenen
exprimierten Oberflichenmolekiilen, ihrer Lokalisation und Funktion charakterisieren.!34 3°]

Vereinfacht lassen sich DCs in zwei Hauptgruppen einteilen: Plasmazytoide- (pDCs) und
konventionelle DCs (cDCs). Die Rolle der pDCs bei der Antigen-Prasentation sowie der damit
verbundenen Stimulation der T-Zellen ist noch nicht geklart. Bekannt ist jedoch ihre
Fahigkeit zur Produktion von Typ-I-Interferonen (IFN), wodurch sie bei einer viralen Infektion
von groRer Bedeutung sind.1 3% 371 |n dieser Arbeit liegt aber das Augenmerk in erster Linie

auf cDCs.

Die cDCs der Milz, der Lymphknoten und im Thymus lassen sich in fiinf Populationen
unterteilen. Diese kénnen anhand ihres Aufnahmeweges in die sekundadren lymphoiden

Organe noch einmal in zwei Gruppen unterteilt werden.[38l

a Lymph nodes
T
Spleen
Blood-derived DCs Lymph0|d tissue-resident DCs Migratory DCs
M ?\J L/
<) >, £ w*
Meanocyte- pDCs CD4CD8a~ CD4'DCs CD8(1 DCs CD103" CDllb Langerhans
derived DCs (DN)DCs DCs (interstitialor cells
dermal) DCs

<+—— Inflammation > = Steady state >

Abbildung 3-4: Subpopulationen dendritischer Zellen!3°!

Als erstes sind hier die migratorischen DCs zu nennen. Diese entwickeln sich aus
Vorlauferzellen in peripheren Geweben und wandern durch die afferente Lymphe zu den
lokalen drainierenden Lymphknoten.*®) Da die Milz und der Thymus keine afferenten
Lymphgefalle aufweisen, ist diese Art von DCs in diesen beiden Organen kaum oder gar nicht
vorhanden. Die migratorischen DCs lassen sich zusatzlich in interstitielle DCs und Langerhans
Zellen unterteilen.

Zur zweiten Hauptgruppe zdhlen die DCs, welche Uber den Blutkreislauf den Weg in die
lymphatischen Organe (Milz, Thymus und Lymphknoten) finden.38! Diese kénnen weiter in
die folgenden drei Subtypen unterteilt werden: CD8+CD4- DCs, CD8-CD4+ DCs und CD8-CD4-
DCs3% 41, |n der Milz und in den Lymphknoten lassen sich weitere Subtypen differenzieren.

9
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Die zwei wichtigsten Subtypen der Milz sind die in der Umgebung von T-Zellen befindlichen
CD8+CD205+ DCs und die in der roten Pulpa vorhandenen CD8-33D1+ DCs. Die Subtypen der
Lymphknoten sind CD8+CD205+ DCs und CD8-CD11b+ DCs.!*2

3.2.2 Antigenaufnahme, Prozessierung und Prasentation

DCs konnen Antigene aus ihrer Umgebung Uber verschiedene Mechanismen
— Makropinozytose, Phagozytose und rezeptorvermittelte Endozytose — aufnehmen.[#3 44
Flr die spezifische rezeptorvermittelte Endozytose besitzen DCs eine Vielzahl verschiedener
Rezeptoren. Zu diesen zdhlen vor allem C-Typ-Lektine (Glykorezeptoren) wie LY75 (DEC-
205/CD205), Mannose Rezeptor MRC1/CD206, DC-SIGN/CD209, Langerin/CD207, ASGPR,
OLR1/LOX-1 und CLEC4A/DCIR. [45 46]

Die aufgenommenen Antigene werden prozessiert, deren Peptidfragmente in die
Haupthistokompatibilitditskomplexe (MHC-I oder MHC-Il) eingebaut und an der
Zelloberflache den T-Zellen prasentiert (Abbildung 3-5). Hierbei sind die an MHC-II
Molekiilen gebundenen und den CD4+ T-Zellen prasentierten Peptide meist von
extrazellularer Herkunft und die an MHC-I Molekiilen gebundenen und den CD8+ T-Zellen
prasentierten Antigene von intrazellularer Abstammung. Dariiber hinaus besitzen bestimmte
Zellen das Vermogen, exogene Antigene in MHC-I Komplexen an der Zelloberflache zu
prasentieren (Abbildung 3-5). Dieser Prozess wird als Kreuzpradsentation (engl. ,cross-
presention”) beschrieben und ist ausschlaggebend fiir die Induzierung zytotoxischer T-Zellen
und der damit verbundenen effizienten Immunitat. 47!

Zur Kreuzprasentation sind vor allem die CD8+ DCs befihigt!“®!, wihrend CD8- DCs eine
stirkere CD4+ T-Zell Antwort induzieren.!*® Mehrere in vivo Studien haben jedoch auch
gezeigt, dass CD8- DCs die Kreuzpradsentation unterstiitzen und somit eine wichtige Rolle in

der Kreuzprésentation spielen.50!

10
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Abbildung 3-5: Wege der Antigenprisentation in DCs[31]
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Bei der klassischen Antigenprasentation auf MHC-I Molekiilen wird das endogene Polypeptid
durch das Proteasom im Cytosol degradiert!. Die Peptide werden im Anschluss mit Hilfe
von ,transporter associated with antigen processing" (TAP) Molekiilen in das
endoplasmatsiche Retikulum (ER) transportiert. Im ER werden die Peptide in die
MHC-I Komplexe mit eingebaut und anschlieBend (iber den Golgi-Apparat entlang des
sekretorischen Wegs an die Zelloberflache gebracht, wo sie von CD8+ T-Zellen detektiert
werden kénnen. >

Die Kreuzprisentation wurde 1976 das erste Mal von Bevon[®3! beschrieben, aber bis heute
sind die intrazellularen Prozesse noch nicht vollstéandig verstanden. Villadangos et al.
beschreiben die MHC-1 Kreuzprisentation wie folgt:!>?! Exogene Antigene, welche (iber die
bereits oben erwdhnten Wege (Pinozytose, Phagozytose oder rezeptorvermittelte
Endozytose) internalisiert werden kdnnen, missen zur Kreuzprdsentation die gleichen
Stationen in der Zelle durchlaufen wie die endogenen Peptide: Prozessierung, Beladung auf
die MHC-I Molekiile und der Transport zur Zelloberfliche. In der Regel wird bei der

Kreuzprasentation zwischen zwei Wegen unterschieden.[>*

11
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Beim endozytotischen Weg finden die Verarbeitung und die Beladung im endosomalen
Kompartiment statt. Beim cytosolischen Weg werden Antigene zur Verarbeitung vom
Endosom ins Cytosol verlagert, die anschlieRende Beladung erfolgt im ER und der Transport
an die Zelloberflaiche wieder Uber den sektretorischen Weg. Dieser Weg wiirde somit die
Freisetzung der Antigene aus den endosomatischen Kompartimenten voraussetzen
(,lysosomal escape”).5>! Bisherige Arbeiten deuten darauf hin, dass diese zwei Wege zu
einfach sind. Der genaue Ort der einzelnen Stationen ist also abhangig von der Art des

Antigens und des Endozytose Mechanismus und kann somit stark variieren. !¢ 571

3.2.3 Aktivierung von dendritischen Zellen

Bei DCs wird allgemein zwischen reifen und unreifen Zellen unterschieden (Abbildung 3-6).
Unreife DCs besitzen die Fahigkeit effektiv Antigene aus ihrer Umgebung aufzunehmen. Da
sie nur geringe Mengen an MHC-I und MHC-II Molekiilen sowie kostimulatorische Molekiile
wie zum Beispiel CD80 und CD86[°% 3 exprimieren, zeigen unreife DCs eine schwache
Wechselwirkung mit T-Zellen.[*]

Demzufolge wird von unreifen DCs sehr oft anstelle einer T-Zell Immunantwort eine T-Zell
Toleranz ausgeldst.[60-62]

Die Ausreifung von DCs geht neben einer morphologischen Anderung mit einer reduzierten
Antigenaufnahme in Folge der Herunterregulierung der Makropinozytose einher.®3! Die
Antigenaufnahme Uiber Antikérper mittels rezeptorvermittelte Endozytose wird durch die
Ausreifung nicht beeintrachtigt. Demnach koénnen Antigene angebunden an einen
monoklonalen Antikorper weiterhin von den Zellen aufgenommen, prozessiert und
prasentiert werden.[®4

Ferner ist die Ausreifung mit einer steigenden Effizienz in der Antigenprozessierung und
einer vermehrten Expression von MHC-I- und MHC-Il Molekiilen sowie entsprechender
kostimulatorischen Molekiilen verbunden. 3!

Weiter kommt es zu einer verstarkten Sekretion von Zytokinen und zur Hochregulierung des
CCR7 Rezeptors, welcher die Wanderung der DCs in die Lymphknoten erméglicht.[®°]

Somit wird erst nach der Ausreifung aus einer Antigen aufnehmenden DC eine effektive

Antigen prasentierende DC (APC).[43]

12
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Abbildung 3-6: Unreife- sowie reife DCs und deren Funktionen!(¢®!

Die Ausreifung von DCs wird Uber Pathogene und deren Nebenprodukte vermittelt.
Experimentell kann die Ausreifung durch die Zugabe von Adjuvantien, wie beispielsweise
antiCD40 Antikorper, poly I:C oder CpG Oligodesoxynukleotide, induziert werden. Wahrend
der Bedarf an Adjuvantien fiir die Induktion einer humoralen Immunantwort unterschiedlich
ist,1”] werden fir die Induktion einer zelluliren Immunantwort, insbesondere fiir die
Generierung von zytotoxischen T-Lymphozyt (CTL) Antworten, zweifellos Adjuvantien

benétigt.*!

3.2.4 DC basierte Krebsimmuntherapiel”]

Die Krebsimmuntherapie stellt eine vielversprechende Behandlungsmethode, basierend auf
der Anregung des Immunsystems zur Zerstérung von Tumorzellen, dar. Zur Erzeugung einer
lang andauernden Immunitat gegen Tumorzellen ist die Anregung von tumorspezifischen
zytotoxischen Effektor- sowie Gedichtnis T-Zellen unumgénglich.[”)

Bislang gehen die meisten DC-basierten Krebsimmuntherapien mit einer ex vivo Beladung
von DCs mit tumorassoziierten Antigenen (TAA) und immunstimulierenden Wirkstoffen
(Adjuvantien) sowie deren anschlieBenden Injektion in den Patienten einher, um so eine T-
Zell Aktivierung zu erhalten.®8 Ein Nachtteil dieser Methode besteht darin, dass autologe
(kdrpereigene) Zellen bendtigt werden, welche einen grofRen Labor- und Kostenaufwand mit

sich bringen.

13
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Eine bessere Methode stellt die direkte in vivo Beladung von DCs mit tumorassoziierten
Antigenen und Ajuvantien dar, beispielsweise in Form von , Nanovaccinen®, in denen Antigen
und Adjuvans gleichzeitig untergebracht sind (Abbildung 3-7).[7: ¢

Die meisten TAA, die bisher erforscht wurden, sind endogene Selbstantigene mit
eingeschrankter Immunogenizitat. Daher werden, wie bereits in Abschnitt 3.1.2 beschrieben,
fir die Induktion einer Immunantwort stimulierende Adjuvantien (z.B. TLRs) benétigt.[7% 71
Zudem konnte gezeigt werden, dass die Verabreichung von Antigen und Adjuvans in

dasselbe Zellkompartiment sehr wichtig ist.[7%

(b) activation
& tumor attack
proliferation ™ tumor lysis
& T N

© @

1 2k
(a) costimulatory : LN Zgd
molecules @.{. b O;g o

OAd)
MHC/Ag complex

<@
\0_0/

cytokine release

© O

s

Current Opinion in Immunology

Abbildung 3-7: Auf DCs basierende Nanovaccine fiir die Krebsimmuntherapiel”!

Ein weiterer entscheidender Faktor fiir die Eignung von ,Nanovaccinen” in der
Tumorimmuntherapie stellt deren Aufnahme in DCs dar. Hierbei wird zwischen passivem
und aktivem Targeting unterschieden. Da DCs die Eigenschaft zur Phagozytose und
Makropinozytose besitzen, wird allein durch die Anreicherung von , Nanovaccinen” in DC-
reiche Bereiche ein passives Targeting erhalten. Diese Art von Targeting ist sehr unspezifisch
und demnach nicht fir ein spezifisches Targeting von DCs geeignet. Ein weitaus besseres
Targeting wird durch die Anbindung von Liganden, die spezifisch an Oberflaichenrezeptoren
dendritischer Zellen binden, erhalten (aktives Targeting). So konnte beispielsweise die
Uberlebensdauer von tumorbefallenen Mausen durch das aktive Targeting von
Tumorantigen-DNA enthaltenen Komplexen an CD40 oder MHC-II Rezeptoren von DCs
deutlich verldngert werden.l’3 74l

In gleicher Weise stellen die von DCs sehr stark exprimierten C-Typ Lektin Rezeptoren (CLR)
beliebte Zielstrukturen dar. An diese konnen eine Reihe von Antikérpern und Liganden, zum

Beispiel aDEC205, CLEC9A, Langerin, DCIR2 und der Mannoserezeptor (MR) binden.”>!
14
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Das fiir eine starke Immunantwort erforderliche spezifische Targeting bestimmter DC-
Untergruppen wird durch die geeignete Wahl spezifischer CLRs erreicht. So wurde durch die
Konjugation des Antikorpers aDEC205, Langerin oder CLEC9A eine gezielte Adressierung an
CD8a+ MilzDCs erhalten. Die Anbindung des DCIR2 Antikorpers flihrte zu einem Targeting an
CD8a- MilzDCs. [

Wie bereits in Abschnitt 3.2.2 diskutiert, sind die murinen CD8a+ DCs zur Kreuzprasentation
und damit verbunden zur Aktivierung von CD8+ tumorspezifischen CTLs befshigt.””]

Tacken et al. zeigten, dass flir PLGA-Partikel oder Liposomen, die an den aDEC205 Antikorper
angebunden waren, deutlich geringere Mengen an Antigen fir eine T-Zell Aktivierung
ausreichten als fiir Partikel, welche nicht an einen Antikérper konjugiert waren.l’%

Demnach stellt die gezielte Adressierung von ,Nanovaccinen” an CD8a+ DCs eine

vielversprechende Methode fiir die Krebsimmuntherapie dar.

3.3 C-Typ Lektin Rezeptor DEC205

DEC205 (CD205) zahlt zur Gruppe der Makrophagen Mannose Rezeptor Familie der C-Typ |
Lektin endozytotischen Rezeptoren.l’® Der strukturelle Aufbau von DEC205 zeichnet sich
durch eine externe Cystein-reiche Domane, gefolgt durch eine Fibronektin Il Domane und
zehn anliegende C-Typ Lektin Bereiche aus.?l Der cytosolische Bereich des DEC205
Rezeptors besitzt ein Tyrosin-basiertes Motiv, wodurch gebundenes Antigen durch Clathrin-
bedeckte Vesikel in ein endosomales Kompartment transportiert wird.[”® 8% DEC205 wird vor
allem auf DCs in T-Zell Gebieten der Lymphorgane exprimiert(&% 821,

Zum Antigen-Targeting von DCs kénnen Antikdrper, wie beispielsweise aDEC205, verwendet
werden.[62]

Der Antikorper aDEC205 zahlt zur Klasse der Immunoglobuline (IgG), besitzt ein
Molekulargewicht von 150 kDa und besteht zu 82% - 96% aus Proteinen und 4% - 18% aus
Kohlenhydraten. &3]

IgG Antikorper sind aus vier Polypeptid Ketten aufgebaut: zwei schweren Ketten y (jeweils 50
kDa) und zwei leichten Ketten, k oder A. (jeweils 25 kDa) (Abbildung 3-8). Diese sind (iber
Disulfibindungen miteinander verknlpft und bilden die typische Y-Form. Sowohl die
intermolekularen als auch die intramolekularen Disulfidbrickenbindungen tragen zur

Stabilitit des Antikorpers bei.[84
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Fab

Fc

Abbildung 3-8: Strukur eines IgG Antikorpers!®* 8!

Die 1gG Antikorper lassen sich in mehrere Domadnen unterteilen: zwei Antigen-bindende
Bereiche (Fab Fragment), die liber eine flexible Region (Hinge) mit einem konstanten Bereich
(Fc) verbunden sind. Die konstante Fc-Region stabilisiert das Molekiil und ist an
verschiedenen Effektorfunktionen — zum Beispiel Opsonierung oder Aktivierung des

Komplementsystems — beteiligt.83 86!

3.4 Antigen SIINFEKL

Es gibt Tumor-Mausmodelle, bei denen die Tumorzellen Ovalbumin exprimieren. Daraus
kann das tumorassoziierte OVA-Peptid als Antigen verwendet werden, da es
bekanntermallen von MHC-I Komplexen den CD8+ T-Zellen prasentiert wird. Das in dieser
Arbeit verwendete Modelpeptid C-SGLEQLE-SIINFEKL mit der Kernsequenz SIINFEKL (Serin-
Isoleucin-Isoleucin-Asparagin-Phenylalanin-Glutamin-Lysin-Leucin) ist ein solches tumor-

assoziiertes Peptid des Ovalbumins (OVA).[87]
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Abbildung 3-9: Strukturformel der Kernsequenz SIINFEKL

Die Vorsequenz SGLEQLE wird nach Aufnahme in die Zelle enzymatisch abgespalten.!®8 Das

Cystein am N-Terminus wird zur Konjugation an einen polymeren Trager genutzt.
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Durch Vakzinierung mit nur kurzen Peptiden allein kann keine dauerhafte Immunantwort
erzeugt werden. Kurze Peptide binden direkt von aulRen an MHC-I Molekiile, einschlieRlich
den nicht professionellen antigenprasentierenden Zellen. Dies kann zur immunologischen
Toleranz des Antigens fiihren, da es den B- und T-Zellen an kostimulatorischen Ober-
flichenmolekiilen mangelt, die zur Generierung der Effektormolekiile notwendig sind. 8 %0
Dahingegen zeigen an einen Trager gebundene Antigene (z.B. Antikérper, Polymer) sowie
sequenzverlangerte Peptide eine hohere Effizienz zur Induzierung einer langandauernden
CD8+ T-Zell Immunit&t.B? 921

Diese ist auf die erforderliche Prozessierung langer Peptidsequenzen und deren

anschlieBende Prisentation auf der Zelloberflache von DCs zuriickzufiihren.[88 921

3.5 Ajduvans CpG

Bakterielle DNA sowie synthetische Oligodesoxynukleotide (ODN), welche unmethylierte
CpG Sequenzen (CpG ODN) enthalten, besitzen starke immunstimulatorische Effekte und
werden demnach sehr oft als Adjuvantien fiir die Immuntherapie eingesetzt.!3!

Die Erkennung der CpG ODN erfolgt durch den TLR9 Rezeptor im spaten endosomalen und
lysosomalen Kompartiment.[®# 93!

Infolge der Bindung von CpG-ODN an TLR9 Rezeptoren kommt es zur Aktivierung und
Reifung dendritischer Zellen, verbunden mit einer erhohten Expression von
kostimulatorischen Molekilen wie CD40, CD80 und CD86.[9¢]

Zudem wird die Bildung von entziindungsfordernden- und Th1-Cytokinen ausgeldst. Diese
beglinstigen die Aktivierung von CD4+ Th1 Zellen sowie cytotoxischer T-Lymphozyten.[97. 98]
CpG-ODN kommen in mehreren Klassen vor, die sich in ihrer Struktur (Nukleotidsequenz,
CpG-Gehalt, Stabilisierung durch Phosporthioatbindungen) und der Natur ihrer induzierten
Immunantwort unterscheiden.®” %

Das in dieser Arbeit verwendete CpG1826 ist ein 20mer mit der DNA-Sequenz 5'-tcc atg acg
ttc ctg acg tt-3‘ und zahlt zur Klasse der B-ODN, welche einstrangig sind, ein Phosphorthioat-
Rickgrat besitzen und die Fahigkeit zur Aktivierung von B-Zellen und DCs sowie zur
Produktion von Zytokinen aufweisen.[®3 29!

Im Vergleich zu einem Phosphordiester-Riickgrat, welches durch Nukleasen abgebaut wird,
zeichnet sich das Phosphorthioat-Riickgrat durch seine hohe Stabilitdt gegenliber diesen aus.

Als Nachteil der Phosphorthiat-Bindungen sind erhdhte unspezifische Proteinwechsel-
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wirkungen sowie unspezifische Bindung an Zelloberflachen und Oligonukleotid Rezeptoren
zu nennen. Hierdurch kann es zu einer Zunahme der aktiven und passiven Zellaufnahme
kommen. 1100

Zur Konjugation an einen polymeren Trager wird das CpG am 3'-Ende entsprechend
funktionalisiert. Eine Konjugation am 5°-Ende hatte einen Verlust der immunstimulierenden

Aktivitat Giber TLR9-Aktivierung zur Folge.[10% 102]

3.6 Poly(2-oxazoline)

Poly(2-oxazoline) (POx) zdhlen zur Klasse der Pseudopeptide und lassen sich mittels
kationischer lebender ringéffnender Polymerisation (LCROP) herstellen.[*93! Weiterhin lassen
sich die Architektur und Lésungseigenschaften sowie die Funktionalitaten dieser Polymere
stark variieren.

Aufgrund ihres thermoresponsiven Verhaltens und ihrer Biokompatibiltdat werden POx als
polymere Tragersysteme fiir biomedizinische Anwendungen diskutiert.[104-108]

Die Biokompatibilitat steht im direkten Zusammenhang mit der Wechselwirkung zwischen
einer Substanz und verschiedenen biologischen Einheiten. Mehrere Forschungsgruppen
haben die Wechselwirkung von POx mit Proteinen untersucht. Es wird gezeigt, dass die
meisten hydrophilen POx-Polymere lediglich eine geringe bzw. keine Interaktion mit
Proteinen eingehen. Im Gegensatz dazu wird mit zunehmender Hydrophobizitdt eine
erhohte Tendenz zur Proteinadsorption und damit verbunden zur Zelladhasion erhalten. Die
geringe unspezifische Proteinadsorption zahlt aber zu einer Giberaus wichtigen Eigenschaft
im Zusammenhang mit der Blutzirkulation und der Polymerverteilung im Kérper.[106 109, 110]
Des Weiteren zeigt eine Reihe von verschiedenen POx-basierten Polymersystemen eine
niedrige Zytotoxizitit in unterschiedlichen Zelllinien.[111-113]

Die in dieser Arbeit verwendeten Poly(2-oxazoline) wurden von _ im
Rahmen ihrer Dissertation synthetisiert und weisen eine birstenartige Struktur auf. Sie sind
aus einem Methylacrylamid-Riickgrat und Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin) Seiten-

ketten aufgebaut.['14
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Abbildung 3-10: Strukurformeln der verschiedenen Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirsten

Diese zylindrischen Polymerbiirsten erlangen aufgrund ihres anisotropen Charakters im
Vergleich zu ihren linearen Strukturanaloga immer mehr an Bedeutung. Discher et al. zeigen,
dass die Blutzirkulationszeiten wurmartiger Mizellen gegeniiber spharischen Mizellen
deutlich erhéht sind. Es werden Blutzirkulationszeiten von bis zu einer Woche erhalten. 115

Champion und seine Mitarbeiter beschreiben, dass anisotrope Strukturen im Vergleich zu

sphérischen Partikeln eine geringere Erkennung durch Makrophagen zeigen. ¢l

Ein weiterer Vorteil ist die Vielzahl an terminalen funktionellen Gruppen. Diese sind
aufgrund der hohen Propfdichten und der damit verbundenen AbstoBung der benachbarten
Seitenketten sehr leicht zuganglich und kénnen zur Konjugation von biologisch aktiven

Komponenten genutzt werden.[117]
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4 Charakterisierungsmethoden

4.1 UV-VIS Spektroskopiel**®!

Besitzt ein Molekil die Fahigkeit elektromagnetische Strahlung im Bereich des UV-VIS Lichts
(200 nm - 740 nm) zu absorbieren, erfolgt die Anregung seiner Valenzelektronen. Das Licht
regt die Valenzelektronen von ihrem besetzten Orbital niedriger Energie in ein freies Orbital
hoherer Energie an. Die Abschwachung der Intensitat des eingestrahlten Lichts (Absorption
A durch ein isotropes, homogenes Medium) ist nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz

proportional zur Konzentration ¢ der Probe und der Schichtdicke d der Kiivette.

A=log%=£*c*d (Gl. 4-1)

Hierbei sind lo und | die Intensitdt der Strahlung vor und nach dem Durchgang durch die
Probe. € beschreibt den molaren dekadischen Extinktionskoeffizienten und ist eine
stoffspezifische Konstante. Wird schlieBlich nach einer Messung die Absorption A(A) gegen A

aufgetragen erhalt man das Absorptionsspektrum der vermessenen Probe.

4.2 NMR Spektroskopie!!8!

Bei der Kernspinresonanzspektroskopie (,Nuclear Magnetic Resonance”, NMR) handelt es
sich um eine Methode, die es ermdglicht die elektronische Umgebung einzelner Atome
aufzulésen. Aufgrund der sich in einem statischen duBeren Magnetfeld befindlichen
magnetischen Atomkerne  wird ein Resonanzspektrum durch Absorption
elektromagnetischer Strahlung verursacht. Voraussetzung fiir ein magnetisches Moment ist
die Existenz eines Kerns mit einer ungeraden Anzahl an Protonen oder Neutronen (z.B. H,
13C, 19F, etc.). Ein Kern in einem statischen Magnetfeld besitzt aufgrund seines magnetischen
Kernmoments mehrere Orientierungsmoglichkeiten. Diese werden mit Hilfe der

magnetischen Kernspinquantenzahl | dargestellt.

Als Losungsmittel werden bei der NMR-Spektroskopie deuterierte Losungsmittel eingesetzt
(z.B. CDCl3, D;0, MeOD, etc.). Wahrend der Messung wird die Probe in ein statisches
Magnetfeld Ho gebracht. Um die Probe befindet sich eine Induktionsspule, welche ein

Wechselfeld der Frequenz v bewirkt. Die Feldstarke Ho wird schlieBlich solange verandert, bis
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es zur Resonanz kommt. Im Resonanzfall wird ein Teil der Energie durch die Probe
absorbiert. Diese Absorption ist durch eine Stromanderung messbar. Es wird das

Kernresonanzspektrum erhalten.

4.3 Gelelektrophorese

Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung geladener Teilchen (z.B. Proteine) in
einem elektrischen Feld.'*® Hierbei kénnen Molekiile verschiedener GréRe bzw. Ladung
voneinander getrennt werden. Bei der Gelelektrophorese wird eine Spannung (elektrisches
Feld) angelegt, wodurch die geladenen Molekiile durch das Gel wandern. Hierbei wirken

zwei Krafte auf die geladenen Partikel. Zum einem die Beschleunigungskraft:

F =qE (Gl. 4-2)
Mit q = effektive Ladung und E = elektrisches Feld. Dieser Kraft wirkt die Reibungskraft

Fr=fv (Gl. 4-3)
Mit dem Reibungskoeffizient f und der Geschwindigkeit v entgegen. Im Gleichgewicht gilt:
vf = qE (Gl. 4-4)

bzw. v=-=-E=u-FE (Gl. 4-5)

Mit p = elektrophoretische Mobilitat

Bei der Gelelektrophorese wandern die geladenen Makromolekiile in einer Martix. Dies sind
flir Proteine meistens Polyacrylamid-Gele. Hierbei bilden die Molekile des Gels ein
engmaschiges Netz, welches die Molekile bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld

behindert und somit die Makromolekiile nach ihrer GréRRe aufgetrennt.

Ein sehr haufiges Verfahren zur Auftrennung von Proteinen stellt die SDS-Gelelektrophorese
dar. Dabei werden die Proteine durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat (sodiumdode-
cylsulfate, SDS) denaturiert. Durch die Anlagerung der vielen negativ geladenen SDS-Mole-
kiile um das Protein werden die Eigenladungen unterdriickt, sodass ein negativ geladener
Komplex ensteht. Dadurch erfolgt die Auftrennung der Proteine nur noch tber die Molekiil-
groRe. Nach Beendigung der Elektrophorese werden durch Farben des Gels mittels einer

,Coomassie-Blue” Losung oder des ,,SilverStains” die Proteinbanden sichtbar gemacht. Mit
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Hilfe eines Markers (Proteinmischung bekannter Molmasse) kann nun das Molekulargewicht

bestimmt werden.[120]

4.4 Lichtstreuung!*?%, 122l

Bei der Lichtstreuung handelt es sich um eine Absolutmethode zur Molmassen- und
Radienbestimmung von Polymeren. Hierbei trifft ein Laserstrahl auf eine Probenlésung und
erzeugt, falls das Molekiil polarisierbar ist, in der Elektronenhiille einen Dipol. Dieser Dipol
kann das Licht isotrop als elastische Strahlung emittieren und wird von einem Detektor
winkelabhangig detektiert. In Abbildung 4-1 ist der Aufbau einer Lichtstreuanlage
dargestellt.’?3] In der Regel besteht diese aus einem Laser (Lichtquelle), verschiedenen
Linsen und Lochblenden fiir die Fokussierung des Laserstrahls, einem Detektor oder
mehreren Detektoren, welche auf einem beweglichen Goniometerarm angebracht sind, und
einer Einheit zum Auswerten (Korrelator, Digital-Analog-Wandler, Computer). Da der
Brechungsindex von Toluol dem der Glasklivette dhnelt und somit Reflexionen unterdriickt

werden, wird die zu vermessende Lichtstreukiivette in ein Toluolbad eingesetzt.

Thermostatisierung Toluolbad <

Korrelator

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung einer Lichtstreuanlage mit Streuwinkel 8[*?3!

Es wird die statische Lichtstreuung (SLS) von der dynamischen Lichtstreuung (DLS)
unterschieden.
4.4.1 Statische Lichtstreuung (SLS)

Bei der statischen Lichtstreuung (SLS) wird die Uber einen langeren Zeitraum gemittelte

Streuintensitdt bei verschiedenen Winkeln 6 gemessen. Aus der Zimm-Gleichung (Gl. 4-6)
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lasst sich der in Abbildung 4-2 dargestellte Zimmplot ableiten. Aus diesem werden nach
doppelter Extrapolation auf ¢ = 0 und q = 0 folgende Informationen Uber die Struktur der
Molekile zuganglich: Das Gewichtsmittel My, der zweite Virialkoeffizient A, und das z-Mittel

des Tragheitsradienquadrats <Rg>>z.

Zimm-Gleichung:

Kc 1 1
Ry
©
£
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¢
)
X
1,01 : . ; .
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(g*+kc) / 10"°cm?

Abbildung 4-2: Exemplarischer Zimmplot!*2!!
Da in dieser Arbeit hauptsachlich die Methode der DLS angewandt wurde, wird im

Folgenden auf diese Methode genauer eingegangen.

4.4.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

In der DLS wird die zeitliche Fluktuation der Streuintensitdt bei einem bestimmten Winkel
untersucht. Diese Intensitatsfluktuation wird durch die Brown'sche Molekularbewegung
verursacht. Bei gleicher Temperatur hingt die Geschwindigkeit der Diffusion lediglich von
der Grofle der in Losung befindlichen Teilchen ab. Demnach werden fir kleine Teilchen
schnellere und fiir groRRe Teilchen langsamere Brown'sche Molekularbewegungen erhalten.
Die gemessenen Fluktuationen der Streuintensitat werden nicht wie bei der SLS liber einen

Zeitraum gemittelt, sondern in eine Zeit-Intensitats-Korrelationsfunktion umgeformt:
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{1(g.)*1(@.t+D)
9() = — = (Gl. 4-7)

In der Intensitatskorrelationsfunktion (Gl. 4-7) wird die Streuintensitat /(g,t) zum Zeitpunkt t
mit der Streuintensitat /(g,t+t) zu einem Zeitpunkt um t=(t+t) multipliziert. Hierbei stellt t
das kleinst mogliche Zeitintervall dar. Dieser Vorgang wird sehr oft flir verschiedene
Startzeiten wiederholt und anschlieend lber alle Werte gemittelt. Als Maximalwert der
Autokorrelationsfunktion g,(q,t) wird fir t=>0 das Quadrat der Streuintensitat </ zum
Startpunkt tes=0 erhalten. Mit zunehmenden Korrelationszeiten t nimmt die Funktion

exponentiell bis auf den Wert </>? ab.
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Abbildung 4-3: Fluktuierende Streuintensitit und zugehorige Autokorrelationsfunktion!'21]

Mit Hilfe der Siegert-Relation wird aus der Intensitatskorrelationsfunktion g(g,t) die

Amplitudenkorrelationsfunktion gi(qg,t) erhalten.

_ [a@psr@ery o — )

Far kleine monodisperse Partikel folgt die Korrelationsfunktion gi(g,r) einem einfach-

exponentiellen Abfall:

91(q,7) = B -exp(-q* D1) (Gl. 4-9)
Mit B = Signal-Rausch-Verhaltnis, g = Streuvektor und D = translatorischer Diffusions-

koeffizienten
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Im Fall von polydispersen Partikeln besteht die Korrelationsfunktion g;(q,t) aus einer
Superposition mehrerer solcher einfach abklingenden Exponentialfunktionen, welche mit

P(D) gewichtet werden werden.

91(q,7) = [,” P(D) exp(—q?D;7) dD (Gl. 4-10)
Neben dem Partikelformafaktor ist die Verteilungsfunktion P(D) auch von der Teilchenzahl
sowie ihrer Masse abhangig.

Aus der Anfangssteigung der Korrelationsfunktion lasst sich der Diffusionskoeffizient fir
einen Winkel ermitteln. Aufgrund der Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten vom
Formfaktor besteht auch fiir diesen eine winkelabhdngigkeit. Somit ist der ermittelte

Diffusionskoeffizient D lediglich ein apparenter Diffusionskoeffizient, Dapp:

_ ZnM{Pi(q)D; )
Dapp = Siri@ (Gl. 4-11)

Nach Extrapolation der apparenten Diffusionskoeffizienten gegen q =0 (P(9) =1) undc=0

wird das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten D, erhalten.

Dypp(q,¢) = D, (1 + C(R2),q* + -+ ) (1 + kgc + ) (Gl. 4-12)

Mit C = dimensionslose Grofie, von der Molekiilstruktur abhangig,
kg =24, — ks — vy,

A,: 2. Virialkoeffizient

ks = Reibungskoeffizient

vy, partielles Molvolumen des Polymers

Uber die Stokes-Einstein-Beziehung lasst sich aus dem Diffusionskoeffizienten D, fiir die
gelosten Partikel in der Probe das inverse z-Mittel des kugeldquivalenten, hydrodynamischen

Radius Ry berechnen.
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L N (Gl.4-13)
611D, Rp
Mit k = Boltzmann-Konstante, T =Temperatur, D = Diffusionskoeffizient und n = Viskositat

des Losungsmittels.

Das p-Verhaltnis ist wie folgt definiert:

R
IR (R, -
H (Gl. 4-14)

Mittels des Vergleiches des experimentell bestimmten p-Wertes aus statischer und
dynamischer Lichtstreuung mit dem theoretisch berechneten Wert ist es moéglich, Aussagen

Uber die Geometrie der betrachteten Teilchen zu treffen.

Tabelle 4-1: p-Verhiltnis verschiedener Teilchengeometrien!*?1!

Teilchengeometrie Theoretisch berechnetes p-Verhiltnis
Homogene Kugel 0.775
Hohlkugel 1
Ellipsoid 0.775-4
Polymerknauel 1.505
Zylinder der Linge | und Durchmesser D % _ ln(é —05)
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4.5 Gelpermeationschromatographie (GPC)!*2% 125

Bei der Gelpermeationschromatographie handelt es sich um eine Relativmethode zur
Bestimmung der Molmasse und Molmassenverteilung von Makromolekiilen. Zur Analyse
wird die Probe auf eine Sdule bestehend aus pordsen Kigelchen aufgegeben (Abbildung
4-4). Als Saulenmaterial einer wassrigen GPC dient zum Beispiel vernetztes Dextran, Agarose
oder Polyacrylamid. Die Substanzen werden aufgrund ihres hydrodynamischen Volumens Vi
getrennt. Der Trennmechanismus beruht auf der Zuganglichkeit der Poren des Gels.
Demnach diffundieren Molekiile mit einem kleineren hydrodynamischen Radius wahrend
des Flusses in die Poren des Gels und verlassen somit spater die Saule als Molekile mit
einem groBeren hydrodynamischen Radius, die nicht in die Poren eindringen kdnnen. Zur
Definition des oberen und unteren Ausschlussvolumens dient die MolekilgroRRe. Zu kleine
Molekile diffundieren in jede Pore wohingegen zu grofe Molekile ungehindert die Saule

passieren. Hierbei wird keine Auftrennung erzielt.
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Abbildung 4-4: Trennprinzip nach MolekiilgroRel!2!

Zur Detektion dienen im Normalfall ein Brechungsindexdetektor und/oder ein UV-Detektor.
Weitere mogliche Detektoren sind die Viskositats-, Lichtstreuungs-, Infrarot- und
Fluoreszenzdetektoren. Um eine exakte Beziehung zwischen Molekulargewicht und
Elutionsvolumen zu erlangen, muss fir jedes Polymer eine Kalibrierung mit engverteilten

Standardproben bekannter unterschiedlicher Molmasse durchgefiihrt werden. In Abbildung
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4-5 ist ein Beispiel fir solche eine Kalibrierung gezeigt. Experimentell wird folgender

Zusammenhang gefunden:
logM =a—b+*V, (Gl. 4-15)

Mit a,b = vom verwendeten Stoffsystem und Sdulenmaterial abhdngige Konstanten;
M = Molekulargewicht und V. = Elutionsvolumen.
Mit Hilfe dieser Kalibrierung kann jedem Elutionsvolumen eine Molmasse zugeschrieben

werden.

10.000

“’\u\

100.000

400.000

log (Molmasse)

RI-Signalintensitat

|/

Abbildung 4-5: GPC-Kalibrierung mit eng verteilten Standardproben (oben); Ermittlung der
Konzentrationsanteile ¢; und entsprechenden Molmassen M; einer breit verteilen Polystyrolprobe,
RI:Brechungsindexdetektor!'?!

Elutionsvolumen (mL)

4.6 Fluoreszenzspektroskopie!!?®!

Bei der Fluoreszenzspektroskopie werden Molekile durch elektromagnetische Wellen des
UV-VIS Bereichs auf ein hoheres Energieniveau angehoben. Als Fluoreszenz wird die Abgabe
der Uiberschiissigen Energie des angeregten Molekiils in Form von elektrischer Strahlung des
angeregten Molekiils bezeichnet. Das nach Absorption eines Photons angeregte Molekiil gibt
zwischen 1071° und 107 Sekunden seine Strahlung ab. Als Resonanz-Fluoreszenz wird die
Abgabe der Strahlung bei gleicher Wellenlange bezeichnet. Bei langwelliger Abgabe spricht
man von einer Stokes-Fluoreszenz und bei kurzwelliger (energiereicher) Abgabe von einer
Antistokes-Fluoreszenz.['?7] Wi3hrend des angeregten Zustands kann das fluoreszierende
Molekil mit seiner Umgebung in Wechselwirkung treten. In Abbildung 4-6 ist ein Jablonski-
Diagramm dargestellt. Mit Hilfe von diesem werden die verschiedenen Mechanismen zur

Desaktivierung gezeigt.
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Als Lichtquelle wird eine Lampe mit hoher Leuchtdichte (Xe-Hochdrucklampe) verwendet.
Diese weist ein breites Spektrum auf und ist somit zur Anregung geeignet.

Das Licht wird mittels einer Linse auf den Anregungsmonochromator gelenkt. Dieser filtert
nun eine bestimmte Wellenldange bzw. einen bestimmten Wellenlangenbereich heraus. Die
Fokussierung des daraus entstehenden Lichtstrahls auf die zu analysierende Probe erfolgt
mit Hilfe einer weiteren Linse. Die emittierte Fluoreszenzintensitat wird durch einen
Detektor orthogonal zur Anregung erfasst. Das emittierte Licht wird mittels eines speziellen
Filtersystems, meist einem zweiten Monochromator, von gestreutem Anregungslicht
separiert.

Im Rahmen der Fluoreszenzspektroskopie kénnen zwei Arten von Spektren aufgenommen
werden (Abbildung 4-7).

Fir die Aufnahme von Emissionsspektren wird die Wellenlange Aaps zur Anregung der zu
untersuchenden Probe konstant gehalten und die Photonenstromdichte (A) in
Abhdngigkeit der Emissionswellenlange Aem gemessen. Hingegen wird im Fall der
Anregungsspektroskopie die Anregungswellenlange MAabs variiert und die Photonen-

stromdichte Y(A) bei konstanter Emissionswellenldnge Aem gemessen.[12°]
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Abbildung 4-7: Anregungs- und Emissionsspektrum

4.7 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)*30: 131

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) erlaubt mittels eines konfokalen
Mikroskops dynamische Eigenschaften (Diffusion) von gelosten Molekiilen zu messen. Als
Vorteile dieser Methode gelten die hohe Auflésung, sodass die Analyse einzelner Molekiile

ermoglicht wird, auBerdem die geringe Probenmenge sowie die kurze Messzeit von wenigen

. Sample
e Cover slide

Objective

Sekunden.

Dicroic mirror

Emissios filter s
Computer

Lens

APD

L_/();Ticul Fiber
Abbildung 4-8: Schematischer Aufbau einer FCS-Apparaturl131]

Das Funktionsprinzip der FCS besteht darin, dass durch eine sehr gute Laserfokussierung in

einer Losung und des anschlieBenden Strahlengangs durch einen Pinhole ein sehr kleines
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4. Charakterisierungsmethoden

Probenvolumen aus der Losung herausgegriffen wird. In Abhangigkeit von der Zeit werden
Fluoreszenzphotonen gezahlt und die Schwankungen der Fluoreszenzintensitat untersucht.
Diese Schwankungen werden durch Diffusion (Brownsche Bewegung) der fluoreszierenden
Molekdile in und aus dem Detektionsvolumen verursacht. Somit kénnen dhnlich wie bei der
Lichtstreuung Diffusionskoeffizienten bestimmt werden.

Eine sehr wichtige Funktion zur Beschreibung eines Fluoreszenz-Korrelations-Experiment
stellt die Autokorrelationsfunktion G(t) dar. Diese wird durch Multiplikation der
Fluktuationen 8F(t)=F(t)—(F(t)) bei einem bestimmten Zeitpunkt t mit den Fluktuationen

zu dem Zeitpunkt t + T und anschlieRender Normierung erhalten:

(SF(6)-6F(t4+1)
(M) = — o

(Gl. 4-16)
Die Beschreibung der Selbstdhnlichkeit des Fluoreszenzsignals zu unterschiedlichen Zeiten, t

und t + T, liefert Informationen Uber die Zeitskalen der involvierten dynamischen Prozesse.

Mittels der Poisson-Verteilung lasst sich die Eintrittswahrscheinlichkeit der Partikel in das
konfokale Volumen beschreiben. Demzufolge kdnnen die Diffusionszeiten tp aus der

Intensitatskorrelationsfunktion ermittelt werden.

1

[1+%]_1 1+ (Gl. 4-17)

SZTD

Gp(1) =

1
N

Mit T = Korrelationszeit, S = Achsenverhaltnis des ellipsoiden Detektionsvolumen und der

mittleren Zahl der Molekiile N = ¢ - V¢ im effektiven Volumen V.

3

Verr = m2rgz, (Gl. 4-18)

Die Diffusionszeit Tt (gemittelte Zeit, bei der sich die Molekiile im Beobachtungsvolumen

befinden) ist vom Radius 1, und vom Diffusionskoeffizienten D abhangig.

kil (Gl. 4-19)
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4. Charakterisierungsmethoden

Die  Stokes-Einstein  Gleichung gibt die inverse Beziehung zwischen dem
Diffusionskoeffizienten D und dem hydrodynamischen Radius Rn an.
kgT

Ry = 22 (Gl. 4-20)

Mit der Boltzmannkonstante ks = 1.3806504*1023 J/K, T = absolute Temperatur, n = Vis-

kositat und Rn = hydrodynamischer Radius des Molekiils.

Nach Kalibrierung des Beobachtungsvolumens ist es somit moglich den Diffusions-
koeffizienten und dadurch lber Stokes-Einstein den hydrodynamischen Radius fluoreszenz-
markierter Partikel zu bestimmen. Zur Kalibrierung werden im Normalfall Losungen von

Teilchen mit bekannten Diffusionskoeffizienten D verwendet.

Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (FCCS)[t3% 1321

Die Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (FCCS) basiert auf der zuvor gezeigten
Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie. Das Hauptprinzip beruht auf der Korrelation von
zwei unabhangig erhaltenen Fluoreszenzintensitatsspuren, welche von zwei verschiedenen
Detektoren aufgenommen werden.

In Abbildung 4-9 ist ein schematischer Aufbau sowie das Funktionsprinzip der FCCS
dargestellt. Zwei Laserstrahlen verschiedener Wellenldangen (blau und rot) werden
gleichzeitig in einem Mikroskop gebiindelt. Hierbei ist wichtig, dass sich beide Brennpunkte
raumlich Uberlappen und ein ,gemeinsames” Beobachtungsvolumen bilden.

Die zu untersuchende Probe ist mit zwei unterschiedlichen Farbstoffen markiert, wobei der
eine Uber den roten Laser und der andere durch den blauen Laser anregbar ist. Hierbei sollte
ein ,,Cross-Talk” vermieden werden, d.h. der rote Lasers darf den blauen Farbstoff nicht
anregen und umgekehrt.

Nach Anregung beider Farbstoffe wird deren Fluoreszenz im gleichen Objektiv gesammelt.
Im Anschluss wird das Fluoreszenzlicht nach Passierung eines ,,Pinholes” und anschlieRender
Separierung der blauen und roten Fluoreszenz mit Hilfe eines dichroitischen Spiegels auf
zwei unabhdngige Detektoren unterschiedlicher Kanale Ubertragen. Die Fluoreszenz-
intensitatssignale des blauen sowie des roten Kanals werden gleichzeitig aufgenommen und

kreuzkorreliert. Unter idealen Bedingungen (kein , Cross-talk”) wird fiir einfarbig markierte
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4. Charakterisierungsmethoden

Molekiile eine Amplitude von G(0) = 0 erhalten. Dagegen zeigt eine zweifarbig markierte

Probe eine deutlich héhere Amplitude. (Abbildung 4-9-d).
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Abbildung 4-9: (a) Schematischer Aufbau der FCCS; (b) rdumlich
Beobachtungsvolumen; (c) Fluoreszenzfluktuation; (d) Korrelationskurven!33!

iberlappende

4.8 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)!*34!

Die Entdeckung des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops geht auf Marvin Minsky zurilick
und wurde im Jahre 1957 patentiert.!3%) Mit dieser Art von Mikroskop kann das von einer

Probe emittierte Licht aus der Fokusebene gesammelt werden.

In Abbildung 4-10 ist ein schematischer Aufbau eines des konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskops dargestellt. Mit Hilfe eines Objektivs erfolgt die Fokussierung des Laserlichtes
auf einen Punkt in der zu analysierenden Ebene. Das nun ausgesendete Licht wird auf eine
konfokale Lochblende (engl. ,Pinhole”) fokussiert und von einem hinter dem Pinhole
befindlichen Detektor gesammelt. Da lediglich das Fluoreszenzlicht aus dem Fokuspunkt bei
Betrachtung einer Probe zum Detektor gelangt, konnen so optische Schnitte erhalten
werden. Von der Probe emittiertes Streulicht, welches nicht aus der Fokusebene stammt,

wird von dem konfokalen Pinhole zuriickgehalten und somit nicht detektiert.

Das konfokale Laser-Scanning-Mikroskop besitzt genau wie ein konventionelles

Fluoreszenzmikroskop einen strahlteilenden Spiegel (dichroitisch). Durch diesen wird

anregendes Licht einer gewissen Wellenlange mittels Reflexion zur Probe gefiihrt sowie das
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4. Charakterisierungsmethoden

ausgesendete Licht des Praparats zum Detektor geleitet. Der Unterschied zur
konventionellen Fluoreszenzmikroskopie besteht nun darin, dass bei der LSM nicht das
vollstandige , Sichtfeld” angeregt und aufgenommen wird, sondern rasterartig (,,Punkt fur
Punkt” sowie ,Linie flr Linie“) stattfindet. Galvanometrische Scanspiegel werden dazu
ausgenutzt das Laserlicht nacheinander durch die Probe zu fihren. Dadurch kann ein
kontrastreicher, hochaufgeloster optischer Schnitt erhalten werden. Wird nun die
Fokusebene nach und nach in z-Richtung verschoben, kénnen Stapel optischer Schnitte
zusammengestellt werden, aus denen ein dreidimensionales Bild resultiert. Da mit Hilfe des
CLSMs morphologische Details von Zellverbanden in Geweben, als auch auf subzellularer
Basis aufgrund seiner hohen Auflosung zuganglich sind, ist es somit moéglich physiologische,

pathologische Aspekte und die Aufnahme von Material in die Zellen zu untersuchen.

Deteklor
(Photomuliplier)

Detektor Pinhole

Beleuchtungs
Pinhole

Dichroitischer
Spiegel

Objektiv

Fokusebeng ———— Objekt

Fluoreszenzlicht aus
der Fokusebene

—————— Qut of Focus - Licht
Abbildung 4-10:Schematische Darstellung eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops!'3¢!
4.9 Durchflusszytometrie (FACS)!*3% 1371

Mit Hilfe eines Durchflusszytometers (FACS) ist die Klassifizierung und Trennung einzelner
Zellen moglich. Parallel zur ZellgroRe wund Granularitdit kann ebenfalls die
Fluoreszenzintensitat pro Zelle ermittelt werden. Hierbei ist allerdings eine Markierung der
Zellen zum Beispiel durch fluoreszierende Antikorper oder durch

gebundene/aufgenommene fluoreszenzmarkierter Partikel/Polymere vorausgesetzt.
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Dem FACS-Gerat werden vier generelle Funktionen zugeteilt.

1) Vibrationskammer: In dieser wird ausgehend von einer Zellsuspension eine Folge von
feinsten Tropfchen gebildet. Aufgrund der kleinen TropfengréRe kann hdchstens eine
Zelle pro Tropfen enthalten sein. Demzufolge liegen alle Zellen einzeln vor und sind
somit der Einzelzellanalyse und Selektion zuganglich.

2) Messeinheit: Nach Kreuzung des Probenstroms mit einem Laserstrahl bei einem
Winkel von 90° kommt es neben der Anregung von Fluorophoren zur Streuung des
Laserstrahls (488 nm-blau) an Einzelzellen. Uber die Vorwartsstreuung (engl. forward
scatter, FSC) kann die GroRRe der Zelle und Uber die Seitwartsstreuung (engl. side
scatter, SSC) die Granularitdt einer Zelle bestimmt werden. Fluoreszenzmarkierte
Antikorper dienen als Oberflachenmarker fiir Zellen. Durch diese ist sowohl die
getrennte Untersuchung als auch die Isolierung von unterschiedlichen
Zellpopulationen moglich.

3) Sammeleinheit: Nach der Messung wird der Zelle je nach Wert eine positive, eine
negative oder keine Ladung zugeteilt. Demzufolge wird die Zelle nach Erhalt eines
Impulses und Passierung der anschlieBenden Ablenkplatte in die korrespondierenden
Sammelrdhrchen geleitet.

4) Elektronischer Rechner: Dieser ist fur die Steuerung des Gerates sowie fir die

Aufbereitung der vielen Messwerte in ergreifbare Daten zustandig.

Filter Detektoren
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Sy =
N f
£ &
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Detektor

Elektronisches |—
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Abbildung 4-11: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers!138]
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4.10 ,Specific Hybridization Internalization Probe” (SHIP)!**®!
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Abbildung 4-12: SHIP-Methode (engl. Specific Hybridization Internalization Probe)[*39]

Die von _ und - (,Monash University of Melbourne®) entwickelte

SHIP-Methode (,Specific Hybridization Internalization Probe“) stellt eine einfache Methode

zur Untersuchung der Zellaufnahme von Materialien - beispielsweise Proteinen, Polymeren
und Protein-Polymerkonjugaten - dar. Als vorteilhaft gegeniiber anderen gangigen
Methoden sind die Kompatibilitdt mit konventionellen Zellphanotypisierungen sowie die
Unabhangigkeit von der Lokalisierung des Materials in der Zelle. Durch den Einsatz eines
Sensors, welcher spezifisch die Fluoreszenz der auf der Zelloberfliche befindlichen
Materialien ausléscht und nicht die der internalisierten Materialien, wird die Untersuchung
der Internalisierungskinetiken von Nanopartikeln sowie Proteinen in lebende Zellen méglich.
Der SHIP-Sensor besteht aus zwei 20-basigen ssDNA Sequenzen, wobei die Erste am 5 -
Ende mittels eines fluoreszierenden Farbstoffes (Cy5) markiert ist und am 3'-Ende eine zur
Biokonjugation funktionelle Gruppe (-N3; -SH; - DBCO) trigt. Uber diese kann das Material,
welches auf Internalisierung untersucht werden soll, chemisch angebunden werden (engl.
,Fluorescent Internalization Probe” — FIPCy5). Die zweite Sequenz bildet ein zur ersten
Sequenz komplementarer DNA-Strang, welcher am 3°-Ende mit einen ,,Black Hole Quencher
2“ (BHQ2) funktionalisiert ist. Diese kann demzufolge mit der ersten Sequenz (FIP)
hybridsieren und wird erst zum Assay hinzugegeben, nachdem das zu untersuchende
Material die Moglichkeit zur Internalisierung hatte. Die Zugabe des Quenchers zu den Zellen
erfolgt bei 4 °C. Da bei 4 °C keine Internalisierung in die Zellen stattfindet, bindet der

Quencher lediglich an die FIP-DNA auf der Zelloberfliche und I6scht somit deren
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Fluoreszenz, wahrend die Fluoreszenz der internalisierten FIP-markierten Probe erhalten

bleibt.

Ein groBer Vorteil dieser Methode besteht darin, dass aufgrund der Spezifitdit der DNA-
Hybridsierung, alle anderen Fluorophore, wie zum Beispiel Oberflachenmarker zur
Zelltypbestimmung, unberihrt bleiben. Nach FACS-Analyse kann flr bestimmte
Inkubationszeiten die prozentuale Internalisierung, unter Einbeziehung von ,,Capping”, nach

folgender Formel ermittelt werden.

I(gequencht,t=i)—I(gequencht,t=0
[1(geq )-I(geq )] +100

[I(ungequencht,t=0)—1(gegequencht,t=0)] (G . 4-2 1)

% — Interalisation =

,Capping” tritt auf, wenn der Antikdrper-Rezeptor Komplex bevor er in die Zelle auf-
genommen wird von der Zelloberflache abgestofen wird und somit mit zunehmender Zeit
die Fluoreszenz erlischt. Damit das von der Zelle internalisierte Material nicht liberbewertet
wird, muss ,,Capping” mit in die Berechnung der prozentualen Internalisierung einbezogen
werden (Gl. 4-21). Da zum Zeitpunkt t = 0 noch kein ,,Capping“ auftritt wird also nicht auf das
Fluoreszenzsignal der ungequenchten Probe bei einem bestimmten Zeitpunkt, sondern auf
das Fluoreszenzsignal der ungequenchten Probe zum Zeitpunkt t = O normalisiert. Im

Vergleich dazu wird die totale Internalisierung wie folgt berechnet:

[I(gequencht,t=i)—1(gequencht,t=0)] (Gl. 4-22)

totale — Interalisation =
Anzahl Fluorophore
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Untersuchung der Aggregation von kationisch geladenen Nanopartikeln
in humanem Serum!4!

Fir den stabilen Transport von siRNA werden definierte polymere Trager bendtigt.
Nanohydrogelpartikel haben demzufolge kirzlich an Attraktivitdt fiir einen solchen
Transport gewonnen, da sie eine erhohte Formstabilitdt gegenliber einfachen Polyplexen mit
sich bringen.[1*%142l Wihrend im klassischen Polyplex mit kationischen Polymeren die negativ
geladene siRNA als vernetzende Komponente im resultierenden Nanopartikel dient, liegen
im Nanohydrogelpartikel bereits verknipfte Netzwerke vor, in die sich die siRNA
ladungsgetrieben einlagern kann ohne Einfluss auf die Nanopartikeltopologie. Fiir einen
erfolgreichen klinischen Einsatz solcher Nanohydrogele ist die Untersuchung ihres
Aggregationsverhaltens in humanem Serum unumganglich: Die Oberflache der Partikel kann
durch Adsorption von Serumproteinen maRgeblich verandert werden, wodurch es zu
unerwinschten Wechselwirkungen mit Zellen sowie einer ungiinstigen Verteilung im Korper
kommen kann.[114] [140]

Ansich sollte fir eine erfolgversprechende Anwendung dieser Trager die Ausbildung
groflerer Aggregate im Blutserum, die letzlich Blutgerinngung bis hin zu Thrombose
induzieren kbnnen, vermieden werden.

Im Folgenden werden die von _ synthetisierten kationisch geladenen
Nanohydrogelpartikel**3! vor und nach Beladung mit siRNA mit Hilfe der von Rausch et al.
entwickelten pre in vivo Untersuchungsmethode auf ihr Aggregationsverhalten in humanem

Serum analysiert.[144

H
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Abbildung 5-1: Reaktionsschema zur Synthese des Nanopartikels und Beladung mit siRNA[*4!
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Die Autokorrelationsfunktion (AKF) von humanem Serum kann durch eine triexponentielle

Fitfunktion

g1s(t) = a5 * exp (— ;ts) + a, s * exp (— é) + az s * exp (— L) (Gl. 5-1)

13,5

mit den jeweiligen Amplituden ai und Abklingzeiten ti= (q?Di)* beschrieben werden.

Die AKF der Nanopartikel (NP) alleine als auch nach Beladung mit siRNA werden perfekt

mittels einer biexponentiellen Fitfunktion beschrieben.

: ) (Gl. 5-2)

T2,np

: ) + Ay pp * €XP (—

1np(t) = Ay pp * €Xp (_ Tamp
Aus dieser wird ein winkelabhangiger Diffusionskoeffizient D und somit nach dem Gesetz
von Stokes-Einstein ein winkelabhdngiger reziproker hydrodynamischer Radius Rn
erhalten.['3! Nach Auftragung von 1/Rn gegen g? und anschlieBender Extrapolation gegen
g% =0 wird der z-gemittelte hydrodynamische Radius Rn = <1/Rh>;! erhalten.

Kommt es zu keinen bzw. vernachlassigbaren aggregatbildenen Wechselwirkungen zwischen
den Partikeln und den Komponenten des Serums kann die AKF der Mischung perfekt mit
Hilfe des Forcefits beschrieben werden. Der Forcefit wird aus der Summe der
Korrelationsfunktionen jeder Individualkomponente, mit konstant gehaltenen Parametern a;

und T der zwei Komponenten (Serum/NP) und variablen Amplitudenanteilen fs und fnp,

erhalten.

g1(O)m = fsgl,s(t) + fnpgl,np(t) (Gl. 5-3)

Im Fall einer Aggregation der Nanopartikel in humanem Serum und demzufolge einer
Verbriickung der Partikel untereinander, kann der Forcefit g,(t),, die Autokorrelations-
funktion der Mischung nicht ausreichend gut beschreiben. Somit muss zur Gleichung g, (t)m,

eine weitere additive, Aggregat beschreibende Funktion zugefiigt werden.

gl(t)m+agg = fsg1,s(t) + fnpgl,np(t) + fagggl,agg(t) (Gl. 5-4)

Hierbei stellt fag den Amplitudenanteil der gebildeten Aggregate und g .., die

Autokorrelationsfunktion der gebildeten Aggregate dar.
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I1,a99 = U,agg * exp(— (Gl. 5-5)

T1,ag9

In vorangegangen Arbeiten wurde von _ die Aggregation unbeladener

kationischer Nanohydrogelpartikel in humanem Serum untersucht. Nach biexponentiellem
Fit wurden fir die NP alleine in Puffer ein z-gemittelter hydrodynamischer Radius von
<1/Rh>;1 = 26 nm erhalten. Nach Inkubation mit humanem Serum jedoch wurde gezeigt,
dass der Forcefit nicht ausreicht um die Autokorrelationsfunktion der Mischung zu be-
schreiben. Nach vollstandiger Beschreibung der AKF wurden zusatzliche Aggregate von

Rn = 300 nm nachgewiesen (Abbildung 5-2).02]
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Abbildung 5-2: Nanohydrogelpartikel NP (LN247): (a) Winkelabhdngigkeit des reziproken
hydrodynamischen Radius; (b) AKF in Serum; --- Forcefit und zugehodriges Residuum der
Fitkomponenten aus Serum und Partikel; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehdoriges
Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Partikel und zusatzlicher aggregatbeschreibender
Funktion; Streuwinkel 30°; in 1X PBS; ¢ = 0.05 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm,
T=293 K.

5.1.1 Identifizierung der aggregatverursachenden Serumkomponenten

Um die Ursache der Aggregation aufzuklaren, werden die unbeladenen kationischen
Nanopartikel jeweils in den beiden Hauptkomponenten des Serums (HSA (bzw. hier BSA) und
IgG) sowie in einer iberwiegend anionischen Proteinlésung untersucht.

Fir die beiden Komponenten, IgG und BSA, werden kommerziell erhaltliche Proteinlésungen
verwendet. Generell konnen diese auch durch Fraktionierung von Plasma mittels Affinitats-
und lonenaustauschchromatographie erhalten werden (siehe Kapitel 7.12). Eine vorwiegend
anionische Proteinfraktion wird wie in Abschnitt 7.12 beschrieben aus dem Plasma nach
vorheriger Abtrennung von 1gG und BSA aus dem Durchfluss der DEAE S&dule gewonnen

(Gelbilder siehe Anhang: Abbildung 8-1 und Abbildung 8-2).
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Die Autokorrelationsfunktionen der Einzelproteinlosungen kénnen jeweils mit Hilfe einer

monoexponentiellen Fitfunktion beschrieben werden.

g1t),prot = A prot * exp(— Tiprot (Gl. 5-6)
Fur BSA, 1gG und die anionische Proteinfraktion werden die z-gemittelten Radien <1/Rh>;?
(BSA) = 3 nm, <1/Rh>;%(IgG) = 6 nm und <1/Rh>;%(anion.) = 16,6 nm erhalten (Anhang

Abbildung 8-3).

Abbildung 5-3 zeigt die AKF der kationischen Nanopartikel in 1gG, BSA und in anionischer
Proteinlosung. In 1gG-Losung (a) kénnen die Datenpunkte perfekt durch den Forcefit
beschrieben werden und demzufolge kommt es zwischen den kationischen NP und IgG zu
keiner mit dieser Messmethode bestimmbaren Wechselwirkung oder Aggregation.

In BSA-LOsung (b) hingegen lasst sich aus der Abweichung des Residuums erkennen, dass der
Forcefit (roter Fit) alleine nicht ausreicht um die Datenpunkte exakt zu beschreiben. Fiir eine
optimale Beschreibung der Daten muss eine zusatzliche aggregatbeschreibende Funktion
eingefihrt werden (blauer Fit). Es bilden sich Aggregate im GroéBenbereich von
Rn = 150 nm — 200 nm. Unter Beriicksichtigung des isoelektrischen Punkts von Albumin bei
pH = 4,741 und der Durchfiihrung der Messungen in PBS (pH =7,2) liegt das Albumin partiell
negativ geladen vor. Demzufolge kommt es zwischen den positiv geladenen
Nanohydrogelpartikeln und den negativ geladenen Proteinen zu einer elektrostatischen
Wechselwirkung, wodurch sehr wahrscheinlich die Aggregation hervorgerufen wird.

IgG hingegen besitzt einen isoelektrischen Punkt im neutralen pH-Bereich**®l, wodurch es
kaum zu einer ladungsbasierten Wechselwirkung zwischen Partikel und Protein kommt und
demzufolge keine Aggregate detektiert werden koénnen. Um die Aussage der
elektrostatischen Wechselwirkung zu stiitzen, werden die kationischen Partikel zusatzlich
noch in einer vorwiegend anionischen Proteinlésung auf Aggregation untersucht. Auch hier
wird eine zusatzliche aggregatbeschreibende Funktion benétigt. Erneut ergeben sich
Aggregate im GroRenbereich von Rn = 200 nm, die auf die elektrostatisch getriebene
Interaktion zwischen den kationischen Partikeln und den nun (berwiegend anionisch

geladenen Proteinen zurickzufihren ist.
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Abbildung 5-3: o AKF der Nanohydrogelpartikel NP (LN247) in (a) 1gG-Losung, (b) BSA-L6sung und
(c) anionischer Proteinfraktion des humanen Serums; --- Forcefit und zugehoriges Residuum der

Fitkomponenten aus entsprechender Proteinlosung und Partikel; --- Fit nach Multikomponentenfit
und zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus entsprechender Proteinlosung, Partikel und
zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ = 0.05 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS
220 nm; A =632.8 nm, T=293 K.

5.1.2 Beladung der kationischen Nanohydrogelpartikel mit siRNA

In einem weiteren Versuch werden die kationischen Nanohydrogele zu unterschiedlichen
Graden mit siRNA beladen und auf Aggregation in humanem Serum untersucht. Die drei
verschiedenen Gewichtsverhdltnisse NP/siRNA (15:1, 25:1 und 50:1) werden von -
- eingestellt, indem zunachst zu den Hydrogelpartikeln unterschiedliche Mengen an
siRNA gegeben werden. Nach Inkubation fiir 30 min kann durch elektrostatische Interaktion
zwischen den kationischen Partikeln und der anionischen siRNA eine Beladung erfolgen.

Zur Prifung werden ebenso von _ Agarose-Gel-Experimente durchgefiihrt
(Abbildung 5-4-a). Bei einem Verhaltnis von NP/siRNA 15:1 ist erkennbar, dass ein groRer
Teil siRNA frei vorliegt und somit nicht vollstandig vom Nanohydrogel komplexiert wird.
Hingegen ist bei einem Verhaltnis von NP/siRNA 50:1 keine freie siRNA zu sehen. Das gleiche
gilt fur die Partikel, welche mit einem Verhéltnis von NP/siRNA 25:1 beladen werden,
allerdings ist hier eine diffuse Bande zu sehen, die auf eine weitgehend abgesattigte
Beladung der Partikel mit siRNA und daraus resultierende Ladungskompensation hindeutet.
Diesbeziiglich werden auch Zetapotential-Messungen durchgefiihrt (Abbildung 5-4-b). Die
kationischen Nanopartikel alleine weisen ein Zetapotential von +36 mV auf. Dieser Wert ist
auf die vernetztenden, positiven Spermineinheiten im Inneren der Nanohydrogelpartikel
zurlickzufiihren. Mit zunehmendem siRNA-Beladungsgrad nimmt aber das Zetapotential
weiter ab. Die Partikel, bei denen keine freie siRNA vorliegt (NP:siRNA 50:1), aber noch nicht
vollstandig ladungskompensiert sind, besitzen ein Zetapotential von +20 mV. Dahingegen
weisen die beiden anderen Beladungsgrade, bei vollstandiger Beladung (25:1) oder sogar
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Uberladung (15:1, mit freier siRNA) ein leicht negatives Zetapotential auf (NP:siRNA 25:1; -7
mV und NP:siRNA 15:1; -9 mV). Im Folgenden wird die Beladung der NP mit siRNA mittels

DLS untersucht.

@ NP : siRNA | ) .
SiRNA 1511 2511 50:1 siRNA I * 15:1 NP:siRNA

Zeta-Potential -9.5 +3.7 mV

I cme ase ® 25:1 NP:siRNA
Zeta-Potential -7.5+3.9 mV

p—— 50:1 NP:siRNA
Zeta-Potential +21.6 £2.2 mV

® NP only
Zeta-Potential +36.4 £ 4.0 mV

PR R AT SR (TR N T
-20-10 0 10 20 30 40
Zeta Potential / mV

Abbildung 5-4: siRNA beladene Nanohydrogelpartikel (NP): Agarosegelelektrophorese (a) und
Zetapotential-Messung (b).

Unabhangig vom Beladungsgrad werden fiir die NP alleine sowie nach unterschiedlicher
siRNA- Beladung ein hydrodynamischer Radius von <1/Rh>;! = 26 nm erhalten. Dies spricht

fir die Formstabilitat dieser Oligonukleotidtrager, die unabhangig von deren Beladungsgrad

ist [143, 147]
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Abbildung 5-5: Winkelabhangigkeit des reziproken hydrodynamischen Radius: Nanohydrogel-
partikel NP (LN247):siRNA; (a) 15:1; (b) 25:1; (c) 50:1.

In Abbildung 5-6 sind die AKF der mit siRNA beladenen Nanohydrogelpartikel in humanem
Serum dargestellt. Die mit einem Verhaltnis von 50:1 beladenen Partikel (a) und gleichzeitig
sehr positivem Zetapotential (+ 20 mV) zeigen eine vergleichbare Aggregation in humanem
Serum wie die unbeladenen Nanohydrogelpartikel. Es werden Aggregate im GroRenbereich
von Ry = 220 nm erhalten. Im Gegensatz hierzu kénnen die Datenpunkte der Partikel mit
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dem Verhaltnis NP:siRNA 25:1 perfekt durch den Forcefit (b) beschrieben werden. Dies kann
wieder anhand des neutralen bis leicht negativen Zetapotentials erklart werden. Demzufolge
sind die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und den im Serum

vorhandenen Proteinen zu schwach um eine detektierbare Aggregation auszuldsen.

a b c
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Abbildung 5-6: o AKF der siRNA beladenen Nanohydrogelpartikel NP (LN247) in Serum: (a) 50:1; (b)
25:1; (c) 15:1; --- Forcefit und zugehdoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Partikel; -
-- Fit nach Multikomponentenfit und zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum,
Partikel und zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ = 0.05 g/L; Filter:
LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

Um die Aussage des ladungsinduzierten Aggregationsverhaltens zu stiitzen werden die
siRNA-beladenen Partikel zusatzlich in einer BSA-Losung vermessen, welche - wie bereits
zuvor erwahnt - bei physiologischem pH = 7,2 vorwiegend negativ geladen vorliegt
(Abbildung 5-7). In dieser Losung zeigen lediglich die mit NP/siRNA 50:1 beladenen Partikel
eine leichte Aggregation, wohingegen die beiden anderen (25:1 und 15:1) AKF perfekt
mittels des Forcefits zu beschreiben sind. Somit wiirde man fir die 15:1 beladenen Partikel
in Folge des ebenso leicht negativen, nahezu neutralen, Zetapotentials (Abbildung 5-4-b) ein
ahnliches Verhalten wie fir die 25:1 beladenen Partikel in humanem Serum erwarten.
Jedoch wird fir die 15:1 beladenen Partikel im Serum eine aggregatbeschreibende
Zusatzfunktion bendtigt, um die Datenpunkte exakt zu fitten (Abbildung 5-6-c). Die
Aggregation wird diesmal sehr wahrscheinlich durch die groRe Menge an freier siRNA im

Serum verursacht (Vgl. Argarosegel Abbildung 5-4).
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Abbildung 5-7: o AKF der siRNA beladenen Nanohydrogelpartikel NP (LN247) in BSA-LOsung (c =
80g/L): (a) 50:1; (b) 25:1; (c) 15:1; --- Forcefit und zugehdriges Residuum der Fitkomponenten aus
BSA-Losung und Partikel; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehériges Residuum der
Fitkomponenten aus BSA-L6osung, Partikel und zusatzlicher aggregatbeschreibender Funktion;
Streuwinkel 30°; ¢ = 0.05 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

Deshalb wird in einem weiteren Experiment das Verhalten von freier siRNA in humanem
Serum untersucht. Hierzu wird die freie siRNA mit der gleichen Konzentration, wie sie in den
15:1 beladenen Partikeln vorliegt, eingesetzt. Auch hier wird eine zusatzliche
aggregatbeschreibende Funktion bendtigt. Es bilden sich Aggregate im GroRenbereich von
Rh = 250 nm. Mit Hilfe eines Agarose Gelelektrophorese Experiments kann gezeigt werden,
dass in dem Zeitraum der Serumsmessung (30 min) die siRNA noch nicht vollstandig durch
RNasen abgebaut ist (siehe anhang, Abbildung 8-4, Linie 4). Demnach kann diese
beispielweise von bestimmten Immunproteinen des Serums erkannt werden und somit die

Bildung groflerer Immunkomplexe sowie Aggregate herbeifiihren.

9,

Abbildung 5-8: o AKF von siRNA in Serum --- Forcefit und zugehériges Residuum der
Fitkomponenten aus Serum und siRNA; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehdriges
Residuum der Fitkomponenten aus Serum, siRNA und zusatzlicher aggregatbeschreibender
Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ = 3.3 ug/L; Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.
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5.1.3 Zusammenfassung

Die von _ synthetisierten kationischen Nanohydrogele wurden vor und nach
Beladung mit siRNA in humanem Serum und in den Hauptserumkomponenten auf
Aggregation untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die stark kationischen Nano-
hydrogelpartikel (ohne siRNA) in Serum, Albumin und in der anionischen Proteinfraktion
aufgrund von Ladungseffekten Aggregate in der GréRenordnung von Ry = 200 - 300 nm
induzieren. Nach siRNA Beladung zeigten die NP:siRNA 50:1 beladenen positiven Partikel aus
den gleichen Grinden wie die unbeladenen Partikel Aggregation in Serum als auch in BSA.
Die mit siRNA abgesattigten (und damit leicht neutralen bzw. leicht negativ geladenen)
Partikel mit einem Verhaltnis von NP:siRNA 25:1 fihrten zu keiner Aggregation in humanem
Serum/BSA. Bei den ebenso leicht negativen, nahezu neutralen Partikeln mit einem
Gewichtsverhaltnis von NP:siRNA 15:1 wurde die Aggregation in humanem Serum durch den
Uberschuss an nicht komplexierter freier siRNA verursacht. Zusammenfassend bedeutet
dies, dass die kationischen Partikel sowie die siRNA alleine zur Aggregation in humanem
Serum fuhren. Lediglich die Partikel mit einem nahezu neutralen Zetapotential und
gleichzeitig vollstandig komplexierter siRNA zeigten keine Aggregation in humanem Serum
und stellen somit vielversprechende Kandidaten als stabile Trager zum sicheren Transport
von siRNA dar. Diesbeziiglich konnten von diesem System vor kurzem auch Erfolge in ersten

in vitro Transfektionsexperimenten erhalten werden.[*47]
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5.2 Weitere polymere Tragersysteme fiir biomedizinische Anwendungen

Um als polymeres Tragersystem im menschlichen Kérper Anwendung zu finden, wird dessen
Biokompatibilitdt vorausgesetzt. Demzufolge ist eine Adsorption von Proteinen des
humanen Serums, welche eine Aggregation verursachen, nicht erwiinscht. Weiterhin sollen
polymere Tragersysteme eine GroRe zwischen 10 nm und 100 nm besitzen und keine
unspezifische Zellaufnahme zeigen. 48l

Um den idealen Trager zu finden, werden in den folgenden Kapiteln verschiedene polymere
Tragersysteme auf ihr Verhalten in humanem Serum sowie auf unspezifische Zellaufnahme

untersucht.

5.2.1 Polymeranaloge Succinylierung von Poly-L-Lysin (PLL)

Aus fruheren Arbeiten von _ ist bekannt, dass PLL aufgrund sehr starker
elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Polymer und den

negativ geladenen Komponenten des humanen Serums aggregiert.!14°!

Um diese Aggregation zu verhindern soll ein Teil der positiven Ladungen durch
Succinylierung kompensiert werden. Hierbei werden die positiven Aminogruppen des PLLs
zu negativ geladenen Carboxylatgruppen umgesetzt.

5.2.1.1 Synthese

Basierend auf vorangegangenen Arbeiten [Diplomarbeit Sabine Gietzen, 2012] wird PLL (*H-
NMR, siehe Abbildung 5-10) nach der Methode von Lindegren et al.l>% zu unterschiedlichen

Graden succinyliert.

(0} - ®
o] ° O pH=3 R o
" 24h, 20 S OH
NH,
HN HN
AV =

o]

I=Z

[15.000-30.000] [100.07] HoN

4 NH

L

Abbildung 5-9: Succinylierung von PLL mittels Bernsteinsdureanhydrid!*>"!
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Hierzu wird PLL wie in Abschnitt 7.5.1 beschrieben mit Bernsteinsdaureanhydrid in
Natriumbicarbonatpuffer bei pH = 8,5 und Raumtemperatur umgesetzt. Die Aufarbeitung
erfolgt mittels Dialyse und Lyophilisation. Die Umsetzung zum succinylierten PLL wird mit
Hilfe des in Kapitel 7.4 beschriebenen Assays zur Quantifizierung von primaren Aminen
(TNBSA-Assay) zweifelsfrei bestatigt. Im *H-NMR Spektrum lasst sich anhand der Anzahl der
Protonen und im *3C-NMR Spektrum anhand der Anzahl der C-Atome die 37%, 49%, 60%,
80% und 100%ige Umsetzung bestatigen. Beispielhaft ist hierzu in Abbildung 5-11 das H-
NMR-Spektrum des 100%-succinylierten PLLs und in Abbildung 5-12 ist das '3C-NMR

Spektrum des 100%-succinylierten PLLs gezeigt.
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Abbildung 5-10: 'H-NMR-Spektrum von PLL in D,O
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Abbildung 5-11: 'H-NMR-Spektrum von 100%-succinyliertem PLL in D,O
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Abbildung 5-12: ¥*C-NMR-Spektrum von 100%-succinyliertem PLL in D,0
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In Tabelle 5-1 sind die mittels DLS erhaltenen hydrodynamischen Radien der im Rahmen
dieser Arbeit dargestellten Systeme gezeigt. Hierbei ist erkennbar, dass die Succinylierung

kaum Einfluss auf diesen hat.

Tabelle 5-1: Vergleich der hydrodynamischen Radien von PLL; 37%, 49%, 60%, 70% und 100%
succinylierten PLL, in PBS-Puffer (c = 1g/L), T = 293 K, biexponentieller Fit, Streuwinkel 30°.

Probe Rh(30°)/nm
PLL 2.5
37%-Succ-PLL 2.6
49%-Succ-PLL 2.4
60%-Succ-PLL 2.1
70%-Succ-PLL 2.1
100%-Succ-PLL 2.7

Fir Zellaufnahmestudien werden die zu unterschiedlichen Graden succinylierten PLLs mit
Ausnahme des 100%-succinylierten PLLs, da hier keine freien Amine zur weiteren Umsetzung
mehr verfligbar sind, Gber die Aminogruppen mit dem Farbstoff AlexaFluor488 markiert
(Abschnitt 7.5.3). Die Abtrennung des Uberschiissigen Farbstoffs erfolgt mittels Bio-Rad P30
Gelfiltration. Die Anzahl der angebundenen Farbstoffe wird von Dr. Kaloian Koynov (MPIP-
Mainz) mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie Uber das Verhaltnis der Polymer-
photocounts zu den Farbstoffphotocounts auf 1-2 Farbstoffmolekiile pro Polymerkette be-

stimmt.
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Abbildung 5-13: Farbstoffmarkierung des succinylierten PLLs mit AlexaFluor488
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5.2.1.2 Aggreationsverhalten in humanem Serum

Im folgenden Abschnitt werden die zuvor beschriebenen succinylierten PLLs bezliglich ihres
Aggregationsverhalten in humanem Serum untersucht. In Abbildung 5-14 sind beispielhaft
die AKF der Mischung aus Serum und 37%-succinylierten-PLL (a) sowie 49%-succinylierten
PLL (b) abgebildet. Fiir das 37%-succinylierte PLL konnen die Datenpunkte nicht durch einen
Multikomponentenfit bestehend aus Serums- und Polymeranteilen angefittet werden. Es
wird eine weitere aggregatbeschreibende Funktion bendétigt. Hingegen wird das zu 49%
succinylierte Polymer nahezu perfekt durch den Forcefit (rot) beschrieben, sodass keine

weitere Zusatzfunktion zur Beschreibung der Datenpunkte notig ist.
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Abbildung 5-14: o AKF von (a) 37%-Succ-PLL in Serum (b) 49%-Succ-PLL in Serum; --- Forcefit und
zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; --- Fit nach
Multikomponentenfit und zugehériges Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Polymer und
zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ = 1 g/L; Filter: GHP 200 nm; GS
220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

In Tabelle 5-2 sind die hergestellten Succinylierungsgrade und die GroRen der entstehenden
Aggregate sowie deren Intensitdtsbeitrage zur Gesamtintensitdat der Mischung aus Serum,
Partikel und Aggregat aufgefiihrt. Es ist wie bereits im vorangegangen Kapitel mit den
kationischen Nanopartikel erkennbar, dass die Tendenz zur Aggregatbildung sehr von der
Ladung des polymeren Tragers im Serum abhéangt. Flr das hier vorgestelle System lasst sich
feststellen, dass die AggregatgroRe von der Ladungszahl abhangt. Somit werden mit héherer
negativer Ladung kleinere Aggregate detektiert.

Fir das nahezu neutrale 49%-succinylierte PLL (Abbildung 5-14-b) wird eine kaum
detektierbare Amplitudenintensitat von 8% erhalten und kann somit vernachlassigt werden.
Mit zunehmenden Succinylierungsgrad (60% - 100%) und somit einem gleichzeitigen

Ladungsanstieg (negative Ladung) wird ein erneuter Anstieg des Amplitudenanteils der
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Aggregate beobachtet. Generell ist festzuhalten, dass sich das Ladungsverhaltnis der Partikel
auf das Aggregationsverhalten auswirkt. Kationische als auch anionische Partikel zeigen eine
Tendenz zur Aggregation (im vorangegangen Kapitel konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
nicht nur polykationische Partikel alleine Aggregate induzieren, sondern auch lGbermaRig
freie polyanionische siRNA). Hingegen scheinen zwitterionische Strukturen keine wirklich

detektierbare Aggregation hervorzurufen.'®

Tabelle 5-2 Aggregation von PLL und Succinyliertem PLL (Succ-PLL) in humanem Serum, R; des
Serums, der verschiedenen Succinylierungsgrade und der entstehenden Aggregate; Beitrag von
Aggregat, Polymer und Serumproteinmischung an der Gesamitintensitat in %, Streuwinkel 30°.

Probe Rhser/nm | 1% Rhser | Rhpu/nm | 1% Rhpue | Rhage/nm | 1% Rhage
PLL 34.7 0.46 2.5 0 595 0.54
37%-Succ-PLL 39.0 0.67 2.6 0 729 0.33
49%-Succ-PLL 35.2 0.91 2.4 0.01 288 0.08
60%-Succ-PLL 35.4 0.83 2.1 0.01 300 0.16
70%-Succ-PLL 35.4 0.76 2.1 0 298 0.24
100%-Succ-PLL 34.7 0.70 2.7 0 238 0.30

5.2.1.3 Zellaufnahmestudien

Die Zellaufnahme von AlexaFluor4d88 funktionialisierten succinylierten PLLs wird an

dendritischen Knochenmarkzellen (BMDC) gepriift.

In Abbildung 5-15-a sind die Ergebnisse der FACS-Messungen zur Aufnahme nach 4 h bei
37 °C fir das PLL und die succinylierten PLLs gezeigt. Erwartungsgemal wird das PLL und das
37%-succinylierte PLL zu 70% aufgrund der anziehenden Wechselwirkung zwischen positiv
geladenem Polymer und negativer Zelloberfliche unspezifisch von den BMDCs
aufgenommen. Das 49%-succinylierte PLL zeigt in Folge seines nahezu neutralen Charakters
lediglich eine unspezifische Aufnahme von 9%. Fiir das 60%-succinylierte PLL und das 70%-
succinlyierte PLL wirde man aufgrund der negativen Nettoladung eine repulsive
Wechselwirkung mit der negativ geladenen Zellmembran vermuten. Jedoch wird eine
unspezifische Zellaufnahme von 30% beobachtet. Dieses Verhalten kann durch eine
mogliche Physisorption von positiven Proteinen des Zellmediums auf das negativ geladene
Polymer erklart werden. Der nun positiv geladene Komplex wird somit wieder aufgrund von

attraktiven Wechselwirkungen von der Zelle aufgenommen.
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Abbildung 5-15: Aufnahme von PLL und Succ-PLL in BMDCs nach 4h; (a) FACS: e PLL, 70.8 %; e 37%-
Succ-PLL, 69.8 %; ® 49%-Succ-PLL, 9.2 %; e 60%-Succ-PLL, 33.8 %; ® 70%-Succ-PLL, 30.3 %; b)-d)
CLSM Aufnahmen von PLL (b), 49%-Succ-PLL (c) und 70%-Succ-PLL (d) in BMDCs, 1X PBS, nicht-
fixiert, Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1*10'* Partikel/5*10° Zellen; blau: Hoechst 33342-
Nukleus; rot: Cell Mask Orange — Zellmembran; griin: Polymer (PLL, Succ-PLL).

Erganzend zu den FACS-Messungen sind in Abbildung 5-15-b-d die CLSM-Aufnahmen fiir PLL
(b), 49%-succinyliertes PLL (c) und 70%-succinyliertes PLL (d) dargestellt. Fiir PLL (b) ldsst sich
sehr gut die unspezifische Zellaufnahme (griin) erkennen. Auch im CLSM-Bild des 70%-
succinylierten PLLs (c) sind vereinzelnd Polymere (griin) in den Zellen zu sehen. Hingegen ist
bei der CLSM-Aufnahme des 49%-succinylierten PLLs keine unspezifische Aufnahme

erkennbar. Demzufolge sind die Ergebnisse der FACS-Messungen bestatigt.
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5.2.2 Succinylierte-Poly-L-Lysin-Biirsten (Succ-PLL-Biirste)

Im Vergleich zum linearen PLL wird bei den zylindrischen wurmartigen Polymerbiirsten eine
lingere Blutzirkulationszeit und demzufolge eine bessere Bioverfiigbarkeit vermutet.[1> 116l
Zudem werden die Polymerbiirsten, welche eine anisotrope Form besitzen, im Vergleich zu
sphéarischen Partikeln schlechter von Makrophagen erkannt.[115 116]

Ein weiterer Vorteil der Polymerbiirsten ist die Moglichkeit zur hohen Funktionalisierung
aufgrund der vielen verfligbaren Seitenketten. Demnach werden in den folgenden
Abschnitten verschiedene Polymerbiirsten als mogliche potentielle Tragersysteme fir die
Tumorimmuntherapie getestet.

Aufgrund der erfolgreichen Synthese des linearen succinylierten PLLs sowie der
Verminderung bis hin zur Verhinderung der unspezifischen Zellaufnahme in BMDCs und der
Aggregation in humanem Serum wird als erstes die Succinylierung der PLL-Biirste und deren

Charakterisierung gezeigt.

5.2.2.1 Synthese

Die zur weiteren Umsetzung verwendete PLL-Birste (Lys 55-3-2) wurde von Dr. Mike Sahl in

der Gruppe von _ synthetisiert. Die Eigenschaften der PLL-Birste sind in

folgender Tabelle zusammengefasst.[1>1]

Tabelle 5-3: Lichtstreuergebnisse von Lys 55-3-2 in 0.5 N NaCl(*51]

Probe Mw/ g/mol Rg/nm Rh/nm p(Rg/Rh)
PLL-Biirste(Lys 55-3-2) ~8*106 60.4 44.8 1.35

Die Succinylierung der PLL-Blirste erfolgt analog zum linearen PLL (siehe Abschnitt 7.5.1). Es
werden drei verschiedene Succinylierungsgrade (20%, 37% und 50%) eingestellt. Die
Charakterisierung erfolgt mittels Elementaranalyse!, TNBSA-Assay und DLS. In Abbildung
5-16 sind beispielhaft die biexponentiellen Fitfunktionen der Autokorrelationsfunktionen der

PLL-Birste und der 50%-succinylierten PLL-Blirste gezeigt.

! Mikroanalytisches Labor -, Remagen
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g1(t)

Abbildung 5-16: Experimentelle AKF und Fits: --- PLL-Biirste und --- 50 %-Succ-PLL-Biirste,
¢ =0.05 g/Lin 1X PBS, Streuwinkel 30°, Filter: GHP 450 nm, A = 632.8 nm, T=293 K.

Die Autokorrelationsfunktion der modifizierten PLL-Blrste ist leicht zu groReren
Korrelationszeiten verschoben, das heildt, dass die Succinylierung Einfluss auf den hydro-
dynamischen Radius hat. Dies wird anhand der in Tabelle 5-4 dargestellten Werten fiir die
hydrodynamischen Radien gezeigt. Fiir die PLL-Biirste wird bei einem Streuwinkel von 30°
ein hydrodynamischer Radius von Ry = 51,7 nm erhalten. Die hydrodynamischen Radien der
succinylierten PLL-Blrsten betragen je nach Succinylierungsgrad ca. 57 nm — 62 nm und sind

somit um ca. 10 -17% groRer gegenliber der PLL-Birste (Anhang Abbildung 8-10).

Tabelle 5-4: Hydrodynamische Radien der PLL-Biirste sowie der zu unterschiedlichen Graden
succinylierten PLL-Biirsten in 1X PBS (0.152 M NacCl)

PLL-Biirste 20%-Succ-PLL-B | 37%-Succ-PLL-B | 50%-Succ-PLL-B
<1/Rh>;! 51.7 nm 57.0 nm 62.0 nm 59.9 nm

Die Farbstoffmarkierung mit AlexaFluor488 erfolgt ebenfalls, wie am Beispiel der linearen
Polymere gezeigt, Uber die freien Amine und die Aufreinigung mittels Bio-Rad P30
Gelfiltration. Die Anzahl der gebundenen Farbstoffe pro Polymerkette wird auch hier Gber
das Verhaltnis der Polymerphotocounts zu Farbstoffphotocounts von _
(MPIP-Mainz) mittels FCS bestimmt.

Tabelle 5-5: Ergebnisse der FCS-Messungen

20%-Succ-PLL-B 37%-Succ-PLL-B 50%-Succ-PLL-B
Farbstoffe 30 80 60
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5.2.2.2 Aggregation in humanem Serum

Die zu unterschiedlichen Graden succinylierten PLL-Birsten zeigen alle Aggregation in
humanem Serum. Es werden Aggregate im GroRenbereich von Rn = 100 nm — 200 nm
detektiert. In Abbildung 5-17 wird die Aggregation am Beispiel der 50%-succinylierten PLL-
Biirste verdeutlicht. Zur Beschreibung der experimentellen Daten der Mischung aus Serum
und Polymer ist eine aggregatbeschreibende Zusatzfunktion (blau) notig, wie an der

Abweichung des Residuums erkennbar ist (rot).
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Abbildung 5-17: o AKF von 50%-Succ-PLL-Biirste in Serum --- Forcefit und zugehoriges Residuum
der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehériges
Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Polymer und zusatzlicher aggregatbeschreibender
Funktion; Streuwinkel 60°; ¢ = 0.05 g/L, Filter: GHP 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

Die nun auftretende Aggregation der 50%-succinylierten PLL-Bilirste in humanem Serum im
Vergleich zum linearen PLL kann dadurch erklart werden, dass im Fall der PLL-Birste sehr
wahrscheinlich nur die duRReren positiven Aminogruppen durch negative Carboxylatgruppen
ersetzt werden. Somit besitzt das Polymer auf der AuBenseite eine negative Nettoladung.
Demnach kann es nicht mehr, wie im Fall des 50% succinylierten linearen PLLs, als Zwitterion
angesehen werden. Demzufolge kommt es zur Aggregation zwischen dem ,negativ”
geladenen Polymer und den positiv geladenen Serumskomponenten, welche jedoch im
Vergleich zum reinen PLL deutlich geringer ausfallt und moglicherweise durch die Anbindung
bioaktiver Komponenten vollstandig unterdriickt werden kann. Demnach stellen diese

Systeme potentielle Kandidaten fiir die Anwendung als ,,Nanocarrier” in der Biomedizin dar.
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5.2.3 Polymerbiirsten mit Elastin-ahnlichen Polypeptidseitenketten

Als weitere mogliche polymere Tragersysteme gelten die von _

synthetisierten Polymerbiirsten mit Elastin-dhnlichen Polypeptidseitenketten.152]

W W W——

H-(GVGVP),,G-COOH

Abbildung 5-18: Strukturformeln der Poly(MA-ELP)-Biirsten: (a)-COOH und (b) -Ns

Elastin-dhnliche Polypeptide lassen sich von dem natirlich vorkommenden Protein
Tropoelastin ableiten. In Tabelle 5-6 sind die Eigenschaften der beiden Poly(MA-ELP)-Biirsten

aufgefihrt.

Tabelle 5-6: Lichtstreuergebnisse von Poly(MA-ELP) in 2 mM Nacl(*52]

Probe Mw/ g/mol Rg/nm Rh/nm Funktionelle
Gruppe
Poly(MA-ELP) 4.9%10° 51.7 35.2 -COOH
Ns-Poly(MA-ELP) 1.8*%10° 33.3 23.5 -N3

5.2.3.1 Aggregationsverhalten in humanem Serum

Da generell bei Polypeptidbirsten von einem ,Stealth“-Effekt ausgegangen wird, sollten fir
diese Systeme keine unspezifischen Wechselwirkungen mit Serumsproteinen auftreten.1%3!

Allerdings kdénnen, wie in Kapitel 5.1 und 5.2.1.2 beschrieben, elektrostatische Wechsel-
wirkungen zwischen geladenen Polymeren und entgegengesetzt geladenen Komponenten
des Serums auftreten und dadurch eine Aggregation in Serum induzieren.[!?) Des Weiteren
ist aus Arbeiten von Hemmelmann und Mohr et al. bekannt, dass neben elektrostatischen
auch hydrophobe Wechselwirkungen eine Aggregation erzeugen.[*>¥ In Abbildung 5-19-a ist
erkennbar, dass zur Beschreibung der Autokorrelationsfunktion der Poly-(MA-ELP) Biirste in
Serum eine zusatzliche Aggregat beschreibende Funktion notwendig ist. Bei einem
Streuwinkel von 30° werden Aggregate in der Groflenordnung von Ri = 280 nm gebildet,

welche mit 38% zur Gesamtintensitat beitragen. Diese Aggregation lasst sich wie schon bei
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den succinylierten PLLs auf die Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen

Carboxylgruppen und den positiven Serumkomponenten zurtckfiihren.

Tabelle 5-7: Aggregation von Poly-(MA-ELP) in humanem Serum, Rn des Serums, des Poly-(MA-ELP)
und der entstehenden Aggregate; Beitrag von Aggregat, Polymer und Serumproteinmischung an
der Gesamitintensitat in %.

Winkel Rhser/nm 1% Rhser Rhpoly/nm 1% Rhpoly Rhacs/nm 1% Rhace
30° 41 60 23 2 277 38

Die ELP-Polymerbiirste mit externen PEGe-Azidgruppen zeigt ebenfalls Aggregation in
humanem Serum (Abbildung 5-19-b). Diese fallt allerdings im Vergleich zum Poly-(MA-ELP)

sichtbar geringer aus.

g,(t)
g,(t)

B E— —————
10* 10° 10* 10" 10° 10° 10° 10° 10°
t/ms
Abbildung 5-19: o AKF von (a) Poly-(MA-ELP) und (b) Poly-(MA-ELP-PEGe-Ns) in Serum; --- Forcefit
und zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; === Fit nach

Multikomponentenfit und zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Polymer und
zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ = 0.02 g/L; Filter: HV 450 nm; GS
220 nm; A =632.8 nm, T=293 K.

Tabelle 5-8: Aggregation von Poly-(MA-ELP-PEGe-N3) in humanem Serum, Rn des Serums, des Poly-
(MA-ELP-PEG¢-N3) und der entstehenden Aggregate; Beitrag von Aggregat, Polymer und
Serumproteinmischung an der Gesamitintensitat in %.

Winkel Rhser/nm 1% Rhser | Rhpoy/nm | 1% Rhpoly | Rhage/nm | 1% Rhace
30° 34 0.86 34 0 160 0.14

Der Aggregatanteil von 14% an der Gesamtintensitat ldsst sich moglicherweise durch die ca.
10% nicht umgesetzten Carboxgruppen erkldren.[’>?) Eine weitere Ursache kann die erhéhte
Hydrophobie durch den geschiitzten C-Terminus sein, woraus sich auch die Ubergangs-

temperatur von T = 27 °C bei 1g/L in PBS erkldren lasst. Da generell Zellexperimente bei
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physiologisch relevanten 37 °C durchgefiihrt werden ist diese zu niedrig. Weiterhin konnte
kiirzlich von _ gezeigt werden, dass die Ubergangstemperatur auch nach
Anbindung des Antikdrpers aDEC205 sowie des Adjuvans CpG1826 nicht erhéht werden
kann.™>!  Demnach koénnen diese Systeme nicht als ,Nanocarrier” fir die

Krebsimmuntherapie verwendet werden.

5.2.4 Poly(2-oxazolin)biirsten

Im folgenden Kapitel werden die von _ hergestellten Poly(2-oxazolin)biirsten
hinsichtlich ihrer Biokompatibiltdt untersucht. Es konnten drei verschiedene Azid-

funktionalisierte Poly(2-oxazolin)biirsten synthetisiert werden,[114 148, 156]

a b c
HzN | HoN | H,N |
Varal i T
HN o HN /o HN 0

NH NH NH
/ " C)/ / |
(HZC)\e 2 ‘6 (Hzc)\s o]
R 0=<

%T § E;]

m

o Q.
I

m
(CHas el T 0
M - J\/
N3 N
o
(CHa)

N3

Abbildung 5-20: Strukturformeln der verschiedenen Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)-
biirsten: (a) N3-PiPrOx-Biirste; (b) N3-PEtOx-Biirste und (c) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste.

Die Azid-funktionalisierten Polymere konnen entweder Uber kupferfreie Click-Chemie oder
nach Reduktion der Azidgruppe zu primaren Aminen mit Farbstoffen oder biologisch aktiven
Komponenten (z. B. Antikdrper, Peptide, Adjuvantien) markiert werden. Die Eigenschaften

der drei verschiedenen Poly(2-oxazolin)biirsten sind in Tabelle 5-9 zusammengefasst.[114]

Tabelle 5-9: Lichtstreuergebnisse sowie GPC-Ergebnisse der Azid-funktionalisierten
Poly(2-oxazolin)biirsten in MeOH, 5 mM LiBr!**4

Probe Mw/ g/mol(LS) Rg/nm Rh/nm PDI (GPC)
Ns-PiPrOx-Biirste 1.26*10° 37.38 26 1.83
Ns-PEtOx-Biirste 6.18*10° 32.29 21 1.68

Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste 3.21*10° 60.53 42 2.47
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5.2.4.1 Aggregation in humanem Serum

Fir die Poly(2-oxazolin)e werden aufgrund der in Kapitel 3.6 beschriebenen Eigenschaften

lediglich geringe oder sogar keine Wechselwirkungen mit Serumsproteinen erwartet.

In Abbildung 5-21 sind die AKF der Mischungen aus Serum und der N3-PEtOx-Birste (a)
sowie der Mischung aus Serum und der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste (b) dargestellt. Diese

beiden Polymere zeigen keine Aggregatbildung in humanem Serum.
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Abbildung 5-21: o AKF von (a) Ns-PEtOx-Biirste und (b) Ns-PEtOx-b-iPrOx-Biirste in Serum; ---
Forcefit und zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; Streuwinkel 60°;
¢ =1 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

Im Gegensatz dazu neigen die N3-PiPrOx-Blrsten zur Aggregation in humanem Serum (
Abbildung 5-22). In Tabelle 5-10 sind die erhaltenen Radien und Intensitdtsbeitrage der
Mischung aus Serum und der N3-PiPrOx-Biirste flir die Streuwinkel 30° und 60° gezeigt. Die
GroRenordnung der erhaltenen Aggregate liegt zwischen 100 nm — 360 nm. Die Aggregation
wird sehr wahrscheinlich durch die im Vergleich doch erhohte Hydrophobizitdt der
Ns-PiPrOx-Blirste verursacht. Somit koénnen hydrophobe Proteine, wie zum Beispiel
Lipoproteine, mit den hydrophoben Polymerbirsten in Wechselwirkung treten und folglich
eine Aggregation hervorrufen.[10 154

Im Vergleich dazu kann die nicht vorhandene Aggregation in humanem Serum der N3-PEtOx-
Biirste sowie der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Bilirste durch die ausreichend hohe Hydrophilie der
Polymeroberflachen erklart werden. Demnach wird im Fall der Kern-Schale-Biirste der

hydrophobe PiPrOx-Block von dem hydrophilen PEtOx-Block abgeschirmt.
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Abbildung 5-22: o AKF der Ns-iPrOx-Biirste in Serum; --- Forcefit und zugehodriges Residuum der
Fitkomponenten aus Serum und Polymer; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehoriges
Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Polymer und zusatzlicher aggregatbeschreibender
Funktion; Streuwinkel 30° (a) und Streuwinkel 60° (b); c =1 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A =
632.8 nm, T=293 K.

Tabelle 5-10: Aggregation der N3-PiPrOX-Biirste in humanem Serum, Rn des Serums, der N3-PiPrOX-
Birste und der entstehenden Aggregate; Beitrag von Aggregat, Polymer und
Serumproteinmischung an der Gesamitintensitat in %.

Winkel | Rhser/nm | 1% Rhser | Rhpoy/nm | 1% Rhpoly | Rhacs/nm | 1% Rhaca
30° 36 77 23.5 3 364 20
60° 36 76 23.8 7 112 17

Nach Reduktion der Azid-funktionalisierten Polymerbiirsten, mittels Staudinger-Reduktion,
werden ungeladene Azide in positive geladene Amine (iberfiihrt.[!1l Demnach wird nach den
in Kapitel 5.2.1.2 erhaltenen Ergebnissen auch hier eine ladungsinduzierte Aggregation in
humanem Serum erwartet.

Wie in Abbildung 5-23-a-c gezeigt, wird in allen drei Fallen eine zusatzliche Aggregat
beschreibende Fitfunktion benétigt. Tabelle 5-11 zeigt die hydrodynamischen Radien sowie
die Intensitatsbeitrage fur alle drei reduzierten Polymerbiirsten bei einem Streuwinkel von
30°. Die gebildeten Aggregate liegen im GrofRenbereich von 350 nm. Demzufolge wird die
obige Erwartung bestatigt. Eine Abschirmung der Ladungen, beispielsweise durch
Konjugation von verschiedenen inerten Polymeren wie PEG oder PEtOx, konnte eine

Moglichkeit darstellen diese Art von Aggregation zu verhindern.
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Abbildung 5-23: o AKF der (a) NH>-PEtOx-Biirste; (b) NH,-PiPrOx-Biirste und (c) NH,-PEtOx-b-iPrOx-
Biirste in Serum --- Forcefit und zugehériges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und
Polymer; === Fit nach Multikomponentenfit und zugehériges Residuum der Fitkomponenten aus
Serum, Polymer und zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°% ¢ =1 g/L;
Filter: LCR 450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm, T=293 K.

Tabelle 5-11: Aggregation der NH,-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirsten in humanem Serum,
Rndes Serums, der NH,-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirste und der entstehenden Aggregate;
Beitrag von Aggregat, Polymer und Serumproteinmischung an der Gesamitintensitat.

30° Rhser/ 1% Rhser Rhpoly/ 1% Rhpoly Rhage 1% Rhage
nm nm /nm
NH;-PiPrOx-Birste 39 84 23 3 345 13
NH>-PEtOx-Birste 39 74 24 1 335 25
NH,-PEtOx-b- 39 89 34 0 299 11

PiPrOx-Burste
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5.2.4.2 Zellaufnahmestudien

Fir die Zellaufnahmestudien werden die drei Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)-
blrsten, wie in Abschnitt 7.5.3.2 und 7.5.3.3 beschrieben, mittels kupferfreier Click-Chemie
mit dem Farbstoff Carboxyrhodamin 110 bzw. AlexaFluor488 markiert. Die kupferfreie Click-
Chemie zeichnet sich durch ihre nahezu quantitative Umsetzung sowie dem Ausbleiben von
Nebenreaktionen aus.[*7]
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Abbildung 5-24: Reaktionschema zur Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten
Poly(2-oxazolin)biirsten.

In Abbildung 5-25 ist die Zellaufnahme in BMDCs der Carboxyrhodaminl110 markierten
N3-PiPrOx-Birsten gezeigt. Aus der FACS-Messung wird eine unspezifische Aufnahme von
7,5% erhalten (Q2). Dieses Ergebnis kann mit Hilfe der CLSM-Aufnahmen bestatigt werden.
Es sind sehr deutlich einige Zellen zu erkennen, welche das Polymer unspezifisch auf-
genommen haben (griin). Dieses Verhalten kann wie schon bei der Aggregation in Serum auf
die Hydrophobie der Ns-PiPrOx-Birsten zuriickgefiihrt werden. Aus den Arbeiten von Carré
et al. ist bekannt, dass besonders hydrophobe Molekile zur Zelladhdsion neigen und
demnach von den Zellen teilweise aufgenommen werden.[1>8]

Des Weiteren weisen die Ns-PiPrOx-Birsten in Folge ihrer Hydrophobie eine Phasen-
ibergangstemperaturvon T = 26 °C auf.l'’ Da die in diesem Kapitel gezeigten Zellversuche
bei 37 °C durchgefiuhrt werden ist diese zu niedrig und es kommt es zur Aggregation der

Polymere.
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Abbildung 5-25: Zellaufnahme der Ns-PiPrOx-Biirste in BMDCs nach 4h; (a) FACS-Messung und b)
CLSM Aufnahmen; Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1*10*
Partikel/5*%10° Zellen; tiirkis: Hoechst 33342-Nukleus; rot: Cell Mask Orange — Zellmembran; griin:
Polymer.

Im Vergleich zur N3-PiPrOx-Biirste werden die Carboxyrhodamin110 markierten N3-PEtOx-
Biirsten und die Carboxyrhodamin110 bzw. AlexaFluor488 markierten N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Biirsten aufgrund der erhéhten Hydrophilie und demnach geringen Wechselwirkungen mit
der Zellmembran nicht von BMDCs aufgenommen (Abbildung 5-26). Da die beiden
hydrophilen Azid-funktionalisierten Polymerbiirsten (Ns3-PEtOx-Biirste und N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Birste) keine unspezifische Aufnahme in BMDCs und zudem keine Aggregation in
humanem Serum zeigen, erflillen sie zwei sehr wichtige Kriterien um als polymere Trager in

der Krebsimmuntherapie in Betracht gezogen zu werden.
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Abbildung 5-26: Zellaufnahme der Ns-PEtOx-Biirste (oben) und N3-PEtOx-b-iPrOx-Biirste (unten) in
BMDCs nach 4h; (a) FACS-Messung und b) CLSM Aufnahmen; Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert,
Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1*10'? Partikel/5*%10° Zellen; tiirkis: Hoechst 33342-Nukleus;
rot: Cell Mask Orange — Zellmembran; griin: Polymer(hier nicht zu sehen).

Des Weiteren wird in Zusammenarbeit mit der AG Steinbrink (Universitatsmedizin Mainz) die
Zellaufnahme in humane DCs untersucht. In Abhangigkeit vom angebundenen Farbstoff
werden unterschiedliche Ergebnisse erhalten. Das mittels Carboxyrhodamin110 markierte
Polymer zeigt weitgehend keine Anbindung bzw. Aufnahme an bzw. in humanen DCs.
Demgegeniiber zeigt das mit AlexaFluor488 markierte Polymer eine von der Zeit und Dosis
abhiangige Zellanbindung bzw. Zellaufnahme (Tabelle 5-12). Da der Farbstoff Carboxy-
rhodamin110 elektrisch neutral ist und der Farbstoff AlexaFluor488 zweifach negativ
geladen ist, hat die Anzahl der angebundenen Farbstoffe und damit verbunden die
Nettoladung eventuell einen Einfluss auf die ungewollte Zellaufnahme. Fir die in den

nachfolgenden Versuchen verwendeten Polymerkonzentrationen konnte jedoch auch fir die
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mit AlexaFluor488 markierten Polymere keine maRgebliche Zellaufnahme detektiert werden.
Jedoch sollte dieser Befund fir weitere Zellversuche beriicksichtigt werden, sodass in
Zukunft zur Markierung von Polymeren oder Biomolekiilen nach Modglichkeit auf

ladungsneutrale bzw. zwitterionische Farbstoffe zurlickgegriffen wird.

Tabelle 5-12: Polymerbindung bzw. Polymeraufnahme an/in humane DCs

Probe 4 h 18 h 48 h
1*106 2*10° 1*10° 2*10° 1*10° 2*10°
Partikel | Partikel | Partikel = Partikel/ @ Partikel | Partikel/
/1Zelle | /1Zelle /1 Zelle 1 Zelle /1 Zelle 1 Zelle

CRh110-N3-PEtOx-b- 1.6% 1.8% 2.4% 3.2% 2.7% 3.4%
PiPrOx-Burste
AF488-N3-PEtOx-b- 2.7% 1.5% 4.4% 5.3% 6.8% 12.9%

PiPrOx-Burste

5.2.5 Zusammenfassung

Lineares PLL konnte erfolgreich zu flinf verschiedenen Graden (37%; 49%; 60%; 70%; 100%)
succinyliert werden. Die Succinylierung zeigte keinen Einfluss auf die hydrodynamischen
Radien der Polymere. Die Aggregation in humanem Serum wurde mittels DLS untersucht.
Durch die Uberfiihrung der positiven Aminogruppen in negative Carboxylatgruppen wurden
generell weniger Aggregate detektiert. Bei einem Succinylierungsgrad von 49% und somit
einem nahezu ladungsneutralen Polymer lag die Amplitudenintensitat der Aggregate bei
lediglich 8% und konnte somit vernachldssigt werden. Fir die Succinylierungsgrade 60%,
70% und 100% wurden aufgrund der nun Gberwiegenden negativen Ladungen und der damit
verbundenen Wechselwirkungen mit den kationischen Komponenten des Serums erneut

Aggregate erhalten.

In den Zellaufnahmestudien wurde gezeigt, dass die Aufnahme in BMDCs mit zunehmenden
Succinylierungsgrad abnahm, bei einem Succinylierungsgrad von 50% die unspezifische
Aufnahme nahezu vollstdandig unterdrickt wurde und schlieBlich bei Uberwiegender

negativer Ladung wieder etwas zunahm.

Die Succinylierung wurde erfolgreich auf die PLL-Birste Ubertragen. Es konnten drei
verschiedene Succinylierungsgrade eingestellt werden (20%; 37%; 50%). Diesmal hatte die

Succinylierung einen leichten Einfluss auf die hydrodynamischen Radien der Polymere.
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Da bei den succinylierten PLL-Biirsten sehr wahrscheinlich nur die dufReren positiven Amino-
gruppen zu den negativen Carboxylatgruppen umgesetzt wurden, besitzen die succinylierten
PLL-Birsten je nach Succinylierungsgrad eine nach auRen hin positive oder negative Netto-
ladung. Demnach zeigten alle succinylierten PLL-Birsten aufgrund von Ladungswechsel-
wirkungen zwischen Polymer und Proteinen des Serums, eine Tendenz zur Aggregation.
Diese fallt jedoch im Vergleich zum reinen PLL viel geringer aus. Somit konnen diese Systeme
als mogliche polymere Tragersysteme fiir biomedizinische Anwendungen in Betracht ge-
zogen werden. Uber die noch verfiigharen Aminogruppen konnten die succinylierten

PLLs/PLL-Birsten mit Hilfe von AlexaFluor488 markiert werden.

Die zwei von _ synthetisierten Elastin-dhnlichen Polypeptide, welche sich

lediglich am C-Terminus unterscheiden, fiihrten beide zur Aggregation in humanem Serum.
Hierbei wurden fiir die am C-Terminus Carboxyl-funktionalisierten Polymerbirsten eine
deutlich starkere Aggregation im Vergleich zu den Polymerbirsten, bei denen die negativen
Carboxylgruppen zu 90% mit PEGe-N3 in neutrale Azide Uberflihrt wurden, erhalten.
Aufgrund der niedrigen Ubergangstemperatur von T = 27 °C kénnen diese Systeme nicht
weiter als , Carrier” fir biomedizinische Anwendungen verwendet werden, da die physio-

logisch relevante Temperatur bei 37 °C liegt.

Fiir die von _ hergestellten Azid-funktionalisierten N3-PEtOx-Bilirsten und
N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten wurden mittels DLS keine Aggregate in humanem Serum
detektiert. Hingegen wurden flir die N3-PiPrOx-Blirsten Aggregate erhalten. Diese wurden
durch hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Polymer und hydrophoben Serumproteinen
verursacht. Nach Uberfiihrung der Azidgruppen in Aminogruppen zeigten alle Polymer-
biirsten eine Tendenz zur Aggregation in humanem Serum, welche wiederum sehr wahr-
scheinlich durch Wechselwirkungen der kationischen Polymerbirsten mit anionischen
Serumproteinen verursacht wurden.

Die Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)birsten erfolgte mittels

kupferfreier Click-Chemie.

Die Zellstudien zeigten fiir die hydrophilen N3-PEtOx-Biirsten und N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten

keine unspezifische Aufnahme in BMDCs. Hingegen wurden die hydrophoben Ns-PiPrOx-
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Biirsten in geringen Mengen unspezifisch von BMDCs aufgenommen. Die mittels Carboxy-
rhodamin markierten N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten zeigten keine Zellaufnahme in humane
DCs. Hingegen wurden fiir die mit AlexaFluor488 markierten N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten eine
von der Konzentration abhangige Zellaufnahme erhalten, die jedoch weit Gber dem fiir uns

relevanten Bereich liegen.

In Folge dieser Ergebnisse scheinen die beiden hydrophilen Azid-funktionalisierten
Polymerbirsten (N3-PEtOx-Blirste und N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste) ideale polymere Trager-

systeme fiir die Anwendung in der Krebsimmuntherapie zu sein.
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5.3 Charakterisierung sowie Modifizierung des Antikérpers aDEC205

In ihrer Dissertation konnte _ zeigen, dass der Antikérper aDEC205 ein
vielversprechender Kandidat zur Adressierung CD8+ dendritischer Zellen darstellt.[®!
Demzufolge wird im Rahmen dieser Arbeit zuerst mit dem Antikérper aDEC205
weitergearbeitet. Als erstes wird versucht, die von _ erhaltenen Ergebnisse
zur Charakterisierung und Farbstoffmarkierung des Antikdrpers zu reproduzieren. Weiterhin
soll der Antikorper mit der zur kupferfreien Click-Chemie notwendigen funktionellen Gruppe
Dibenzocyclooktin (DBCO oder DIBO) moglichst aggregatfrei modifiziert und auf seine

Bindungsaffinitat an dendritischen Zellen getestet werden.

5.3.1 Untersuchung von aDEC205 nach unterschiedlicher Filtration mittels DLS

Der von BioXCell erworbene monoklonale Antikérper aDEC205 (NLDC-145) wird nach
unterschiedlicher Filtration (200 nm, 20 nm und Zentrifugenfiltration PALL 300 kDa) mit Hilfe
der DLS untersucht. In Abbildung 5-27 sind die experimentellen Autokorrelationsfunktionen
nach den drei verschiedenen Fitrationen von aDEC205 bei einem Streuwinkel von 30°
dargestellt. Fir den durch einen GHP 200 nm Filter (blau) und den mittels eines Anotop
20 nm Filters (schwarz) filtrierten Antikorper aDEC205 lassen sich jeweils zwei Moden
unterscheiden. Bei dem Fastmode handelt es sich um das reine Protein und bei dem
Slowmode entweder um eine Verunreinigung der Probe mit héher molekularen Substanzen
oder um Proteinaggregate. Diese beiden AKF kdnnen jeweils mit Hilfe einer biexponentiellen
Fitfunktion beschrieben werden. Im Gegensatz dazu wird fir den mittels Zentrifugen-
filtration (Pall 300 kDa) aufgereinigten Antikorper aDEC205 (rot) eine reine monodisperse

AKF erhalten.

71



5. Ergebnisse und Diskussion

1.0 { Goeuiz
0.8 4

0.6 4

g1(t)

0.4 4

0.2 4

0.0 1

-0-2 LA I LLLL L AL LLLU B ILLLLLL B RLLLLLL B RLLLLL. BN RLRLLLL BRI
10* 10° 10% 10" 10° 10" 10> 10° 10*

t/ms

Abbildung 5-27: Experimentelle AKF und deren Fits von aDEC205 in 1X PBS: --- GHP 200 nm; ===
Anotop 20 nm; --- PALL 300 kDa; T = 293 K; Streuwinkel 30°.

Die sich aus der biexponentiellen bzw. monoexponentiellen Fitfunktion bei einem Streu-
winkel von 30° ergebenen hydrodynamischen Radien sind in Tabelle 5-13 angegeben. Fir
alle drei Filtrationstechniken wird fiir aDEC205 ein hydrodynamischer Radius von ca.
5 nm — 5,5 nm erhalten. Die nach GHP 200 nm und Anotop 20 nm Filtration erhaltenen
»Slowmodes” besitzen GrofRenordnungen von 20 nm - 60 nm und tragen mit 15% - 20% zur

Gesamtintensitat bei.

Tabelle 5-13: Vergleich der hydrodynamischen Radien von aDEC205 in 1XPBS; 200 nm GHP, 20 nm
Anotop und 300 kDa PALL filtriert.

30° Fit Rh(abec20s)/NM 1% Rh(apec205) Rh(ace)/nm 1% Rh(ace)
GHP 200 nm Biexp. 5.40 80 66.0 20
Anotop 20 nm Biexp. 5.06 85 26.6 15
Pall 300 k Monoexp. 5.25 100 / /

5.3.2 Farbstoffmarkierung von aDEC205

Der Antikorper aDEC205 wird wie in Kapitel 7.5.2 beschrieben, nach Modifizierung des
Standardprotokolls von Invitrogen!*® {iber Lysine mit dem Fluoreszenzfarbstoff
AlexaFluor647-NHS-Ester markiert. Die Anzahl der Farbstoffe pro Antikorper wird mittels UV-
VIS Spektroskopie und Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie bestimmt (siehe Abschnitt
7.5.2). Nach beiden Methoden wird eine Markierungseffizienz von 3-4 Farbstoffe pro

Antikorper erhalten (siehe Abbildung 7-3).
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5.3.3 DBCO-Markierung von aDEC205

Um den Antikorper aDEC205 spater Uber kupferfreie Click-Chemie an ein Azid-
funktionalisiertes Polymer anzubinden, muss dieser zunachst entsprechend funktionalisiert
werden. Hierzu ist der heterobifunktionelle  Linker  Dicyclobenzocyclooktin

N-Hydroxysuccinimidylester (DIBO-NHS oder DBCO-PEG4-NHS) geeignet.

a b o

OCHz=C~NHCH;CH;NH;
OMN\AONO\AO/\/O\/\[(O\N
W, : :
o

Abbildung 5-28: Strukturformeln: (a) DIBO-NHS; (b) DBCO-PEG,;-NHS

Ein groBer Nachteil dieses Linkers ist jedoch die hohe Hydrophobizitdt, wodurch eine sehr
starke Aggregatbildung in wadssrigen Losungen induziert wird. Von einer Konjugation in
reinem Dimethylsulfoxid (DMSO), bei der keine Aggregation des Linkers stattfindet, ist

jedoch aufgrund der verminderten Stabilitat sowie Aktivitdt des Antikorpers abzusehen.

Demnach wird im folgenden Abschnitt eine aggregatfreie Synthese des DBCO-PEGA4-
markierten Antikdrpers aDEC205 im wadssrigen Medium beschrieben. Der Antikorper
aDEC205 wird vor der Umsetzung mit dem heterobifunktionellen Linker DBCO-PEG4-NHS mit
einem Anotop 20 nm Filter bzw. Pall 300 kDa Zentrifugenfilter filtriert und mittels DLS
vermessen (Abbildung 5-29). Hierbei wird ein hydrodynamischer Radius von R, = 5 nm

erhalten.
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Abbildung 5-29: aDEC205 nach Anotop 20 nm Filtration: (a) Winkelabhangigkeit des reziproken

hydrodynamischen Radius; (b) o experimentelle AKF; --- Biexponentieller Fit; Streuwinkel 30°; 293
K; A =632.8 nm; ¢ = 2g/L in 1XPBS; Rh =5 nm.

Die Zugabe des Linkers, nach vorangeganger Filtration und anschlieBender Uberpriifung auf
Verunreinigung oder Aggregation mittels DLS, kann entweder stochiometrisch oder in einem
10-fachen Uberschuss erfolgen. Fiir beide Varianten werden die gleichen Ergebnisse
erhalten. Nach erfolgter Reaktion (24 h Inkubationszeit, 4 °C) wird das Reaktionsgemisch
zunachst ohne weitere Aufreinigung mittels DLS untersucht. In Abbildung 5-30 ist die AKF
nach 450 nm GHP Filtration (schwarz) gezeigt?’. Die AKF ist im Vergleich zum reinen
Antikorper aDEC205 (rot) zu weitaus groReren Korrelationszeiten verschoben, was auf das
Vorhandensein von deutlich groBeren Partikeln, beispielsweise Aggregate, hinweist. Es wird

ein gemittelter hydrodynamischer Radius von ca. 350 nm erhalten.
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Abbildung 5-30: --- aDEC205 nach Pall 300 kDa, monoexponentieller Fit, Rh =5 nm; --- aDEC-PEG4-
DBCO ohne Aufreinigung nach GHP 450 nm Filtration, Rh ~ 350 nm; o experimentelle AKF;
Biexponentieller Fit; Streuwinkel 30°; 293 K; A = 632.8 nm; ¢ = 2g/L in 1XPBS.

2 Messung wurde von _ -Arbeitsgruppe _Physikalische Chemie- durchgefiihrt
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Die Abtrennung der Aggregate erfolgt mittels Zentrifugenfiltration (Pall 300 kDa). Durch
anschlieBende Zentrifugenfiltration des nach Pall 300 kDa erhaltenen Filtrats mit
Amiconzentrifugeneinheiten (Amicon 10 kDa) wird der Uberschuss an nicht reagiertem

Linker abgetrennt.

Abbildung 5-31 zeigt die aus der DLS ermittelten Ergebnisse des aufgereinigten Antikorpers.
Fir den DBCO-modifizierten Antikérper aDEC205 wird ein hydrodynamischer Radius von
Rh = 5,9 nm erhalten. Die Effizienz der DBCO-Funktionalisierung wird mit Hilfe des in
Abschnitt 7.5.5.3 beschriebenen Assays auf 1,5 DBCO-Molekiile pro Antikorper bestimmt.
Ausgehend vom unfiltrierten Antikérper aDEC205 (vgl. Abschnitt 5.3.1) werden in
verschiedenen Ansatzen Ausbeuten von jeweils circa 20-30% erhalten. Somit kann der nun
DBCO-funktionalisierte Antikorper zur weiteren Reaktionen mit Azid-funktionalisierten

Polymeren verwendet werden.
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Abbildung 5-31: aDEC205-PEG4-DBCO aufgereinigt mittels Pall 300k und Amicon 10k; LG200 nm
Filtration: (a) Winkelabhdngigkeit des reziproken hydrodynamischen Radius; (b) o experimentelle

AKF; --- Monoxponentieller Fit; Streuwinkel 30°; 293 K; A = 632.8 nm; c = 0.5 g/L; Rh =5.86 nm.

Die Bindungsaffinitaten des DBCO-funktionalisierten und nichtfunktionalisierten Antikdrper
aDEC205 werden mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die beiden Antikorper werden

jeweils fiir 20 min bei 4 °C mit BMDCs inkubiert.

Als Ergebnis wird sowohl fiir den nichtfunktionalisierten als auch fiir den DBCO-markierten
Antikorper aDEC205 eine Bindung von circa 18% erhalten (Abbildung 5-32). Somit hat die
DBCO-Markierung keinen negativen Einfluss auf die Zellanbindung. Dies bedeutet, dass die
Bindungsaffinitdt des Antikorpers, trotz statistisch verteilter Modifizierung der Lysin-
Einheiten am Antikorper, erhalten bleibt.
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Abbildung 5-32: FACS-Messung; (a) Zellen ohne Partikel; (b) aDEC205; (c) aDEC205-DBCO;
Inkubationszeit 20min bei 4°C, Konzentration: 1*10? Partikel/5*10° Zellen; Firbung mittels des
Sekundarantikorpers goat anti-ratigG-AF647, 15min bei 4°C.

5.3.4 Zusammenfassung

Fiir den Antikdrper aDEC205 konnten nach Filtration durch 200 nm und 20 nm Filter
hydrodynamische Radien von Ry =5 — 5,4 nm erhalten werden, wobei stets ein Slowmode im
GroBenbereich von Rn = 26 — 66 nm detektiert werden konnte. Erst eine Pall 300 kDa
Zentrifugenfiltration flhrte zu monodispersen unimolekular gelésten Antikérper, der mit

einer monoexponentiellen Fitfunktion in der DLS beschrieben werden konnte.

Es konnten 3-4 AlexaFluor647 Farbstoffmolekiile iber Lysin an den Antikorper aDEC205

angebunden werden.

Durch Anwendung verschiedener Filtrationstechniken (Anotop 20 nm, Pall 300 kDa, Amicon
10 kDa) war eine aggregatfreie DBCO-Modifizierung des Antikdrpers aDEC205 mdglich. Die
DBCO-Markierung zeigte keinen Einfluss auf die Bindungsaffinitat an dendritische

Knochenmarkzellen.
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5.4 Polymerkonjugate

Das Fernziel dieser Arbeit ist die Konjugation von drei bioaktiven Komponenten (Antikorper,
Antigen, Adjuvans) an zylindrische Polymerbirsten (bzw. nach Fraktionierung dieser Blirsten
an die verschiedenen Topologien (siehe Abschnitt 5.5): Wurmartige- und elliposidartige
Birsten sowie Kugeln) und deren anschlieRende Charakterisierung in vitro und in vivo.

Aufgrund der Polyfunktionalitat des Tragers und der drei bioaktiven Komponenten ist dies
ein anspruchsvolles Ziel. Aus diesem Grund werden zu Beginn dieser Arbeit, zur Erarbeitung
der Konjugationschemie lineares PLL bzw. lineares succinyliertes PLL als Trager verwendet
und im Anschluss die Erkenntnisse auf die Polymerbiirsten libertragen. PLL ist im Gegensatz
zu den unter hohem Aufwand praparativ zugdnglichen Polymerbiirsten kommerziell
erhaltlich. Zur Verknipfung zweier Makromolekiile miteinander, sollten die beiden Molekiile
die erforderlichen funktionellen Gruppen besitzen. Diese kénnen mit Hilfe hetero-
bifunktioneller niedermolekular Linker eingefiihrt werden. Um die sterische Hinderung zu
vermindern sind die reaktiven Gruppen solcher Linkermolekiile Uber einen Spacer
(,Abstandshalter”) verknlipft. Damit eine selektive Chemie ermoglicht wird, sollte der Linker

bioorthogonale Gruppen besitzen.

5.4.1 PLL-aDEC205, Succ-PLL-aDEC205 und Succ-PLL-Biirste-aDEC205
5.4.1.1 Synthese

Im Rahmen von _ Dissertation konnte der Antikérper aDEC205 Uber zwei
verschiedene Syntheserouten an PLL konjugiert werden.l®! In der vorliegenden Arbeit soll
zuerst die Konjugation von aDEC205 an lineares PLL, mit Hilfe von wenigen Modifikationen
reproduziert und die Konjugationschemie auf succinyliertes PLL sowie die succinylierte PLL-
Biirste Gibertragen werden. In Abbildung 5-33 ist eine Ubersicht zur Synthese des aDEC205-
Polymer Konjugats gezeigt. Die Antikdrper-Polymer Konjugate werden mittels kupferfreier
Click- Chemie synthetisiert. In einem ersten Schritt wird der Antikérper aDEC205 Uber Lysine,
wie in Kapitel 7.5.5.1 beschrieben, mit dem heterobifunktionellen Linker N-Hydroxy-
succinimidylester Dicyclobenzocyclooktin (NHS-DIBO) modifiziert. Gleichzeitig wird PLL (bzw.
succ-PLL, succ-PLL-Blrste) mit N-Hydroxysuccinimidylester-PEG1,-Azid (NHS-PEG12-N3)
ebenfalls Uiber seine freien Aminogruppen funktionalisiert. Demzufolge kann das nun Azid-
funktionalisierte Polymer mit der Alkingruppe des DIBO-funktionalisieren Antikdrpers unter
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Ausbildung eines Triazols reagieren. Im Fall des linearen Polymers erfolgt die Aufreinigung
des Antikorper-Polymer Konjugats mit Hilfe von Amiconzentrifugeneinheiten (100 kDa).
Allerdings wird hierbei lediglich das nicht reagierte Polymer (Mn = 7.500 g/mol) abgetrennt.
Der nicht reagierte Antikorper aDEC205 (150.000 g/mol) kann auf Grund des dhnlichen
Molekulargewichts zum aDEC-Polymer Konjugats (ca. 160.000 g/mol) nicht isoliert werden.
Da die Polymerbiirsten ein viel hoheres Molekulargewicht (Mn ~ 4.5 10° g/mol) im Vergleich
zum aDEC205 (150.000 g/mol) aufweisen, wird zur Abtrennung des freien Antikorpers auf

»PALL Nanosep Devices 300 kDa“ zurlickgegriffen.
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Abbildung 5-33: Reaktionsschema zur Konjugation von aDEC205 an PLL und Succ-PLL

5.4.1.2 Charakterisierung

Die Anzahl der an das Polymer gebundenen Antikérper aDEC205 Molekiile wird mittels UV-
VIS Spektroskopie bestimmt. Hierzu wird das Absorptionsmaximum bei A = 495 nm des

AlexaFluor488 markierten Polymers ins Verhadltnis zum Absorptionsmaximum bei
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A = 650 nm des AlexaFluor647 markierten Antikorpers gesetzt. Die erhaltenen Ergebnisse

sind in Tabelle 5-14 dargestellt.

Tabelle 5-14: PLL/succ-PLL/succ-PLL-Biirsten-Antikérper-Konjugate

Probe Polymer Antikorper
PLL-aDEC205 1 1
37%-Succ-PLL-aDEC205 1 1
37%-Succ-PLL-Biirste-aDEC205 1 7
50%-Succ-PLL-Burste-aDEC205 1 10

Da mit Hilfe der UV-VIS-Spektroskopie nicht eindeutig unterschieden werden kann, ob der
Antikorper frei oder am Polymer gebunden vorliegt, werden die synthetisierten Konjugate

mittels Fluoreszenz-Korrelationspektroskopie (FCS) untersucht (in Zusammenarbeit mit

I PP

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1
K

Abbildung 5-34: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen --- PLL-
AF488 und --- PLL-AF488-aDEC205-AF647 in 1X PBS, A = 488 nm, T= 295.15 K.

In Abbildung 5-34 sind beispielhaft die FCS-AKF des freien PLLs (schwarz) und die FCS-AKF
des PLL-aDEC205 Konjugats (blau) bei einer Anregung mit A = 488 nm gezeigt.
Erwartungsgemal ist die AKF des PLL-aDEC205 Konjugats zu grolReren Diffusionszeiten
verschoben. Dies ist ein erster Hinweis auf die erfolgreiche Konjugation. Der
hydrodynamische Radius der jeweiligen Proben kann (iber die Stokes-Einstein-Beziehung

bestimmt werden. Der Diffusionskoeffizient wird aus der Beziehung zwischen Diffusionszeit
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und konfokalem Detektionsvolumen erhalten. Tabelle 5-15 zeigt die mittels FCS erhaltenen
Werte der hydrodynamischen Radien sowie deren prozentualen Anteil in der Gesamt-

mischung.

Tabelle 5-15: Nach FCS ermittelte hydrodynamische Radien sowie deren %-Anteilen in der
Gesamtmischung, Anregung, A = 488 nm.

Probe Rh(pL)/nm Rh(Konjugat)/nm
PLLAF488-aDEC205AF647 2.0 (30%) 8.4 (70%)
37%-Succ-PLLAF488- 1.9 (65%) 8.3 (35%)
aDEC205AF647

Die AKF der Polymerkonjugate werden mittels eines freien Zweikomponentenfits
beschrieben. Hierbei beschreibt die eine Komponente das freie Polymer und die andere das
Polymer-Antikdrper Konjugat. Somit wird fur das PLL-aDEC205 Konjugat ein Anteil von 30%
freiem Polymer und fiir das 37%-succ-PLL-aDEC205 Konjugat sogar ein Anteil von 65% freiem
Polymer detektiert. Eine Erklarung flir den beachtlich groRen Anteil von nicht umgesetztem
Polymer im Fall des 37%-succinylierten PLLs kann in der Uberfiihrung der Aminogruppen in
Carboxylatgruppen liegen. Demnach konnen ionische Wechselwirkungen zwischen den
Ammonium- und Carboxylationen auftreten. Diese lGben moéglicherweise einen negativen

Einfluss auf die Reaktivitat des Polymers aus.

Die FCS-Ergebnisse der PLL-Biirsten Konjugate sind am Beispiel des 37%-succinylierten PLL-
Birsten-aDEC205 Konjugats sowie einer Negativkontrolle (37%-succinlyierte PLL-Birste-
AF488 + unmodifizierter Antikorper aDEC205-AF647) in Abbildung 5-35 dargestellt. Anstelle
des blauen Lasers wird diesmal aufgrund der geringen Unterschiede der hydrodynamischen
Radien vom Polymer und des Polymer-aDEC205 Konjugat mit Hilfe des roten Lasers
(A = 633 nm) angeregt, um so eine mogliche Verschiebung der Korrelationszeiten des
Antikorpers (nach Konjugation) detektieren zu koénnen. Fir die Negativkontrolle wird
erwartungsgemald ein dem freien Antikorper aDEC205-AF647 entsprechenden hydro-
dynamischer Radius von Ry = 6 nm erhalten. Die AKF des Konjugats ist anders als erwartet
nur geringfiigig zu groBeren Korrelationszeiten verschoben. Dies deutet darauf hin, dass

neben dem Konjugat noch freier Antikorper aDEC205 vorliegt.
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Gy

Abbildung 5-35: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen ---

Mischung: 37%-Succ-PLL-B-AF488 + unmodifizierte aDEC205-AF647 (Kontrolle) und --- 37%-Succ-
PLL-B-AF488-aDEC205-AF647 in 1X PBS, T=295.15 K, A =633 nm.

In Abbildung 5-36 sind die CLSM-Aufnahmen zur Zellaufnahme der Polymerbiirsten-aDEC205
Konjugate in BMDCs gezeigt. Es lasst sich eine Superposition der beiden Farbstoffe (grin +
rot = gelb) am Zellrand erkennen. Somit wird dieses Konjugat nicht von den Zellen auf-
genommen sondern nur angelagert. Eine mogliche Ursache kdnnte das in Kapitel 5.2.2.2 be-
schriebene Aggregationsverhalten von succinylierten-PLL-Bilirsten in humanem Serum sein,
welches demnach nicht durch die Konjugation eines Antikorpers unterdriickt werden kann.
Somit scheinen auch die Konjugate im Zellmedium, welches 5% fotales Kalberserum enthalt,
zu aggregieren und bleiben demzufolge an der Zellmembran haften. Uberraschenderweise

ist kein freier Antikérper in den Zellen zu erkennen, was wiederum den aus der FCS

erhaltenen Ergebnissen widerspricht.

Abbildung 5-36: CLSM Aufnahmen von 37%-Succ-PLL-B-aDEC205 in BMDCs, 1X PBS, nicht-fixiert,
Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1¥10?? Partikel/5*%10° Zellen; blau: Hoechst 33342-Nukleus; rot:
aDEC205-AF647; griin: Polymer (37%-Succ-PLL-B-AF488); gelb-orange: Kolokalisation (37%-Succ-
PLL-B-AF488-aDEC205-AF647).
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5. Ergebnisse und Diskussion

Da die Anbindung des Antikérpers aDEC205 in Folge der Succinylierung schwierig, nicht
eindeutig sowie nicht reproduzierbar ist und zudem die Aggregation nicht verhindert werden

kann, wird im Verlauf der weiteren Arbeit mit diesem System nicht mehr weitergearbeitet.

5.4.2 Poly(2-oxazolin)biirste-aDEC205

Aufgrund der in Kapitel 5.2.4 gezeigten Biokompatibiltat der N3-PEtOx-Birsten und der Ns-
PEtOx-b-iPrOx-Biirsten wird im folgenden Abschnitt die Konjugation des Antikorpers

aDEC205 an diese Polymerbiirsten beschrieben.

5.4.2.1 Synthese

In Abbildung 5-37 ist das Syntheseschema zur Konjugation von aDEC205 an die Azid-
funktionalisierten Poly(2-oxazolin)blirsten am Beispiel der N3-PEtOx-b-iPrOx-Biirsten gezeigt.
Wie in Kapitel 7.5.5 beschrieben, wird auch hier im ersten Schritt der Antikérper aDEC205
mit dem heterobifunktionellen Linker DIBO-NHS umgesetzt. Im Anschluss kann die Azid-
funktionalisierte Poly(2-oxazolin)biirste, ohne weitere Modifikation, tUber kupferfreie 1-3
Cycloaddition mit dem Dibenzocyclooktin reagieren. Der nicht reagierte Antikdrper wird

mittels ,PALL Nanosep Devices 300 kDa“ abgetrennt.
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Abbildung 5-37: Reaktionsschema zur Konjugation von aDEC205 an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste
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5.4.2.2 Charakterisierung

Mittels UV-VIS Spektroskopie wird die Anzahl der konjugierten Antikorper pro
Polymerbiirste ermittelt. Es werden die in Tabelle 5-16 gezeigten Konjugate erhalten. In

Abbildung 5-38 ist das UV-VIS Spektrum exemplarisch fir das N3-PEtOx-b-iPrOx-aDEC205-III

Konjugat gezeigt.

Tabelle 5-16: Poly(2-oxazolin)biirsten-Antikorper-Konjugate

Probe Polymer Antikorper
N3-PEtOx-CRh110- 1 3
aDEC205-AF647-1
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CRh110- 1 3
aDEC205-AF647-1I
N3-PEtOx-b-PiPrOx- CRh110- 1 10
aDEC205-AF647-lll
N3-PEtOx-b-PiPrOx- AF488- 1 5
aDEC205-AF647-1V
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488- 1 10

aDEC205-AF647-V

4.0 1.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5 -
1.0 -
0.5
0.0+ 0.0
05

o
[3,]
1

Absorption
Absorption

200 300 400 500 600 700 400 500 600 700
Anm Alnm

Abbildung 5-38: (a) UV-VIS Spektrum von Ns-PEtOx-b-PiPrOx-CRh110-aDEC205-AF647-11I; (b)
vergroBerter Abschnitt aus (a)

Zudem werden die Konjugate mittel SDS-Gelektrophorese unter nichtreduzierenden
Bedingungen untersucht (Abbildung 5-39). In Spur 1 und 4 ist der freie Antikdrper aDEC205
aufgetragen. Dieser zeigt wie erwartet eine breite Bande bei 150 kDa. Das Konjugat ist in der
Tasche von Spur 2 zu sehen, es wird kein freier Antikorper detektiert. Die sichtbare Bande in

der Tasche von Spur 2 sowie das Verschwinden der Bande bei 150 kDa kénnte auch eine
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5. Ergebnisse und Diskussion

Folge von auftretender Aggregation des Antikérpers nach DIBO-Modifizierung sein. Um dies
auszuschliefen wird in Tasche 5 der mit DIBO-modifizierte Antikorper aDEC205 aufgetragen.
Auch hier ist lediglich eine Bande bei 150 kDa erkennbar. Somit kann tatsachlich von einer

erfolgreichen Konjugation von aDEC205 an die Poly(2-oxazolin)birste ausgegangen werden.

250
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100

75

50

37

25
-

15
10

Abbildung 5-39: 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE (nichtreduzierende Bedingungen); Tasche 1: aDEC205-
AF647, 300 ng; Tasche 2: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647 Konjugat, 300 ng; Tasche M:
Marker ALL Blue (Biorad); 300 ng; Tasche 4: aDEC205, 1ug; Tasche 5: aDEC205-DIBO; 1pg.

Die Gelpermeationschromatogramme fiir aDEC205 (schwarz) und fiir das N3-PEtOx-b-PiPrOx-
aDEC205 Konjugat (rot) bei gleicher aDEC205 Konzentration sind in Abbildung 5-40 gezeigt.
Aufgrund von starken Wechselwirkungen der Poly(2-oxazolin)birste mit dem Saulenmaterial
kann das Konjugat von der Sdule nicht eluieren. Da fir das Konjugat jedoch auch kein
Elutionsprofil im Bereich des freien Antikdrpers zu sehen ist, kann erneut davon
ausgegangen werden, dass kein freier Antikérper aDEC205 mehr vorliegt. Dies bestatigt das

aus der SDS-Gelelektrophorese erhaltene Ergebnis.
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Abbildung 5-40: GPC von === aDEC205-AF647 und --- N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647; mit
einer aDEC205-Konzentration in beiden Proben von ¢ = 0.2 g/L; SHODEX OH-Pak, 3 Sdulen mit
Vorsaule (SB 802.5 HQ 6 um, 803 6 um, 804 10 um), SdulenmaBe: 8 x 300 mm, Saulenmaterial:
Polyhydroxymetharylate, 0,5 ml/min, 0,1 M Na2HPOs/NaH2POs, pH = 7,04, A =260 nm; T = 293 K.

Zur weiteren Charakterisierung werden die Konjugate mittels FCS untersucht (in Zusammen-
arbeit mit ||| | ] ] ]l Vrip). Abbildung 5-41 stellt die AKF des freien Antikérpers
aDEC205 und die AKF des N3-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugats bei einer Anregung mit
A =633 nm dar. Die AKF des Konjugats (blau) ist im Vergleich zur AKF des freien Antikdrpers
(schwarz) zu deutlich groBeren Diffusionszeiten verschoben. Fiir den Antikorper wird ein

hydrodynamischer Radius von Ry =5 nm und fiir das Konjugat von Rn = 38 nm erhalten.

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1 1
tls

Abbildung 5-41: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen o =---

aDEC205-AF647 und 0O --- N;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647 in 1X PBS, A = 633 nm,
T=295.15 K.
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Um sicherzustellen, dass die Antikérper tatsachlich kovalent an der Polymerblirste gebunden
sind und nicht durch Physisorption an der Polymerbiirste anhaften wird zur Kontrolle ein
weiteres Experiment durchgefiihrt. Hierzu wird nichtfunktionalisierter Antikdrper aDEC205
zur N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste gegeben, Uber Nacht inkubiert und mittels FCS bei A = 633 nm
vermessen. Es wird lediglich die in Abbildung 5-42 gezeigte Korrelation, welche dem freien
Antikorper entspricht, erhalten. Dadurch wird bestatigt, dass der Antikdrper nicht Uber

Physisorption an der Polymerbiirste anhaften kann.

1.0 &
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Abbildung 5-42: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen ---
aDEC205-AF647 und --- N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488 + aDEC205-AF647 in 1X PBS, A = 633 nm, T=
295.15 K.

Eine weitere Methode um zu Uberprifen, ob es sich bei der Probe um ein Polymer-
Antikorper Konjugat handelt, das heilSt in diesem Fall, dass jeweils zwei unterschiedlich
fluoreszenzmarkierte Komponenten in einem Molekiil vorliegen stellt die Fluoreszenz-Kreuz-
korrelations-Spektroskopie (FCCS) dar.

In Abbildung 5-43 sind zur Veranschaulichung die auf die groBte Amplitude normalisierten
Korrelationskurven und deren Fits fiir die Kontrollprobe N3-PEtOx-b-PiPrOx + aDEC205 (a)
sowie das Ns-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat (b) gezeigt. In Folge von zusatzlicher
Desaktivierung durch Tripletlibergange und in geringer Konzentration frei vorliegendem
Farbstoff kommt es fiir kleine Relaxationszeiten zu Abweichungen des Fits. Die Abweichung
des Fits fir grolRe Relaxationszeiten wird durch die Polydispersitdt des Polymers bzw. des
Polymer-Antikorper Konjugats verursacht. Allgemein werden aufgrund von unterschiedlich
groRen Detektionsvolumina des roten und des blauen Kanals unterschiedlich grofRe
Amplituden G(t) erhalten. Das Detektionsvolumen bei A = 488 nm ist durch die

Wellenldngenabhangigkeit der Beugungsbegrenzung kleiner als bei A =633 nm.
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Weiterhin gilt:

1
G(t) ~ 5 (Gl. 5-7)
mit N = Anzahl detektierter Teilchen im konfokalen Volumen.

Unter der Voraussetzung, dass alle Teilchen beide Farbstoff tragen und die Konzentration
der markierten Teilchen gleich ist, halten sich im kleineren Detektionsvolumen (blauer Kanal)
weniger Teilchen auf, woraus sich eine groBere Amplitude G(t) fiir den blauen Kanal im
Vergleich zum roten Kanal ergibt. Flir das N3-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat (Abbildung
5-43-b) wird jedoch im roten Kanal eine etwas hohere Amplitude im Vergleich zum blauen
Kanal erhalten. Dies deutet darauf hin, dass die Konzentration an blaumarkierter Spezies
(Polymer) hoher ist und somit neben dem Polymer-Antikorper Konjugat noch geringe
Mengen an freiem Polymer vorliegen. (Vgl. Konzentrationen in Tabelle 5-17). Die Amplitude
G (0) der Kreuzkorrelation ist proportional zur Anzahl der doppelt markierten Molekile im
Kreuzkorrelationsvolumen und zeigt fiir das Konjugat im Vergleich zur Negativkontrolle, bei
der die Amplitude G(0) = 0 betragt, einen signifikant hoheren Wert. Dies spricht dafiir, dass

ein Grof3teil der beobachteten Molekiile doppelt markiert ist.

G(r)

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1
/s

Abbildung 5-43: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen: (a)
Negativkontrolle: --- Blauer Kanal N3;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488; --- Roter Kanal aDEC205-AF647 und
Kreuzkorrelation === Mischung N;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488 und unmodifizierter aDEC205; (b) ---

Blauer Kanal (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-AF488AF + N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205 Konjugat); ---
Roter Kanal (aDEC205-AF647 + Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647 Konjugat) und

Kreuzkorrelation === N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647 Konjugat; in 1X PBS, T=295.15 K.
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Im Folgenden werden die Diffusionskoeffizienten und die daraus resultierenden

hydrodynamischen Radien sowie die Konzentrationen der jeweiligen fluoreszenzmarkierten

Proben, die man aus den Fits der nicht normalisierten AKF (hier nicht gezeigt) erhilt,

betrachtet (Tabelle 4-1). Fir den roten Kanal wird ein dem Konjugat zuzuordnender

hydrodynamischer Radius von Rn = 42,5 nm erhalten. Der aus dem blauen Kanal erhaltene

kleinere hydrodynamische Radius von Ry = 33,8 nm ist auch hier wieder durch die woméglich

auftretendende Triplet-Relaxation der Farbstoffe bei kleinen Korrelationszeiten zu erklaren.

Tabelle 5-17: Nach FCS ermittelte hydrodynamische Radien

Kanal

Rot (633 nm)
Blau (488 nm)
Kreuzkorrelation

N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-
aDEC205-AF647-1V

Rh/nm ¢/ nM
42.5+0.96 0.09 +£0.002
33.8+£0.94 0.13 £0.004
446 £0.74 0.08 £0.004
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Negativkontrolle

Rh/nm c¢/nM
4.86+0.11 1.96 £0.042
26.5+£0.60 0.73 £0.024

- -0.02 £-0.001
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5.4.2.3 Aggregation in humanem Serum

Abbildung 5-44 zeigt die mittels der DLS ermittelten Autokorrelationsfunktion und den
Multikomponentenfit fiir die Mischung aus dem Polymerbirsten-Antikdrper Konjugat
(N3-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205) und humanem Serum. Die Funktion lasst sich gut durch die
Fitfunktion beschreiben. Somit kann eine Aggregation, wie schon zuvor fir das reine

Polymer gezeigt, in humanem Serum ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5-44: o AKF von Poly-Ns-EtOx-b-iPrOx-aDEC205 in Serum; --- Forcefit und zugehdériges
Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; Streuwinkel 30°; ¢ = 0.05 g/L; Filter: LCR
450 nm; GS 220 nm; A = 632.8 nm; T=293 K.

5.4.2.4 Charakterisierung der Konjugate in vitro

In Zusammenarbeit mit _ (Institut fir Dermatologie, Universitatsmedizin Mainz)
wird die Aufnahme der Konjugate in BMDCs nach 4 h Inkubationszeit bei 37°C mittels
Durchflusszytometrie untersucht. In Abbildung 5-45 sind die entsprechenden Dotplots
gezeigt. Hierbei entspricht die y-Achse entweder dem AlexaFluor488 Kanal (Polymer) oder
dem APC-Kanal®* (aDEC205). Die x-Achse zeigt die nicht-dendritischen (CD11c-) sowie
dendritischen Zellen (CD11c+). Die Bereiche Uber dem horizontalen Trennstrich Q1-1 und
Q2-1 fiir aDEC205 sowie Q1-3 und Q2-3 fiir das Polymer geben Auskunft tber die Zahl der
Zellen, die den Antikérper aDEC205 bzw. das Polymer tragen. Diese Trennlinien werden
anhand von Negativkontrollen, bei denen keine Probe auf die Zellen gegeben wird, erhalten
(Abbildung 5-45-a und c). Die Abbildung 5-45-b und d zeigen die Dotplots des Konjugats. Die
Bereiche Q-2-1 und Q2-3 in (b) und (d) zeigen fiir das Polymer-aDEC205 Konjugat eine

3 Kanal zur Detektion des Farbstoffs AlexaFluor647
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Aufnahme von 25,2 % (488-Polymerkanal) sowie 25,5 % (APC-DEC205-Kanal) in positiven
dendritischen Zellen. Um sicherzustellen, dass es sich bei der Aufnahme tatsachlich um das
Konjugat handelt und nicht um die einzelnen Komponenten, werden die Zellen, welche
aDEC205 aufgenommen haben blau markiert. Diese Markierung wird bei der Auswertung
des 488-Polymerkanals beibehalten. Somit zeigen nahezu alle Zellen, welche das Polymer

aufgenommen haben auch gleichzeitig eine Aufnahme des Antikorpers aDEC205.

Zellen Polymer/aDEC205
b
4h-ohne Partikel 4h-JB938-DEC-12
e Q21 %] . s
< 3 Q11 < 3
Qe e APC (AF647
<73 @1 | ot S TRV ( )
Se ] g g
R o
a_ o
g
02 10 v 1w’ ot 10®
CD11c Alexa Fluor 405-A d CD11c¢ Alexa Fluor 405-A
c
4h-ohne Partikel 4h-JBS9-DEC-12
Lo Lo 7] * 4
@2 Q2-3 @ o3 :
=3 = S 3
Q1-3 S 3
I—v [ -
Se : S'e3 AF488
(=8 =
£ 2"
< = 3
ey 5 3
£ EZ
[=] [~ -
r °g :
s, 0wt 10° s 0 W0 w0t 10f
CD11c Alexa Fluor 405-A " CD11c Alexa Fluor 405-A

Abbildung 5-45: FACS-Messung; links: Zellen ohne Partikel; rechts: Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-
aDEC205-AF647; (a) und (b) APC-Kanal (AlexaFluor647); (c) und (d) AlexaFluor488 Kanal; blau =
DCs, welche aDEC205 gebunden/aufgenommen haben.
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Auch in den CLSM-Aufnahmen nach 4h (Abbildung 5-46) wird eine gleichzeitige Aufnahme
des Antikérpers aDEC205 und der Polymerbirste in BMDCs, anhand der Superposition

beider Farbstoffe, beobachtet.
a

Superposition

£55
gl
7

Abbildung 5-46: CLSM Aufnahmen an BMDCs: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h,
Konzentration: 1*10'? Partikel/5*10° Zellen; blau: Hoechst 33342-Nukleus; rot: aDEC205-AF647;
griin: Polymer (Ns-PEtOx-b-PiPrOx); gelb-orange: Kolokalisation (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205);
MaRBstabbalken: (a) 21 um; (b) 25.3 um und (c) 10.6 um.
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Da das Polymer alleine keine unspezifische Aufnahme zeigt (siehe Kapitel 5.2.4.2) und
_, nach Inkubation der Einzelkomponenten (aDEC205-AF647 und Polymer-
AF488) mit den Zellen keine Kolokalisation zeigen konntel®, ist dieses Ergebnis ein weiterer
Beweis fir die erfolgreiche Konjugation des Antikorpers aDEC205 an die Poly(2-oxazolin)-

birste.

Des Weiteren wird die Zellaufnahme nach unterschiedlichen Inkubationszeiten fiir die
N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste sowie fiir das entsprechende aDEC205-Polymerbiirsten Konjugat
mittels Durchflusszytometrie untersucht (Abbildung 5-47). Hierzu werden die Proben bis zu
24 h mit den BMDCs bei 37 °C inkubiert. Im Zeitraum zwischen 30 min und 8 h ist fiir das
Polymer, unter Berticksichtigung der Untergrundfluoreszenz der Zellen ohne Partikel, kaum
eine Aufnahme in die Zellen erkennbar. Erst nach 24 h wird eine erhdhte Internalisierung
von 6.5% detektiert. Die Ursache flr diese erhdhte Zellaufnahme liegt in der Natur unreifer
DCs bzw. noch nicht vollstdandig ausgereifter DCs begriindet. So betragt der Reifegrad nach
8h lediglich 31% bzw. nach 24h circa 38%. Dahingegen wird im weiteren Verlauf der Arbeit
gezeigt, dass durch Zugabe eines Stimuli (LPS) der Reifegrad auf circa 62% ansteigt
(Abbildung 5-50). Demnach kann fiir das hier beschriebene Experiment von unreifen bzw.
nicht vollstandig ausgereiften DCs ausgegangen werden. Unreife DCs sind darauf spezialisiert
konstant Proben/Antigene mittels drei unabhéngiger Endozytosemechanismen (un-
spezifische Makropinozytose, rezeptorvermittelte Endozytose und Phagozytose) aus ihrer
Umgebung aufzunehmen.[160

Im Gegensatz zum Polymer zeigt das Konjugat mit zunehmender Zeit eine deutlich verstarkte
Internalisierung in BMDCs. Nach 4 h wird eine Aufnahme von 17,5 % erhalten, diese
verdoppelt sich nach 24 h auf 35,8 %. Mahnke et al. konnten zeigen, dass der DEC205
Rezeptor nach Proben/Antigenaufnahme und anschlieBender Abgabe des Materials in die
Zelle wieder an der Zelloberfliche zur weiteren Proben/Antigenaufnahme regeneriert
wird.[*61 Demzufolge werden Antigene, die an den Antikdrper aDEC205 konjugiert werden,
sehr effizient von DCs mittels Endozytose aufgenommen und gegebenfalls prozessiert und

priasentiert.[8l

Weitere Untersuchungen zu Internalisierungskinetiken werden in Kapitel 5.4.3 gezeigt.
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Abbildung 5-47: Bindungs-/Aufnahmekinetik an/in BMDCs: e Zellen ohne Partikel; ® N3-PEtOx-b-
PiPrOx und e Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat; Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit:
30 min - 24h, Konzentration: 1*10'2 Partikel/5*10° Zellen.

In den obigen FACS-Messungen wird noch nicht zwischen den beiden Subpopulationen CD8+
DCs und CD8- DCs unterschieden. Diese Unterscheidung ist jedoch mit Hinblick auf spatere
Versuche zur CD8+ T-Zell Proliferation sehr wichtig. Wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben,
weisen insbesondere die CD8+ DCs, welche den C-Typ Lektin Rezeptor DEC205 co-

exprimieren, die Fahigkeit zur CD8+ T-Zell Kreuzprasentation auf.[148]

Mittels Durchflusszytometrie wird gezeigt, dass 29% der CD1lc+ BMDCs den DEC205-
Rezeptor co-exprimieren und demnach als CD8+ BMDCs angesehen werden kénnen. Hierbei
ist zu beachten, dass die Zahl der DEC205+ (CD8+) BMDCs in der Regel zwischen 25%-35%
schwankt. Hingegen tragen 33 % der CD11lc+ BMDCs keinen DEC205-Rezeptor auf der
Zelloberflache und 37 % der Zellen sind CD11c negativ (Abbildung 5-48-a).

Nach vierstliindiger Inkubation der reinen Polymerbirste (N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste)
(gestrichelte Linie) mit den BMDCs werden fiir die CD11c+ (b,d) sowie fiir die CD11c- (c)
Zellpopulationen niedrige mittlere Fluoreszenzsignale (MFI) erhalten und demzufolge keine
Zellanbindung bzw. Zellaufnahme beobachtet. Im Gegensatz dazu wird nach Inkubation des
Polymer-Antikérper Konjugats (N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-aDEC205) (durchgezogene Linie)
ein um den Faktor drei erhdhtes mittleres Fluoreszenzsignal fir DEC205+CD11c+ BMDCs
(Abbildung 5-48-b) und somit eine Zellanbindung bzw. Zellaufnahme beobachtet. DEC205-

CD11c+ BMDCs sowie CD1lc negative Zellen zeigen auch fir das Polymer-Antikorper
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Konjugat wie schon fir das Polymer alleine keine Zellanbindung bzw. Zellaufnahme

(Abbildung 5-48-c und d).
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Abbildung 5-48: FACS Messung: Bindung von --- unkonjugiertem Polymer (Ns-PEtOx-b-PiPrOx) und

von =-- N3-PEtOx-b-PiPrOx- aDEC205 Konjugat an verschiedene Zellpopulationen; Inkubationszeit
4h, Konzentration: 1*10? Partikel/5*10° Zellen.

Dieses Ergebnis deutet sehr auf eine DEC205-rezeptorvermittelte Aufnahme in
DEC205+CD11c+ (CD8+) BMDCs hin. Zur Stutzung dieser Annahme wird ein Blockierungs-
experiment durchgefihrt. Hierzu werden BMDCs vor der Zugabe des Polymer-Antikérper
Konjugats mit einem groRen Uberschuss an nichtmarkiertem nativem Antikdrper aDEC205
vorinkubiert. Die FACS Messung zeigt eine Bindung bzw. Aufnahme des Konjugats von nur
circa einem Prozent in BMDCs (Abbildung 5-49-a; Q2-1 und Q2-3). In der CLSM-Aufnahme ist
ebenfalls keine Aufnahme des Konjugats in BMDCs zu sehen. Somit kann eine unspezifische
Aufnahme ausgeschlossen und demzufolge von einer DEC205-Rezeptorvermittelten

Aufnahme in BMDCs ausgegangen werden.
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Abbildung 5-49: Zellaufnahme von Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat in BMDCs nach
Vorinkubation mit aDEC205: (a) FACS-Messung und b) CLSM Aufnahme; Zellen in 1X PBS, nicht-
fixiert, Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1*10'* Partikel/5*10° Zellen; blau: Hoechst 33342-
Nukleus; rot: aDEC205-AF647 (hier nicht zu sehen); griin: Polymer (N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488), (hier
nicht zu sehen); gelb-orange: Kolokalisation (N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647), (hier nicht
zu sehen).

Einen weiteren Hinweis auf eine DEC205-Rezeptorvermittelte Zellaufnahme liefern die
CLSM- Aufnahmen zur Internalisierung des Konjugats in ausgereifte BMDCs (Reifegrad 62%).
Die Ausreifung der BMDCs wird durch vorherige Zugabe von Lipopolysacchariden (LPS)
induziert (Abbildung 5-50).[162]

Abbildung 5-50: Zellaufnahme von Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat in BMDCs nach
Vorinkubation mit LPS, Reifegrad der Zellen : 62 %; CLSM Aufnahme; Zellen in 1X PBS, Reifegrad
(CD86: 62%) nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h, Konzentration: 1*10!? Partikel/5*10° Zellen; blau:
Hoechst 33342-Nukleus; rot: aDEC205-AF647; griin: Polymer (Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488); gelb-
orange: Kolokalisation — Polymerkonjugat (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647).
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Wie bereits in Kapitel 3.2.3 beschrieben, wurde lange Zeit angenommen, dass reife
dendritische Zellen (mDCs) alle Mechanismen der Endozytose herunterregulieren und somit
kein weiteres Material von den Zellen aufgenommen wird. Hingegen koénnen unreife
dendritische Zellen (iDCs) mit Hilfe verschiedener Mechanismen, beispielweise unspezifisch
durch Makropinozytose oder spezifisch durch rezeptorvermittelte Endozytose Material
aufnehmen. 6%

Aus aktuellerer Literatur ist jedoch bekannt, dass nach Ausreifung lediglich die unspezifische
Zellaufnahme (Makropinozytose, Phagozytose) herunterreguliert wird.[!63 164 Dariiber
hinaus zeigen Platt et al., dass reife DCs weiterhin Antigene (iber rezeptorvermittelte
Endozytose in die Zelle aufnehmen, prozessieren und im Anschluss Gber die MHCI/MHCII

Molekiile den CD8+/CD4+ T-Zellen prisentieren. %4

Die hier vorgestellten Polymer-Antikérper-Konjugate scheinen wohl (ber ihre hoch
spezfische Wechselwirkung mit dem DEC205 Rezeptor mittels solcher Aufnahmewege auch

von ausgereiften DCs aufgenommen zu werden.

5.4.2.5 Zellaufnahme in Milz-DCs

Im Hinblick auf spatere in vivo Versuche wird die Zellaufnahme an dendritischen Zellen der
Milz (Milz-DC) untersucht. In Abbildung 5-51 sind die CLSM-Bilder der nach
immunomagnetischer Aufreinigung (MACS) erhaltenen CD8+ Milz-DCs (a) sowie der CD8-
Milz-DCs (b) nach 24-stiindiger Inkubation mit der Polymerbirste (N3-PEtOx-b-PiPrOx)
gezeigt. Wie schon fir die BMDCs zeigt das Polymer alleine keine unspezifische

Zellaufnahme in Milz-DC.
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Abbildung 5-51: CLSM Aufnahmen an Milz-DCs (a) CD8+ und (b) CD8-: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert,
Inkubationszeit 24h, Konzentration: 1*10*? Partikel/5%10° Zellen; blau: Hoechst 33342-Nukleus;
griin: Polymer (N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488) (hier nicht zu sehen).

Demgegeniiber wird fir das Polymer-Antikérper Konjugat (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205)
eine Superposition beider Fluoreszenzfarbstoffe in der CD8+ DC-Subpopulation erhalten. Die
CD8- DCs (Abbildung 5-52-b) zeigen keine Aufnahme. Somit wird das Konjugat spezifisch von
den CD8+ DCs aufgenommen (Abbildung 5-52-a).

Abbildung 5-52: CLSM Aufnahmen an Milz-DCs (a) CD8+ und (b) CD8-: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert,
Inkubationszeit 24h, Konzentration: 1¥10?* Partikel/5%10° Zellen; blau: Hoechst 33342-Nukleus;
rot: aDEC205-AF647; griin: Polymer (Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488); gelb-orange: Kolokalisation-
Konjugat (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-aDEC205-AF647).

97



5. Ergebnisse und Diskussion

5.4.2.6 Zusammenfassung

Die Konjugation des Antikérpers aDEC205 an PLL, an 37%-succinyliertes PLL und an die 37%-
succinylierte PLL-Birste war schwierig, nicht eindeutig und zudem nicht reproduzierbar. Mit
Hilfe der FCS wurden grole Mengen an freiem Antikorper aDEC205 detektiert. Die
Zellaufnahmstudien zeigten fiir das 37%-succinylierte PLL-Birsten-aDEC205 Konjugat eine
Anlagerung an die Zellmembran. Dies ist vermutlich eine Folge der mdglichen Aggregation in
dem Zellmedium (enthalt fotales Serum), welche somit nach Anbindung des Antikorpers
aDEC205 nicht verhindert werden kann. In Folge dieser Ergebnisse wurde sich dazu

entschieden mit diesen Systemen nicht weiterzuarbeiten.

Die Anbindung des Antikorpers aDEC205 uber kupferfreie Click-Chemie an die Poly-
(2-oxazolin)biirste wurde zweifelsfrei mit Hilfe mehrerer analytischer Methoden bewiesen.
Mittels GPC, SDS-PAGE und FCS wurde kein freier aDEC205 Antikorper detektiert. Zudem
zeigte die FCS fir das Konjugat eine Kreuzkorrelation, welche das Vorhandensein einer
chemischen Bindung zwischen aDEC205 und Polymerbiirste bestatigt. Fir das Konjugat
wurde ein hydrodyanamischer Radius von Ry = 38 nm ermittelt. Auch nach Anbindung des

Antikorpers aDEC205 wurde keine Aggregation in humanem Blutserum detektiert.

Innerhalb der in vitro Versuche, FACS und CLSM, wurde eine eindeutige Aufnahme in CD8+
CD11+ DCs erhalten, wohingegen die CD8- CD11+ DCs und die CD11- Zellen keine Aufnahme
des Konjugats zeigten. Die CLSM Aufnahmen bestéatigen die Zellaufnahme und zeigten eine

Kolokalisation des Antikorpers aDEC205 und der Poly(2-oxazolin)biirste in der Zelle.

Eine Vorinkubation mit nativem aDEC205 fiihrte zur Blockierung der Rezeptoren und zu
keiner weiteren Aufnahme des Konjugats. Des Weiteren wurde nach Ausreifung der DCs und
der damit verbundenen Herunterregulierung der unspezifischen Makropinozytose eine
Aufnahme des Konjugats in die Zelle beobachtet, was erneut die DEC205-

rezeptorvermittelte Zellaufnahme bestatigt.

Mit Hilfe einer Zellaufnahmekinetik wurde gezeigt, dass unreife DCs trotz ihrer Eigenschaft
zur nichtspezifischen Makropinozytose nach 24 h lediglich 6.5 % der N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Blirste aufgenommen haben. Hingegen konnte nach Anbindung des Antikoérpers aDEC205

eine Zellaufnahme von bis zu 35.8 % erhalten werden.
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Fiir Milz-DCs wurde ebenso wie fiir BMDCs eine spezifische Zellaufnahme des

Polymerbiirsten-aDEC205 Konjugats in CD8+ CD11+ DCs gezeigt.
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5.4.3 Internalisierungskinetik SHIP
5.4.3.1 Internalisierungskinetik mit FIP als SHIP-Sensor

Um die Effizienz vieler Therapeutika (u.a. Krebsmedikamente und Impfstoffe) zu verbessern
sind die Fahigkeit zur Quantifizierung sowie das Verstindnis der Internalisierung von
Wirkstofftragern in die Zelle sehr wichtig.['3% 1631, Wie bereits in Kapitel 5.2 erwdhnt, sollte
das nichtfunktionalisierte polymere Tragersystem fir ein effektives Antikorper-vermitteltes
Zelltargeting keine unspezifische Aufnahme in Zellen zeigen. Im Folgenden wird hierzu die
Internalisierung der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Blrsten, welche jeweils mit dem Antikérper aDEC205
(NLDC45) oder aCD1lc (N418) funktionalisiert werden, mit Hilfe des in Kapitel 4.10
beschriebenen SHIP-Experiments['3°! untersucht. Der Antikérper aCD11c (N418) z&hlt ebenso
wie der Antikorper aDEC205 zur Klasse der Immunoglobuline (IgG) und weist ein
Molekulargewicht von 150 kDa auf. Im Gegensatz zum aDEC205, welcher spezifisch an CD8+
DCs bindet, zeichnet sich der Antikorper aCD11c durch seine hohe Bindung an alle CD11c+
DCs (das heilst sowohl CD8+ als auch CD8- DCs) aus. Unser Augenmerk liegt auf den CD8+
DCs, da diese Untergruppe, wie bereits in Kapitel 3.2.2 erlautert, zur Antigenaufnahme und
anschlielender CD8+ T-Zell Prasentation auf den MHC-I Molekiilen befdhigt sind
(Kreuzprésentation).[165 166]

Die Synthese der veschiedenen Polymer-SHIP-Antikorper(aDEC205 bzw. aCD11c) Konjugate
erfolgt dhnlich zur Synthese der Polymer-Antigen-Antikérper Konjugate (Vgl. Kapitel 5.4.5).
Im ersten Schritt wird das Azid-funktionalisierte Polymer mittels kupferfreier Click-Chemie
mit dem heterobifunktionellen Linker Dibenzocyclooktin-Maleimid (DBCO-MAL)
funktionalisiert. Der zur gleichen Zeit mittels Tris(2-carboxyethyl)phosphin) (TCEP) reduzierte
SHIP Sensor FIPCy5 (siehe Abschnitt 4.10) reagiert nun (iber das am 3°- Ende frei vorliegende
Thiol mit dem maleimidfunktionalisierten Polymer. Im Anschluss wird auch hier wie in
Kapitel 5.4.5 gezeigt, der entsprechende Antikorper Uber kupferfreie Click-Chemie
angebunden. Die Konjugationseffizienz wird mit Hilfe der UV-VIS Spektroskopie ermittelt.

Tabelle 5-18: Poly(2-oxazolin)biirsten-FIP(SHIP)-Antikorper-Konjugate

Probe Polymer FIP Antikoérper
N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5 1 10 -
N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5 1 10 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5-aCD11c 1 10 8
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Die in Tabelle 5-18 gezeigten Proben werden fir 30 Minuten bei 4 °C mit den frisch isolierten
murinen Milz-DCs bzw. mit den lber Nacht unter Zugabe von LPS (Stimuli) ausgereiften
murinen Milz DCs inkubiert. Bei 4 °C werden die Proben lediglich an der Zelloberflache
gebunden. Fiir die Internalisierungskinetik werden die Zellen von dem Uberschuss an Probe
durch einen anschlieRenden Waschschritt befreit und fiir bestimmte Zeitpunkte bei 37 °C
und 10% CO; inkubiert. Im Anschluss an die Internalisierungskinetik findet die
Phanotypisierung der Zellen bei 4 °C statt. Zur Identifikation der DC-Population wird ein
BV510 markierter Antikérper anti-CD11c und fir die CD8+ Zellpopulation ein BV421
markierter Antikdrper anti-CD8 verwendet. Um zu unterscheiden, ob die Probe von der Zelle
aufgenommen wird oder sich lediglich an der Zelloberflache befindet, wird die Halfte der
Zellen bei 4 °C mit dem spezifischen Quencher BHQ2 (siehe Abschnitt 4.10) (keinen Effekt
auf die Fluoreszenz der Oberflichenmarker) versetzt.[!3°! Johnston et al. konnte zeigen, dass
dieser Quencher bei 4 °C nicht von den Zellen aufgenommen wird und somit nur die
Fluoreszenz auf der Zelloberflache ausloscht. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der
SHIP Sensor alleine bei 4°C nicht an DCs bindet und somit nicht internalisiert wird.[® 39

In Abbildung 5-53 ist als erstes die spezifische Bindung an unreifen sowie reifen CD8+/CD8-
DCs fir die in Tabelle 5-18 dargestellten Konjugate gezeigt. Ein qualitativer Vergleich der
Bindung wird aus dem Fluoreszenzsignal nach 30-mindtiger Inkubation bei 4 °C erhalten. Fir
das als Kontrolle dienende Polymer-FIP Konjugat wird eine leichte unspezifische Bindung an
unreifen CD8+ DCs (600 a.u.) beobachtet. Eine Ursache fiir diese unspezifische Bindung ist
moglicherweise die negative Ladung der angebundenen FIP-DNA (vgl. Kapitel 5.2.1.3). Da
diese unspezifische Bindung im Vergleich zu den mit Antikérper verbundenen Konjugaten
gering ausfallt und fir reife DCs gar nicht auftritt wird sie erst einmal vernachlassigt.

Das Polymer-FIP-aDEC205 Konjugat zeigt flir unreife DCs eine um einen Faktor 29 erhohte
spezifische Bindung an CD8+ DCs (3160 a.u.) im Vergleich zu CD8- DCs (109 a.u.). Fir reife
DCs wird aufgrund der zunehmenden Exprimierung des DEC205-Rezeptors auf
CD8- DCslt7 188l |ediglich eine um Faktor 5 erhéhte Bindung an CD8+ DCS (3195 a.u.)
erhalten (CD8-DCs 666 a.u.).

Da der CD11c-Rezeptor (alpha x Transmembranprotein) als Universalmarker fir dendritische
Zellen gilt wird dieser sowohl auf den CD8+ als auch auf den CD8- DCs sehr stark exprimiert.
Somit zeigt das Polymer-FIP-aCD11c Konjugat fiir beide Subpopulationen eine starke

Bindung, welche im Vergeich mit den aDEC205-Konjugaten viel hoher ausfillt.
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Abbildung 5-53: Bindung von N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5, N3;-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5-aDEC205 und
N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5-aCD11c Konjugat an e CD8+ iDCs, ® CD8- iDCs, ® CD8+ mDCs und « CD8-
mDCs, 30 min, 4°C.

Zum allgemeinen Verstandnis des SHIP-Experiments wird dies am Beispiel des Polymer-FIP-
aDEC205 Konjugat anhand der in Abbildung 5-54 dargestellten Durchflusszytometrie
Histogramme erklart. Hierbei wird die Fluoreszenz des SHIP-Sensors (Cy5) vor und nach
Zugabe des Quenchers verglichen. Links (a) sind die Histogramme fiir die Bindung nach 30

Minuten bei 4 °C und rechts (b) fir die Internalisierung nach 90 Minuten bei 37 °C gezeigt.

Lt B L R LR Al LR R Lt B L b B b B R
o 10 10° 104 105 0 10° 10° 10t 10°
APC-A APC-A
Abbildung 5-54: Durchflusszytometrie Histogramme, unreife DCs: a) 4 °C und 30 min; b) 37 °C und
90 min °C: e Zellen, ® N3-PEtOx-b-PiPrOx —FIPCy5-aDEC205 ungequencht, ® N;-PEtOx-b-PiPrOx —
FIPCy5-aDEC205 gequencht.
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Nach Inkubation der Zellen mit der Probe wird vor Zugabe des Quenchers ein erhohtes
Fluoreszenzsignal fiir beide Inkubationszeiten erhalten (blau). Nach Zugabe des Quenchers
bei 4 °C wird die Fluoreszenz der Probe, welche lediglich fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert
wird, fast vollstandig ausgeldscht (Abbildung 5-54-a). Dies bedeutet, dass die Probe
hauptsachlich auf der Zelloberflache gebunden ist. Hingegen bleibt das Fluoreszenzsignal der
bei 37 °C fir 90 Minuten internalisierten Probe fast vollstdandig erhalten. Somit wird die

Probe nahezu komplett von der Zelle internalisiert (Abbildung 5-54-b).

Da wie bereits oben erwahnt unser Augenmerk auf den CD8+ DCs liegt, sollen im Folgenden
Internalisierungskinetiken in dieser Zellpopulation genauer untersucht werden. Die
prozentuale Internalisierung wird wie bereits in Kapitel 4.10 gezeigt, nach folgender
Gleichung erhalten.

[I(gequencht,t=i)—1(gequencht,t=0)]
[I(ungequencht,t=0)—I(gegequencht,t=0)]

% — Internalisation = * 100 (GI.5-8)
In Abbildung 5-55 ist die prozentuale Internalisierung fiir die drei zuvor gezeigten Konjugate
in unreife- (a) und reife DCs (b) unter Beriicksichtigung von ,,Capping” gezeigt (vgl. Abschnitt
4.10). Generell ist eine etwas starkere Internalisierung der Proben in unreife DCs erkennbar.
Eine mogliche Begriindung kdnnte sein, dass bei reifen DCs generell die Endozytoserate
herunterreguliert ist.[163 164l

Beim Vergleich der Proben untereinander besitzt das Polymer-FIP-aDEC205 Konjugat die
schnellste und hochste prozentuale Aufnahme in unreife sowie reife DCs. Nach 90 Minuten
sind bereits 70% in unreife DCs und 36% in reife DCs internalisiert. Hingegen werden nur
15% des Polymer-FIP-aCD11c Konjugats von unreifen DCs und 6% von reifen DCs
aufgenommen. Eine dhnlich niedrige Aufnahme zeigt die Kontrolle Polymer-FIP. Dieses wird
mit 10% von unreifen DCs und mit 13% von reifen DCs aufgenommen. Dadurch, dass die
Konjugate mit aDEC205 als Antikorper im Vergleich zu den Konjugaten mit aCD11c als
Antikorper eine schnellere und effizientere Aufnahme in CD8+ DCs zeigt, werden zwei
verschiedene Internalisierungsmechanismen angenommen. Diese Resultate stimmen sehr
gut mit denen im Rahmen von _ Dissertation erhaltenen Ergebnissen zur
Internalisierung reiner Antikodrper in DCs tiberein.[8!

Es ist bekannt, dass die verschiedenen Rezeptoren dendritischer Zellen diverse

Internalisierungsgeschwindigkeiten besitzen. Des Weiteren werden je nach Rezeptor
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unterschiedliche endozytotische Zellkompartimente adressiert. Allerdings sind bis heute die

spezifischen Internalisierungsmechanismen nicht gut verstanden.[165 169
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Abbildung 5-55: %-Internalisationskinetik von e Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5, ® N3-PEtOx-b-PiPrOx-
FIPCy5-aDEC205 und e N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5-aCD11c Konjugate in CD8+ DCs a) unreife DCs; b)
reife DCs.

5.4.3.2 Internalisierung mit CpG als SHIP-Sensor

Im Hinblick auf die Synthese des Zielsystems bestehend aus Polymer, Antigen, Antikorper
und Adjuvans wird im Folgenden der Einfluss von CpG auf die Internalisierung untersucht.
Hierzu wird anstelle des SHIP-Sensors FIPCy5 der SHIP-Sensor CpGCy5 verwendet. Analog zu

Kapitel 5.4.3.1 werden die in Tabelle 4-1 gezeigten Konjugate synthetisiert.

Tabelle 5-19: Poly(2-oxazolin)biirsten-CpG(SHIP)-Antikorper-Konjugate

Probe Polymer CpGFIP Antikorper
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5 1 13 -
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5 1 13 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5-aCD11c 1 13 8
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Abbildung 5-56: Bindung von N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5, N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5-aDEC205 und
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5-aCD11c Konjugate an e CD8+ iDCs, ® CD8- iDCs, ® CD8+ mDCs und
CD8- mDCs, 30 min, 4°C.

Die Bindung an unreifen sowie reifen CD8+/CD8- DCs ist in Abbildung 5-56 dargestellt. Das
als Kontrolle dienende Polymer-CpGCy5 Konjugat zeigt nun bereits eine erhéhte Bindung an
bevorzugt unreifen und reifen CD8+ DCs, die sich nur kaum von der Bindung der
Antikorperkonjugate unterscheidet. Als Ursache fiir solch eine unspezifische Bindung ist
wahrscheinlich die negative Ladung des CpGs zu betrachten. Da die unspezifische Bindung
fir das CpG starker ausfadllt als fiir das FIP wird als weiterer moglicher Grund das
Vorhandensein des stabileren Phosphorthioester Riickgrats im CpG vermutet. Das fiur die
SHIP-Versuche verwendete FIP hingegen enthalt ein Phosphordiester Riickgrat. Diese Effekte
wurden auch schon in dlteren Arbeiten von Zhao et al. beobachtet.[!70)

Im Vergleich zu den mit Antikorper beladenen Konjugaten fallt diesmal die unspezifische
Bindung hoéher aus und kann somit nicht vernachlassigt werden. Hierzu folgt In Abschnitt
5.4.7 eine genauere Erorterung des Einflusses von CpG auf die Bindung an dendritischen
Zellen. Fir das Polymer-CpG-aDEC205 Konjugat wird analog zum Polymer-FIP-aDEC205
Konjugat eine bevorzugte Bindung an unreifen sowie reifen CD8+ DCs beobachtet. Ebenso
zeigt das Polymer-CpG-aCD11c Konjugat aus den gleichen Griinden wie das Polymer-FIP-

aCD11c Konjugat fir beide Subpopulationen eine starke Bindung (CD8+ und CD8- DCs).

Die prozentuale Internalisierung der Polymer-CpG-Antikorper Konjugate ist in Abbildung

5-57 gezeigt. Auch hier zeigt das Konjugat mit dem angebundenen Antikorper aDEC205 im
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Vergleich zum Konjugat mit aCD11c als Antikorper, eine viel schnellere und hohere
Internalisierung in unreife und reife CD8+ DCs. Nach 60 Minuten wird fiir das Polymer-CpG-
aDEC205 Konjugat eine Internalisierung von 91% in unreife und 67% in reife CD8+ DCs
erhalten. Das Polymer-CpG-aCD11c Konjugat wird dagegen lediglich mit 26% von unreifen

und mit 13% von reifen CD8+ DCs aufgenommen.
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Abbildung 5-57: %-Internalisierungskinetik von @ N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5-aDEC205 und e Ns-
PEtOx-b-PiPrOx-CpGCy5-CD11c Konjugate in CD8+ DCs a) unreife DCs; b) reife DCs.

5.4.3.3 Zusammenfassung

Zur Adressierung dendritischer Zellen wurden Antikérper ausgewahlt, welche spezifisch an
bestimmte Oberflichenproteine anbinden: aCD11c (N418) fiir CD11c (auf allen DCs)!1%%) und
aDEC205 zur Adressierung von CD205 (weitgehend nur auf den CD8+ DCs).[165 171]

Es konnte gezeigt werden, dass das aDEC205-Polymer Konjugat spezifisch an CD8+ DCs und
das aCD11c-Polymer Konjugat wie zu erwarten neben CD8+ DCs auch an CD8- DCs bindet.
Mit Hilfe der von Liu et al. entwickelten SHIP-Technik(3®! wurde gezeigt, dass das aDEC205-
Polymer Konjugat sehr schnell und in hohem AusmaR von CD8+ DCs internalisiert wird. Das
aCD11c-Polymer Konjugat zeigte eine viel geringere und langsamere Internalisierung in CD8+
DCs. Somit konnte demonstriert werden, dass die Aufnahme des Polymer-Antikérper
Konjugats vom Rezeptor der Zielzelle abhangt. Da die Internalisierung in die Zelle im Hinblick

auf den Zielort und somit die Wirkstofffreisetzung eine entscheidende Rolle spielt, ist die
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Wahl eines geeigneten Antikorper/Rezeptor Paares sehr wichtig hinsichtlich der Synthese
eines effektiven Wirkstofftragersystems.[16°]

Des Weiteren wurde auch nach Ausreifung der DCs eine rezeptorvermittelte Aufnahme des
aDEC205-Konjugats in die Zellen beobachtet.

Durch den Austausch des SHIP Sensors FIP durch CpG wurde in Bezug auf die
Internalisierungskinetik ein ahnliches Ergebnis erzielt. Auch hier zeigte das Polymer-aDEC205
Konjugat im Vergleich zum Polymer-aCD11c Konjugat eine viel schnellere und hohere
Internalisierung in CD8+ DCs. Auffallig war jedoch die recht hohe Bindung des Polymer-CpG
Konjugats, ohne Anbindung eines Antikérpers, an die CD8+ DCs.

Diese Ergebnisse belegen eindeutig, dass der Antikdrper aDEC205 sehr gut zur Adressierung
von CD8+ dendritischen Zellen geeignet ist. Daher wird im Verlauf dieser Arbeit der
Antikorper aDEC205 weiterhin fir die Synthese von Polymer-Antigen-Antikorper-

(Oligonukleotid)-Konjugaten verwendet.
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5.4.4 Poly(2-oxazolin)biirste-Antigen

Um eine mogliche biologische Anwendung der Polymerbirsten-Antikorper Konjugate als
Vakzine zu erlangen, soll neben dem Antikorper aDEC205 zusatzlich das tumorassoziierte
OVA-Antigen mit der SIINFEKL Sequenz sowie ein Adjuvans (CpG1826) an die Polymerbiirste
angebunden werden. Im folgenden Kapitel wird die Konjugation des Antigens an die Azid-
funktionalisierte N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste sowie die im Anschluss folgende, bereits aus
Kapitel 5.4.2.1 bekannte Konjugation des aDEC205 Antikorpers, beschrieben. Die Synthese
des Vollkonjugats bestehend aus Polymer, Antigen, Adjuvans und Antikorper folgt in Kapitel

5.4.6.
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Abbildung 5-58: Reaktionsschema zur Konjugation von Antigen an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste
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Zur Konjugation des Antigens wird als erstes die Azid-funktionalisierte Polymerbirste mittels
kupferfreier 1-3 Cycloaddition mit dem heterobifunktionellen Linker Dibenzocyclooktin-
PEG4-Maleinimid (DBCO-PEG4-MAL) umgesetzt. Zur gleichen Zeit wird das Antigen, welches
am N-Terminus ein Cystein tragt mit Hilfe von TCEP reduziert. Dadurch werden die zur
weiteren Reaktion notwendigen freien Thiol-Gruppen zugadnglich. Nach Aufreinigung beider
Komponenten reagiert schlieRlich das Antigen (iber seine freie Thiolgruppe mit der
Maleinimid-funkionalisierten Polymerbiirste unter Ausbildung einer stabilen Thioether-
Bindung zum Polymer-Antigen Konjugat. Nicht umgesetztes Antigen wird mit Hilfe von , PALL

Nanosep Devices 300 kDa“ abgetrennt.

Die Anzahl der konjugierten Antigen Molekiile pro Polymerkette wird mittels UV-VIS
Spektroskopie unter Einbeziehung der bekannten Anzahl an Farbstoffmolekiile (AF546) pro
Antigen (Farbstoffmarkierung Antigen,siehe Abschnitt 7.5.4) und Polymer (AF488 bzw.
CRh110) ermittelt. Es wird ein Konjugat mit 17 Antigen Molekiilen pro Polymerbiirste
erhalten (Anhang Abbildung 8-23).

Abbildung 5-59 zeigt die SDS-Gelektrophorese unter nichtreduzierenden Bedingungen. In
Spur 1, 5 und 6 sind jeweils die Einzelkomponten Polymerbirste (1) und das Antigen
(5 und 6) aufgetragen. Die Polymerbirste kann aufgrund ihrer GroRe das Gel nicht migrieren
und bleibt somit in der Geltasche zurilick. Das Antigen hingegen lauft in Folge seines geringen
Molekulargewichts von 1.800 g/mol mit der Front des Laufpuffers. Die zweite Spur dient als
Negativkontrolle, hier ist eine Mischung aus nichtmodifiziertem Polymer sowie Antigen zu
sehen. Es sind deutlich die zwei Banden der Polymerblirste und des Antigens identifizierbar.
Das Konjugat ist in den Spuren 3 und 4 aufgetragen. In beiden Spuren ist kein freies Antigen
erkennbar, es wird lediglich eine Bande in der Tasche detektiert, welche dem Konjugat

zuzuordnen ist.
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1 234 56

Abbildung 5-59: 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE (nichtreduzierende Bedingungen); Tasche 1: N3-PEtOx-b-
PiPrOx-AF488 (30 ng-Polymer), Tasche 2: Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-AF488 + Antigen-AF546
(Negativkontrolle); Tasche 3: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Antigen-AF546 (30 ng-Antigen); Tasche 4:
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Antigen-AF546 (30 ng-Antigen); Tasche 5: Antigen-AF546 (165 ng);
Tasche 6: Antigen-AF546 (30 ng).

In Abbildung 5-60 sind die beiden aus der FCS erhaltenen AKF des Polymerbirsten-Antigen
Konjugats (blau) sowie des freien AlexaFluor546 Farbstoffs bzw. Antigen (schwarz) bei einer
Anregung mit A = 543 nm gezeigt. Das Polymer-Antigen Konjugat ist diesmal lediglich Gber
das Antigen fluoreszenzmarkiert. Dadurch, dass die AKF des Konjugats zu deutlich groReren
Korrelationszeiten verschoben ist, wird das Ergebnis der Gelelektrophorese und demnach

eine erfolgreiche Konjugation bestatigt.

G(v)

s

Abbildung 5-60: FCS Autokorrelationsfunktionen --- AF546 und --- N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-
AF546 in 1X PBS, A =543 nm, T= 295.15 K.
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5.4.5 Poly(2-oxazolin)biirste-Antigen-aDEC205
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Abbildung 5-61: Reaktionsschema zur Konjugation von aDEC205 Antikdrper an das Ns;-PEtOx-b-
PiPrOx-Biirsten-Antigen Konjugat
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Fiir die Synthese des Polymerbiirsten-Antigen-aDEC205 Konjugats wird aus sterischen
Grinden zuerst das Antigen und im Anschluss der Antikorper an die Polymerbirste
angebunden. Die Synthese erfolgt analog zu der in Kapitel 7.5.8 beschriebenen

Synthesestrategie.

Mittels UV-VIS Spektroskopie werden 17 Antigen- und 8 Antikdrper Molekile pro

Polymerbiirste ermittelt (Abbildung 5-62).
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Abbildung 5-62: UV-VIS Spektrum von N3-PEtOx-b-iPrOx-AF488, e Ns-PEtOx-b-iPrOx-AF488-
Antigen-AF546 und e N3-PEtOx-b-iPrOx-AF488-Antigen-AF546-aDEC205-AF647

Die folgende Abbildung zeigt die aus der FCS erhaltenen AKF des Polymerbiirsten-Antigen-
Antikorper Konjugats (rot), des Polymerbirsten-Antigen Konjugats (blau) und die des freien
Farbstoffs AF546 (schwarz). Fir das Polymerbirsten-Antigen-Antikdrper Konjugat wird ein

hydrodynamischer Radius von Rn = 36 nm erhalten.

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1 1
tls

Abbildung 5-63: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen =--
AF546; --- N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-AF546 und --- N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-AF546-aDEC205-
AF647 in 1X PBS, A =543 nm, T=295.15 K.

Die erfolgreiche Konjugation von Antigen und Antikorper an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste
wird anhand der in Abbildung 5-64 illustrierten Ergebnissen der konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskopie (CLSM) verdeutlicht. Hierbei ist der Zellkern in tirkis, der Antikdrper in rot, das
Antigen in blau und die Polymerbirste in griin dargestellt. Das Konjugat zeigt eine perfekte

Kolokalisation (pink) aller Komponenten in BMDCs.
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Abbildung 5-64: CLSM Aufnahmen an BMDCs: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h,
Konzentration: 1*10'? Partikel/5*10° Zellen; Tiirkis: Hoechst 33342-Nukleus; rot: aDEC205-AF647;
griin: Polymer (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-AF488); blau: Antigen-AF546; Pink: Kolokalisation (N3-PEtOx-b-
PiPrOx-AF488-Antigen-AF546-aDEC205-AF647); MaBstabbalken: 11 pum.

5.4.6 Poly(2-oxazolin)biirste-Antigen-CpG-Antikérper(aDEC205 bzw. aCD11c)

Die Synthese des Polymerbiirsten-Antigen-CpG-aDEC205/aCD11c Konjugats erfolgt ahnlich
zu der des Polymerbirsten-Antigen-aDEC205/aCD11c Konjugats. Auch hier wird aus
sterischen Grinden zuerst das Antigen gefolgt vom Adjuvans CpG und im Anschluss der
Antikorper an die Polymerbirste Uber kupferfreie Click-Chemie angebunden (vgl. Kapitel

7.5.10). Es werden die in Tabelle 5-20 dargestellten Verbindungen erhalten.

Tabelle 5-20: Poly(2-oxazolin)biirsten-Konjugate

Probe Polymer Antigen CpG Antikorper
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG 1 17 - 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-aDEC205 1 17 - 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-aCD11c 1 17 - 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-CpG 1 17 12 8
N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-CpG- 1 17 12 8

aDEC205

N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-CpG-aCD11c 1 17 12 8
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5.4.7 Untersuchung des Einflusses von CpG auf die Zellanbindung

In Abschnitt 5.4.3.2 wird gezeigt, dass das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Blirsten-CpGCy5 Konjugat
unspezifisch an DCs bindet. Demnach wird im folgenden Kapitel der Einfluss von CpG auf die
Zellanbindung untersucht. Hierzu werden die Proben fir 30 Minuten bei 4 °C mit unreifen

Milz-DCs inkubiert und mittels FACS analysiert.

In Abbildung 5-65 sind die nach FACS-Analyse erhaltenen Durchflusszytometrie
Histogramme der murinen CD8+ Milz-DCs nach 30-minltiger Inkubation bei 4 °C abgebildet.
Die reine Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birste (grin) und das reine CpG (blau) zeigen keine
Zellanbindung. Fiir das Nz-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-aDEC205 Konjugat (gelb) wird ein
Histogramm erhalten, welches zu einem erhdhten Fluoreszenzsignal verschoben ist und
somit an die Zellen bindet. Sehr auffallig ist das zu noch hoheren Fluoreszenzsignalen
verschobene Histogramm des Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG Konjugats (rot). Diese
Ergebnisse zeigen, dass die Anbindung von CpG an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste zu einer
hohen unspezifischen Bindung an DCs fiihrt. Da jedoch das in gleicher Partikelkonzentration
aufgegebene CpG alleine (blau) keine Bindung zeigt, scheint das Zusammenspiel von
mehreren CpG Molekiilen eine entscheidende Rolle zu spielen. Nach zusatzlicher Anbindung
des Antikérpers aDEC205 wird die Bindung erwartungsgemafs noch einmal verstarkt

(orange).

P ey LR N L e B | T
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Abbildung 5-65: Durchflusszytometrie Histogramme, unreife Milz-DCs: Konjugate: e Zellen, ® Ns-
PEtOx-b-PiPrOx, e freies CpG, = Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205(8), ® N3;-PEtOx-b-PiPrOx —CpG(12), e
Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG(12)-aDEC205(8); unreife CD8+ Milz-DCs, 30 min bei 4 °C; 1*10%?
Partikel/5*%10° Zellen.
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Fiir die zuvor gezeigten Versuche sind pro Polymerbiirste durchschnittlich 12 CpG-Molekiile
angebunden. Als nachstes wird aufgrund der erhaltenen hohen unspezifischen Zellan-
bindung untersucht, wieviele CpG-Molekiile pro Polymerkette zur Ausreifung bzw.
Aktivierung von DCs ausreichen. Weiterhin wird der Zusammenhang zwischen der Anzahl
angebundener CpG-Molekile und unspezifischer Zellanbindung bzw. Zellaufnahme sowie
Aggregation in humanem Serum untersucht. Es werden drei Konjugate, bestehend aus
Polymer und CpG (mit verschiedenen CpG-Konzentrationen) hergestellt und fir 24 h bei

37 °C mit murinen Milz-DCs inkubiert.

In Abbildung 5-66 ist die Zellaufnahme/bindung gegentiber der Zellausreifung fir die
verschiedenen N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG Konjugate sowie fiir die reine N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Biirste dargestellt. Hierbei ist erkennbar, dass mit Zunahme der CpG-Molkile pro
Polymerbirste die unspezifische Bindung/Aufnahme und gleichzeitig die Ausreifung
zunehmen. Dieser Trend verlduft bis zu einer Anzahl von 5 CpG-Molekiilen linear,
wohingegen die Ausreifung nach Anbindung von 10 CpG-Molekilen deutlich ansteigt. Dies
zeigt wieder, dass der Effekt von CpG durch die hohe rdaumliche Konzentration deutlich
verstarkt wird. Festzuhalten ist, dass die Anbindung von einem CpG-Molekiil einen geringen
Einfluss auf die Aufnahme und Aktivierung zeigt. Nach Anbindung von 5-10 CpG-Molekiilen
wird schlieBlich eine ausreichende bis starke Ausreifung erlangt, welche jedoch mit einer

unspezifischen Zellaufnahme einhergeht.

Bei der Untersuchung des Aggregationsverhaltens in humanem Serum wird fiir alle drei
N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-CpG Konjugate eine kaum detektierbare Aggreation erhalten und

kann somit vernachlassigt werden (Anhang Abbildung 8-25).
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Abbildung 5-66: FACS-Messung: Reifung von BMDCs nach Bindung/Aufnahme von: Ni-PEtOx-b-
PiPrOx, Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG (1), N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG (5) und Ns-PEtOx-b-PiPrOx-CpG (10);
Zellen in 1X PBS, Inkubationszeit 24 h, Konzentration: 1¥10*? Partikel/5*10° Zellen.

In einem weiteren Experiment wird untersucht, ob nach Zugabe von Serum die durch CpG
verursachte unspezifische Zellaufnahme unterdriickt werden kann. Hierzu werden die Milz-
DCs vor Zugabe der zuvor gezeigten N3-PEtOx-b-PiPrOx-Blirsten-CpG Konjugate mit murinem
Serum inkubiert. Durch Vorinkubation der Zellen mit Serum und somit der Blockierung
verschiedener Rezeptoren, Uber welche sehr wahrscheinlich die negativ geladenen CpG-
Molekile binden (Scavenger-Rezeptoren), kann die unspezifische Bindung bzw. Aufnahme

flr alle Konjugate weitestgehend verhindert werden (Abbildung 5-67).
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Abbildung 5-67: FACS-Messung: Zellaufnahme/Bindung in/an Milz-DCs von N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG
(1), Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG (5) und N;-PEtOx-b-PiPrOx-CpG (10); e ohne Serum und e nach
Vorinkuabtion der Zellen mit Serum; Zellen in 1X PBS, Inkubationszeit 24h, Konzentration: 1*102
Partikel/5*%10° Zellen.
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Des Weiteren wird nachgepruft, ob die Zellaufnahme/Bindung der Konjugate auch nach
Anbindung des Antikorpers aDEC205 durch Serum unterdriickt wird. Diese Versuche werden
diesmal an BMDCs durchgefiihrt. Abbildung 5-68 zeigt, dass das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-
CpG(12) Konjugat zu 77% von CD11c+ BMDCs aufgenommen/angebunden wird. Durch
Vorinkubation der Zellen mit Serum wird diese Aufnahme bzw. Bindung auf 5%
herunterreguliert. Durch Anbindung von aDEC205 an das Nz-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG
Konjugat wird die Zellaufnahme/Bindung verstarkt. Es werden 95% von CD1lc+ BMDCs
aufgenommen/gebunden. Nach Vorinkubation der Zellen mit Serum wird diese lediglich auf
62% reduziert. Die Konjugate werden wie in Kapitel 5.4.2.4 beschrieben, also trotz
Vorinkubation mit Serum sehr effektiv ausschlielRlich spezifisch iber den DEC205-Rezeptor in

die Zellen aufgenommen bzw. an die Zellen angebunden.

Die erhaltenen Ergebnisse zur Unterdrickung der Zellaufnahme/Zellanbindung durch
Vorinkubation mit Serum stehen jedoch im Widerspruch zu einem aus der Literatur
bekannten Ergebnis. Lahoud und Mitarbeiter konnten zeigen, dass CpG ebenso wie der
Antikorper aDEC205 spezifisch an den DEC205 Rezeptor bindet und von diesem in die Zelle
aufgenommen wird. Da die Vorinkubation mit Serum nicht zur Herunterregulierung der
DEC205-vermittelten Zellaufnahme/Bindung fiihrt, sollten somit nach Lahoud et al. auch die
Polymer-CpG Konjugate weiterhin aufgenommen/gebunden werden.[®® Deshalb klingt es
eher wahrscheinlich, dass die CpG-Aufnahme/Bindung, wenn spezifisch, dann wohl eher

Uber einen anderen, durch Serum blockierbaren Rezeptor erfolgen kann.
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Abbildung 5-68: FACS-Messung: Bindung/Aufnahme an bzw. in CD11lc+ BMDCs von
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG(12) und Ns-PEtOx-b-PiPrOx-CpG(12)-aDEC205(8); ® ohne Serum und e nach
Vorinkuabtion der Zellen mit Serum; Zellen in 1X PBS, Inkubationszeit 24h, Konzentration: 1*10*?
Partikel/5*%10° Zellen.

5.4.7.1 Zusammenfassung

Die Konjugation von Antigen, CpG und Antikorper aDEC205 tber kupferfreie Click- Chemie
war erfolgreich. In der SDS-PAGE wurde nach erfolgter Konjugation lediglich eine dem
Konjugat zuzuordnende Bande detektiert. Mittels FCS wurde fir das Polymerbirsten-
Antigen-aDEC205 Konjugat ein hydrodynamischer Radius von Ry = 36 nm bestimmt. Zudem
zeigten die CLSM-Bilder eine Superposition aller drei Komponenten, was eindeutig fiir eine

erfolgreiche Konjugation spricht.

Die Anbindung von CpG an die reine N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste geht mit einer unspezifischen
Bindung an DCs einher. Mit zunehmender Anzahl angebunder CpG-Molekiilen steigt diese
weiter an. Des Weiteren konnte parallel dazu eine Zunahme der Zellausreifung beobachtet

werden.

Durch Vorinkubation der Zellen mit Serum gelang es die zuvor beobachtete unspezifische
Zellaufnahme/bindung weitestgehend zu unterdriicken. Nach zuséatzlicher Anbindung des
Antikorpers aDEC205 an das Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG Konjugat wurde dieses
wiederum trotz Seruminkubation wie erwiinscht weiterhin spezifisch Uber den DEC205
Rezeptor von den DCs aufgenommen/gebunden, wobei der Anteil unspezifischer Bindung

circa 30% betragt.
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5.4.8 Intrazelluldre Lokalisierungsexperimente

In Kapitel 5.2.4.2 und 5.4.2.4 wird gezeigt, dass die reine N3-PEtOx-b-PiPrOx-Blirste keine
unspezifische Aufnahme in DCs zeigt, jedoch nach Anbindung von aDEC205 spezifisch von
CD8+ DCs aufgenommen wird. Im Folgenden soll nun die intrazellulare Verteilung der
internalisierten N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-(CpG)-aDEC205 Konjugate mittels Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht werden. Hierzu werden Experimente zur Kolokalisation der
Konjugate in verschiedenen Zellkompartimenten durchgefiihrt. Es werden reife murine Milz-
DCs verwendet. Diese werden mit den verschiedenen Konjugaten (Abschnitt 7.9, Tabelle
7-14) far 2 h bei 37 °C inkubiert, im Anschluss fixiert, permeabilisiert und mit den
entsprechenden Markern (anti-LAMP-1 fur das spate Endosom/Lysosom und anti-EEA1 flr
das friihe Endosom) (iber Nacht bei 4 °C inkubiert. In den nachfolgenden Abbildungen ist das
Polymer/Konjugat in rot, die CD8a+ DCs in blau und das jeweilige Zellkompartiment in griin
dargestellt. Die gelbe Farbung deutet auf eine Kolokalisation zwischen dem jeweiligen
Kompartiment und der internalisierten Probe hin. Abbildung 5-69 zeigt erwartungsgemaR
keine Aufnahme der reinen N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste in die CD8+ DCs (a). Das N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Birsten-aDEC205- (b) und das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-CpG-aDEC205 Konjugat (c)
werden von den CD8+ DCs aufgenommen, zeigen aber keine Kolokalisation mit dem frithen

Endosom.
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Superposi{i_Qn.

Abbildung 5-69: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von reifen Milz-DCs inkubiert mit
Polymer/Konjugat (rot); Phinotypisierung: CD8a (blau) und EEA1 (griin): (a) Ns-PEtOx-b-PiPrOx, (b)
N3-PEtOx-b-iPrOx-aDEC205 und (c) Ns-PEtOx-b-PiPrOx-CpG-aDEC205; inkubiert fiir 2h bei 37 °C,
MaRstabbalken: 10 pm.

In Abbildung 5-70 und Abbildung 5-71 sind die Mikroskopie-Aufnahmen der mit LAMP-1
gefarbten Zellen dargestellt. Bei diesen beiden Abbildungen handelt es sich jeweils um die
gleichen Proben. Wie bereits oben zeigt das reine Polymer keine Aufnahme und die beiden
Konjugate eine Aufnahme in CD8+ DCs. Des Weiteren wird fiir die beiden Konjugate, Ns-
PEtOx-b-PiPrOx-Biirste-aDEC205 und Nz-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-CpG-aDEC205 fur sehr
wenige Bereiche eine Kolokalisation mit dem spaten Endosom/Lysosom erhalten.
Typischerweise wird fiir Endozytoserezeptoren ein Aufnahmemechanismus (iber das friihe
Endosom erhalten.['®l] Mahnke et al. konnten jedoch zeigen, dass der Antikérper aDEC205,
welcher (ber den Multilektin-Rezeptor DEC205 in die Zelle endozytiert wird, eine
Kolokalisation mit dem LAMP-1 Protein zeigt und somit im spaten Endosom/Lysosom

angesammelt wird.[161

Demnach stimmen die hier erhaltenen Ergebnisse, bei denen keine Kolokalisation mit dem
friihen Endosom und fir wenige Bereiche eine Kolokalisation mit dem spaten Endosom
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erhalten wird, einigermaflen mit denen von Mahnke et al. (iberein. Der groBte Teil der
Konjugate ist jedoch weder in frilhen noch in spaten endosomalen Kompartimenten
lokalisiert. Dies konnte gegebenenfalls darauf hindeuten, dass sie dem typischen
endosomalen Aufnahmeweg in die Zellen entkommen sind. Moglicherweise befinden sie
sich in anderen vesikularen Kompartimenten (z.B. ER) oder sogar im Cytosol, wo sie
unmittelbar einem proteasomalen Abbau und dem anschlieBenden Einbau in MHC-I

Molekiile, welcher im ER stattfindet (siehe Abschnitt 3.2.2), zuganglich waren.

Superposition

Superposition

Abbildung 5-70: Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen von reifen Milz-DCs inkubiert mit
Polymer/Konjugat (rot); Phidnotypisierung: CD8a (blau) und LAMP1 (griin): (a) N3-PEtOx-b-PiPrOx,
(b) Ns-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 und (c) N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG-aDEC205; inkubiert fiir 2h bei 37
°C; MaRstabbalken: 10 um.
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Superposition

Abbildung 5-71: Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen von reifen Milz-DCs inkubiert mit
Polymer/Konjugat (rot); Phdnotypisierung und LAMP1 (griin): (a) N3-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 und
(b) N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG-aDEC205; inkubiert fiir 2h bei 37 °C; MafR3stabbalken: 10 um.

5.4.8.1 Zusammenfassung

Die intrazelluldre Verteilung der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-(CpG)-aDEC205 Konjugate zeigte
keine Kolokalisation mit den frilhen endosomalen und eine eher maRige Kolokalisation mit
den spaten endosomalen Kompartimenten. Um den Einfluss der intrazellularen Verteilung
des Konjugats auf die Fahigkeit zur CD8+ T-Zell Kreuzprdsentation zu testen, werden im
anschlieBenden  Kapitel einige  N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-(CpG)-Antikorper

Konjugate in Versuchen zur T-Zell Proliferation eingesetzt.
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5.4.9 T-Zell Proliferation
5.4.9.1 T-Zell Proliferation an unreifen BMDCs

Die Fahigkeit dendritischer Zellen, Antigene zu prozessieren sowie sie anschlieBend auf der
Zelloberflache in Form eines MHC I/1l Komplexes zu prasentieren, wird anhand eines CD8+ T-
Zell-Proliferationsversuchs an unreifen dendritischen Knochenmarkzellen (BMDCs) unter-
sucht. Diese Versuche werden von _ und _ am Institut fir
Dermatologie der Uniklinik Mainz durchgefiihrt. Die Ergebnisse beziehen sich auf die von
_ hergestellten N3-PEtOx-b-PiPrOx-Bursten sowie die in Kapitel 5.4.4 und
5.4.5 synthetisierten Polymerbirsten Konjugate. Unstimulierte BMDCs werden in parallelen
Ansatzen jeweils mit dem C-SGLEQLE-SIINFEKL Peptid, mit der reinen nichtkonjugierten Ns-
PEtOx-b-PiPrOx-Birste, mit dem N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen Konjugat und dem Nz-
PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen-Antikorper(aDEC205) Konjugat fir 4h vorinkubiert. Hierbei
sind die Mengen an Antigen bzw. an Polymer gleich. Im Anschluss werden die
vorbehandelten BMDCs mit SIINFEKL-Peptid spezifischen CD8+ T-Zellen (OT-1) co-kultiviert.
Nach 72 h wird 3H-Thymidin zugegeben und am folgenden Tag anhand des Einbaus von
3H-Thymidin das AusmaR der Zellteilung bestimmt.

Abbildung 5-72 zeigt, dass BMDCs vorinkubiert mit dem N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen-
aDEC205 Konjugat (4) eine viel starkere Proliferation der CD8+ T-Zellen induzieren als
BMDCs, welche jeweils mit dem Antigen alleine (1) oder mit dem N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Blirsten-Antigen Konjugat ohne aDEC205 (3) inkubiert werden. Die unkonjugierte
Polymerbiirste dient als Negativkontrolle (2) und l6st erwartungsgemall keine T-Zell
Proliferation aus. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine gezielte Adressierung dendritischer Zellen
und eine anschlieRende rezeptorvermittelte Endozytose (aDEC205) notwendig sind um eine
starke T-Zell Proliferation hervorzurufen und dies mit dem Vollkonjugat erreicht werden

kann.
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T-Zell Proliferation (10° cpm)

Abbildung 5-72: Antigenprasentationsassay an BMDCs vorinkubiert mit zylindrischen
Polymerbiirsten (4 h) und T-Zellen (48 h); 1) C-SGLEQLE-SIINFEKL Peptid, 2) N3-PEtOx-b-PiPrOx, 3)
Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen, 4) Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-aDEC205; 1*10'? Partikel (Peptid) /
5*10° DCs.

5.4.9.2 T-Zell Proliferation an reifen Milz DCs

Da unreife DCs Antigene Uber unterschiedliche Mechanismen - unspezifisch als auch (iber
rezeptorvermittelte Endozytose - aufnehmen kdnnen, kann relativ einfach eine groRe Menge
an Antigenen in die Zelle transportiert werden.[®5! Aufgrund der geringen Expression von
MHC- sowie kostimulatorischen Molekiilen ist es jedoch schwierig eine starke Immun-
antwort von unreifen DCs zu erhalten.'72]

Demnach besteht das Risiko der Induktion einer Immuntoleranz, falls keine ausreichend
starke Antwort erzeugt wird.

Hingegen wird bei reifen DCs die Expression von MHC- und kostimulatorischen Molekilen
hochreguliert. Somit sind diese deutlich besser zur Antigenprasentation geeignet und sollten
eine verstirkte Immunantwort erzeugen.[173]

Die in diesem Kapitel gezeigten T-Zell Proliferationsversuche (Antigen Kreuzprasentation

Versuche) werden in der Arbeitsgruppe von _ unter Betreeung von .
_ und _ am ,Molecular Science and Biotechnology Institute”

der Universitat Melbourne durchgefiihrt.

Uber Nacht ausgereifte Milz-DCs werden mit den in Tabelle 5-21 gezeigten Proben mit
jeweils unterschiedlichen Konzentrationen an Antigen (1*107 M — 1*1012 M) fiir 45 Minuten
bei 37 °C und 10% CO; inkubiert. Wahrenddessen werden OT-l T-Zellen aus murinen
Lymphknoten isoliert und mit CD8-AF488 und Va2-PE angefarbt um zu priifen, ob die

Mehrheit der Zellen antigenspezifische CD8+ Va2+ T-Zellen sind.
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Va2-PE farbt die T-Zell Rezeptor (TCR) alpha Kette Va2. Dies ist eine spezifische alpha Kette,
welche in Kombination mit der TCR beta Kette VB5 SIINFEKL-beladene MHC-Molekile
erkennt. Die OT-I T-Zellen werden im Anschluss fir 60-72 h bei 37 °C und 10% CO, mit den
Antigen beladenen DCs co-kultiviert. Nach Zugabe von Propidiumiodid zur Differenzierung
zwischen toten und lebendigen Zellen und Kalibrationspartikeln (,Sphero Blank calibration

particles”) zur Normalisierung werden die Proben mittels Durchflusszytometrie vermessen.

Tabelle 5-21: Proben fiir die T-Zell Proliferationsversuche an reifen Milz-DCs

Polymer-Antikorper Polymer Antigen CpG Antikorper

1 - - 8

2: Antigen - 1 - -

1 17 - -
4: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-CpG 1 17 12
5: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-aDEC205 1 17 -
1 17 12
7: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AG-aCD11c 1 17 -
1 17 12

Im Gegensatz zu dem obigen T-Zell Proliferation Versuch wird diesmal die Zellteilung nicht
anhand des Einbaus von 3H-Thymidin gemessen, sondern mit Hilfe eines violetten
Proliferationsfarbstoffs (,Cell Trace Violet”, Invitrogen). Dieser wird nach Eindringen in die
Zelle von Esterasen zu einer stark fluoreszierenden Verbindung abgebaut und in den Zellen
an Amine gebunden. Das Ausmal der Zellteilung kann in Folge der gleichmaRigen Verteilung
des Farbstoffs auf die Tochterzellen mittels FACS-Analyse bestimmt werden (Anhang:

Abbildung 8-26 und Abbildung 8-27).

Abbildung 5-73 zeigt die normalisierte Proliferation von CD8+ OT-I T-Zellen fir die Proben 1-
6 aus der obigen Tabelle bei einer Antigenkonzentration von ¢ = 1*10° M. Dies entspricht
ungefahr der Menge, welche fiir die T-Zellproliferationsversuche an unreifen BMDCs
(Abschnitt 5.4.9.1) verwendet wird. Diesmal dient anstelle des reinen N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Blirste, das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Blirsten-aDEC205 Konjugat als Negativkontrolle und induziert
folglich keine T-Zell Proliferation. Alle weiteren Proben, welche Antigen enthalten,

induzieren eine mehr oder weniger starke T-Zell Aktivierung. Deutlich erkennbar ist, dass die
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beiden Konjugate, Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Blirsten-Antigen-aDEC205 Konjugat und noch mehr
das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen-CpG-aDEC205 Konjugat, welche spezifisch von CD8+
DCs gebunden bzw. internalisiert werden, wie zu erwarten die starkste T-Zell Proliferation

hervorrufen kdnnen.

Die aus den Vorlaufern (N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste-Antigen und N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-
Antigen-CpG) induzierte T-Zell Proliferation ist jeweils ca. halb so stark. Somit hat der
Antikorper und die damit verbundene rezeptorvermittelte Aufnahme einen entscheidenen

Einfluss auf die CD8+-T-Zell Aktivierung.

Weiterhin fallt auf, dass das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-CpG Konjugat im Vergleich
zum N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen Konjugat ebenfalls eine starkere T-Zellproliferation
hervorruft. Aus der Literaur ist bekannt, dass der DEC205-Rezeptor neben aDEC205 auch das
CpG-ODN binden sowie internalisieren kann.®®! Demgegeniiber kann gezeigt werden
(Anhang Abbildung 8-22), dass das Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG Konjugat nach 60
Minuten eine um den Faktor drei schlechtere totale Internalisation in CD8+ DCs im Vergleich
zum N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-CpG-aDEC205 Konjugat zeigt. Demnach kann zwar eine T-
Zell Proliferation induziert werden, die jedoch durch Anbindung des Antikorpers aDEC205

deutlich verstarkt wird.
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Abbildung 5-73: Antigenprdsentationsassay an reifen Milz-DCs vorinkubiert mit zylindrischen
Polymerbiirsten (45min) und OT-1 CD8+ T-Zellen (60-72h); c(Antigen) = 1E-09 M ~ 2*10*? Partikel
(Peptid) / 5*10° DCs.
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In Abbildung 5-74 ist noch einmal zum Vergleich die normalisierte Proliferation der
CD8+ OT-l T-Zellen gegen die Antigenkonzentration aller zuvor gezeigten Proben auf-
getragen. Mit zunehmender Antigenkonzentration kann fiir alle Antigen enthaltenden
Proben wie zu erwarten letzlich immer eine Zunahme der T-Zell Proliferation beobachtet
werden. Fir die Konjugate, welche aber CpG, aDEC205 oder beides enthalten, wird jedoch
ein Maximum bereits schon bei einer Antigenkonzentration von ¢ = 1*10® M erhalten. Bei
héheren Konzentrationen wird fur diese Proben einen Abfall der T-Zell Proliferation
beobachtet. Dieses Verhalten kann wie folgt erklart werden: Die Stimulierung von T-Zellen
l[auft fir mehrere Tage in einem statischem System ab, z.B. Vertiefungen einer Mikro-
titerplatte. Wahrend dieser Zeit wird in der Regel kein Mediumwechsel vorgenommen. Das
heilt, dass der Vorrat an Nahrstoffen begrenzt ist. Wenn die T-Zellen sehr stark
proliferieren, kann es sein, dass die Ndhrstoffe weitgehend aufgebraucht sind (z.B. an Tag 2
der Kultur), bevor das AusmalR der Zellproliferation (z.B. an Tag 3) gemessen wird. In diesem
Falle ware die Teilungsrate der T-Zellen von Tag 2 auf Tag 3 unter Umstanden niederiger, als
in einer Parallelkultur, bei der die T-Zellen zwar schwacher proliferieren, aber die Nahrstoffe

(noch) nicht aufgebraucht sind.

Weiterhin fallt auf, dass bei sehr hoher Antigenkonzentration das reine Antigen (violett)
sowie das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen Konjugat (pink), trotz Herunterregulierung der
unspezifischen Zellaufnahme eine starke Proliferation induzieren kann. Mdgliche
Begriindungen koénnten sein, dass die DCs noch nicht vollstandig ausgereift waren oder die
unspezifische Zellaufnahme nach Ausreifung nicht komplett herunterreguliert wird. Und
somit das in sehr hoher Konzentration vorliegende Antigen unspezifisch aufgenommen,

prozessiert und prasentiert wird.
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Abbildung 5-74: Antigenprisentationsassay an reifen Milz-DCs (2.5*10%) inkubiert mit zylindrischen
Polymerbiirsten-Konjugaten/Antigen und OT-l CD8+ T-Zellen (5*10%: A Ns-PEtOx-b-PiPrOx-
aDEC205; M Antigen; V N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen; M Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG; <« Ns-
PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-aDEC205; © Ns;-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG-aDEC205; © 1E-09 M Antigen,
entspricht der Antigenkonzentration fiir die Versuche an unreifen DC (Abbildung 5-72).

Des Weiteren werden Konjugate mit dem Antikérper aCD11c anstelle von aDEC205
synthetisiert und im gleichen Experiment wie die zuvor gezeigten Proben hinsichtlich ihrem
Vermogen zur T-Zell Aktivierung analysiert (Tabelle 5-21, Probe 7 und 8).

Zum Vergleich ist in Abbildung 5-75 (links: Konjugate ohne CpG; rechts: Konjugate mit CpG)
die normalisierte T-Zell Proliferation bei verschiedenen Antigenkonzentrationen fiir das reine
Antigen, das N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-(CpG), das Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-
Antigen-(CpG)-aDEC205 und neu hinzugekommen fiir das Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-
Antigen-(CpG)-aCD11c Konjugat aufgetragen. Wie bereits zuvor erwdhnt, nimmt die T-Zell
Proliferation mit zunehmender Antigenkonzentration zu. Auch hier wird durch die
Anbindung von aCD11c eine starkere T-Zell Aktivierung im Vergleich zum N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Biirste-Antigen Vorlaufer ausgeldst.

Der direkte Vergleich der beiden N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-Antikérper Konjugate
zeigt eine etwas starkere T-Zell Aktivierung des N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-aDEC205
Konjugats gegeniber dem Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Birsten-Antigen-aCD11c Konjugat. Die
Unterschiede der T-Zell Proliferation der beiden Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-Antigen-

Antikorper Konjugate lassen sich durch die Eigenschaften der beiden Antikdrper erklaren.
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Der Antikorper aDEC205 bindet spezifisch an CD8+ DCs. Hingegen gilt CD11c als
Universalmarker fiir DCs. Somit ist der Antikérper aCD11c weniger spezifisch als aDEC205
(vgl Abschnitt 5.4.3).1%51 Zudem wird in Abschnitt 5.4.3 gezeigt, dass das N3-PEtOx-b-PiPrOx-
Blrsten-aCD11c-Konjugat viel langsamer als das Ns3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten-aDEC205
Konjugat von DCs aufgenommen wird. Da jedoch der CD11c Rezeptor im Vergleich zum
DEC205 Rezeptor viel starker exprimiert wird, fallt jedoch die totale Internalisierung in die
Zellen und die daraus resultierende Antigenprasentation mit folgender T-Zellproliferation
ahnlich hoch aus (vgl. Anhang Abbildung 8-22 ).
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Abbildung 5-75: Antigenprisentationsassay an reifen Milz-DCs (2.5%10* ) inkubiert mit
zylindrischen Polymerbiirsten-Konjugaten/Antigen und OT-l CD8+ T-Zellen (5*10°%): a) A N;-PEtOx-
b-PiPrOx-Antigen-aDEC205 ; V¥V Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-aCD11c; eNs3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen;
H Antigen; b) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen—CpG-aDEC205 N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG-
aCD11c; e N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG; Ml Antigen

5.4.9.3 Zusammenfassung

Es wurde fir alle Konjugate eine mehr oder weniger starke T-Zell Proliferation erhalten.
Auch andere Arbeitsgruppen zeigten, dass dendritische Zellen, welche Gber endozytotische
Lektin Rezeptoren wie den DC-SIGN oder DEC205 mittels monoklonaler Antikorper-Antigen-
PLGA-NP Konjugate adressiert werden, eine starke CD8+ T-Zell Antwort induzieren.l7% 174 1731
Dies deutet somit darauf hin, dass Antigene, welche rezeptorvermittelt aufgenommen
werden, moglicherweise nach endosomalem ,Escape” ins Zytoplasma gelangen und
schlieBlich auch in MHC-I Komplexe eingebaut und Uber diese prasentiert werden kénnten

(Kreuz-prasentation”).[31:174, 1761
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Weiterhin wurde in der Literatur gefunden, dass der Antikorper aDEC205 nach
Internalisierung in die Zelle im spaten Endosom, einem Zellkompartiment mit einer
supoptimalen MHC-I Prisentation, wiederzufinden ist.!16% 169 Das Ergebnis der supoptimalen
MHC-I Prasentation konnte nicht bestatigt werden.

Unsere Experimente dagegen zeigten, dass das Ausmal’ der Proliferation fir die Konjugate,
welche mit Hilfe von aDEC205 gezielt an die CD8+ DCs binden und schlieBlich mittels
rezeptorvermittelter Endozytose aufgenommen werden, viel starker ist als fiir die Konjugate
ohne Antikorper. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die Anbindung von CpG die
T-Zell Proliferation noch einmal verstarkt wird. Dies kann zum einem durch die in Kapitel
5.4.7 gezeigte erhohte unspefische Zellaufnahme und zum anderen durch das
Zusammentreffen des CpGs mit dem TLR9-Ligand in der Zelle erklart werden. Letzteres fihrt
zur weiteren Ausreifung der DCs (Aufregulation von MHC-Molekiilen, Kostimulatorischen
und [pro-] inflammatorischen Zytokinen), wodurch antigenspezifische T-Zellen stark aktiviert

werden.
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5.5 Biodistribution der Poly(2-oxazolin)biirsten

Fir die Anwendung im menschlichen Kérper muss neben dem Aggregationsverhalten in
humanem Serum auch noch die Zelltoxizitat dieser vielversprechenden Systeme untersucht

werden. So darf die Aufnahme der Polymere zu keiner Schadigung der Zellen fihren.

5.5.1 MTT-Toxizitatstest

Die MTT-Toxizitatstests werden von Dr. _ (Institut fir Dermatologie der
Uniklinik Mainz) durchgefiihrt (siehe Abschnitt 7.13-Toxizitatstest). Es wird die
Uberlebensrate von zwei verschiedenen Zelllinien, dendritischen Knochenmarkzellen
(BMDC) sowie menschlichen embryonalen Nierenzellen (engl. ,human embryonic kidney 293
cells“ = HEK293) in der Anwesenheit von Poly(2-oxazolin)birsten untersucht. Hierzu werden
die Polymere in verschiedenen Konzentrationen zu den jeweiligen Zellen gegeben und deren
Uberlebensrate wird auf die Uberlebensrate nicht behandelter Zellen normiert und im
Anschluss gemittelt. Die aus zwei fir BMDCs und drei fir HEK293 unabhdngigen
Experimenten erhaltenen Ergebnisse der Zelliberlebensrate sind in Abbildung 76
zusammengefasst. Die Zellviabilitat liegt bei sehr hohen getesteten Polymerkonzentrationen
(1g/L) fur HEK293 bei Uber 60% bzw. 74% und bei BMDCs sogar tiber 74% bzw. 77 %. Somit

wird noch einmal die Eignung dieser Polymerbirsten als ,,Nanocarrier” bestarkt.
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Abbildung 5-76: MTT-Test an --- HEK293 und --- BMDC fiir (a) N3-PiPrOx und (b) N3-PEtOX-b-PiPrOx
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5.5.2 Fraktionierung der Poly(2-oxazolin)biirsten

Wie zuvor gezeigt, weisen die von _ synthetisierten Azid-funktionalisierten
Poly(2-oxazolin)biirsten ein hohes Potential auf, als polymere Tragersysteme fir die

Krebsimmuntheraphie Anwendung zu finden.

Allerdings besitzen sie eine breite Molekulargewichtsverteilung mit Polydispersitaten von
PDI = 1,7 — 2,4. Somit kann keine klare Aussage getroffen werden, ob die in Abschnitt 5.4
gezeigte Konjugation des Antigens sowie des Antikoérpers vorwiegend an den blrstenartigen
Topologien oder anderen Strukturen (ellipsoide- und kugelférmige Strukuren), die bei dieser
breiten Molekulargewichtsverteilung vorliegen, erfolgt. Weiterhin soll untersucht werden,
ob es Unterschiede der verschiedenen Topologien beziglich der Zellaufnahme oder

Bioverteilung gibt, sofern es fiir die Konjugation keinen Unterschied gibt.

Dafiir missen als erstes die Polymerbiirsten fraktioniert und im Anschluss auf
Biokonjugation, Zellaufnahme und Bioverteilung untersucht werden. Im folgenden Abschnitt
ist als erstes die Fraktionierung mittels HFIP-GPC und die anschlieRende Charakterisierung

mittels Lichtstreuung am Beispiel der N3-PEtOx-Blirste gezeigt.

In der AFM-Aufnahme der unfraktionierten N3-PEtOx-Biirste sind neben wurmartigen
Strukturen eine Vielzahl an ellipsoidférmigen und kugelférmigen Molekiilen erkennbar
(Abbildung 5-77-a). Dieses Ergebnis wird durch das Gelpermeationschromatogramm
(Abbildung 5-77-b) bestatigt. Dies zeigt eine breite Verteilung mit einem ,Tailing” nach

kleinen Molmassen.

132



5. Ergebnisse und Diskussion

1-0 T T T T T

0.9 Polymer Makromonomer
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0
0.1

e

Absorptionseinheit

Abbildung 5-77: (a) AFM-Hohenbild (trocken) der N3-PEtOx-Biirste nach spin coating aus wassriger
Losung auf Mica; ¢ = 0.1 g/L; (b) Gelpermeationschromatogramm der unfraktionierten N3-PEtOx-
Biirste (W = wurmartige Polymerbiirste; E = Ellipsoide; K = Kugeln) in HFIP.

In Abbildung 5-78 sind die Elutionschromatogramme der drei erhaltenen Fraktionen nach
praparativer Aufreinigung mittels HFIP-GPC dargestellt. Es werden drei Peaks mit
unterschiedlicher Elutionszeit und demzufolge drei verschiedene Fraktionen erhalten. Die
schwarze Kurve zeigt die hochmolekularen wurmartigen Polymerbiirsten, die rote Kurve die
ellipsoidartigen Polymerbirsten und die blaue Kurve steht fiur die niedermolekularen
kugelférmigen Molekiile. Da es keinen Vergleichstandard fiir die Polymerbirsten gibt,
konnen anhand der GPC-Messungen keine genauen Aussagen Uber die Molekulargewichte
der einzelnen Polymerfraktionen gemacht werden. Sie dient lediglich zur qualitativen

Veranschaulichung und zur Analyse der Polydispersitat.
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Absorptionseinheit
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Abbildung 5-78: Gelpermeationschromatogramme der verschiedenen Fraktionen der N;3-PEtOx-
Biirste in HFIP: --- wurmartige Biirstenfraktion (W), --- Ellipsoidfraktion (E), --- Kugelfraktion (K).

Um eine quantitative Aussage lber die Grofle sowie Uber das Molekulargewicht treffen zu
konnen, werden die einzelnen Fraktionen mittels SLS und DLS vermessen. Die erhaltenen

Ergebnisse sind in Tabelle 5-22 aufgefiihrt.

Tabelle 5-22: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung der verschiedenen
Fraktionen der Ns-PEtOx-Biirste in Methanol mit 5mM Lithiumbromid, Filter: LCR 450 nm.

Probe Mw/g-mol? Rn/nm Rg/nm p(Rg/Rn)
Wurm-(W) 2-10° 31.5 40.0 1.3
Ellipsoid-(E) 7-10° 17.0 21.0 1.23

Kugel-(K) 3-10° 12.0 - -

Fur die wurmartige Polymerbirste wird ein Molekulargewicht von My, = 2.000.000 g/mol, fur
die Ellipsoidstruktur von M, = 700.000 g/mol und fur die kugelartige Struktur von
My = 300.000 g/mol erhalten. Die aus der dynamischen Lichtstreuung ermittelten
hydrodynamischen Radien betragen ausgehend von der Kugelfraktion hin zur wurmartigen
Polymerbirste Rn = 12 nm; Ry = 17 nm und Rk = 31,5 nm. Die AFM-Aufnahmen der drei
Polymerfraktionen stimmen qualitativ sehr gut mit den aus der SLS und DLS erhaltenen
Ergebnissen (berein (Abbildung 5-79). Fir die Polymerbirste mit dem grofiten
Molekulargewicht sind wurmartige Birstenstrukturen mit grofRer Konturlange zu sehen,
welche allerdings immer noch etwas polydispers sind (Abbildung 5-79-a). Die Ellipsoidstrukur
ist in Abbildung 5-79-b zu erkennen. Auffdllig ist in Abbildung 5-79-c, dass neben der

Kugelfraktion auch noch wenige Ellipsoidstrukuren sichtbar sind und somit auch nach
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Fraktionierung keine 100% reine Kugelfraktion erhalten wird. Angesichts dessen, dass jedoch

der GroRteil der Fraktion aus kugelartigen Molekiilen besteht, werden die noch wenigen

Ellipsoide vernachlassigt.

a b

Abbildung 5-79: AFM-Hohenbilder (trocken) der verschiedenen Fraktionen der Poly-Ns-EtOx-Biirste
nach spin coating aus wissriger Lésung auf Mica; ¢ = 0.1 g/L: (a) wurmartige Biirstenfraktion (W),
(b) Ellipsoidfraktion (E) und (c) Kugelfraktion (K).

5.5.3 Biodistribution der verschiedenen Poly(2-oxazolin)-Fraktionen

Nach erfolgreicher Fraktionierung werden die drei erhaltenen Strukturen mittels des NIR-
Farbstoffs CW800 fluoreszenzmarkiert (siehe Abschnitt 7.5.3.5) und im Hinblick auf ihre

zeitabhangige Biodistribution und Blutzirkulationszeit von _ (Translationale
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Onkologie an der Universitatsmedizin Mainz) untersucht. Hierzu werden jeweils 150 pL
(3.75*10° M Farbstoffkonzentration = ~ 1.25*10°® M Polymerkonzentration) CW800
markiertes Polymer retroorbital in die Maus injiziert. Die Messung des Fluoreszenzsignals
erfolgt nach verschiedenen Zeitpunkten (Abbildung 5-80). Genauere Angaben zur
Durchfiihrung der Messungen zur Biodistribution und Blutzirkulation befinden sich im

Abschnitt 7.13 —,in vivo Imaging"“.

Eine Stunde nach Injektion zeigen alle drei Polymerfraktionen eine sehr gute Biodistribution,
wobei sich die Kugelfraktion erwartungsgemaR vorwiegend in der Blase anreichert. Des
Weiteren werden die kugelformigen Molekiile sehr schnell ausgeschieden, so dass nach 6 h

lediglich ein geringes Fluoreszenzsignal im Bereich der Leber zu detektieren ist.

Die ellipsoiden Strukturen sowie die wurmartigen Polymere zeigen noch bis zu 48 h (bzw. 5
Tagen) eine Verteilung im gesamten Korper der Maus. Das Fluoreszenzsignal nimmt mit
zunehmender Zeit ab. Dennoch ist sieben Tage nach Injektion immer noch ein

Fluoreszenzsignal in den Mausen vorhanden.

Des Weiteren wird mit zunehmender Zeit fiir alle drei Topologien primar ein Signal in der

Leber beobachtet.

48h

5d

7d

Unbehandelte Maus,
nach 3h

Abbildung 5-80: Zeitabhangige Biodistribution der verschiedenen Fraktionen der N3-PEtOx-Biirste
(Kugelfraktion —(K); Ellipsoidfraktion — (E); Wurmartige Biirste — (W)) nach IV-Injektion in BALB/c
Mausen. Es werden jeweils 150 pL einer 1.25 uM Polymerlosung (3.75 uM CW800-IR-Farbstoff)
retroorbital der Maus injiziert.
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Fiir die ex vivo Organaufnahmen werden die Mause 24 h sowie 7 Tage nach Injektion getotet
und beziiglich ihrer Polymeraufnahme untersucht. Neben den Organen (Lunge, Leber, Milz,
Niere) werden auch die Lymphknoten sowie die Knochen kontrolliert.

In Abbildung 5-81 sind die Organe 24 h nach Injektion sowie die unbehandelten Organe
gezeigt. Alle Polymerfraktionen zeigen ein Fluoreszenzsignal in allen Organen. Die
kugelartigen Molekiile zeigen wegen ihrer erhohten renalen Ausscheidung durch ihr geringes
Molekulargewicht die starkste Akkumulation in der Niere. Die beiden anderen Fraktionen

(Ellipsoidartige- und wurmartige Polymere) reichern sich vor allem in der Leber an.

x108

Radiant Efficiency
¢ pisecjcm3/
o

Abbildung 5-81: Ex vivo Organaufnahmen der verschiedenen Fraktionen der Ns-PEtOx-Biirste
(Kugelfraktion —(K); Ellipsoidfraktion — (E); Wurmartige Biirste — (W)) nach 24 h in BALB/c Miusen;
Retroorbitale Injekion. Es wurden jeweils 150 pL einer 1.25 pM Polymerlosung (3.75 uM CW800-IR-
Farbstoff) injiziert. Die jeweils mit N gekennzeichneten Organe dienen als Kontrollen.

Nach einem Zeitraum von 7 Tagen zeigen ebenfalls die Kugeln im Vergleich zu den beiden
anderen Fraktionen ein verstarktes Fluoreszenzsignal in der Niere. Weiterhin kénnen alle
Fraktionen in allen Organen detektiert werden, jedoch mit verminderter Fluoreszenz (siehe
Anhang: Abbildung 8-30). Des Weiteren zeigen alle Fraktionen, 24 h (siehe Abbildung 5-82)
sowie 7 Tage (siehe Anhang: Abbildung 8-31) nach Injektion, eine Anreicherung in den

Knochen und in den Lymphknoten.
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Abbildung 5-82: Anreicherung der verschiedenen Fraktionen der N;-PEtOx-Biirste-CW800
(Wurmartige Biirste — (W); Ellipsoidfraktion — (E); Kugelfraktion —(K)) in den Lymphknoten und
Knochen von BALB/c Mausen nach 24 h; Subkutane Injekion; Es wurden jeweils 50 uL einer 1.87
UM Polymerlosung (3.75 uM CW800-IR-Farbstoff) in den FuR der Maus (a) bzw. retroorbital (b)
injiziert. Der mit N gekennzeichnete Lymphknoten ist eine Kontrolle.

In Abbildung 5-83 sind die Blutzirkulationszeiten der drei verschiedenen Fraktionen nach
retroorbitaler Injektion dargestellt. Die Bestimmung des Fluoreszenzsignal zum Zeitpunkt
t = 0 erfolgt, wie in Abschnitt 7.13 beschrieben, ex vivo. In einem Zeitraum von 15 min nach
Injektion zeigen die kugelférmigen Molekile (rot) ein um die Halfte reduziertes
Fluoreszenzsignal im Blut, sodass sich noch circa 50% der Molekile im Blutkreislauf
befinden. Von den ellipsoidartigen Molekiilen (griin) befinden sich circa 75% und von den
wurmartigen Polymeren (blau) circa 60% im Blutkreislauf. Nach einen Zeitraum von 6 h hat
sich das Fluoreszenzsignal der Kugeln deutlich verringert, wohingegen das Signal der beiden
anderen Strukturen fast gleich geblieben ist. Nach 24 h ist kein Fluoreszenzsignal der Kugeln
im Blut nachweisbar. Dahingegen lasst sich noch nach 48 h ein Fluoreszenzsignal fur die

Ellipsoide sowie wurmartigen Polymere detektieren, welches nach 5 Tagen verschwindet.
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Abbildung 5-83: Blutzirkulationszeiten der verschiedenen Fraktionen der Ns;-EtOx-Biirste (---

Kugelfraktion (K); ); --- Ellipsoidfraktion; --- Wurmartige Biirste (W) nach Injektion in BALB/c
Mausen. Es werden jeweils 150 puL einer 1.87 uM Polymerlésung (3.75 pM CW800-IR-Farbstoff)
retroorbital injiziert und jeweils 50 pL Blut nach den jeweiligen Zeitpunkten zur Messung
entnommen. Die Bestimmung zum Zeitpunkt t = 0 min erfolgt ex vivo (vgl. Abschnitt 7.13).

Zur Bestimmung der Halbwertszeit im Blut wird auf den Wert des Fluoreszenzsignals 15 min
nach Injektion normiert. Die hochste Halbwertszeit mit einem Wert von ti12 = 23.6 h wird fir
die Ellipsoidfraktion (griin) erhalten. Die wurmartige Polymerbirste (blau) weist eine

Halbwertszeit von t1/2 = 15.8 h und die Kugelfraktion (rot) von t12= 2.7 h auf.
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Abbildung 5-84: Blutzirkulationszeiten der verschiedenen Fraktionen der Ns-PEtOx-Biirste
(a) --- Wurmartige Biirste (W); (b) --- Ellipsoidfraktion (E); (c) --- Kugelfraktion (K)) nach Injektion in
BALB/c Miusen. Es werden jeweils 150 pL einer 1.25 uM Polymerlésung (3.75 pM CW800-IR-
Farbstoff) retroorbital injiziert und jeweils 50 pL Blut nach den jeweiligen Zeiten zur Messung
entnommen. Die Bestimmung zum Zeitpunkt t = 0 min erfolgt ex vivo (vgl. Abschnitt 7.13); Zur
Bestimmung der Halbwertszeit im Blut wird auf den Wert 15 min nach Injektion normalisiert.
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5.5.4 Zusammenfassung

Mittels HFIP-GPC gelang es, die N3-PEtOx-Biirsten zu fraktionieren. Es wurden folgende drei

Polymerfraktionen erhalten:

e Hochmolekulare wurmartige Polymerbirsten
e Ellipsoidartige Polymerbiirsten

e Niedermolekulare kugelférmige Molekiile

Die Versuche zur Biodistribution zeigten eine Stunde nach Injektion fiir alle drei
Polymerfraktionen eine breite Korperverteilung in den Mausen. Mit zunehmender Zeit (bis
zu 5 Tagen) war hingegen die Kugelfraktion weitgehend ausgeschieden, wahrend die
ellipsoidartigen und wurmartigen Polymerbiirsten immer noch detektiert werden konnten.
Alle drei Polymerfraktionen wurden in Lunge, Leber, Niere, Milz sowie in den Knochen und
Lymphknoten detektiert. Durch ihre rasche Ausscheidung zeigten jedoch die kugelférmigen
Molekiile die starkste Anreicherung in der Niere.

Die Untersuchung der Blutzirkulationszeiten ergab, dass 24h nach Injektion die Kugeln
vollstandig aus dem Blutkreislauf verschwunden sind. Im Gegensatz dazu konnte noch 48 h
nach Injektion ein Fluoreszenzsignal flr die ellipsoidarten sowie wurmartigen Polymere
detektiert werden, da sie sich auf Grund ihrer Topologie der renalen Filtration entziehen

konnten.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Synthese und Charakterisierung verschiedener
Polymer-Wirkstoff-Antikorper Konjugate fiir die Anwendung in der Krebsimmuntherapie

vorgestellt.

Erstes Ziel der Arbeit war es, geeignete polymere Tragersysteme fiir die in vivo Anwendung
zu finden. Als Auswahlkriterien gelten hier eine moglichst lange Blutzirkulationszeit,
Stabilitat gegenilber Aggregation in humanem Blutserum sowie die Unterbindung einer un-
spezifischen Zellaufnahme. Hierzu wurden verschiedene polymere Tragersysteme zundchst
hinsichtlich ihrer Stabilitdt in humanem Serum untersucht, wobei die von Rausch et al.
entwickelte Methode mittels dynamischer Lichtstreuung zum Einsatz kam. 144!

Das von Nuhn et al. etablierte kationische Nanohydrogelsystem zum Transport von siRNA
bildete in Serum, Albumin (BSA) und in einer anionischen Proteinfraktion aufgrund von
Ladungseffekten Aggregate in der GroRenordnung von Ry = 200 - 300 nm. Durch Einstellung
des optimalen Partikel siRNA Verhaltnisses konnten die nahezu neutralen Partikel mit einem
Verhiltnis von NP:siRNA 25:1 gegeniiber Aggregation stabilisiert werden.[14°!

Das von Reuter et al. synthetisierte Polymer-Wirkstoff-Antikorper Konjugat, bei welchem PLL
bzw. die PLL-Biirste als Tragersystem verwendet wurde, zeigte aufgrund der hohen positiven
Ladung Aggregatbildung in Serum und zugleich eine sehr hohe unspezifische Aufnahme in
dendritsiche Zellen (DCs).®!

Sukzessive Absattigung der kationischen Ladung durch Succinylierung erlaubte die
Stabilisierung des linearen PLL-Systems gegeniiber Aggregation sowie die fast vollstandige
Unterdrickung der unspezifischen Aufnahme in DCs. Es wurden fiunf verschiedene
Succinylierungsgrade (37%, 49%, 60%, 70% und 100%) eingestellt, welche mittels TNBSA-
Assay und H-NMR quantifiziert wurden.

Da fur die Blirstenstrukturen eine langere Blutzirkulationszeit und demzufolge eine bessere
Bioverfligbarkeit vermutet wird, wurde das Succinylierungskonzept auf die PLL-Biirste tber-
tragen.[09115118]  Djesmal konnte kein nach auRen hin véllig elektroneutrales Polymer

erhalten werden. Demzufolge bildeten alle drei Polymere Aggregate in humanem Serum.
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Darliber hinaus wurden noch zwei weitere in der Arbeitsgruppe von _
synthetisierte Polymerklassen hinsichtlich ihrer Eignung als ,Nanocarrier” Gberprift.
ELP-Birsten mit endstdandigen Carboxygruppen fihrten zur Aggregation in humanem Serum.
ELP-Birsten, bei denen 90% der Carboxygruppen in neutrale PEG-Azidgruppen Uberfihrt
wurden, ergaben eine verminderte Aggregation mit Serumproteinen. Jedoch wurden diese
aufgrund ihrer fiir Zellexperimente zu geringen Ubergangstemperatur von
T =27 °Cverworfen.

Flr die Poly(2-oxazolin)-Birsten wurden folgende Beobachtungen gemacht: Die N3-PiPrOx-
Blrsten bildeten aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Polymer und
hydrophoben Serumproteinen Aggregate in humanem Serum. Zudem wurden diese un-
spezifisch von DCs aufgenommen. Die beiden hydrophileren N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirsten und
N3-PEtOx-Bursten bildeten keine Aggregate in humanem Serum und zeigten keine un-
spezifische Zellaufnahme. Des Weiteren wurde keine bemerkenswerte Zelltoxizitat

beobachtet. Demnach eignen sich diese polymeren Tragersysteme ideal als Vakzine-Carrier.

Zur spezifischen Adressierung von CD8+ DCs wurde der Antikdrper aDEC205 ausgewahlt. Die
Konjugation erfolgte Uber kupferfreie Click-Chemie. Hierzu bedarf es eines DIBO-modi-
fizierten Antikoérpers aDEC205. Mit der Wahl einer optimierten Aufarbeitungsmethodik
gelang es, aggregatfreie, unimere DIBO-modifizierte aDEC205 Antikorper zu isolieren. Diese
konnten mittels DLS detektiert werden. Weiterhin konnten 3-4 AlexaFluor647 Farbstoff-
molekile (iber die Lysingruppen des Antikorpers aDEC205 angebunden werden, der Nach-
weis erfolgte iber UV-VIS und FCS.

Zunachst wurde die Synthese und Charakterisierung der Konjugate an den verschiedenen
(succ)-PLLs getestet. Hierzu wurden als erstes die PLLs Azid-funktionalisiert und anschlieend
mit DIBO-modifiziertem aDEC205 umgesetzt. In der FCS wurden jeweils groRe Mengen freier
Antikorper aDEC205 detektiert. Die FCS Ergebnisse stehen somit im Widerspruch zu den
Zellaufnahmestudien, welche eine Kolokalisation beider Farbstoffe und demnach einen
Hinweis auf erfolgreiche Konjugation geben. Aufgrund dieser Widerspriiche und der nicht
Reproduzierbarkeit wurde mit diesem System nicht mehr weitergearbeitet.

Im Gegensatz dazu konnte die Anbindung des Antikérpers aDEC205 an die N3-PEtOx-b-
PiPrOx-Birste zweifelsfrei mit Hilfe mehrerer Charakterisierungsmethoden wie UV-VIS, GPC,

SDS-PAGE, FCS (FCCS), DLS, FACS und CLSM bewiesen werden. Nach erfolgreicher
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Aufreinigung konnte kein freier Antikorper detektiert werden. Die FCS und DLS ergaben fir
das Konjugat einen hydrodynamischen Radius von Ry = 38 nm. In humanem Serum wurden
auch schon wie fir das reine Polymer keine Aggregate detektiert. FACS- und CLSM-
Messungen zeigten eine eindeutige Aufnahme des Konjugats in CD8+ DCs, wohingegen in
CD8- DCs sowie nicht-DCs keine Aufnahme zu beobachten war. Die rezeptorvermittelte Zell-
aufnahme in CD8+ DCs wurde anhand eines Blockierungsversuchs mit Hilfe von nativem
aDEC205 bestatigt. Ein weiterer Beweis lieferte die Aufnahme des Konjugats in reife DCs.
Studien zur Internalisierungskinetik zeigten fiir das N3-PEtOx-b-PiPrOx-aDEC205 Konjugat
eine schnelle und hohe Aufnahme in CD8+ DCs. Im Gegensatz dazu wurde fiir das N3-PEtOx-
b-PiPrOx-aCD11c-Konjugat, trotz starkerer Zellanbindung, eine viel geringere und
langsamere Internalisierung in CD8+ DCs erhalten.

Zur Synthese des Vollkonjugats wurde aus sterischen Griinden zuerst das tumorassoziierte
Modell-Antigen SIINFEKL sowie der immunaktivierende TLR9-Ligand CpG1826 (ber
kupferfreie Click-Chemie angebunden. Im Anschluss erfolgte die Konjugation des sterisch
anspruchsvollen Antikérpers aDEC205 bzw. aCD11lc. Die erfolgreiche Konjugation wurde
Uber UV-VIS, SDS-PAGE, FCS und CLSM gezeigt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde festgestellt, dass das Adjuvans CpG1826 nach
Konjugation an die N3-PEtOx-b-PiPrOx—Birste zu einer unspezifischen Bindung (Aufnahme)
an (in) DCs fiuhrt. Diese konnte durch Vorinkubation der Zellen mit Serum weitestgehend
unterdrickt werden. Die zusatzliche Anbindung des Antikérpers aDEC205 an das Polymer-
CpG Konjugat flihrte wiederrum trotz Seruminkubation wie erwiinscht zu einer DEC205-
rezeptorvermittelten Zellanbindung (-aufnahme).

OT-1 T-Zell Proliferationsversuche ergaben fiir die Antigen enthaltenen Konjugate, welche
mittels aDEC205 gezielt an die CD8+ DCs adressiert wurden, eine viel starkere T-Zell
Proliferation als die Konjugate ohne Antikorper. Als Negativkontrolle diente ein Konjugat

ohne Antigen (Polymer-Antikorper), welches keine T-Zell Proliferation zeigte.

Um den Einfluss verschiedener Polymertopologien auf ihre Biodistribution sowie
Blutzirkulation zu untersuchen, wurde die N3-PEtOx-Birste mittels GPC fraktioniert. Es
wurden drei verschiedene Fraktionen erhalten: Hochmolekulare wurmartige Polymer-
biirsten, ellipsoidartige Polymerblrsten und niedermolekulare kugelférmige Molekile. Die

beiden erstgenannten zeigten eine breite Verteilung im Korper. Fir die Kugelfraktion wurde
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das stdarkste Fluoreszenzsignal in der Niere bzw. Blase beobachtet. Ein dhnliches Ergebnis
ergab die Untersuchung der Blutzirkulationszeiten. Hierbei waren die Kugeln bereits 24h
nach Injektion vollstandig aus dem Blutkreislauf entfernt. Im Gegensatz dazu wurden fir die
ellipsoidartigen sowie wurmartigen Polymere noch nach 48 h ausreichend hohe Fluoreszenz-

signale detektiert.

In Folge dieser vielversprechenden Ergebnisse ist in weiteren in vivo Versuchen zu testen, ob
nach Konjugation der drei bioaktiven Komponenten an die verschiedenen Polymerfraktionen
ahnliche Ergebnisse hinsichtlich Blutzirkulationszeit sowie Biodistribution erzielt werden
konnen. Des Weiteren werden die synthetisierten Konjugate bezliglich ihres Vermogens zur

Tumorreduzierung (B16-Melanom) untersucht.

144



7. Experimenteller Teil

7 Experimenteller Teil

7.1 Chemikalien

Chemikalie/Material Firma Bestellnummer Verwendungszweck
aDEC205(DEC205/HB290 BioXCell BE00105 Konjugation
rat amouse 1gG2a)
AlexaFluor®488-TFP Ester Invitrogen A30005 Fluoreszenzmarkierung
AlexaFluor®488-DIBO Alkyne | Invitrogen C10405 Fluoreszenzmarkierung
AlexaFluor®647-NHS-Ester Invitrogen A20006 Fluoreszenzmarkierung
AlexaFluor®647-DIBO Alkyne | Invitrogen C10408 Fluoreszenzmarkierung
AlexaFluor®546-NHS-Ester Invitrogen A20002 Fluoreszenzmarkierung
AlexaFluor®568-NHS-Ester Invitrogen A20103 Fluoreszenzmarkierung
Amicon Ultra Centrifgal Filter | Millipore UFC800324 Aufreinigung
Units 3 kDa
Amicon Ultra Centrifugal Millipore UFC201024 Aufreinigung
Filter Units 10 kDa
Amicon Ultra Centrifugal Millipore UFC203024 Aufreinigung
Filter Units 30 kDa
Amicon Ultra Centrifugal Millipore UFC210024 Aufreinigung
Filter Units 100 kDa
AntiCD11c (N418) Konjugation
Anti-LAMP1 antibody Sapphire ab24170 Farbung

Bioscience
Antigen (CSGLEQLESIINFEKL)- | Bachem 4087180 Konjugation
DBCO
Antigen (CSGLEQLESIINFEKL) | Bachem 4062191 Konjugation
BHQ2-CpG Integrated 7897742 Quenching

DNA

Technologies
BHQ2-V1 Integrated 8059189 Quenching

DNA

Technologies
BioGelP30 BioRad 150-4150 Aufreinigung
BioGelP100 BioRad 150-4174 Aufreinigung
Brilliant Violet 421™ anti- Australian 100738 Farbung
mouse CD8a Antibody Biosearch

(BioLegend)
Brilliant Violet 5$10™ anti- Australian 117338 Farbung
mouse CD11c Antibody Biosearch

(BioLegend)
CarboxyRhodamin110 JenaBioscience Fluoreszenzmarkierung
CD8a Rat Anti-Mouse mAb | Invitrogen MCD0820 Farbung

(clone 5H10), Alexa Fluor®
488 Conjugate
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CellTrace Violet Invitrogen C34557 Durchflusszytometrie
CpG-FIP-SH Integrated Konjugation

DNA

Technologies
CpG-1826-DBCO IBA 160787 Konjugation
DBCO-FIP IBA 157829 Konjugation
DBCO-PEGA4-NHS-Ester JenaBioscience “Crosslinker”
DBCO-PEG4-Maleimid JenaBioscience “Crosslinker”
DIBO-NHS-Ester Invitrogen C-10414 “Crosslinker”
DMSO Invitrogen D12345 Losungsmittel
DPBS 1X Invitrogen 14190144 Puffer
IgG from mouse serum Sigma Aldrich | 5381 Proteinfraktion/Kontroll-
(025K7580) antikorper
IRDye®800CW DBCO Licor 929-55000 Fluoreszenzmarkierung
HFIP Sigma Aldrich | 105228 Fraktionierung
Hoechst33342 Invitrogen H3570 Zellkernfarbung
Trihydrochloride Trihydrate
NuPage® Novex® 4-12% Tris- Invitrogen NP0322 Charakterisierung
Bis Gel
NuPage® SDS MOPS running Invitrogen NP0001 Charakterisierung
buffer
NuPage® LDS sample buffer Invitrogen NP0O007 Charakterisierung
NuPage® Reducing agent Invitrogen NP0004 Charakterisierung
Pall 300 kDa Sigma Aldrich | Z722189-100EA Aufreinigung
PE-antimouse TCR Va2, Clone | Biolegend Farbung
B20.1
SilverQuest™ Silver Staining | Invitrogen LC6070 Charakterisierung
Kit
SimplyBlue SafeStain Invitrogen LC6060 Charakterisierung
Sodiumbicarbonate Sigma Aldrich | S6014 pH-Wert Einstellung
Steriles Wasser B. Braun 0082479E Losungsmittel
Zeba 7k columns Pierce 89883 Aufreiningung
Zeba 40k columns Pierce 87767 Aufreiningung
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7.2 Dialyse

Die fiir die Dialyse verwendeten Membranen werden vor Gebrauch mit MilliQ-Wasser befillt
und 60 Minuten in MilliQ-Wasser equilibriert. Dadurch werden Riickstande von Glycerin an

der Membran entfernt.

7.3 Gelelektrophorese (SDS Page)

Es werden fertige ,,NuPage” Tris-Glycin Gele (4-12%) und eine ,XCell Surelock” Mini-Zelle,
beides von Invitrogen, verwendet. Als Laufpuffer werden 40 mL 20X MOPS (3-(N-
Morpholino)-Propansulfonsdure) verdiinnt auf 800 mL Wasser benutzt. Das Gesamtvolumen
der Proben betragt 10 pl. Hierbei wird die aufgetragene Menge an Polymer/Protein
zwischen den verschiedenen Proben konstant gehalten. Zu jeder Probe werden 2.5 ul
»NUPAGE LDS Sample Buffer” (Invitrogen) und ggf. 1 uL ,,NuPAGE Sample Reducing Agent”
(Invitrogen) gegeben. Nach anschlieRender kurzer Zentrifugation werden die Proben fir 10
Minuten bei 70 °C inkubiert. Die Gelelektrophorese findet bei 125 mA, 200 V und 20W fiir
circa 90 Minuten statt. Die Gele werden im Anschluss dreimal mit MilliQ-Wasser gewaschen
und mit ,Simply Blue Safe Stain“ oder mittels ,SilverStain“ (Invitrogen) nach dem

Standardprotokoll angefarbt.

7.4 TNBSA-Test zur Quantifizierung von primaren Aminen

Zur Quantifizierung der freien primaren Amine wird das Assay des TNBSA-Tests nach dem
Standardprotokoll von Pierce durchgefiihrt. Zu Beginn wird eine Kalibrierfunktion mit Glycin
(eine  Aminogruppe) aufgestellt. Hierzu werden vier Glycinlésungen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 1.25 - 107 mol/mL und 7 - 10”7 mol/mL in Bicarbonatpuffer
(0,1 M, pH = 8,5) angesetzt. Die Kalibrierstandards und die unbekannten Proben werden laut
Vorschrift des Assays behandelt. Zu je 1 mL Lésung werden 0.5 mL 5%-TNBSA Losung (frisch
hergestellt, gel6st in Bicarbonatpuffer (0,1 M, pH = 8,5) zugegeben und gut durchmischt
(vortexen). Es wird flir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen werden
anschliefend 0,5 mL Natriumdodecylsulfat (SDS) und 0,25 mL 1N Salzsdure zugegeben und
wieder gut durchmischt. Die Extinktion der Proben wird bei einer Wellenldnge A = 335 nm
gemessen. Anhand der in Abbildung 7-1 dargestellten Kalibriergerade kann die

Konzentration an primdren Aminen bestimmt werden.

147



7. Experimenteller Teil

1.3 -
| Y=153E6X+056
1.2 -
1.1-
1.0

0.9 -

Extinktion

0.8 -

0.7 -

0.6 -

1.0x10° 2.0x107 3.0x107 4.0x10" 5.0x10"
Konzentration /mol/mL

Abbildung 7-1: --- UV/Vis Kalibriergerade (A=335 nm) und --- linearer Fit zur photometrischen
Quantifizierung der freien primaren Aminen (TNBSA-Test)

7.5 Synthesen zu Kapitel 5
7.5.1 Succinylierung von Poly-L-lysin (PLL) und der Poly-L-lysin-Biirste (PLL-B_55-3-2)[150]

Zu einer Loésung von PLL/PLL-B in 2 mL 0,2 M Natriumbicarbonatpuffer wird
Bernsteinsdureanhydrid als Feststoff zugegeben. Der pH-Wert wird mit Hilfe von 1 M
Bicarbonatpuffer auf pH = 8,5 eingestellt. Das Reaktionsgemisch wird iber Nacht bei
Raumtemperatur gerthrt, fir 72 h gegen Milli-Q Wasser dialysiert (MW = 1000 kDa/10.000
kDa) und schlieRlich lyophilisiert. Die entsprechenden Ansdtze der verschiedenen

Succinylierungsgrade sind in Tabelle 7-1 angegeben.
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Abbildung 7-2: Succinylierung von linearem PLL mittels Bernsteinsidureanhydrid(*>"!

Tabelle 7-1: Ansatze zur Synthese der succinylierten linearen PLLs

Probe Klrzel PLL/mg Bernsteinsdure- Ausbeute/mg
Anhydrid/mg
37%-Succ-PLL SG32 85 16.3 44 (52%)
49%-Succ-PLL SG31A 70 16.5 35 (50%)
60%-Succ-PLL SG24A 80 22.8 52 (65%)
70%-Succ-PLL SG15A 65 31 46 (70%)
100%-Succ-PLL SG1 100 880 60 (60%)

Tabelle 7-2: Ansatze zur Synthese der succinylierten PLL-Biirsten

Probe Kirzel PLL-B/mg Bernsteinsdure- Ausbeute/mg
Anhydrid/mg
37%-Succ-PLL-B SG37 25 9 6 (24%)
50%-Succ-PLL-B SG36 30 14 11 (37%)
20%-Succ-PLL-B SG40 31 4.4 25 (80%)

Charakterisierung der succinylierten Poly-L-lysine (PLLs)

Die zu unterschiedlichen Graden succinylierten PLLs werden mittels *H-NMR (300 MHz, D20),
13C-NMR (300 MHz, D20) und TNBSA-Test charakterisiert.

37%-Succ-PLL (5G32)

1H-NMR (300 MHz, D20): & (ppm) = 4.26 (t-br, 2H, H-1, H-8), 3.13 (t, 2H, J = 9, 6, 3 Hz, H-5),
2.94 (t, 2H, J=9, 6, 3 Hz, H-12), 2.42 (m, 4H, H-6,H-7), 1.83-1.23 (m, 12H, H-2,H-3,H-4,H-9,H-
10,H-11).
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49%-Succ-PLL (SG31A)

1H-NMR (300 MHz, D,0): & (ppm) = 4.24 (t-br, 2H, H-1, H-8), 3.15 (t, 2H, J = 9, 6, 3 Hz, H-5),
2.97 (t, 2H, J=9, 6, 3 Hz, H-12), 2.43 (m, 4H, H-6,H-7), 1.91-1.23 (m, 12H, H-2,H-3,H-4,H-9,H-
10,H-11).

60%-Succ-PLL (SG24A)

1H-NMR (300 MHz, D20): & (ppm) = 4.2 (t-br, 2H, H-1, H-8), 3.13 (t, 2H, J = 9, 6, 3 Hz, H-5),
2.95 (t, 2H, J=9, 6, 3 Hz, H-12), 2.45 (m, 4H, H-6,H-7), 1.90-1.25 (m, 12H, H-2,H-3,H-4,H-9,H-
10,H-11).

70%-Succ-PLL (SG15A)

1H-NMR (300 MHz, D,0): & (ppm) = 4.08 (t-br, 2H, H-1, H-8), 3.13 (t, 2H, J = 9, 6, 3 Hz, H-5),
2.95 (t, 2H, J=9, 6, 3 Hz, H-12), 2.45 (m, 4H, H-6,H-7), 1.82-1.23 (m, 12H, H-2,H-3,H-4,H-9,H-
10,H-11).

100%-Succ-PLL (SG1)

1H-NMR (300 MHz, D20): & (ppm) = 4.26 (t-br, 1H, H-1), 3.13 (t, 2H, J = 9, 6, 3 Hz, H-5), 2.43
(m, 4H, H-6,H-7), 1.86-1.23 (m, 6H, H-2,H-3,H-4).

13C-NMR (300 MHz, D,0): & (ppm) = 180.49 (C-10), 175.21 (C-1), 173.42 (C-7), 60.94 (C-2),
53.28 (C-2), 38.92 (C-6), 33.68 (C-3), 32.57 (C-5), 32.03 (C-4), 30.50 (C-9), 27.64 (C-8), 22.24.

Charakterisierung der succinylierten Poly-L-lysine-Biirsten (PLL-B)

Die succinylierten PLL-Bursten werden mittels DLS und Elementaranalyse® analysiert.

Probe Kirzel C: Masse-% | N:Masse-% | Succinylierungsgrad | Rn/nm
37%-Succ-PLL-B SG37 50.90 15.8 0.37 62
50%-Succ-PLL-B SG36 50.02 14.5 0.49 59.9
20%-Succ-PLL-B SG40 51.57 17.6 0.20 56

* Mikroanalytisches Labor _
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7.5.2 Farbstoffmarkierung des Antikdrpers aDEC205

Eine Losung von 1 mL aDEC205 (7,3 g/L) in MilliQ-H20 (pH = 7) wird mittels 100 uL 1 M
NaHCOs auf einen pH = 8 eingestellt. Diese Losung wird zu 1 mg (0,77 umol) AlexaFluor647-
NHS Ester gegeben und fir 24 h bei 4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wird

Uber BioRad Biogel-P30 mit 1XPBS (pH =7,2) als Laufmittel aufgereinigt.

Die Anzahl der Farbstoffmolekiile pro Antikorper werden mittels UV-VIS nach folgender

Formel bestimmt:

A650 * 203000
239 000 * [A280 — (A650 * 0.03)]

mol Farbstof f pro mol Protein =

mit € = 203.000 L-mol*-cm™ Extinktionskoeffizient des IgG Antikdrpers bei einer Wellenlange
von 280 nm, € = 239.000 L-molt-cm™ Extinktionskoeffizient von AlexaFluor 647 bei 650 nm
und dem Korrekturfaktor 0,03, welcher den Beitrag des Farbstoffs zur Absorption bei 280

nm angibt.

2.0
1.5
1.0 -

0.5
0.0 J/\

200 300 400 500 600 700

Absorption

Alnm

Abbildung 7-3: UV-VIS Spektrum von aDEC205-AF647 nach Verdiinnung (VF = 50)

Tabelle 7-3: Kalkulation des Markierungsgrades

Probe VF A650 A280 Proteinkonzentration # Farbstoffe
pro Antikdrper
aDEC205-AF647 50 0.335 0.08 1.73*10°%° M 3.9

151



7. Experimenteller Teil

Flir DEC205-AF647 werden circa 3-4 Farbstoffmolekiile pro Antikorper erhalten. Dieses

Ergebnis wird mit Hilfe der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie bestatigt.

vves LAANINIIIND100 0780 AN SN IITIIDSIIIIIID,
ST e e ez

1E-5 1E-4 1E-3 0.01 0.1 1

Abbildung 7-4: Normalisierte FCS Autokorrelationskurven und deren entsprechenden Fits (Linie)
fiir AlexaFluor647 (o) und Farbstoffmarkierter Antik6rper aDEC205 (<), Rh (Antikorper) =5 nm; 3-4
Antikorper pro Polymer

7.5.3 Farbstoffmarkierung der Polymere

Die in dieser Arbeit verwendeten Polymere werden mittels des Farbstoffs AlexaFluor488
(Invitrogen) bzw. Carboxyrhodamin110 (Jenabioscience) oder AlexaFluor647 (Invitrogen)
markiert. Flr die in vivo Experimente werden die verschiedenen Polymerfraktionen mittels

des IR-Farbstoffs CW800 (Liquor) markiert.

7.5.3.1 Farbstoffmarkierung der verschiedenen Poly-L-lysine mittels AlexaFluor488

Die Farbstoffmarkierung der verschiedenen Poly-L-lysine erfolgt ber einen reaktiven TFP-
Ester. Hierzu werden die Polymere in 0.1 M Bicarbonatpuffer (pH = 8,3) geldst, zum
reaktiven Farbstoff gegeben und unter Lichtausschluss flir 24 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Aufreinigung erfolgt mittels Biorad Biogel-P30 mit 1X PBS (pH =7,2) als
Laufmittel. Die Anzahl der gebundenen Farbstoffe pro Polymer wird in Kooperation mit
_ (MPI) mittels FCS bestimmt. Fluoreszenzspektroskopie-Messungen zeigen
einen Quantenausbeuteverlust zwischen einem Faktor von 2-4, der korrigiert wurde um den

Grad der Markierung anzugeben.
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Tabelle 7-4: Ansatz zur Farbstoffmarkierung der verschiedenen PLLs

Probe Polymer/ Polymer/ | Farbstoff | Farbstoff/ | Farbstoffmar-
mg mol /mg mol kierungsgrad
PLL 4 5.33*10%7 1.90 2.14*10°06 1
Succ-PLL® 1 1.33*10% 0.475 5.36*10°%7 2
50%-Succ-PLL-B 5 1.1*%109° 0.25 2.82*10% 60
37%-Succ-PLL-B 3 6.6*101° 0.125 1.41*10% 80
20%-Succ-PLL-B 8.3 2.0 *10® 0.28 3.16*10% 30

7.5.3.2 Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirsten mittels
Carboxyrhodamin110

Die Poly(2-oxazolin)biirsten wurden von _ uber kupferfreie Click-Chemie mit

dem Farbstoff Carboxyrhodamin110 markiert.[*14

Tabelle 7-5: Ansatz zur Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirsten

Probe Farbstoff/ | Azidgruppen/ | Zugabe Farbstoff-
pmol pmol H.0 markierungsgrad
N3-PiPrOx (JB111) 0.17 8.3 2.1 3
N3-PEtOx (JB116) 0.22 16 4.1 4
N3-PEtOx-b-PiPrOx (JB99) 0.55 14 3 4.6

7.5.3.3 Farbstoffmarkierung der N3-PEtOx-b-iPrOx-Biirste mittels AlexaFluor488

20 mg (1,56 E-08 mol) der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste werden lber Nacht in 1 mL PBS (1X)
gelost. Zu dieser Losung werden 16,2 uL (8,1 E-08 mol) AlexaFluor488-DBCO (5mM gel6st in
DMSO) zugegeben und fur 3 Tage unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Der
freie Farbstoff wird mittels ,,Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices” 10.000 kDa bei 3800
rom, 15 °C und 15 min abgetrennt. Durch FCS-Messungen wird die Anzahl der gebundenen
Farbstoffe auf 5 bestimmt. Die Fluoreszenzspektroskopie-Messungen zeigen einen
Quantenausbeuteverlust von 20% des konjugierten Farbstoffs im Vergleich zum freien

Farbstoff.

> Die Farbstoffmarkierung des succinylierten linearen PLLs wurde von _ durchgefiihrt
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7.5.3.4 Farbstoffmarkierung der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste mittels AlexaFluor647

6 mg (4,7 E-09 mol) der N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste werden Uber Nacht in 300 uL PBS (1X)
gelost. Zu dieser Losung werden 8 uL (2,6 E-08 mol) AlexaFluor647-DBCO (5 g/L gelost in
DMSO) zugegeben und fiir 5 Tage unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur inkubiert. Der
freie Farbstoff wird mittels ,Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices” 30.000 kDa bei 3.800

rpm, 15 °C und 15 min abgetrennt.

7.5.3.5 Farbstoffmarkierung der fraktionierten N3-PEtOx-Biirste mittels CW800

Die N3-PEtOx-Birsten werden Uber Nacht in MilliQ-Wasser (Braun) gelost, zum reaktiven
Farbstoff gegeben und unter Lichtausschluss fiir 3 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Der
nichtreagierte Farbstoff wird mittels ,,Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices” 10.000 kDa bei
3.800 rpm, 15 °C und 15 min abgetrennt. Zur Bestimmung des Farbstoffmarkierungsgrad
wird jeweils ein Aliquot des CW800-markierten Polymers zusatzlich mit einem weiteren
Farbstoff, welcher mittels FCS detektierbar ist (AF488 oder AF568), markiert. Nach
Abtrennung des Farbstoffs wird mittels FCS die Anzahl der Farbstoffe (AF488 bzw. AF568)
ermittelt. Im Anschluss wird mit Hilfe der UV-VIS Spektroskopie liber das Verhaltnis des
Farbstoff CW800 zum Farbstoff AF488 bzw AF568 der Farbstoffmarkierungsgrad bestimmt.

Tabelle 7-6: Ansatz zur Farbstoffmarkierung der Azid-funktionalisierten Poly(2-oxazolin)biirsten-
Fraktionen

Probe Polymer | Polymer/ | Farbstoff/ | Farbstoff/ | Farbstoffmarkier-
/ mol Mg mol ungsgrad
mg
N3-PEtOx- 5.7 2.28*%108 90 6.84*10°8 4
Kugelfraktion
N3-PEtOx- 10 1.70*10708 68 5.10*10°8 3
Ellipsoidfraktion

N3-PEtOx- 8 5.00*%10°%° 20 1.50*10°8 2

Wurmfraktion
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7.5.4 Farbstoffmarkierung des Antigens

Zu einer Lésung von 5,85 mg (2,6 E-06 mol) Antigen-DBCO in 500 uL DMSO werden 2,5 mg
(3,15 E-06 mol) AlexaFluor568 NHS-Ester, gelost in 300 uL DMSO, zugegeben und lber Nacht
unter Lichtausschluss bei 4 °C inkubiert. Da sich die Molekulargewichte des Antigens
[2250 g/mol] und des Farbstoffs AlexaFluor568-NHS [791 g/mol] kaum unterscheiden kann
der freie Farbstoff nicht abgetrennt werden. Es wird eine Markierungseffizienz von 1

angenommen.

7.5.5 Funktionalisierung von aDEC205
7.5.5.1 Funktionalisierung von aDEC205 mit DIBO-NHS

In einem typischen Experiment werden zu einer Lésung von aDEC205-AF647 (0,10 mg, 6,5 E-
10 mol) in 1X DPBS (50 pL) 8 uL (1,63 E-08 mol) des Linkers DIBO-succinimidylester (DIBO-
NHS), gelost in DMSO (1 g/L) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird fir 3h bei 4 °C
inkubiert. Der Uberstand des Linkers wird mit Hilfe von ,,Zeba Spin Desalting colums” 40 kDa

(PIERCE) bei 1.500 x g, 4 °C und 2 min entfernt (2X).

7.5.5.2 Aggregatfreie Funktionalisierung von aDEC205 mit DBCO-PEG4-NHS

Zu einer Losung von 300 plL anotop 20 nm filtriertem aDEC205 (4,1 E-09 mol) in 1X DPBS
werden 27 uL (4,1 E-08 mol) des Linkers DBCO-PEG4-succinimidylester (DBCO-PEG4-NHS),
gelost in DMSO (10 g/L) hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird fir 16 h bei 4 °C
inkubiert. Die sich gebildeten Aggregate werden mit Hilfe von ,,PALL Nanosep Devices” 300
kDa bei 14.000 x g und 4 °C abgetrennt. Der Uberschuss an nichtreagiertem Linker wird im
Anschluss mittels ,,Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices” 10.000 kDa bei 3.800 rpm, 15 °C

und 10 min abgetrennt.
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7.5.5.3 Bestimmung der Effizienz der DBCO-Funktionalisierung

Die Anzahl der DBCO-Molekiile pro Antikdrper werden mittels UV-VIS nach folgender Formel

bestimmt:

Molaritit von DBCO
Molaritat von IgG

Anzahl DBCO pro I1gG =

Mit der Molaritat von DBCO:

A309 (DBCO)

Molaritat DBCO =
olaritat von £309 (DBCO)

Und der Molaritat von IgG:

A309 (1gG)
€309 (IgG)

Molaritat von IgG =
mit €309(DBCO) = 12.000 M*-Lcm™ Extinktionskoeffizient von DBCO bei einer Wellenlange
von 309 nm und A309 DBCO die Absorption vom Konjugat bei 309 nm.

7.5.6 Konjugation von aDEC205 an PLL, 37%-Succ-PLL und 37%-Succ-PLL-B
7.5.6.1 Funktionalisierung von PLL, 37%-Succ-PLL und 37%-Succ-PLL-B mit NHS-PEG12-N3

Zu einer Losung von Polymer-AF488 geldst in 1X DPBS wird der Linker N3-PEGi»-
succinimidylester  (N3-PEG1-NHS), gelést in DMSO (20 mM), zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fiir 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Uberstand des Linkers
wird mit Hilfe von Biorad Biogel-P30 abgetrennt. Um das Gelingen der Reaktion zu priifen,
wird nach Azid-Funktionalisierung die Probe mit dem Farbstoff DBCO-Sulfo-PEGs-Rhodamin
umgesetzt. Das Gemisch wird fir 3 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Der nicht reagierte
freie Farbstoff wird mittels Biorad Biogel-P30 abgetrennt.

Tabelle 7-7: Ansatz zur Azid-Funktionalisierung der verschiedenen PLLs

Probe Polymer/ | Polymer/ | Linker/ Linker/ Farbstoffmarkier-
Mg mol mg mol ungsgrad
PLL 76 1.00*10°08 5.4 7.34*10° 2
PLL 4.8 6.5*%101° 0.433 5.85*10%7 n.b.
37%-Succ-PLL 5.3 6.5*1010 0.475 3.57*10% n.b.
37%-Succ-PLL-B 58.5 1.3*1011 4.8 6.50*107 n.b.
50%-Succ-PLL-B 58.5 1.3*1011 4.8 6.50*107% n.b.

156



7. Experimenteller Teil

7.5.7 Konjugation von aDEC205 an Azid-funktionalisierte Polymere

DIBO-funkionalisiertes aDEC205-AF647 (siehe 7.5.5) gelost in 1X DPBS wird je nach
Experiment in einem 5-15 X molaren Uberschuss zum Azid-funktionalisierten Polymer
gegeben und fir 3 Tage unter Lichtausschluss bei 4 °C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wird
mittels ,Zeba Spin Desalting columns® 40 kDa bei 1.500 x g und 4 °C fir 2 min und
anschlieRend je nach Polymer mit ,Amicon Ultra Centrifugal Filter Devices” 100.000 kDa bei
3.800 rpm und 15 °C oder ,PALL Nanosep Devices” 300 kDa bei 14.000 x g und 4 °C

aufgereinigt.

Tabelle 7-8: Anatz zur Konjugation von aDEC205 an N3-PEG1,-Poly-L-Lysine

Probe Polymer/ | Polymer/ | aDEC205/ | aDEC205/ | Poly/

Mg mol mg mol aDEC205

N3-PEG1>-PLL-AF488 4.8 6.5%1010 0.10 6.5%10°10 1/1

N3-PEG12-37%-Succ- 5.3 6.5%1010 0.10 6.5%10°10 1/1

PLL-AF488

N3-PEG12-37%-Succ- 58.5 1.3*1011 0.049 3.25*1010 1/10
PLL-B-AF488

N3-PEG12-50%-Succ- 58.5 1.3*1011 0.049 3.25*1010 1/7
PLL-B-AF488

Tabelle 7-9: Ansatz zur Konjugation von aDEC205 an Ns-Poly(2-oxazolin)biirsten

Probe Polymer/ | Polymer/ | aDEC205/ | aDEC205/ ' Poly/aDEC
Mg mol mg mol
N3-PEtOx-CRh110-I 48 1.3*10°1%° 0.10 6.5*%101° 1/3
N3-PEtOx-b-PiPrOx 73 5.7*101! 0.13 8.3*10°10 1/3
CRh110-lII
Ns3-PEtOx-b-PiPrOx 55 4.3*101! 0.10 6.5%1010 1/10
CRh110-111
N3-PEtOx-b-PiPrOx 73 5.7*101! 0.075 5.0*101° 1/5
AF488-IV
N3-PEtOx-b-PiPrOx 59 4.6*%1011 0.10 6.5*%101° 1/10
AFA488-V

157



7. Experimenteller Teil

7.5.8 Konjugation von Antigen-AF546 (SIINFEKL) und anschlieBende Konjugation von
aDEC205 an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

10 pL N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Biirste (324 pg, 1,8 E-10 mol) in 1X DPBS werden mit 0,81 uL
(8,1E-10 mol) DBCO-PEG4-Malemid-Linker, gelést in DMSO (10 mM), fir
16 h bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand an Linker wird mittels ,Zeba Spin Desalting colums*
7 kDa und 40 kDa bei 1.500 x g und 4 °C fur 2min entfernt. Gleichzeitig wird das Antigen-
AF546 mit Hilfe von ,TCEP Reducing Gel” nach dem Standardprotokoll von PIERCE reduziert.
Im Anschluss werden 8,0 E-09 mol des AF546-Antigens mit 275 pg (1.6 E-10 mol)
maleimidfunktionalisierter N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488 Polymerbiirste zur Reaktion gebracht.
Die Reaktionsmischung wird fir 16 h unter Lichtausschluss bei 4 °C inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgt mittels ,Zeba Spin Desalting colums® 40 kDa bei 1.500 x g und 4 °C fur 2
min und anschlieRend mit Hilfe von ,PALL Nanosep centrifugal device” 300 kDa bei 14.000 x
g und 4 °C fir 8 min bis das Filtrat farblos ist. Die anschlieBende Konjugation des jeweiligen

Antikorpers erfolgt wie in 7.5.7 beschrieben.

7.5.9 Konjugation von CpG1826-DBCO (IBA Germany) an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

10 pL N3-PEtOx-b-PiPrOx-Bilirste-CRh110 (192 pg, 1,5 E-10 mol) werden mit der jeweiligen
Menge DBCO-CpG, gelost in MilliQ-Wasser (0,1 nM), fir 2 Tage bei 4 °C inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgt mittels ,,PALL Nanosep centrifugal device” 300 kDa bei 14.000 x g und
4 °C fur 8 min.

Tabelle 7-10: Ansatz zur Konjugation von aDEC205 an Ns-Poly(2-oxazolin)biirsten

Probe Polymer/ = Polymer/ CpG/ CpG/ Poly/CpG
ug mol ug mol
N3-PEtOX-b-PiPrOx- 192 1.5*1010 0.95 1.5*1010 1/1
CRh110
N3-PEtOX-b-PiPrOx- 192 1.5%1010 4.77 7.5%10%0 1/5
CRh110
N3-PEtOx-b-PiPrOx- 192 1.5*%101° 9.54 1.5*%10° 1/10
CRh110
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7.5.10 Konjugation von CpG1826-DBCO (IBA Germany), Antigen(SIINFEKL)-DBCO und
aDEC205/aCD11c an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

30 pL N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-AF647 (805 pg, 6,3 E-10 mol) werden mit 2,5 uL (1,0 E-08
mol) DBCO-Antigen-AF568 fiir 2 Tage bei 20 °C inkubiert. Nach einem Tag werden 38 pL
DBCO-CpG (3,78 E-09 mol), geldst in MilliQ-Wasser (0,1 nM) zu einem Aliquot, 16,25 uL
(3,15E-10 mol) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-AF647-Antigen-AF568 gegeben und fiir 1-2 Tage
bei 4 °C inkubiert. Die Abtrennung des (iberschiissigen Antigens sowie CpGs erfolgt mit Hilfe
von ,PALL Nanosep centrifugal device” 300 kDa bei 14.000 x g und 4 °C fir 8 min. Die

anschliefende Konjugation des jeweiligen Antikorpers erfolgt wie in 7.5.7 beschrieben.

Tabelle 7-11: Ansatz zur Konjugation von Antigen, CpG und Antikorper an Ns-Poly(2-
oxazolin)biirsten

Probe Polymer/ | Antigen/ | CpG/mol | Antikérp./ | Poly/AG/CpG

mol mol mol /Antikorper

N3-PEtOx-b-PiPrOx 6.3*1010 1.0*10708 - - 1/17/-/-

AF647-AG

Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 5.72*101! | 1.0*10%° - 4.6*1010 1/17/-/8

AF647-AG-aDEC205

Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 1.43*101! @ 2.5*10%0 - 8.6%101! 1/17/-/8

AF647-AG-aCD11c

Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 3.15*101° | 5.0*10%° | 3.78*10° - 1/17/12/-

AF647-AG-CpG
N3-PEtOx-b-PiPrOx @ 1.26*1071° - 1.51*10%°  1.00*10® 1/-/12/8

AF647-CpG-aDEC205
N3-PEtOx-b-PiPrOx | 5.50*10'! | 9.35*101° | 6.6*101° 4.4%100° 1/17/12/8
AF647-AG-CpG-
aDEC205
Ns-PEtOx-b-PiPrOx 2.47E-11 4.4 E-10 3.0E-10 2.0E-10 1/17/12/8
AF647-AG-CpG-
aCD11c
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7.5.11 Polymer-SHIP Konjugate
7.5.11.1 Konjugation von FIP-Cy5 an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

25 plL N3-PEtOx-b-PiPrOx-Birste-AF488 (576 pg, 4,5 E-10 mol) werden mit 42 uL DBCO-FIP-
Cy5 (6,3 E-09 mol), gelost in MilliQ-Wasser (150 uM), fir 2 Tage bei 4 °C inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgt mittels ,Zeba Spin Desalting colums” 40 kDa bei 1.500 x g und 4 °C fiir 2
min und anschlieend mit Hilfe von ,PALL Nanosep centrifugal devices” 300 kDa bei 14.000 x

g und 4 °C flir 8 min bis das Filtrat farblos ist.

Die anschlieBedene Konjugation von aDEC205 bzw. aCD11c erfolgt nach vorheriger DIBO-

Modifizierung wie in Abschnitt 7.5.7 beschrieben.

Tabelle 7-12: Ansatz zur Konjugation von FIP und Antikérper an die N3-Poly(2-oxazolin)Biirsten

Probe Polymer/ FIP/ Antikérper/ | Poly/FIP/Antikorper
mol mol mol
Ns3-PEtOx- b-PiPrOx 4.5*%1010 6.3%10%° - 1/10/-
AF488-FIP-Cy5
Ns-PEtOx- b-PiPrOx | 7.98*101! | 7.65*101° @ 6.40*101° 1/10/8
AF488-FIP-Cy5-
aDEC205
Ns3-PEtOx- b-PiPrOx | 5.15*10!  4.98*101° 4.12*101° 1/10/8
AF488-FIP-Cy5-
aCD11c

7.5.11.2 Konjugation von CpG-FIP-Cy5 an die N3-PEtOx-b-PiPrOx-Biirste

Eine Losung von N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Biirste (576 ug, 4,5 E-10 mol) in 1X DPBS (30 ul)
wird mit 1,5 uL (3,0 E-08 mol) DBCO-PEG4-Malemid-Linker, gelést in DMSO (20 mM), fir 16
h bei 4 °C inkubiert. Der Uberstand an Linker wird mittels ,Zeba Spin Desalting colums” 7
kDa und 40 kDa bei 1.500 x g und 4 °C fir 2min entfernt. Gleichzeitig wird das CpG-FIP-Cy5
mit Hilfe von , TCEP-Reducing gel“ nach dem Standardprotokoll von PIERCE reduziert. Im
Anschluss werden 4,02 E-09 mol CpG-FIP-Cy5 mit 428 pg (3.35 E-10 mol)
maleimidfunktionalisierter N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488 Polymerblirste zur Reaktion gebracht.
Die Reaktionsmischung wird flir 3 Tage unter Lichtausschluss bei 4 °C inkubiert. Die
Aufreinigung erfolgt mittels ,,Zeba Spin Desalting colums” 40 kDa bei 1500 x g und 4 °C fiir 2
min und anschlieRend mit Hilfe von ,PALL Nanosep centrifugal device® 300 kDa bei 14.000 x

g und 4 °C fiir 8 min bis das Filtrat farblos ist.
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Die anschlieBedene Konjugation von aDEC205 bzw. aCD11c erfolgt nach vorheriger DIBO-

Modifizierung wie in Abschnitt 7.5.7 beschrieben.

Tabelle 7-13: Ansatz zur Konjugation von CpGFIP und Antikorper an die Ns-Poly(2-oxazolin)Biirsten

Probe Polymer/ | CpGFIP/ | Antikorper/ | Poly/CpGFIP/Antikorper
mol mol mol

Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 3.35%101° @ 4.02*10°® - 1/13/-
AF488-CpGFIP-Cy5
Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 1.10*101° | 1.45*10% | 8.80*101° 1/13/8
AFA488-CpGFIP-Cy5-

aDEC205
Ns-PEtOx-b-PiPrOx | 6.60*10'! | 8.68*101° 5.28*101° 1/13/8
AF488-CpGFIP-Cy5-

aCD11c
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7.6 Protokoll zur Isolation von dendritischen Zellen

Isolation von murinen dendritischen Zellen aus der Milz

Dieses Protokol ist fiir 8 Organe optimiert.

Vorgehensweise:

vk W N

Es werden 10 mL 1,077 Nycodenz/8 Milzen auf Eis aufgetaut.
Es wird 1 mL DNA/Kollagenase/ 8 Milzen auf Eis aufgetaut.
Es wird ein Aliquot von 10 mL fetalem Kalberserum (FCS) bei Raumtemperatur
aufgetaut.
Es wird eine 10% EDTA FCS Losung hergstellt.
Antikorpercocktail fir konventionelle DCs (roter Punkt):

o CD3-g (KT3-1.1)

o CDA45R (RA36B2)

o CD90 (T24/31.7)

o Ly6G & Ly6C (RB68C5)

o Erythroid (TER119)

Die Milzen und das Medium werden in eine Petrischale gegossen. Von jeder Milz
werden die Bauspeicheldriise, das Fett und das Bindegewebe entfernt.

Die Milzen werden zu einer Paste zerschnitten.

Die Paste wird in ein neues GefaR tberfihrt und mit 6 mL RPMI 2% FCS aufgefillt.

Es wird 1 mL DNase/ Kollagenase (Volumen: 7 mL) zugegeben.

Mit Hilfe einer Transferpipette wird das Gemisch fir 20 Minuten bei
Raumtemperatur resuspendiert.

Es werden 600 pL 0,1M EDTA bei Raumtemperatur hinzugegeben und fir weitere 5
Minuten bei Raumtemperatur resuspendiert.

Die Suspension wird durch ein Metallsieb gegeben. Das Sieb wird mit RPMI 2% FCS
gewaschen.

Die Suspension wird in ein 50 mL Falkon Gberfihrt und mittels RPMI 2% FCS auf circa
30 mL aufgefillt.

Im Falkon wird die Suspension mit Hilfe von FCS/ 10% 0,1M EDTA unterschichtet.
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10.

Es wird flir 7 Minuten, 1.700 RPMI bei 4 °C zentrifugiert.

Als nachstes wird versucht DCs mit Hilfe eines Dichtegradients in der Probe anzureichern.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

Nach Zentrifugation wird der Uberstand abgesaugt und das Pellet wird in 5mL
Nycodenz resuspendiert.
In ein 14 mL Dichtegradientrohr werden 5mL Nycodenz gegeben.
Mit einer Glaspipette wird die Nycodenz-Zellsuspension in kreisenden Bewegungen
entlang der GefaBRwand hinzugegeben. Als nachstes wird mittels der gleichen Technik
mit FCS/ 10% 0,1M EDTA uberschichtet.
Es wird fir 10 Minuten bei 3.100 RPMI, 4 °C zentrifugiert. Circa 20% der Zellen sind
nun DCs.
Es werden 30 mL EDTA/BSS + 2% FCS in einen 50 mL Falkon gegeben. Zu diesen wird
die Zwischenphase des Dichtegradienten gegeben. Die Zahl der Zellen wird mit Hilfe
einer Zahlkammer ermittelt. Zur Bestimmung der Zellzahl gilt:

o (Zellzahl (30 — 300) x 10* x Verdiinnungsfaktor) x Probenvolumen (mL)
Die Zellen werden fiir 7 Minuten, bei 1700 RPMI, 4 °C zentrifugiert.
Das Zellpellet wird in 10 uL Antikérpercocktail/10° Zellen resuspendiert und fur 30
Minuten bei 4 °C inkubiert.
Um den Uberschuss an Antikérper zu entfernen werden die mit dem Antikdrper
markierten Zellen mit 20 mL EDTA/BSS + 2% FCS gewaschen.
Die Zellen werden fir 7 Minuten bei 1700 RPMI, 4 °C zentrifugiert.
Das Pellet wird in 500 puL EDTA/BSS + 2% FCS resuspendiert.
Fiir die negative Anreicherung werden 1 mL magnetische anti-rat IgG ,beads” pro
500 uL Antikoérpercocktail benotigt. Als erstes werden die ,beads” in EDTA/BSS + 2%
FCS gewaschen. Hierzu werden die ,beads” und das Medium fiir 30 Sekunden auf
einen Magnet gegeben. Das Medium wird mit einer Transferpipette entfernt. Im
Anschluss wird das GefaR vom Magneten entfernt und die Beads in EDTA/BSS + 2%
FCS resuspendiert. Dies wird dreimal wiederholt.
500 pL Zellen werden in das GefaR mit den gewaschenen magnetischen ,beads”
Uberfuhrt.

Das Gefald wird fir 20 Minuten bei 4°C rotieren gelassen.
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24. Im Anschluss wird das GefaR auf den Magneten gegeben und mit EDTA/BSS = 2% FCS
aufgefiillt. Nach 2 Minuten wird die nicht magnetische Fraktion mit Hilfe einer
Glaspipette in ein neues GefaR tberfihrt.

25. Zum Abschluss wird die Zellzahl mittels der Zéhlkammer ermittelt.

7.7 SHIP-Internalisierungsprotokoll

1.

© N o U

10.

11.
12.

Zu Beginn werden die isolierten murinen DCs in EDTA-BSS (BSS, 5 mM EDTA, 2% FCS) auf
Eis und bei einer Konzentration von 5*10° Zellen/mL resuspendiert.

Die Zellen (200.000 pro Zeitpunkt) und die FIP-markierte Probe (1 x 102 Partikel/500.000
Zellen) werden in ein 10 mL Falkon pipettiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert.

Im Anschluss werden die Zellen pelletiert (670 g, 7 min) und der Uberschuss an FIP-
markierter Probe mit 10 mL EDTA-BSS und anschliefend mit 5 mL DC-Medium
abgewaschen.

Die Zellen werden bei einer Konzentration von 10° Zellen/mL in DC-Medium
resuspendiert.

Fiir den ersten Zeitpunkt wird ein Aliquot von 200 uL entnommen und auf Eis gelagert.
Die restlichen Zellen werden bei 37 °C, 10% CO; inkubiert.

Fiir jeden weiteren Zeitpunkt werden jeweils 200 pL entnommen und auf Eis gelagert.
Nach dem letzten Zeitpunkt werden die Zellen pelletiert und mit 1x 200 uL EDTA-BSS
gewaschen.

Fir die Phanotypisierung werden 50 pL eines Farbungsgemisch bestehend aus: CD8a
(1:300 in BSS/EDTA), BV421 Antimaus CD8a Klon 53-6.7; CD11 (1:400 in BSS/EDTA),
N418, BV510 Antimaus CD11c Kon 418 zu allen Proben gegeben und fiir 30 min unter
Lichtauschluss auf Eis inkubiert.

Im Anschluss werden die Zellen pelletiert und zweimal mit jeweils 200 puL EDTA-BSS
gewaschen.

Vor dem letzten Pelletieren wird die 200 puL Zellsuspension in 2x 100 uL aufgeteilt.

Die Zellen werden in 100 pL PI (1:200) (ungequenchte Proben) und in 100 pL Pl (1:200 +
Quencher, 1*10° M (1:600)) (gequenchte Proben) resuspendiert.
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[FIPCy5 (5’'Cy5-TCAGTTCAGGACCCTCGGCT-DBCO3’);

QPC (5 AGCCGAGGGTCCTGAACTGA-BHQ2 3’) ;

CpGFIPCy5 (5’ Cy5- GTCCATGACGTTCCTGACGTT-SH 3’)

CpG QPC (5" AACGTCAGGAACGTCATGGAC-BHQ2 3)] ;

13. Die Zellen werden bis zur FACS Analyse auf Eis und unter Lichtausschluss aufbewahrt.

7.8 T-Zell Proliferationsversuch

DC Prdparation:

[EN

. Als erstes werden dendritische Zellen nach dem Protokoll aus Abschnitt 7.6 isoliert.

Diese werden (iber Nacht bei 37 °C und 10% CO; ausgereift.

Am néachsten Tag werden die Zellen abzentrifugiert, mit 10 mL EDTA/BSS gewaschen
und anschlieBend in DC-Medium (250.000 Zellen/ 1 mL) resuspendiert.

Die Konjugate werden in DC-Medium gel6st und auf eine 96 ,well” Platte gegeben
und entlang dieser auf die entsprechenden Konzentrationen (c(Antigen) = 1.0E-07 M
—1E-12 M) verdiinnt. Hierbei betragt das Endvolumen pro ,well“ 100 pL.

Im Anschluss werden jeweils 100 pL mit 2.5 x10* Zellen zu den 100 pL Konjugat pro

III

,ywell“ hinzu pipettiert.

Die Platte wird fuir 45 min in den Inkubator (37 °C, 10% CO.) gestellt. Hierbei werden
die DCs mit Antigen (Polymer-Antigen-Konjugate) pulsiert.

AnschlieBend wird dreimal bei 1700 RPM, bei 4 °C fiir 2 min gewaschen. Nach
Zentrifugation wird jeweils der Uberstand (180 pL) vorsichtig abgenommen.

Die Zellen werden auf Eis aufbewahrt.

CD8+ T Zell Isolation:

1. Es werden die Lymphknoten einer beliebigen Maus geerntet.

2. Die Lymphknoten werden durch ein 40 um Sieb mit Hilfe von RPMI + 2% FCS

gegeben.

3. Die Zellen werden bei 1700 RPM fiir 7 min bei 4°C zentrifugiert und im
Anschluss in 0.5 mL eines CD8 Antikorper Cocktails (M1/70, F4/80, Ter119, RB6-
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8C5, M5/114, GK1.5) resupendiert. Diese Suspension wird fur 30 min unter

Lichtauschluss auf Eis inkubiert. Dies erlaubt die negative Selektion der Zellen.

4. Die Reaktion wird mit 10 mL RPMI 2% FCS gequencht und die Zellen werden
bei 1700 RPMI, 4 °C flir 7 min zentrifugiert.

5. Die mit Antikérper markierten Zellen werden in 500 pL RPMI 2% FCS
resuspendiert und zu magnetischen Anti-IgG Beads gegeben (1 mL Beads / 0.5

mL Antikdper.

a. Um die Azide der originalen Beadlésung zu entfernen werden die
BioMag 1gG , beads” in 5 mL groRen PolystyrolgefalRen dreimal mit RPMI
2% FCS gewaschen.

6. Die GefaRe werden fur 20 Minuten bei 4°C rotiert.

7. Anschliefend wird das Gefall mit RPMI 2% FCS aufgefiillt und auf den

Magneten gestellt.

8. Es wird gewartet bis sich die magnetischen ,beads” am Rand angereichert
haben und schlieRlich der Uberstand, welcher die CD8+ T-Zellen enthilt,
abgenommen werden kann. Fiir die Farbung von CD8a (488) und TCR Va2 (PE)

werden 100 uL beiseitegelegt.

9. Es wird flir 7 Minuten bei 1700 RPM und 4°C zentrifugiert.

10. Die Zellen werden in 1X PBS 0.1% BSA gewaschen, erneut zentrifugiert, in

einem bekannten Volumen resuspendiert und gezahlt.

11. Nach erneuter Zentrifugation werden die Zellen Spin 107 /mL in PBS 0.1%

BSA, resuspendiert und mit ,,cell trace violet” (1:1000) versetzt.

12. Es wird fuir 20 min bei 37 °C (Wasserbad) gefarbt und mit RPMI + 2% FCS fiir 5
min auf Eis gequencht.
13.Die Zellen werden mit RPMI 2% FCS fir 7 min bei 1700 RPM und 4°C

gewaschen, in 2 mL RPMI + 2% FCS resuspendiert und gezahlt

14. Es wird bei 1.700 RPM und 4°C fir 7 min zentrifugiert.
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15. Um zu prufen, ob die Mehrheit der Zellen Antigenspezifische CD8+ T Zellen
sind wird eins FACS Reinheitsfarbung durchgefihrt. Hierzu werden die OTI T
Zellen fiir CD8 in 53-6.7 (AF488) und Va2 in B20.1 (PE) gefarbt. Es wird eine

Reinheit von > 90% angestrebt.
16.Die Zellen werden in DC-Medium + 1:500 GM-CSF (5x10* CD8+ T
Zellen/200uL) resuspendiert.

CD8+ T Zellen mit DCs kultivieren

1. Nach dem finalen Waschschritt der DCs werden 180 pL des Uberstands
vorsichtig entfernt und 5x10% CD8+ T Zellen/200 pL/, well“ zugegeben.

2. Es wird bei 3 7°C, 10% CO; fiir 60-72 Stunden inkubiert.
3. Die Platte wird bei 1.700 RPM und 4 °C fir 2 min zentrifugiert.

4, Es wird mit 200 uL EDTA/BSS gewaschen und im Anschluss mit 50 uL CD8 in
53-6.7 (AF488) (1:200) fiir 30 min unter Lichtausschluss auf Eis gefarbt.

5. Nach Zugabe von 150 pL EDTA/BSS und Zentrifugation wird ein zweites Mal
mit 200 uL EDTA BSS gewaschen.

6. Die Zellen werden in 100 pL EDTA BSS PI (1:200) resupendiert. Zu diesen
werden 50 pL einer 1:10 verdlinnten Beadslésung in EDTA BSS Pl
(1:200) (,,Sphero Blank Calibration particles“ 6.0 — 6.4um, BD Bioscience, Cat:
556296) zugegeben und mittels FACS analysiert.

7.9 Zelllokalisierungsexperimente

Kammervorbereitung unter sterilen Bedingungen

1) Jedes ,well”“ der Kammer wird mit 200 pL einer PLL-Losung (0,1 mg/mL) fir 15 min
beschichtet.

2) Die Losung wird abgenommen und die Kammer fiir 30 min offen stehengelassen.

3) Es werden 30 pL des Antikorpers N22 (10 pg/mL) in die Mitte jedes Wells gegeben

und fiir 2 h bei 37 °Cin den Inkubator gestellt.
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4) Der Antikorper wird 2X mit 400-500 pL PBS 2% FCS und 1X mit DC-Medium
abgewaschen.

5) AnschlieBend werden die, wie in Abschnitt 7.6 beschrieben, isolierten DCs
aufgetragen (250.000 Zellen in DC-Medium pro Well (10 Mio. Zellen pro 1 mL DC-
Medium; 1:500 GMCFS)) und tber Nacht bei 37 °C, 10% CO; ausgereift.

Hinzufiigen der Konjugate

Tabelle 7-14: AF647-markierte Polymerkonjugate

Probe N3-PEtOx-b- N3-PEtOx-b-PiPrOx N3-PEtOx-b- Ns-PEtOx-b-
PiPrOx -aDEC205 PiPrOx PiPrOx
-CpG -CpG-aDEC205
Menge/ 0.04 1.03 0.52 1.35
118

1) Die Konjugate werden fiir 2 h bei 37 °C inkubiert
2) Im Anschluss werden die Konjugate dreimal mit PBS gewaschen und mit 200 pL 3%
Paraformaldehyd (PFA) fir 15 Minuten auf Eis fixiert.
3) Es wird erneut dreimal mit PBS gewaschen, nach dem letzten Waschschritt wird mit
PBS aufgefillt und bei 4° C gelagert.
Farbung mit LAMP-1, EEA-1 und RAB14

1) Jedes ,well” wird flir 2 h mit Blockierungspuffer (3% BSA + 0,2 % Triton X-100 in PBS)
versehen.

2) AnschlieBend erfolgt die Zugabe der in Blockierungspuffer verdiinnten Antikorper:

168



7. Experimenteller Teil

Tabelle 7-15: Phanotypisierung

Phanotypisierung Farbung Verdiinnung
CD8a PE 1:300
CD11c BV510 1:300
antiLAMP1 488 1:200
antiEEA1 488 1:200
antiRAB14 488 1:400

3) Es wird Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und im Anschluss dreimal mit PBS gewaschen.

4) Es werden 150 pL des sekundaren Antikorpers (Goat-anti-rabbit 488) zugegeben und
fir 2h bei Raumtemperatur inkubiert.

5) Zum Abschluss wird dreimal mit einer Waschlésung (0.2 % BSA + 0.05% Triton X-100

in PBS) und einmal mit PBS gewaschen.

7.10 Probenvorbereitung fiir die Lichtstreuung (allgemein)

Fir die Lichtstreumessungen werden die Lichtstreukiivetten jeweils 20-30 Minuten im
Acetonbrunnen mit frisch destilliertem Aceton staubfrei gespilt, in der ,Flowbox”
getrocknet und befillt um eine Kontamination mit Staub zu vermeiden. Die verschiedenen
Polymerproben/Proteine werden je nach Probe Uber verschiedene Filter in die
Lichstreukiivette gegeben. Die verwendeten Konzentrationen sowie Filter sind den

Bildunterschriften zu entnehmen.

7.11 Praparation der Serumproben fiir die DLS,
DLS an Polymeren bzw. Nanopartikeln in Serum

Die Praparation der Serum- und Serumproteinproben sowie die anschlieffende DLS an
Polymeren/Nanopartikeln in Serum erfolgt nach der von Rausch et al. beschriebenen
Methode.[**4! Zu Beginn wird das bei -20 °C gelagerte humane Serum langsam aufgetaut.
Dies sollte nach dem Auftauen nicht wieder eingeforen werden. Fir die
Lichtstreumessungen wird das Serum mittels eines GS220 nm Filters (modifizierte Cellulose,

Millipore, ,Technical Support” 2010) in die Lichtstreukiivette liberfiihrt. Die Eignung dieses
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Filters wurde in vorherigen Arbeiten von _ untersucht. Die Lichtstreuklvetten
werden wie in Abschnitt 7.10 beschrieben vorbereitet.

Die zu charakterisierenden Proben werden durch einen fiir die entsprechenden Partikel
geeigneten Filter zum Serum gegeben. Hierbei wird das Konzentrationsverhaltnis
entsprechend dem Verhaltnis zwischen Nanopartikel und Protein im in vivo Experiment
gewahlt. Bei einer nicht in vivo getesteten Proben, wird das Verhaltnis der Konzentrationen
so gewadhlt, dass die Intensitat des Partikels nicht mehr als 10% von der Streuintensitat des
Serums in der Mischung abweicht. Um die Verdanderungen der Einzelkomponenten
(Serum/Partikel) in der Mischung zu bestimmen, wird das Serum sowie der Partikel
unabhangig voneinander vermessen. Hierbei werden die Konzentrationen durch
Verdinnung mit DPBS-Puffer (Invitrogen) oder 0,152 M NaCl Lésung (physiologischer NacCl

Gehalt) auf die in der Mischung vorliegende Konzentration eingestellt.

7.12 Plasmafraktionierung

Unter Anwendung verschiedener chromatographischer Methoden kann humanes

Blutserum/Blutplasma fraktioniert werden. Die folgenden Protokolle wurden in

Zusammenarbeit mit _ durchgefuhrt.

7.12.1 Prdparative Isolierung von IgG liber Protein-A Affinitatschromatographie

Zur lsolierung von 1gG wird eine Protein-A Chromatographiesdule (Tosoh Haas) eingesetzt.
Diese wird in eine Flissigchromatographie (LC, engl.: ,liquid chromatography”) eingebaut
und bei einem Fluss von 0,5 mL/min betrieben. Als Laufpuffer dient 10 mM Tris-Puffer, pH =
7,4. Vor Gebrauch wird die Protein-A Sdule mittels 10 mL Laufpuffer, 2 mL 0,1 M NaOH, 2mL
0,2 M Zitronensaure und mit 2 mL 0,2 M Tris (pH =7,4) gereinigt. AnschlieBRend wird noch

einmal mit dem Laufpuffer gewaschen bis der pH-Wert bei pH = 7,4 liegt.

Das Plasma wird mit dem Laufpuffer (1:5) verdiinnt und fiir 5 Minuten bei 4 °C und 4.000
rpm zentrifugiert. Im Anschluss werden 600 pL des verdiinnten Plasmas manuell auf die
Protein-A Sdule aufgetragen. Die Saule wird erneut in die Fllssigkeitschromatographie
eingebaut und fiir 4 Minuten mit dem Laufpuffer gesplilt. Die Erfassung des Durchflusses

erfolgt in 1 mL Fraktionen. Das Eluat wird nach Aufgabe von 2 mL 0,2 M Zitronensaure mit
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einem Fluss von 0,5 mL/min erhalten. In dieser Fraktion ist die Hauptmenge an IgG

enthalten. Durch Zugabe von Tris-Base (pH = 11) wird der pH-Wert auf pH = 7,4 eingestellt.

7.12.2 Praparative Isolierung von Albumin liber AffiBlue Affinitditschromatographie

Albumin wird mittels einer , AffiBlue“ Sdule (Tosoh Haas) isoliert. Auch hier wird die Saule
wieder in eine LC-Apparatur eingebaut und mit einem Fluss von 0,5 mL/min betrieben. Als
Laufpuffer dient 10 mM Tris (pH = 7,4). Vor Auftragung der Probe (Durchfluss der IgG-Saule)
wird die Sdule mit 10 ml destilliertem Wasser, 10 ml 2 M Guanidin in 10 mM Tris HCL und 10
ml 10 mM Tris HCl gereinigt. Die Auftragung der Probe auf die Sdule erfolgt wieder manuell.
Die Probe wird einmal rezirkuliert. Das nach der Rezirkulation erhaltene Eluat wird
aufgefangen und als Eluat 1 gekennzeichnet. Die Saule wird nun mit 10 mM Tris HCL gespilt
und die Durchflisse gesammelt (Durchfluss 2-4; 2x 500 pL und 1x 1 ml). Es folgt ein
Waschschritt mit dem Laufpuffer fir weitere drei Minuten. Im Anschluss erfolgt die Injektion
von 2 mL 2M NaCl. In den nachsten 4 Minuten findet die Erfassung des Eluats statt (Eluat 1-
2). Das dritte Eluat wird nach Auftragung von 2mL 2M Guanidin Losung erhalten. Zum
Abschluss wird noch einmal mit dem Laufpuffer gespiilt. Die Saule wird in 20%igem Ethanol

bei 4 °C aufbewahrt.

7.12.3 DEAE Anionenaustauschchromatographie

Zur lIsolierung einer anionischen oder kationischen Proteinfraktion dient eine DEAE-
(Diethylaminocellulose)-Saule (Tosoh Haas). Zu Beginn wird diese mit 4 mL MilliQ-Wasser
gespult. Im Anschluss werden 200 pL einer 0,5 M NaOH Losung aufgegeben und fir 30
Minuten inkubiert. Nach erneuter Aufgabe von 500 pL Milli-Q Wasser und Abzug mittels
einer Vakuumpumpe erfolgt die Auftragung von 500 pL einer 0,2 M NaCitrat Losung (pH =
5,0). Die Saule wird fur 10 Minuten mit dieser Losung inkubiert und im Anschluss tber eine
Vakuumpumpe entfernt. Nach zweimaligen Wiederholen wird das Eluat der AffiBlue Saule

nach einer 1:2 Verdiinnung mit 20 mM NaCitrat (pH = 5,0) aufgegeben.

Nach Auftragung der Probe (500 uL) wird diese fiir 10min mit der Sadule inkubiert. Der nach
Abzug mittels Vakuum erhaltene Durchfluss wird noch einmal aufgetragen. Die kationische

Proteinfraktion wird aus dem Durchfluss nach Rezirkulation erhalten.

Nach einem Waschschritt mit mit 500 pl einer 20 mM NaCitrat Losung (pH = 5,0) erfolgt die

Elution mit Hilfe verschiedenen Salzlésungen:
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Elution 1: 200 ul 0,155 M NaCl in 20 mM NaCitrat, pH =5,0
Elution 2: 200 ul 0,3 M NaCl in 20 mM NaCitrat, pH = 5,0
Elution 3: 200 ul 0,5 M NaCl in 20 mM NaCitrat, pH =5,0
Elution 4: 200 pl 1 M NaCl in 20 mM NaCitrat, pH = 5,0

Die Saule wird mit 500 ul der 1 M NaCl in 20mM NaCitrate, pH = 5,0 nachgespiilt und mit 1

ml MilliQ-Wasser gewaschen. Die Sdule wird in 20%igem Ethanol bei 4 °C aufbewahrt

7.13 Verwendete Gerate und Methoden

Gelpermeationschromatographie

Die Durchfiihrung der GPC-Messungen erfolgt durch _ am Insitut fir
Physikalische Chmie, Universitat Mainz. Der Antikorper aDEC205 sowie die aDEC205-
Polymer Konjugate werden in wassrigem 0.1 M Na;HPOs/NaH;P04 (pH = 7.04) Puffer bei
einer Flussrate von 0.5 mL/min vermessen. Es werden SHODEX OH-PAK Saulen, 3 Sdulen mit
Vorsdule (SB 802.5 HQ 6 um, 803 6 um, 804 10 um), SdulenmaBe: 8 x 300 mm,
Saulenmaterial: Polyhydroxymethacrylate verwendet. Es wird jeweils mit einem UV-Detektor
des Typs Waters 486 (bei A = 260nm und A = 650 nm) und einem RI-Detektor des Typs
Hitachi L-2490 detektiert.

Die Messungen werden bei 25 °C durchgefiihrt und es werden jeweils 20 uL eingespritzt.

Die Fraktionierung der Nsz-PEtOx-Polymerbiirsten erfolgt in HFIP bei einem Fluss von
0.8 ml/ min. Es wird eine lineare 7um MZ-Gel Super-FG Saule (300 x 8.0 mm) mit einer 50 pL

Schleife verwendet.

Gelelektrophorese

Die SDS-PAGE wird in einer , XCell Surelock” Mini-Zelle (Invitrogen) mit NUPAGE® Novex®
4-12% Bis-Tris-Gelen durchgefiihrt. Als Laufpuffer dient 1x NUPAGE® SDS MOPS und die

Bedingungen werden dem Standardprotokoll von Invitrogen entnommen.
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NMR

Die 'H-NMR- und !3C-NMR-Messungen werden an einem Bruker 300 Ultra Shield der
Universitat Mainz gemessen. Als Losungsmittel dienen CDCls;, MeOD, D,0, DMSO.

Lichtstreuung

Die dynamischen sowie statischen Lichtstreumessungen werden mittels der Folgenden
angefiihrten Anlagen ausgefiihrt:

1) Goniometer SP-125 mit ALV/SO-SIPD Single Photon Detector (Lichtwellenleiter-
Optik), ALV-5000/EPP/60X Multitau Realtime Digital Korrelator, alles von der Firma
ALV, Langen, und ein Argon-lonen-Laser (SpectraPhysics Stabilite 2060-4S,
Wellenldange 514,5 nm, Leistung 500 mW).

2) Helium-Neon Laser (JDS Uniphase 1145p-3083, Wellenlange 632,8 nm, Leistung 25
mW) und einer Detektionseinheit (Goniometer ALV-SP86, ALV/High QEAPD
Avalanche-Photodioden, Faseroptikdetektionssystem, Digital Korrelator/Strukturator
von der Firma ALV, Langen).

3) Helium-Neon Laser (Wellenlange 632,8 nm, Leistung 25 mW) und einem ALV-CGS 8 F
SLS/DLS 5022F Goniometer und acht Detektionseinheiten (acht gleichzeitig
messenden ALF7004 Korrelatoren und acht QEAPF Avalanche Photodioden
Detektoren.

Fir alle Messungen werden Kivetten aus Quarzglas von der Firma Hellma, Miihlheim, mit
einem Durchmesser von 20 mm und einem Volumen von 14 mL verwendet oder einem
Durchmesser von 10 mm und einem Volumen von 4 mL.

Die Auswertung der dynamischen Lichtstreumessungen erfolgt mit Hilfe des Programms

HDRC.

UV-VIS-Spektromerie

Die UV/VIS-Messungen werden an einem Cary 100 Bio der Firma Varian gemessen. Die

Messungen werden bei 25 °C in Helma Kivetten durchgefiihrt.

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessungen werden von _ am MPI

flir Polymerforschung in Mainz mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen Geréats durchgefihrt.
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Dieses besteht aus einem inversem IX 70 Mikroskop, einem FluoView 300 konfokalem Laser
(Olympus) und einer FCS Einheit (PicQuant), welche aus einer ,single-photon” Avalanche
Diode und einer Zeit-korrelierten ,single-photon counting card” TimeHarp 200 besteht.

Die Anregung erfolgt entweder mittels eines Argon Lasers bei A = 488 nm (8 mV, CVI Melles
Griot), wobei das Fluoreszenzsignal nach dem Filtern mit einem LP488R Raman Edge ,long-
pass” Filter detektiert wird, oder lber einen Helium-Neon Laser bei A = 633 nm (5 mW, CVI
Melles Griot), Filter LP635R Raman Edge Langpassfilter. Fur die Messung wird ein UPLSAPO
60 XW Objektiv (Olympus) verwendet. Die Proben werden in Polystyrol 8-Well-Kammer

(Laboratory-Tek, Nalge Nunc International) vermessen.

Fluoreszenzspektroskopie
Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgt mittels eines Jasco FP-6500 (ETC-273)
Spektrometers (Seriennr. C065260822), welches mit der Software Fluorometer FP-6500

JASCO-SpectraManager, Spectrum Measurement ausgestattet ist.

Rasterkraftmikroskopie

Die in dieser Arbeit gezeigten AFM-Aufnahmen werden von _ am Institut fur
Physikalische Chemie, Universitat Mainz ausgefiihrt. Hierzu wird ein ,MultiModeTM
Scanning Probe Microscope” mit einem ,Nanoscope llla-Controller” (Digital Instruments,
Santa Barbara, USA) verwendet. Es wird im ,tappingTM“-Modus gemessen. Flir Messungen
an getrockneten Proben werden Olympus OMCL-AC160-W2 Cantileverspitzen mit einer
Resonanzfrequenz von 300 kHz (Federkonstante 42 N/m) verwendet. Fiir die Messungen
werden die Proben bei einer Konzentration von 0.1 g/L oder 0.025 g/L in Wasser geldst und

im Anschluss durch ,,spin-casting” auf frisch gespaltenes Mica aufgebracht.

Konfokalmikroskopie (CLSM)

Die Messungen werden am ,, Microscopy-Core-Facility” des ,Insitute of Molecular Biology”
(IMB) in Mainz durchgefiihrt. Die Zellkerne werden mit Hoechst 33342 Losung (1 pg/mL)
angefarbt. Das Abbilden der Zellen erfolgt in ,ibidi-Standard-Bottom/p-Slide-8-well“ (Ibidi)
unter der Verwendung eines TCS SP5 Konfokalmikroskops (Leica) und 405 nm (Hoechst
33342), 488 nm (Alexa Fluor® 488), 561 nm (Alexa Fluor® 546/568), 633 nm (Alexa Fluor®

647) Laserlinien.
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Die Auswertung der Bilder erfolgt mit Hilfe der LAS-AF Software (Leica).

Durchflusszytometrie (FACS)

Die FACS Messungen der Internalisationskinetiken werden an einem LSR Fortessa (BD
Bioscience) am Institut fir Mikrobiologie und Immunologie an der Universitdt Melbourne
durchgeflihrt. Das LSR Fortessa Durchflusszytometer besitzt zur Anregung vier verschiedene
Laser mit den Wellenldngen: 405 nm, 488 nm, 561 nm und 633 nm. Die Detektion der
Fluoreszenz erfolgt mit 16 Fluoreszenzdetektoren. Das Gerat ist mit der DiVa Digital
Software ausgestattet. Die Datenanalyse erfolgt mittels Flowlo. Alle anderen FACS
Messungen werden in Zusammenarbeit mit _ und _ am LSR I
Durchflusszytometer (BD Bioscience) in der Hautklinik, Universitdtsmedizin Mainz,
durchgefihrt. Dieses besitzt Laser mit den Anregungswellenlangen 355 nm, 405 nm 488 nm

und 633 nm.

Toxizitdtstests

Fiir die Toxizitatstests werden BM-DC und HEK293 Zellen verwendet. Die HEK293 Zellen (je
2*10%/100 pL) werden in Tripiklaten in ,wells” einer 96 ,well culture plate” ausgesat. Am
nachsten Tag werden jeweils 100 pL Polymer enthaltenes Medium (cPolymer = 0,01 — 1 g/L)
zugegeben. BMDCs werden im Polymer enthaltenen Zellmedium resuspendiert und
ebenfalls in dreifacher Ausfihrung auf ,wells” einer 96 ,well culture plate” gegeben (je
2*10%/100 pL). Am nichsten Tag wird die Zellviabilitdt mit Hilfe eines MTT-Assays ermittelt.
Die erhaltenen Daten werden jeweils auf die Uberlebensrate unbehandelter Zellen normiert
und von mindestens zwei unabhangigen Versuchen vereint.

Die Durchfiihrung derToxizitatstests erfolgt durch _ an der Uniklinik Mainz.

In Vivo Imaging

Zur Bestimmung der Korperverteilung in vivo werden BALB/c Mause mit IRDye800CW
markierten Polymeren (je 150 pL) injziert. Zur Kontrolle dienen unbehandelte BALB/c Mé&use.
Die Mause werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (15 min - 7 Tage) Gberwacht. Hierzu
werden die Méause in die Dunkelkammer des ,,IVIS Spectrum imaging system” (Perkin Elmer)

Uberfihrt und bei A = 745 nm angeregt.
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Die bei A = 800 nm emittierten Fluoreszenzsignale fiir eine Integrationzeit von drei Sekunden
werden als mittlere Strahlungseffizienz mittels der , Living Image Software” (Perkin Elmer)
guantifiziert.

Flr die ex vivo Organ-Aufnahmen werden die Mause 24 h bzw. 7 Tage nach Injektion getotet
und die Fluoreszenzintensitdt der herausgeschnittenen Organen wird wie bereits zuvor
beschrieben gemessen.

Zur Bestimmung der Blutzirkulationszeiten werden der Maus nach Injektion der Polymere zu
unterschiedlichen Zeitpunkten jeweils 50 pL Blut entnommen und in einer ,black plate” fiir
drei Sekunden mit 745/800 ex/em Filtern vermessen. Flr die Messung des Nullpunkts wird
ein totales Blutvolumen von 1,5 mL angenommen. Es werden jeweils 15 pL Polymer zu 150

uL Blut gegeben und vermessen.
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Abbildung 8-1: Fraktionierung von IgG (a) sowie Albumin (b) aus Plasma; 4-12% Bis-Tris-SDS-PAGE
(reduzierend): (a) nach Protein A —Saule: Tasche 1-3: Durchfluss 1-3 der Protein A Saule, Tasche 4:
IgG-Fraktion; (b) nach Affi-Blue Saule: Tasche 5: Durchfluss IgG; Tasche 6-8: Durchfluss 2-4; Tasche
5: Albumin-Fraktion; Auftragsmenge ist jeweils 10 pg Protein
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Abbildung 8-2: Abtrennung kationischer sowie anionischer Proteinfraktionen aus Plasma; 4-12%
Bis-Tris-SDS-PAGE nach DEAE-Sadule: Tasche 1: Durchfluss der DEAE Sédule, Tasche 2: kationische
Proteinfraktion , Tasche 3: Waschschritt, Tasche 4-8: anionische Proteinfraktion, Tasche 9,10:
Waschschritte, Tasche M: Marker ALL Blue (Biorad).
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Abbildung 8-3: Winkelabhangigkeit des reziproken hydrodynamischen Radius (a) BSA,
<1/Rh>;1 =3 nm; (b) 1gG, <1/Rh>;! = 6 nm und (c) anionische Proteinfraktion, <1/Rh>;1 = 16.6 nm;
in 1X PBS Puffer, Filter: GS 220 nm, A = 632.8 nm, T=293 K.

Abbildung 8-4: Agarose Gelektrophorese der siRNA beladenen Nanohydrogelpartikel in humanem
Serum — 1: 70 ng siRNA; 2: Serum; 3: 3.5 ug NP; 4: 70 ng siRNA in Serum; 5: NP:siRNA=25:1 (1.75 ug
NP + 70 ng siRNA); 6: NP:siRNA=25:1 (1.75 pg NP + 70 ng siRNA) in Serum; 7: 1.75 pug NP in Serum.
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Zu Kapitel 5.2.1

g,(t)

Abbildung 8-5: 0 AKF von PLL in Serum --- Forcefit und zugehodriges Residuum der Fitkomponenten
aus Serum und Polymer; --- Fit nach Multikomponentenfit und zugehériges Residuum der
Fitkomponenten aus Serum, Polymer und zusatzlicher aggregatbeschreibender Funktion;

Rh(AGG) = 500 nm;Streuwinkel 30°; ¢ = 1 g/L, Filter: GHP 200 nm; GS 220 nm; c = 1 g/L; A = 632.8
nm, T=293 K.
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Abbildung 8-6: 'H-NMR-Spektrum von 37%-succinyliertes PLL in D,O
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Abbildung 8-7: 'H-NMR-Spektrum von 49%-succinyliertes PLL in D,O
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Abbildung 8-8: 'H-NMR-Spektrum von 60%-succinyliertes PLL in D,O
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Abbildung 8-9: 'H-NMR-Spektrum von 70%-succinyliertes PLL in D,O
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Abbildung 8-10: Winkelabhangigkeit des reziproken hydrodynamischen Radius von (a) PLL-Biirste
(55-3) <1/Rh>;! = 51.7 nm, (b) 20% Succ-PLL-Biirste <1/Rh>;! = 57 nm, (c) 37% Succ-PLL-Biirste
<1/Rh>;1 = 62 nm und (d) 50% Succ-PLL-Biirste <1/Rh>; = 59.9 nm in 1X PBS Puffer, ¢ = 0.05 g/L,
Filter: GHP 450 nm, A = 632.8 nm, T=293 K.
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PLL-aDEC205
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Abbildung 8-11: UV-VIS Spektrum PLL-AF488-aDEC205-AF647-1:1; in 1X PBS, VF = 15
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Abbildung 8-12: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen:
(a) --- Blauer Kanal (PLL-AF488 + PLL-AF488-aDEC205-AF647 Konjugat); --- Roter Kanal (aDEC205-
AF647 + PLL-AF488-aDEC205-AF647 Konjugat) und Kreuzkorrelation =--- PLL-AF488-aDEC205
Konjugat; (b) Negativkontrolle: --- Blauer Kanal PLL-AF488; --- Roter Kanal aDEC205-AF647 und
Kreuzkorrelation =--- Mischung PLL-AF488 und unmodifizierter aDEC205-AF647 in 1X PBS,
T=295.15 K.
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Tabelle 8-1: Nach FCS ermittelte hydrodynamische Radien

Kanal PLL-AF488-aDEC205-AF647 Negativkontrolle
Rh/nm ¢/ nM Rh/nm c¢/nM
Rot (633 nm) 8.54 +0.19 0.54 +0.01 499+0.11 1.11 £0.022
Blau (488 nm) 495+0.11 0.42 £+0.01 1.80+0.04 2.9 +0.09
Kreuzkorrelation 8.92+0.14 0.18 £0.01 - 0
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Abbildung 8-13: UV-VIS Spektrum 37%-succ-PLL-AF488-aDEC205-AF647-1:1; in 1X PBS, VF = 14
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Abbildung 8-14: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen --- 37%-
succ-PLL-AF488 und --- 37%-succ-PLL-AF488-aDEC205-AF647 in 1X PBS, A = 488 nm, T=295.15 K.
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Abbildung 8-15: UV-VIS Spektrum 37%-succ-PLL-AF488-Biirste-aDEC205-AF647-1:1; in 1X PBS,
VF=14
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Abbildung 8-16: UV-VIS Spektrum 50%-succ-PLL-AF488-Biirste-aDEC205-AF647-1:1; in 1X PBS,
VF = 14
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Zu Kapitel 5.4.2
N3-PEtOx-aDEC205
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Abbildung 8-17: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen ---
aDEC205-AF647 und --- N3-PEtOx-CRh110-aDEC205-AF647 in 1X PBS, A = 633 nm, T= 295.15 K.
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Abbildung 8-18: FCS Autokorrelationsfunktionen und deren entsprechenden Fitfunktionen: ---
Blauer Kanal (N3-PEtOx-CRh110 + Ns-PEtOx-CRh110-aDEC205-AF647 Konjugat); --- Roter Kanal

(aDEC205-AF647 + N3-PEtOx-CRh110-aDEC205-AF647 Konjugat) und Kreuzkorrelation === N3-PEtOx-
CRh110-aDEC205-AF647 Konjugat; in 1X PBS, T= 295.15 K.

Tabelle 8-2: Nach FCS ermittelte hydrodynamische Radien

Kanal N3-EtOx-AF488-aDEC205- Negativkontrolle
AF647
Rh/nm ¢/ nM Rh/nm c¢/nM
Rot (633 nm) 29.31£0.66 0.28 £0.006 4.4+0.9 1.24 £0.026
Blau (488 nm) 21.4+0.48 0.25 +0.007 2.5+0.9 0.53 +0.015
Kreuzkorrelation 28.6 +0.45 0.21 +0.008 - -0.01+-0.000
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Abbildung 8-19: FACS-Messung; N3-PEtOx-CRh110-aDEC205-AF647; (a) APC-Kanal (AlexaFluor647);
(b) AlexaFluor488 Kanal; blau = DCs, welche aDEC205 gebunden/aufgenommen haben.

aDEC205-AF647 Polymer-AF488 Nukleus-Hoechst33342

—d e

Superpostion

Abbildung 8-20: CLSM Aufnahmen an BMDCs: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h,
Konzentration: 1*10'? Partikel/5*10° Zellen; blau: Hoechst 33342-Nukleus; rot: aDEC205-AF647;
griin: Polymer (Ns-PEtOx-CRh110); gelb-orange: Kolokalisation (Konjugat: Ns;-PEtOx-CRh110-
aDEC205-AF647); MaBstabbalken: 4.84 um.
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Zu Kapitel 5.4.3
Internalisierungskinetik SHIP

Die totale Anzahl der von der Zelle internalisierten Proben wird nach folgender Formel

erhalten:

[I(gequencht,t=i)—I(gequencht,t=0)]

Totale Interalisation = (Gl. 8-1)

Anzahl Fluorophore (Cy5)

N3-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5

a b
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Abbildung 8-21: Totale Internalisationskinetik von e Ns-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5, e Ns3-PEtOx-b-
PiPrOx-FIPCy5-aDEC205 und e Ns-PEtOx-b-PiPrOx-FIPCy5-aCD11c Konjugate in CD8+ DCs a) unreife
DCs; b) reife DCs.
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Abbildung 8-22: Totale Internalisationskinetik von e Ns-PEtOx-b-PiPrOx-CpGFIP, © Ns-PEtOx-b-
PiPrOx-CpGFIP-aDEC205 und e N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpGFIP-aCD11c Konjugate in CD8+ DCs a)
unreife DCs; b) reife DCs.
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Zu Kapitel 5.4.4
N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen
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Abbildung 8-23: UV-VIS Spektrum von e N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488, e Antigen-AF546 und e N:-
PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Antigen-AF546

N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-aDEC205

Abbildung 8-24: CLSM Aufnahmen an BMDCs: Zellen in 1X PBS, nicht-fixiert, Inkubationszeit 4h,
Konzentration: 1¥10' Partikel/5*10° Zellen; tiirkis: Hoechst 33342-Nukleus; rot: aDEC205-AF647;
griin: Polymer (Ns-PEtOx-b-PiPrOx-AF488); blau: Antigen-AF546; pink: Mischung/Kolokalisation
(Konjugat: N3-PEtOx-b-PiPrOx-AF488-Antigen-AF546-aDEC205-AF647); MaBstabbalken: (a) 19.8 um
und (b) 13.8 um.
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Zu Kapitel 5.4.7
N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG

a b c

1.0 R,

08+ 0.8

0.6+ 0.6 -

0.4

g1(t)
a1(t)
a1(t)

0.4
0.2 0.2

0.0

0.0

4

0.2 v . . - T 0.2 . : T r -0. T T
10* 10" 107 10" 10° 10° 107 107 10" 10° 10 107 10" 10° 10'
t'ms t/ms t/ms

"
2

10

T
3

10

3 2 4 4

Abbildung 8-25: 0 AKF von N3-PEtOx-b-PiPrOx-CpG in Serum; (a) —CpG (1), Ry\(AGG) = 160 nm (4%),
(b) — CpG (5), Rn(AGG) = 156 nm (8%), und (c) — CpG (10), Rn(AGG) = 185 nm (10%); --- Forcefit und
zugehoriges Residuum der Fitkomponenten aus Serum und Polymer; =--- Fit nach
Multikomponentenfit und zugehériges Residuum der Fitkomponenten aus Serum, Polymer und

zusitzlicher aggregatbeschreibender Funktion; Streuwinkel 30°; ¢ =0.05 g/L; Filter: LCR 450 nm; GS
220 nm; A =632.8 nm, T=293 K.

Zu Kapitel 5.4.9

T-Zellproliferation an reifen Milz-DCs
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Abbildung 8-26: Verteilung des T-Zell Proliferationfarbstoffs (,,Cell Trace Violet”) bei verschiedenen
Antigenkonzentrationen; --- 1E-12M; 1E-11M; 1E-10M; 1E-9M; =--- 1E-8M; =--- 1E-7M;
(a) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen; (b) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG; (c) Ns-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-
aDEC205; (d) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG-aDEC205.
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Abbildung 8-27: Verteilung des T-Zell Proliferationfarbstoffs (,,Cell Trace Violet”) bei verschiedenen
Antigenkonzentrationen; --- 1E-12M; 1E-11M; 1E-10M; 1E-9M; --- 1E-8M; --- 1E-7M;
(a) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-aCD11c; (b) N3-PEtOx-b-PiPrOx-Antigen-CpG-aCD11c.

Zu Kapitel 5.5.3
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Abbildung 8-28: Zeitabhdngige Korperverteilung der verschiedenen Fraktionen der N3-EtOx-Biirste-
CWS800 (Wurmartige Blirste — (W); Ellipsoidfraktion — (E); Kugelfraktion —(K)) nach sukutaner
Injektion in BALB/c Mé&usen. Es wurden jeweils 50 pL einer 1.87 uM Polymerlésung (3.75 pM
CW800-IR-Farbstoff) subkutan in den FuB der Maus injiziert. Die jeweils mit N gekennzeichnete
Maus ist eine Kontrolle.
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Abbildung 8-29: Kérperverteilung der verschiedenen Fraktionen der N;-PEtOx-Biirste-CW800
(Wurmartige Biirste — (W); Ellipsoidfraktion — (E); Kugelfraktion —(K)) nach 24 h in BALB/c Maéusen;
Retroorbitale Injekion; Es wurden jeweils 150 pL einer 1.87 uM Polymerl6sung (3.75 uM CW800-IR-
Farbstoff) injiziert. Die jeweils mit N gekennzeichneten Organe dienen als Kontrollen.

Abbildung 8-30: Kérperverteilung der verschiedenen Fraktionen der N;-PEtOx-Biirste-CWS800
(Wurmartige Biirste — (W); Ellipsoidfraktion — (E); Kugelfraktion —(K)) in BALB/c Mausen nach 7
Tagen; Retroorbitale Injekion. Es wurden jeweils 150 pL einer 1.25 uM Polymerldsung (3.75 pM
CW800-IR-Farbstoff) injiziert. Die jeweils mit N gekennzeichneten Organe dienen als Kontrollen.
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Abbildung 8-31: Anreicherung der verschiedenen Fraktionen der N;-PEtOx-Biirste-CW800
(Wurmartige Biirste — (W); Ellipsoidfraktion — (E); Kugelfraktion —(K)) in den Lymphknoten und
Knochen von BALB/c Mausen, nach 7 Tagen; Retroorbitale Injekion; Es wurden jeweils 50 pL einer
1.25 uM Polymerlésung (3.75 puM CWBS800-IR-Farbstoff) retroorbital injiziert. Die mit N
gekennzeichneten Lymphknoten und Knochen dienen als Kontrolle.
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