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Abstract

Within the research area of nanoparticle-based tumor immune therapy, the de-
velopment of polymer-based transfection vectors for efficient delivery of nucleic acids
offers great potential in anti-tumor vaccination. It seems very promising to activate the
body’s own immune system with pDNA or mRNA vaccines to combat malignant cells
of solid tumors or even metastasis. Therefore, a main topicin this thesis was the further
development of poly-(L-lysine)-block-poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylate) block
copolymers as transfection vectors for dendritic immune cells. The combination of
ring-opening polymerization of N-e-(Boc)-L-lysine N-carboxyanhydride and RAFT
polymerization (reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization) of
pentafluorophenyl methacrylate enabled the synthesis of p(Lys)-b-p(PFPMA) reactive
ester precursor block copolymers. After several post-polymerization modification
steps, multifunctional p(Lys)-b-p(HPMA) block copolymers were obtained. The com-
plexation of negatively charged nucleic acids, such as pDNA or mRNA, was achieved
by electrostatic interactions with the cationic poly(L-lysine) block. The most important
advantage of using poly(HPMA) as suitable shielding block for the charged polyplex
is the straightforward synthesis via the reactive ester approach. Besides the conversion
with 2-hydroxypropylamine the introduction of many different functionalities like fluo-
rescent dyes by sequential aminolysis of the poly(PFPMA) block shows great benefit.
In order to enhance transfection efficiencies, the incorporation of an acid-labile hydra-
zone moiety within the p(Lys)-b-p(HPMA) block copolymer was evaluated. The hydro-
lytic cleavage of the hydrazone in the acidic endosomal compartments should facili-
tate the polyplex’ endosomal escape and consequently contribute to improved trans-
fection efficiencies. Furthermore, the poly(L-lysine) block of p(Lys)-b-p(HPMA) block
copolymers was statistically modified with thiol-reactive 2-(pyridyldithio)-propionate
moieties for reversible core cross-linking. In general, a disulfide cross-linking is known
to improve the extracellular stability of the polyplex and in this work it was used for
the additional incorporation of endosomolytic LAH4-L1 peptide as dithiol cross-linker.

With regard to a cell type-specific uptake of p(Lys)-b-p(HPMA)-based nanovac-
cines by dendritic immune cells, the attachment of DEC205 antibodies as targeting
ligands onto the polyplex’ surface was investigated. For this purpose, strain-promoted
alkyne-azide-cycloaddition was used as bioorthogonal conjugation strategy. The syn-
thesis of two azide-functionalized block copolymers was performed by post-polymeri-
zation modification. The resulting p(Lys)-b-p(HPMA)-Ns(stat) and p(Lys)-b-p(HPMA)-
N3(end) differ in number and position of azide moieties and were both employed for
polyplex formation. DBCO-functionalization of aDEC205 was conducted by a two-step
enzymatic antibody modification approach, using bacterial transglutaminase (BTG).
This enzymatic strategy enables the site-specific modification at two distinct glutamine
side chains within the IgG antibody and was applied for different BTG-substrates in

bioorthogonal antibody conjugations.






Kurzdarstellung

Die Entwicklung polymerer Transfektionsvektoren fir den Transport von Nuklein-
sauren zeigt groBes Potential im Bereich der Nanopartikel-basierten Tumorimmun-
therapie. Dabei stellt die Bekdmpfung maligner Zellen solider Tumore, aber auch von
metastasierenden Tumorzellen Uber die Aktivierung des Immunsystems mit pDNA-
bzw. mRNA-Vakzinen einen vielversprechenden Ansatz dar. Ein Schwerpunkt dieser
Arbeit lag in der chemischen Modifizierung von Poly-L-lysin-block-Poly(N-(2-hydroxy-
propyl)methacrylat) Blockcopolymeren als Transfektionsagenzien fir dendritische
Immunzellen (DCs). Uber die Kombination von ringdffnender Polymerisation von
N-g-(Boc)-L-Lysin N-carboxyanhydrid und RAFT-Polymerisation (reversible addition-
fragmentation chain transfer polymerization) des Reaktivestermonomers Pentafluor-
phenylmethacrylat konnten P(Lys)-b-P(PFPMA) Vorlaufer-Blockcopolymere erfolg-
reich hergestellt werden. Die Umsetzung zu multifunktionalen P(Lys)-b-P(HPMA)
Blockcopolymeren erfolgte Uber verschiedene polymeranaloge Reaktionen. Der kat-
ionische Poly-L-lysin-Block ist iber elektrostatische Wechselwirkungen zur Komplexie-
rung von negativ geladenen Nukleinsduren befahigt. Der Vorteil in der Verwendung
von P(HPMA) als hydrophile Hille zur Abschirmung der Polyplexe liegtin der Darstel-
lung Uber den Reaktivesteransatz begriindet. In einem einzigen Reaktionsschritt kon-
nen mittels sequentieller Aminolyse des P(PFPMA)-Blocks unterschiedliche Funktio-
nalitaten, wie z. B. Fluoreszenzfarbstoffe in die P(HPMA)-Einheit eingefiihrt werden.
In dieser Arbeit wurde der Einbau eines saurelabilen Hydrazonlinkers innerhalb des
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers evaluiert. Die Hydrolyse des Hydrazons im sauren
Endosomenmilieu soll die endosomale Freisetzung der Polyplexe unterstiitzen und in
Folge dessen die Transfektionseffizienz der Systeme erhdhen. Fir eine reversible
Kernvernetzung wurde der Poly-L-lysin-Block in P(Lys)-b-P(HPMA) statistisch mit thiol-
reaktiven 2-(Pyridyldithio)-propionat-Gruppen modifiziert. Im Allgemeinen soll die
Disulfidvernetzung zu einer verbesserten extrazellularen Stabilitédt der Polyplexe bei-
tragen und wurde hier fir die Einfihrung des endosomolytisch-aktiven LAH4-L1-Pep-
tids als Dithiol-Vernetzer genutzt. Fir eine spezifische DC-Adressierung wurde die
Konjugation von DBCO-modifizierten DEC205-Antikorpern als Zielstrukturen auf der
Oberflache von azidfunktionalisierten P(Lys)-b-P(HPMA)-basierten Polyplexen tber
ringgespannte Alkin-Azid-Cycloaddition umfassend untersucht. Daflir wurden zwei
unterschiedliche Blockcopolymere synthetisiert: P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und
P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end), die sich in Anzahl und Position der Azidgruppen unter-
scheiden. Die DBCO-Funktionalisierung von aDEC205 erfolgte Uber einen enzymati-
schen Modifizierungsprozess, der die regioselektive Einfihrung funktionaler Gruppen
an zwei spezifischen Glutaminresten innerhalb des Antikérpers erlaubt. Somit stellt
die Uber bakterielle Transglutaminase-vermittelte enzymatische Antikdrperfunktiona-
lisierung mit unterschiedlichen Substraten fir bioorthogonale Konjugationen und

deren ausfiihrliche Charakterisierung einen weiteren Schwerpunkt dieser Arbeit dar.






1

3

Inhaltsverzeichnis

[ =T U e R 1
1.1 PolymerisationStE@CANIKEN .........cccccurueieiriiiiiiseieeet ettt 1
1.1.7  RAFT-POlymMEriSation....c.cccieiiiiiirieieieictee ettt 1
1.1.1.1 Reaktivesterpolymere ...t 4
1.1.2 NCA-POlYMEriSatioN.....ciiiiieiirieieiieet et 5
1.2 Nanopartikel-Basierte Tumorimmuntherapie ...........cccccueeecnceecencoineneenennns 7
1.2.1  Anti-TUMOrVakzZinierUng ...c..ccooeiiiieiieieieee et 9
1.2.2  Polymere Transfektionsagenzien ... 11
1.2.2.1 Targeting fir Polymere Transfektionsagenzien.......c..cccocoeeeneniincnnnnn. 15
1.3 Immunglobulin G — IgG-ANtiKGIPer......cccccueeimineiriiiiseiseeeeseeeeesea 19
1.3.1 IgG-Aufbau und Herstellungsverfahren ..., 19
1.3.2 Kinstliche Antikdrperfragmente — Antikdrper-Engineering.......c.coccveun... 22
1.3.3  Antikorper als Zielstrukturen........coccieriineiecseeee e 23
1.3.4 Methoden zur Antikorpermodifizierung......ccceoeireoinencineniceee 25
1.3.4.1 Enzymatische Antikorpermodifizierung mit Bakterieller
Transglutaminase (BTG) ...c.ooieieieieieeeeeeeeeee e 27
1.4 Biokonjugation liber Bioorthogonale Reaktionen............cccccececcvcovncnccnnncnnne 29
Motivation und ZielSetzung........ccoevuveerrrencnenrenuinincnrnsencsencssisesscssesessessssenes 35
Ergebnisse und DiskUSSION.........cceuievicuirenuineicnniiniriinscencnneesscnsessesssscenes 39
3.1 Synthese von P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren -...........c.cccccoceveivvenccnenne. 39
AzZidfunKtionaliSIErUNG......c..ccovcoiriiiieiiiiiiiieteee e 39
3.1.1 Synthese des Makromolekularen Kettentransferreagenzes:
POly-L-LySin(BOC)-CTA ..ottt 42
3.1.2 RAFT-Polymerisation von PFPMA: P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)........ccccecveuenee. 45
3.1.2.1 Synthese von Pentafluorphenylmethacrylat: PFPMA ........ccocooiiniininne 45
3.1.2.2 RAFT-Polymerisation von PFPMA mit P(Lys(Boc))-CTA .....ccccocveieiernnne. 46
3.1.3 Polymeranaloge Umsetzung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)........ccceieinininens 50
3.1.4 Azidfunktionalisierung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) und
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(€Nd).c..ciiiiiiiiiiiinieisieeeeeeeeee e 52
3.1.4.1 Synthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat) ....cccceeerieiniiiiieieieen 52
3.1.4.2 Synthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end)......ccceceeieirininiiieiee 55
3.1.5 Boc-Entschitzung der P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymere.............. 59

3.2  Synthese des Hydrazon-CTAS......c.cccumireonioiieeieeeeteeee et 61



3.3 Kationische Blockcopolymere als Transfektionsagenzien ............c.ccccoccocen.... 69

3.3.1 Physikochemische Charakterisierung von pDNA- und mRNA-.................. 70
POIYPIEXEN et 70

3.3.1.1 Polymermodifikation mit Reaktiven Disulfiden:...........cccccooiiiiinninnnn. 77
P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA).......coeiriiiieineieincesieeeseeeee e 77

3.3.1.2 Endosomolytisches LAH4-L1-Peptid in der Polyplexbildung.................. 80
3.3.2 P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere als Transfektionsagenzien ................ 84

3.3.2.1 Transfektionsassay von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)...84
3.3.2.2 Transfektionsassay von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) /

LAH4-L1 und P(Lys)-co-(P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) (P2) / LAH4-L1-Cys.......86
3.3.2.3 Transfektionsassay von mRNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)...87
3.4 Modifizierung von IgG-ANtiKSIPEIN ......c..ccuvieieiriiiiineieeeeset e 89
3.4.1 DBCO-Funktionalisierung von aDEC205 und IgG2a......cceevvervcinennnennes 93
3.4.2 TCO-Funktionalisierung von aDEC205 ........ccccviiiineiniiinceceee 108
3.4.3 DFO-Funktionalisierung von aCD25........ccccccoeiniiiincieecneeeeenes 112
3.5  Bioorthogonale Konjugationen mit aDEC205-DBCO/TCO ........cccccveuenne.e. 121
3.5.1 Konjugation von aDEC205-DBCO(Lys) an Azidfunktionalisierte............. 122
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere .........ccoceeiiiiiiiiiiicieicieieee 122
3.5.1.1 SPAAC von Azid-Polyplexen und Alexa Fluor 647 DBCO..................... 125
3.5.2 Konjugation von Azidfunktionalisierten Polyplexen und

aDEC205-DBCO(LYS)/INHS) ..ottt 127
3.5.3 Konjugation von Zylindrischen Azid-Birstenpolymeren und.................. 131
aDEC205-DBCO(NH2)....ctetirieiietietsieeeetstee ettt 131
3.5.4 Konjugation von Tetrazin-Mizellen und aDEC205-TCO(NH) ................. 133
Zusammenfassung und Ausblick ... 137
EXperimentalteil .........ociiiiiinniininiinncininiiincniinncnesesseseessesssesaens 145
5.1 MALEIIALIEN ... s 145
5.2  Mess- und Analysemethoden ... 146
5.3 MONOMEISYNTNESE ...ttt 152
5.3.1 Pentafluorphenylmethacrylat: PFPMA.......cccooiiiiiiicee 152
5.4 Synthese Makromolekularer Kettentransferreagenzien:..........c..ccccececunune. 152
POly-L-LySiN(BOC)-CTA. ...ttt 152

5.4.1 4-Cyano-4-((Thiobenzoyl)-Sulfanyl)-Pentansdure-Pentafluor-
phenylester: PEP-CTA ...t 152
5.4.2 Polymerisation von N-g-(Boc/TFA)-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid:............. 153
POly-L-LySiN(BOC/TFA). ..ottt 153

5.4.3  Poly-L-Lysin(Boc)-CTA ...ttt 154



55 Synthese von P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren............cccccccoceveinccnncncn. 155

5.5.1 RAFT-Polymerisation von PFPMA.......ccoiiiiiiicceeeeeens 155

P(LyS(BOC))-D-P(PFPIMA) ... 155
5.5.2 Polymeranaloge Umsetzung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA).........cccccveiennnee. 156
5.5.3 Azidfunktionalisierung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) ......ccccoveiiiiiiinnee. 157

5.5.3.1 Statistische Azidfunktionalisierung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Nj(stat) 157
5.5.3.2 Azidfunktionalisierung der Endgruppe zu

P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(€Nd).c.coiriiiriiiinicinieeeceeeeeeeee 158
5.5.4 Entfernen der Boc-Schutzgruppe.....c.oceveiviiciniiiiicineeeeee 159
5.6  Qualitativer Nachweis der Azidendgruppe iN......c....ccccecevveeecenconenccnennns 160
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(€Nd).......ccoooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 160
5.7 Synthese von P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA)........c.cccccovimvirvimviiiininenennnn. 160
5.8  Synthese des Hydrazon-CTAS......c..cccuiminiinciineeeeeeteeeet e 161
5.8.1  3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propansduremethylester:...................... 161
(Z)-B-Alanin-Methylester ... 161
5.8.2 3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propansdurehydrazid: ...........ccccceeueeee. 161
(Z)-B-Alanin-Hydrazid .........ccoooiieiieeeeeeee e 161

5.8.3 (E)-4-(2-(3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propanyl)Hydrazono)-
Pentansaure: (Z)-B-Alanin-Hydrazon .........cccccociiiviiiiiiiiiiiecee, 162
5.8.4 Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon(Z) ......ccccceeieieieieieieeeeeeeeeeeee 163
5.8.5 Z-Entschitzung: Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon.........cccocoveneincnncnencnnenn. 164
5.8.6  Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon-CTA......c.cccoeimiriineeereeeeeeseeeeeene 164
5.9  Darstellung von pDNA- und mRNA-Polyplexen..........ccccceecrccnvinccnenns 165
5.9.1 Probenvorbereitung fir Agarosegelelektrophorese.........ccccoeovvincnnen. 165
5.9.2 Probenvorbereitung flr FCS........ccoiiiiiicee 166
5.9.3 Probenvorbereitung fir DLS-Messungen (Zetasizer).........cccccecveveeenennee. 166
5.10 Synthese des Dibenzocyclooctin-Linkers: DBCO-LyS .......cccccccovecvvverccennenas 168
5.10.1 Dibenzocyclooctin-Pentafluorphenylester: DBCO-PFP..........cccccvnveenee. 168
5.10.2 Dibenzocyclooctin-N-g-Boc-L-Lysin: DBCO-Lys(BOC)......ccoeerevrinicernnene 168
5.10.3 Dibenzocyclooctin-L-Lysin: DBCO-LyS......cccccoeiriiiiniinieeineeceeeenes 169
511 AntikErpermodifiZierungen..........c.ccuivccirioiiiniciieeteeeeee e 170
5.11.1 Fluoreszenzmarkierung (AF647) der IgG-Antikdrper ......ccccvevvinicnnnne. 170
5.11.2 Enzymatische Antikorpermodifizierung .......ccccveiineinincinicce, 170
5.11.2.1 Deglykosylierung mit Peptid-N-Glykosdidase F (PNGase F)........... 170
5.11.2.2 Regioselektive Antikorpermodifizierung mit Bakterieller................ 171
Transglutaminase (BTG)....cooveieiiieieieiiieeeeeeeeeeeeee e 171
5.11.3 Unspezifische Antikorpermodifizierung .......cccccveviiincnininciccene, 172
5.12 Bioorthogonale Konjugationen iber SPAAC und IEDDA ..........ccccovecunuenn. 172

5.12.1 SPAAC von aDEC205 und Fluoreszenzfarbstoffen ........ccccvevvveeeeecccnii. 172



5.12.2 SPAAC von aDEC205-DBCO(LyS) UNd ...c.ociriiiiiiiiinieiiinieireecsieeiees 173

P(LyS)-b-P(HPMA)-N3(Stat).....cceeirreiriiiiinieirienieerieteieei e 173

5.12.3 SPAAC von aDEC205-DBCO(LyS) UNd ...cociriiiiiiiiirieiiinicincecseeiees 174
P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(€Nd) ...eiiiiiiiiiiiiiiiieireeesteeee e 174

5.12.4 SPAAC von Azid-Polyplexen und Alexa Fluor 647 DBCO............cccc........ 174
5.12.5 SPAAC von Azid-Polyplexen und........cccoeoimeriiniiiniiineeeeeeees 174
aDEC205-DBCO(LYS/NHS) ..ottt 174

5.12.6 SPAAC von Azid-Birstenpolymeren und.......c.cccoeiveriineincncccncnees 175
aDEC205-DBCO(NH2)....cteiirieiieiieitsteetctseee ettt 175

5.12.7 IEDDA von Tetrazin-Mizellen und aDEC205-TCO(NH2) c...coovvvvivviiinnnnne. 175
5.13  AntikGrper-BindungSassay ........c.ccueucoiiineireeieineeieieeetseee et 175
5.13.1 Bindungsassay von aDEC205 an BMDCs.......ccccceveininiiineininecneieees 175
5.13.2 Bindungsassay von aCD25 an T-Lymphozyten.......c.ccccecevevvcnecincnnenns 176
5.14  Radiomarkierung von aCD25-DFO mit 8Zr und Stabilitdtstest ................... 177
5.15 Transfektionsstudien mit Luciferase ASSay........cccccurecircrecencoineneennennns 177
ANRANG ..ttt a e sas s 181

6.1 LIteraturverzEiChNiS. .......cccuieueiriiieisieieieeeteeee ettt 181

6.2 ADBKUIrzungSverzeiChnis .........cccucoeivcoiiineiieeieieeeeet et 191



1 Einleitung







Einleitung

1 Einleitung

1.1 Polymerisationstechniken

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die kontrollierte radikalische RAFT-Polymerisa-
tion (reversible addition-fragmentation chain transfer polymerization) zur Darstellung
von funktionalen Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylat) (F(HPMA)) Polymeren Uber
den Reaktivesteransatz mit Pentafluorphenylmethacrylat (PFPMA) verwendet. Die Syn-
these von Poly-L-lysin erfolgte Gber ring6ffnende Polymerisation des entsprechenden

a-Aminosaure N-Carboxyanhydrids (NCA-Polymerisation).

1.1.1 RAFT-Polymerisation

Die freie radikalische Polymerisation ist eine der am haufigsten verwendeten Me-
thoden zur Darstellung kommerziell relevanter Polymere mit hohen Molekulargewich-
ten.l'? Der Vorteil liegt in einer groBen Vielfalt an einsetzbaren Monomeren, wie z. B.
(Meth)acrylate, (Meth)acrylamide, Diene und verschiedene Vinylmonomere. Weiter-
hin besteht eine hohe Toleranz gegenliber ungeschitzten funktionalen Gruppen
(COOH, OH, NR; und SO3H) im Monomer oder im Lésungsmittel. Die Reaktionsbe-
dingungen fir die radikalische Polymerisation sind sehr variabel. So kann die Poly-
merisation in Losung oder auch Uber Emulsions- oder Suspensionspolymerisation
stattfinden. Die einfache Durchfiihrbarkeit und die geringen Kosten im Vergleich zu
kompetitiven Verfahren begriinden die vorherrschende Position der freien radikali-

schen Polymerisation in der industriellen Polymersynthese.

Allerdings ist die konventionelle radikalische Polymerisation in Bezug auf die Kon-
trolle Uber die Kettenlédnge, die Molekulargewichtsverteilung und die Zusammenset-
zung bzw. die Architektur von Copolymeren stark limitiert. Diese Einschrankungen
kdnnen durch das Konzept der kontrollierten radikalischen Polymerisation (CRP) tiber-
wunden werden.B! Dazu gehért neben der nitroxide-mediated radical polymeriza-
tion!* (NMP) und der atom transfer radical polymerization™ (ATRP) die von E. Rizzardo
und S. Thang!®! 1998 erstmals beschriebene RAFT-Polymerisation (reversible addition-
fragmentation chain transfer polymerization). Vorteile der RAFT-Polymerisation liegen
bei einer groBen Monomerauswahl, milden Reaktionsbedingungen mit Tieftempera-
turinitiatoren und einer erleichterten Aufarbeitung, ohne, dass das Abtrennen von
Metallkatalysatoren notig ist, wie es z. B. in der ATRP der Fall ist. Der nach der Com-
monwealth Science & Industrial Research Organisation (CSIRO) in Australien postu-
lierte Mechanismus der RAFT-Polymerisation ist in Abbildung 1 dargestellt.!®!
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Abbildung 1. Mechanismus der RAFT-Polymerisation nach CSIRO.[¢!

Die Initiierung erfolgt Uber die thermische oder photolytische Spaltung von Dia-
zoverbindungen, wie AIBN (Azobis(isobutyronitril)) oder Peroxiden, wie BPO (Diben-
zoylperoxid). Das erzeugte Radikal kann durch Monomeraddition das Wachstum
einer Polymerkette starten. Hierbei ist es fiir eine kontrollierte radikalische Polymeri-
sation essentiell, dass der Initiierungsschritt schneller ablauft als das Kettenwachstum
(ki > kp) und somit alle Ketten gleichzeitig initiiert werden und die Wachstumsge-
schwindigkeit aller Polymerketten nahezu gleich ist. Dies kann durch die Thiocar-
bonylgruppe in den verwendeten Kettentransferreagenzien (CTAs: chain transfer
agents) gewahrleistet werden. Die Radikaladdition an den CTA ist gegenlber der
Addition an eine Doppelbindung im Monomer bevorzugt. Das dabei entstehende
Intermediatradikal kann entweder in den urspriinglich eingesetzten CTA fragmentie-
ren oder in eine wachsende Polymerkette mit CTA-Endgruppe und in ein reinitiieren-
des Radikal (R-) fragmentieren. Das entstehende Radikal (R-) kann nun wieder eine
neue Kette starten (Reinitiierung). Somit beruht das Kettenwachstum auf einem
schnellen Gleichgewicht zwischen der dominierenden ,schlafenden Spezies” (Inter-
mediat) und der ,aktiven Spezies”, der wachsenden Radikalkette (P-,), wodurch ein
gleichmaBiges kontrolliertes Wachstum aller Polymerketten begtnstigt wird. Auf-
grund der vorherrschenden niedrigen Radikalkonzentration werden Abbruchreaktio-
nen (Kinetik 2. Ordnung), durch Radikalrekombination oder Kettenlbertragungsreak-
tionen gegeniber der Wachstumsreaktion (Kinetik 1. Ordnung) zuriickgedrangt.
Somit kdnnen Uber den kontrollierten — quasi-lebenden — Charakter der RAFT-Poly-

merisation eng verteilte Polymere mit Dispersitaten < 1,3 erhalten werden.!” 8!
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Einleitung

Zu den Verbindungsklassen der Kettentransferreagenzien in der RAFT-Polymeri-
sation mit charakteristischer Thiocarbonylgruppe zéhlen Dithioester, Dithiocarbamate
und Xanthogenate. Die chemische Struktur der Reste R und Z besitzt einen grof3en
Einfluss bezliglich einer erfolgreichen RAFT-Polymerisation nach den beschriebenen
Kriterien. Der Rest R sollte eine gute Abgangsgruppe darstellen und eine effiziente
Wirkung als reinitiierendes Radikal fir das jeweilige Monomer besitzen. Diese Eigen-
schaften werden durch sterische Faktoren, polare Effekte und Radikalstabilitat der
R-Gruppe beeinflusst. Insbesondere fir die RAFT-Polymerisation von Methylmethac-
rylat (MMA) beeinflusst der Rest R in einer Reihe von Dithiobenzoaten als Kettentrans-
ferreagenzien in entscheidendem MalBe den RAFT-Mechanismus. Eine effiziente Rei-
nitiierung von MMA-Monomeren ist ausschlieBlich mit Cumyl- oder Cyanoisopropyl-
basierten Resten (R) moglich.l”? Deshalb haben sich fir eine erfolgreiche RAFT-Poly-
merisation von Pentafluorphenylmethacrylat (PFPMA), aus der Klasse der Methac-
rylate, die Verwendung von 4-Cyano-4-((thiobenzoyl)-sulfanyl)-pentansdure und des-
sen Derivate, als CTAs mit Cyanoisopropylgruppe etabliert.'" Die Z-Gruppe im CTA
sollte eine aktivierende Wirkung auf die Thiocarbonylbindung ausliben, um eine
Radikaladdition zu beginstigen. Gleichzeitig darf das gebildete Radikalintermediat
aber nur soweit stabilisiert werden, dass eine anschlieBende Fragmentierung nach
dem Mechanismus in Abbildung 1 stattfinden kann, ansonsten wird die Polymerisa-
tion verlangsamt oder gar inhibiert. Die Wahl der Z-Gruppe ist auch vom jeweiligen
Monomer abhangig. Deshalb eigenen sich fir sehr reaktive Monomere, wie z. B.
Vinylacetat Dithiocarbamate oder Xanthogenate als CTAs, die iber mesomere Effekte
der Stickstoff- bzw. Sauerstoffheteroatome den Doppelbindungscharakter der Thio-
carbonylbindung schwéchen. Damit wird die Affinitat der Radikaladdition reduziert
und die Fragmentierung des Intermediatradikals begunstigt. Im Umkehrschluss eig-
nen sich fir weniger reaktive Monomere, wie Methacrylate beispielsweise Dithioester

als Kettentransferreagenzien.

Im Allgemeinen kénnen tber RAFT-Polymerisation multifunktionale Polymere
hergestellt werden; zum einen Uber die Wahl der jeweiligen Monomere und zum
anderen sind Endgruppenfunktionalisierungen durch die Auswahl der Z- und R-Grup-
pen im CTA moglich.”! Aber auch vielfaltige polymeranaloge Reaktionen der Poly-
merseitenkette oder der Dithioesterendgruppe sind fir RAFT-Polymere bekannt.['"-14
Darliber hinaus konnen mittels RAFT-Polymerisation eine Vielzahl an Copolymeren
synthetisiert werden, wie z. B. statistische (random)-, Gradienten-, Graft- und Blockco-
polymere.l">" Insbesondere die Darstellung von AB-Blockcopolymeren tber die rei-
nitiierbare CTA-Gruppe und sequentieller Monomerzugabe ist von groBem Interesse.
Aber auch komplexere Polymerarchitekturen, wie Sternpolymere!'® bzw. dendritische

Strukturen!??% sind Gber RAFT-Polymerisation zuganglich.
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1.1.1.1 Reaktivesterpolymere

Die Verwendung polymerer Reaktivester zur Darstellung multifunktionaler Poly-
amide hat neben der Peptidsynthese und den Materialwissenschaften auch die Poly-
mersynthese flr die Nanomedizin in hohem MaBe bereichert.

Ringsdorf und Mitarbeiter'?" sowie Ferruti et. all??! publizierten 1972 die Polymeri-
sation von N-Hydroxysuccinimid(NHS)-(meth)acrylaten (Abbildung 2A) als reaktive
Vorlaufer-Polymere zur Synthese von Poly(meth)acrylamiden, die Gber die direkte
Polymerisation der entsprechenden (Meth)arylamid-Monomere nicht zuganglich wa-
ren. Weiterhin ermoglicht die polymeranaloge Umsetzung der Reaktivester mit nuk-
leophilen Aminen unter milden Reaktionsbedingungen die Einfiihrung unterschied-
lichster Funktionalitdten, wie Fluoreszenzfarbstoffe, Ankergruppen, Zielstrukturen,
Chelatoren o. &. unter Erhalt des Polymerisationsgrades.?>! Der Nachteil der beschrie-
ben NHS-Ester-Polymere ist deren eingeschrankte Lo&slichkeit in organischen
Losungsmitteln, wie DMF und DMSO.

" e ‘I* PO
o~ o [0 )0}
o o™ L 1
N N
~r° Xr° FY F
F NO,
P(NHSA) P(NHSMA) P(PFPMA) P(PFPA) P(TFPMA) P(PNPMA)

Abbildung 2. Reaktivesterpolymere. A) Poly(N-hydroxysuccinimid-(meth)acrylate). B) Poly(pentafluor-
phenyl(meth)acrylate), Poly(tetrafluorphenylmethacrylat) und Poly(para-nitrophenylmethacrylat).

Im Gegensatz dazu liefern die Reaktivestersysteme auf der Basis von Pentafluor-
phenyl(meth)acrylaten (PFP(M)A), Tetrafluorphenylmethacrylaten (TFPMA) oder para-
Nitrophenylmethacrylaten (PNPMA) (Abbildung 2B) zum einen eine verbesserte Lds-
lichkeit in vielen gangigen organischen Losungsmitteln und zum anderen zeigen sie
im Vergleich zu den NHS-Ester Vorlaufern eine erhdhte Reaktivitat.!**! Einen weiteren
Vorteil der fluorbasierten Reaktivesterpolymere bietet die mogliche analytische Cha-
rakterisierung der Polymerisation (Umsatzkontrolle) und auch der polymeranalogen
Umsetzung Uber "F-NMR-Spektroskopie.l'" Neben den genannten Vorteilen der
polymeren Reaktivester ist vor allem bei der Umsetzung der Poly(pentafluorphenyles-
ter) auf deren Hydrolyseempfindlichkeit zu achten. Um Nebenreaktionen dies betref-
fend zu vermeiden, sollte bei polymeranalogen Umsetzungen auf absolute Wasser-

freiheit von Lésungsmitteln und Reagenzien geachtet werden. !



Einleitung

Die Darstellung von P(PFPMA) tGber Methoden der kontrollierten radikalischen
Polymerisation, wie z. B. der RAFT-Polymerisation, fihrt zu wohl definierten, reaktiven
Vorlaufer-Polymeren. Diese kdnnen erfolgreich tiber polymeranaloge Reaktionen zu
multifunktionalen Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylat) (P(HPMA)) Polymeren umge-
setzt werden,!'*172¢1 die aufgrund ihrer biokompatiblen, hydrophilen Eigenschaften

weitreichende Anwendung im Bereich der polymeren Therapeutika finden.[?’!

1.1.2 NCA-Polymerisation

Die Darstellung von Polypeptiden und Polypeptoiden aus den cyclischen N-Car-
boxyanhydriden (NCA) von a-Aminosauren Uber ringdffnende Polymerisation (ROP)
beruht auf der Entdeckung der Leuchs’schen Anhydride (Hermann Leuchs, 1906) und
ihrer spontanen Polymerisation unter Einwirkung von Hitze.l?! Deming und Mitarbei-
ter zeigten erstmals 1999 eine kontrollierte ringéffnenden NCA-Polymerisation mit
Ubergangsmetall-basierten (Ni, Co) Initiatoren.*” Die lebende ringéffnende NCA-Po-
lymerisation Gber den normalen Amin-Mechanismus (NAM) mit primaren Amininitia-
toren wurde von Schlaad und Mitarbeitern 200313%! beschrieben und lber die Jahre
weiterentwickelt (Abbildung 3).'32 Durch geeignete Reaktionsbedingungen, wie
niedrige Temperaturen, aprotische, absolutierte Losungsmittel (DMF) und unter Ver-
wendung von Reaktanden hoher Reinheit, lassen sich wohl definierte Polypeptide mit
engen Molekulargewichtsverteilungen herstellen.®3 Neben der Darstellung von Poly-
peptiden aus NCAs von a-Aminosauren, konnen auch N-substituierte Glycin-N-Car-
boxyanhydride (NNCAs) iber den NAM ring6ffnend polymerisiert werden. Polysarko-
sin, das Polypeptoid der endogenen a-Aminosaure Sarkosin (N-Methylglycin) stellt
aufgrund seiner biokompatiblen, hydrophilen und proteinabweisenden Eigenschaf-
ten®¥ eine gute Alternative zu PEG (Polyethylenglykol) als ,stealth-like” Polymer” in

der Nanomedizin dar.[3>:3¢

o)
R‘H’/\ NAM 2 B on - CO, Q +NCA 9 y
HN O + HN—R, 5 2~NJkr Y —_— Rg.NJ\rNHz - = RZ"N‘PI\(N;‘H
\«o H R o +CO, HoR, ——> H }

Abbildung 3. Ring6éffnende Polymerisation von N-Carboxyanhydriden (NCA) Gber NAM (normaler Amin-

Mechanismus).

Uber sequentielle NCA-Polymerisation kdnnen mit Sarkosin-NCA und NCAs wei-
terer a-Aminosauren wohl definierte Polypetid-block-Polypeptoid Blockcopolymere
hergestellt werden.!®%! Diese synthetischen Polypept(o)ide sind in Analogie zu natlrli-
chen Proteinen biokompatibel, stabil in wassriger Losung und dartiber hinaus bioab-
baubar bzw. metabolisierbar. Des Weiteren kénnen Uber den Einsatz funktionaler

Initiatoren und Uber polymeranaloge Modifikationen der Endgruppe o, o-funktiona-
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lisierte Polymere erhalten werden. Die chemische Modifizierung der Aminosauresei-
tenketten ermoglicht die Einfihrung weiterer variabler Funktionalitdten innerhalb der
pept(o)idische Blockcopolymere und machen diese zunehmend attraktiv als poly-

mere Tragersysteme flr den Wirkstofftransport in der Nanomedizin.

So fuhrt die Selbstassemblierung von amphiphilen P(Sar)-b-P(Glu(OBn)) Blockco-
polymeren in wassrigem Medium zur Ausbildung von Polymermizellen, die durch Ein-
schluss hydrophober Wirkstoffe groBes Potential als Drug-Delivery Systeme (DDS)
aufweisen.® Neben der Darstellung von polypept(o)idbasierten Vesikeln als Ima-
ging-Plattform!3¢, zeigen auch Gber NCA-Polymerisation synthetisierte zylindrische
Blrstenpolymere mit Polylysinriickgrat und Polysarkosinseitenketten Anwendung als
funktionale Wirkstofftrager, z. B. fir den siRNA-Transport.®”! Weiterhin finden Uber
Ringoffnungspolymerisation hergestellte  P(Sar)-b-P(Lys)*® bzw. PEG-b-P(Lys)??!
Blockcopolymere mit kationischer Lysineinheit zur Komplexierung anionischer
Nukleinsduren groBes Interesse als polymerbasierte Transfektionsagenzien in der
Gentherapie (siehe Kapitel 1.2.2).



Einleitung

1.2 Nanopartikel-Basierte Tumorimmuntherapie

Das Immunsystem als kérpereigenes Abwehrsystem hat die Aufgabe eingedrun-
gene Pathogene, wie Bakterien oder Viren im Organismus zu erkennen und zu zersto-
ren. Ein hoch komplexes System aus verschiedenen Immunzellen, Antikérpern und
Immunorganen kann hochselektiv zwischen physiologischen und pathophysiologi-
schen Situationen durch endogene oder exogene Signale unterscheiden und ent-
sprechend reagieren”9! Infolgedessen ist das Immunsystem auch prinzipiell dazu
befahigt, maligne Tumorzellen zu erkennen und zu eliminieren, was allerdings durch
autoregulatorische Toleranzmechanismen unterdrickt wird.[4"42]

Demzufolge bietet die Adressierung des Immunsystems anstelle des Tumors
selbst eine attraktive, alternative Herangehensweise in der Krebstherapie.[*3yW&hrend
bei der klassischen Chemotherapie theoretisch jede einzelne Tumorzelle eliminiert
werden muss, um ein Rezidiv auszuschlieBen, bedarf es bei der Tumorimmuntherapie
einer Aktivierung von nur wenigen Tausend Zellen, um eine fundierte Anti-Tu-
morimmunantwort auszuldsen.[*4#3 Ein bedeutender Vorteil der Tumorimmunthera-
pie liegt neben der Bekampfung von malignen Zellen solider Tumore in der Adressie-
rung von Metastasen, die in der konventionellen Tumortherapie oft fir einen

mangelnden Therapieerfolg verantwortlich sind.[*Z]

Die Anwendung von nanopartikuldren Transportsystemen in der Tumorimmun-
therapie erscheint aufgrund der vielfaltigen Funktionalisierungsmoglichkeiten und
des gegebenen GroBenbereichs von einem bis mehreren hundert Nanometern in
Analogie zu Viren oder bakteriellen Fragmenten sehr vielversprechend.[*! Die Formu-
lierung von Immunmodulatoren in Form von niedermolekularen Wirkstoffen, peptid-
basierten bzw. mRNA-/pDNA-codierenden Antigenen oder immunstimulatorischen
Oligonukleotiden in polymeren Tragersystemen kann einen effizienten und sicheren
Transport gewahrleisten. Der Einschluss von niedermolekularen hydrophoben Ver-
bindungen in polymerbasierte Drug-Delivery Systeme (DDS) tréagt vor allem zu einer
verbesserten Loslichkeit der Wirkstoffe bei. Sensitive Molekile, wie therapeutische
Peptide und Nukleinsduren kénnen durch die Formulierung in funktionalen Nanopar-
tikeln (vgl. Kapitel 1.2.2) vor enzymatischem Abbau und Aggregation mit Serumpro-
teinen im Blutkreislauf geschitzt werden. Prinzipiell verhindern die polymeren DDS
aufgrund ihrer GroBe eine schnelle renale Eliminierung der Wirkstoffe und fihren zu

n.l47481 Durch passive Effekte kénnen sich die

verlangerten Blutzirkulationszeite
Systeme in den Lymphknoten anreichern!*?>% und durch Anbindung von geeigneten
Zielstrukturen kann eine selektive Adressierung der entsprechenden Immunzellpopu-

lation erreicht werden (aktives Targeting, vgl. Kapitel 1.2.2.1).15:52
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Es besteht eine hohe strukturelle Vielfalt an nanodimensionalen Tragersystemen,

die fir den Wirkstofftransport unter anderem in die Tumorimmuntherapie eingesetzt

werden kdnnen (siehe Abbildung 4).147]

Polymer-Wirkstoff Protein-Wirkstoff Polymer-Protein Antikérper-Wirkstoff ~ Dendrimer- Wirkstoff
Konjugat Konjugat Konjugat Konjugat Konjugat
1-10 nm 3-15nm 5-15 nm 5-15 nm 5-50 nm

Polymermizelle Polymersom Liposom PEGyliertes Liposom Organisches/
20-80 nm 50-200 nm 50-150 nm 50-150 nm Anorganisches Kolloid
20-200 nm

g 4O

Abbildung 4. Verschiedene nanodimensionale Formulierungen mit durchschnittlichen GréBen, modifi-

ziert nacht®3l.

Zum einen kénnen Wirkstoffe kovalent an Polymere, Proteine, Antikérper oder
Dendrimere angebunden werden, aber auch durch hydrophobe bzw. hydrophile
Wechselwirkungen in Polymermizellen, Liposome oder kolloidale Strukturen eingela-
gert werden. Wie bereits erwahnt, spielt fir die Tumorimmuntherapie vor allem der
Transport von aktiven Biomolekilen, wie Peptiden und Nukleinsduren mit immunmo-
dulatorischen Eigenschaften eine wichtige Rolle.l*¢>* Die Komplexierung von sensiti-
ver pDNA und mRNA in kationischen polymerbasierten Transfektionsagenzien wird
ausfihrlich in Kapitel 1.2.2 beschrieben.

Das Konzept der Nanopartikel-basierten Tumorimmuntherapie umfasst eine
Kombination aus drei Strategien. Dies beinhaltet eine antigenspezifische Immunakti-
vierung (Vakzinierung), eine Aufhebung von Immuntoleranzmechanismen und die
Induktion einer Tumorinflammation zur Rekrutierung von Immunzellen im Tumorge-
webe. Eine erfolgreiche Therapie bei Hautkrebs (maligne Melanome) zur Aufhebung
der Immuntoleranz gelang z. B. durch den Einsatz sogenannter Checkpoint-Inhibito-
ren. Dabei handelt es sich um monoklonale Antikorper (anti-CTLA-4: Ipilimumab®
und anti-PD-1: Pembrolizumab®, Nivolumab®), die immunsuppressive T-Zell-Rezep-
toren blockieren und dadurch eine tumorinduzierte T-Zell-Antwort Uber die Ausscht-
tung von Zytokinen (Interferony) moglich machen.®® Ebenfalls konnte Uber die
Herabregulation der intrazellularen cyclischen Adenosinmonophosphat-Level (cAMP)

in immunsuppressiven regulatorischen T-Zellen mit Hilfe von niedermolekularen
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Einleitung

Wirk-stoffen eine CD4+ T-Zell-Aktivierung hervorgerufen werden, die tber nattrliche
Killerzellen zur Bekdmpfung von Tumorzellen fihrt.>! GroB3es Potential in der Immun-
therapie zeigt der personalisierte T-Zell-basierte Therapieansatz des adoptiven Trans-
fers von antigenspezifischen T-Zellen. Fur die Behandlung von akuter lymphatischer
Leukdmie (ALL) wurden T-Zellen ex vivo zur Expression sogenannter chimarer Anti-
genrezeptoren (CARs) genetisch modifiziert. Diese CARs sind mit einem CD19-Anti-
korperfragment an intrazellularen T-Zell-Signaldoménen gekoppelt, wodurch sie
nach der Transfusion in den Organismus zytotoxische T-Lymphozyten (CTLs) zellspe-
zifisch zu CD19-exprimierenden ALL-Zellen dirigieren 5781

1.2.1 Anti-Tumorvakzinierung

Ein vielversprechender Ansatz in der Tumorimmuntherapie ist die Entwicklung
Nanopartikel-basierter Vakzine (Nanovakzine) fir eine spezifische Aktivierung des
Immunsystems gegen den Tumor.[*3465% Dies umfasst den Transport tumorassoziier-
ter Antigene (TAA) zu antigenprasentierenden Immunzellen, bevorzugt dendritische
Zellen (DCs), die Uber zusatzliche Immunaktivatoren (Adjuvantien) eine T-Zell-vermit-
telte Anti-Tumorimmunitat induzieren kénnen.

Prinzipiell kdnnen neben peptidischen Antigenen auch DNA-basierte Vakzine
verwendet werden 96" Letztere werden meist in Form von zirkularer Plasmid-DNA
(pDNA) eingesetzt und codieren fir TAA. Hier besteht zusatzlich die Mdglichkeit
einen DC-spezifischen Fascin-Promotor®?! in das Genkonstrukt einzuklonieren, der
nach Zellaufnahme ausschlieB3lich in DCs abgelesen werden kann und somit eine
zusatzliche DC-Spezifitdt generiert. Weiterhin konnen auch immunstimulatorische
CpG-reiche Sequenzen!®®im pDNA-Vektor codiert sein. Analog zu einem Codelivery-
Prozess von Peptidantigen und Adjuvans zusammen in einer nanodimensionalen For-
mulierung fuhrt eine zeitgleiche Anreicherung beider Komponenten in der Zelle zu
einer optimalen Immunaktivierung.

Ein weiterer Vorteil von pDNA-basierten Vakzinen ist die langfristige Persistenz
des Antigens im Korper. Nach erfolgreicher Transfektion, also der Aufnahme des
pDNA-Vektors in die Zelle und nachfolgender Transkription und Translation des
Gens, wird das Antigen fir einige Wochen kontinuierlich exprimiert, sodass die
gewlinschte Anti-Tumorimmunantwort ausgeldst werden kann.!* Somit kann pDNA-
basierten Vakzinen ein groBes Potential fiir eine erfolgreiche Aktivierung des Immun-

systems in der Tumorimmuntherapie zugesprochen werden.
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Abbildung 5. Tumorimmuntherapie mit Nanopartikel-basierten Anti-Tumorvakzinen, modifiziert nachl#¢!,

Die mechanistische Betrachtung der Nanopartikel-basierten Anti-Tumorvakzinie-
rung auf zelluldrer bzw. molekularer Ebene ist schematisch in Abbildung 5 dargestellt.
Peptidbasierte Antigene und immunstimulatorische Adjuvantien kénnen an einen
polymeren Trager konjugiert bzw. in Kern-Schale-Strukturen (vgl. Abbildung 4) einge-
lagert werden.*®! Die strukturellen und funktionalen Anforderungen an polymere
Transfektionsagenzien fir pDNA-Vakzine werden ausfihrlich in Kapitel 1.2.2 be-
schrieben.

Eine selektive Adressierung von dendritischen Immunzellen kann tber die Funk-
tionalisierung der Nanopartikel mit Zielstrukturen, wie z.B. Mannosel'1®! oder
DEC205-Antikdrpern!®2¢6-%8l erzielt werden, die selektiv an den gleichnamigen C-Typ-
Lektin-Rezeptor auf CD8+ DCs binden. Die Zellaufnahme des Nanovakzins erfolgt
Uber diffusionsgesteuerte bzw. rezeptorvermittelte Endozytose mit Transmembranre-
zeptoren, wie DEC2052 oder TLR4-Rezeptoren!®?7% (Toll-like receptor). Liganden des
TLR4-Rezeptors sind Lipopolysaccharide und virale und endogene Proteine, die im
Allgemeinen durch die Rezeptorbindung zu einer Aktivierung des Immunsystems
fuhren. Im Fall der pDNA-Vakzine wird das Genkonstrukt im Zellkern in Messenger-
RNA transkribiert und anschlieBend im Zytosol in das proteinogene Antigen transla-
tiert. Die peptidischen Antigene werden prozessiert und Antigenfragmente in soge-
nannten major histocompatibility-Komplexen (MHC) auf der DC-Oberflache den
T-Zellen prasentiert (vgl. Abbildung 5). Die neben den Antigenen transportierten
Adjuvantien, wie z.B. CpG-Oligonukleotide, binden als TLR9-Liganden!’" an die
gleichnamigen intrazellularen Rezeptoren, die bevorzugt in antigenprasentierenden
Zellen exprimiert werden und analog zu TLR4-Liganden eine Immunaktivierung be-
wirken. Im Allgemeinen fihrt die Aufnahme des Vakzins mit zusatzlichen immunstimu-
latorischen Adjuvantien zu einer Reifung der dendritischen Zelle und hat eine Wande-
rung in tumordrainierende Lymphknoten (TDLN) zur Folge (vgl. Abbildung 5)."?! Die
Antigenfragmente werden nach dem klassischen Signalweg fiir exogene Antigene in

MHCII-Komplexen CD4+ T-Zellen prasentiert und generieren eine antigenspezifische
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Einleitung

Antikérperproduktion. Die gattungstbergreifende Prasentation (cross presentation)
der Antigen-fragmente in MHCI-Komplexen fur CD8+ T-Zellen, bewirkt eine Differen-
zierung CD8+ T-Zellen in zytotoxische T-Zellen (CTLs), die Uber die Freisetzung von

Zytokinen eine adaptive Anti-Tumorimmunantwort auslésen kénnen.!”3!

Zahlreiche Studien von Nanopartikel-basierten Vakzinen mit Ovalbumin als Mo-
dellantigen und TLR9-Liganden (CpQG) als Adjuvantien im Melanom-Tumormodell
zeigten erfolgreiche T-Zell-induzierte Anti-Tumorimmunantworten.!*! Die Auswahl
nanodimensionaler Trager ist vielfaltig und beinhaltet u. a. Eisenoxidpartikell’¥], Lipo-
somel’!, Lipid-Calciumphosphat (LCP)-Partikel und Liposom-Protamin-Hyaluronsau-
repartikel,”>! Polymermizellen auf Methacrylatbasis (Dimethylaminoethylmethacrylat,

Butylmethacrylat)’®! oder auch Polyglutaminsaurepartikel.l’”!

1.2.2 Polymere Transfektionsagenzien

Viren sind von Natur aus hocheffiziente Transportsysteme fiir Nukleinsduren, wie
DNA und RNA. lhre duBere Hille besteht aus komplexen Kapsidproteinen, die essen-
tielle Funktionen beim Transport und der Freisetzung der Nukleinsaure in die Wirts-
zelle besitzen 8791 Dennoch birgt die therapeutische Anwendung von rekombinan-
ten Viren in der Gentherapie aufgrund ihrer immunogenen Wirkung ein hohes klini-
sches Risiko und ist daher limitiert.% Somit liegt ein groBer Forschungsschwerpunkt
auf der Entwicklung polymerbasierter, nicht-viraler Transfektionsvektoren fiir Nuklein-
sauren, beispielsweise als Anti-Tumorvakzine in der Immuntherapie (vgl. Kapi-
tel 1.2.1). Die hohe chemische Flexibilitat in der Darstellung solcher Systeme erlaubt
die Einfihrung diverser Funktionalitdten, die flr einen sicheren und effizienten

Nukleinsduretransport erforderlich sind (Abbildung 6).15481.82]

---Hydrophile Hiille
(Lslichkeit, Abschirmung,
stealth-like)

Kationischer Kern
(Komplexierung von pDNA, mRNA)

Reversible Kernvernetzung
(Extrazellulare Stabilitat, intrazellulare
stimuli-responsive Disassemblierung)

Puffernde Strukturen
(Erleichterte endosomale Freisetzung)

Zielstrukturen
(Aktives Targeting / Zelladressierung)

Abbildung 6. Struktureller Aufbau polymerer Transfektionsagenzien.

Einer der wichtigsten Aspekte ist der Schutz der Nukleinsaure vor hydrolytischem

und enzymatischem Abbau wahrend des Transports durch den Blutstrom bei
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systemischer Gabe. Dies kann durch eine stabile Komplexierung von polyanionischer
Plasmid-DNA (pDNA) bzw. Messenger-RNA (mRNA) mit kationischen Gruppen im
polymeren Vektor erzielt werden. Die Ausbildung solcher Polyionenkomplexe (Poly-
plexe) in wassrigem Medium beruht auf elektrostatischen Wechselwirkungen und ist
entropisch durch die Freisetzung kleiner Gegenionen begtinstigt. Wahrend der Poly-
plexbildung mit pDNA kommt es zu einer Konformationsédnderung der rigiden, aus-
gedehnten pDNA zu einer globuléren Form, die als DNA-Kondensation bezeichnet
wird. Die Uberschissige positive Ladung im Polyplex kann durch Wechselwirkungen
mit negativ geladenen Bestandteilen von Zellmembranen zum einen die Zellauf-
nahme begtnstigen und zum anderen die endosomale Freisetzung férdern. Dennoch
kann die positive Ladung beim Polyplextransport durch den Blutstrom zu unspezifi-
schen Wechselwirkungen mit Serumproteinen fihren, die eine unerwiinschte Disso-
ziation des Polyplexes oder eine Aggregation mit nachfolgender Embolisation der
Gefal3e bewirken konnen. Um dies zu umgehen, bedarf es einer hydrophilen Hille mit
.Stealth-Eigenschaften” innerhalb des polymeren Tragersystems, die die Uberschis-

sige kationische Ladung des Polyplexes nach AuBBen abschirmt (siehe Abbildung 6).

Einige pDNA-Vektoren auf der Basis von Blockcopolymeren, wie beispielsweise
Poly-L-lysin-b-Polyethylenglykol!®-8%, Poly-L-lysin-b-Polysarkosin!®¢8 oder Poly-L-ly-
sin-b-Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylat)i®’88! zeigten bereits groBes Potential als
Transfektionsagenzien. Zur Darstellung von biokompatiblen, nicht toxischen polymer-
basierten Tragersystemen fiir Nukleinsiuren, bietet sich Polyethylenglykol (PEG)27:87!
als etabliertes Polymer im Wirkstofftransport oder alternativ Polysarkosin (PSar)** als
hydrophiler, nicht-ionischer Block zur Abschirmung der Polyplexe an. Auch biokom-
patibles Poly(HPMA) eignet sich aufgrund seiner geringen Immunogenitat?®°! als
hydrophile Hille und zeigte bereits vielfaltige Anwendungen auf dem Gebiet des
polymerbasierten Wirkstofftransports,|?#734894 unter anderem in der Anti-Tumorvak-
zinierung.”®!

Als Polykation kénnen Poly(dimethylamionoethylmethacrylat) (P(DMEAMA))?¢],
Poly-/Oligoethylenimin (PEI)?”?81 oder Polyaminosduren, wie Poly-L-lysin (PLys)®%,
Poly-L-arginin (PArg-Derivate)®” und Poly-L-aspartat (PAsp-Derivate)®* eingesetzt
werden, die Uber die Protonierung der jeweiligen primaren, sekundaren oder tertia-
ren Amine zur pDNA-Komplexierung beféhigt sind. Die allgemeine zytotoxische Wir-
kung von Polykationen ist vom jeweiligen Molekulargewicht bzw. von der Anzahl an
positiven Ladungen pro Molekil abhéngig. Somit erscheint es sinnvoll, bei der
Entwicklung polymerer Transfektionsagenzien bioabbaubare kationische Strukturen,
wie z. B. Polyaminosauren (PLys, PArg) zu verwenden, die durch einen enzymatischen
Abbau in Oligomere bzw. in die jeweilige endogene Aminosdure eine kumulative

Toxizitat bei Mehrfachgabe minimieren.
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Nachdem der extrazellulare Transport der therapeutischen Nukleinsdure durch
die funktionale Kern-Schale-Struktur der beschriebenen Blockcopolymere sicherge-
stellt werden kann, ist der wichtigste Schritt fur eine effiziente Transfektion die endo-
somale Freisetzung des Polyplexes bzw. der pDNA ins Zellinnere (siehe Abbil-
dung 7).5% Nach erfolgreicher Zellaufnahme der Polyplexe tGber adsorptive Endozy-
tose bzw. bei Verwendung von Zielstrukturen Uber rezeptor-vermittelte Endozytose
gelangt der Partikel in einem klassischen physiologischen Prozess Gber endosomale
Kompartimente zum enzymatischen Verdau ins Lysosom. Um den vorbestimmten
lysosomalen Abbau zu umgehen, muss der Polyplex erfolgreich aus dem Endosom
freigesetzt werden. Der vorherrschende pH-Gradient von pH 7,4 im Extrazellularraum
Uber pH 6,2-6,8 im friihen Endosom!'% zy pH 5,0-5,5 im spaten Endosom!"" fiihrt bei
virusbasierten Vektoren zu einer Konformationsanderung einiger viraler Proteine, die
Uber verstarkte hydrophobe Wechselwirkungen mit der Endosomenmembran eine
Membranruptur oder Fusion bewirken kénnen.['%2103 Neben der Verwendung solcher
Fusionspeptide erzielt der Einbau von endosomolytisch-aktiven Gruppen ebenfalls
eine verbesserte endosomale Freisetzung der Polyplexe. Die Protonierung von
pH-puffernden sekundaren und tertidren Aminen im acidifizierten Endosom fiihrt zum
einen zu elektrostatischen Wechselwirkungen mit der Endosomenmembran und [6st
zum anderen den sogenannten Proton-Sponge-Effekt!’® aus. Dabei kommt es durch
den Einstrom von Chlorid-lonen und Wasser zum Anstieg des osmotischen Drucks
innerhalb des Endosoms und fuhrt schlieBlich zu einer Membranruptur (vgl. Abbil-
dung 7). Beispiele fir solche endosomolytisch-aktiven Gruppen mit pH-Puffer-Kapa-
zitdt von Aminen mit niedrigen pKs-Werte sind PEI''%!, Polyamidoamine (PAMAM)!19¢]
Polyhistidin mit Imidazolseitenkette bzw. histidinmodifizierte Strukturen!'®”! oder histi-
dinreiche Peptide, wie z. B. LAH4-L1 Peptide.!'0810%]

P s
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Abbildung 7. Biologische Barrieren beim (intra)zelluldren Transport von pDNA-Polyplexen, modifiziert

nachl(110],
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Die chemische Modifizierung der polymerbasierten Vektoren mit stimuli-respon-
siven Gruppen bietet eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der Transfektionseffizi-
enz und zur Minimierung der Toxizitat (siehe Abbildung 6).°* Sowohl der pH-Gradient
in den endosomalen Kompartimenten, als auch das gesteigerte Reduktionspotential
im Intrazellularraum durch eine 50-1000-fach hohere Glutathionkonzentration
(GSH)" kdnnen genutzt werden, um z. B. s3urelabile Hydrazonel''?' und Ace-
talel’314 bzw. redoxaktive Disulfidel®88115-1181 7y spalten. Die saure Hydrolyse von
Hydrazonen oder Acetalen im Endosom kann eine Disassemblierung bzw. einen par-
tiellen Abbau des polymeren Tragers zur Folge haben, der die endosomale Freiset-
zung des Polyplexes bzw. der pDNA verbessern kann. Neben dem Einbau von stimuli-
responsiven Gruppen zwischen kationischem und abschirmendem Segment, kann die
Funktionalisierung auch Uber reversible Kernvernetzung erfolgen.

Zum einen flhrt die reversible Disulfidvernetzung im kationischen Kern zur ver-
besserten extrazellularen Stabilitat der Polyplexe.''”'201 Zum anderen kann eine
geringere Toxizitat der Systeme und eine effizientere pDNA-Freisetzung durch die
GSH-vermittelte Spaltung der Disulfidgruppen im Polyplex erreicht werden, die mit
einem Abbau bzw. der Dissoziation des Systeme verbunden sind (vgl. Abbil-
dung 7).121.122]

Nach der endosomalen Freisetzung der pDNA bzw. des Polyplexes in das Zytosol,
gilt es, die nachste biologische Barriere, die Kernmembran, zu Gberwinden, um die
Transkription der genetischen Information der pDNA in mRNA im Zellkern zu gewahr-
leisten (vgl. Abbildung 7). Physiologische Translokationsprozesse erfolgen bei klei-
nen Proteinen von 2 nm bzw. bis 40 kDa tber Diffusion durch die Kernporen. GréBere
Proteine besitzen eine Kernlokalisationssequenz (NLS) aus wenigen Aminosauren und
gelangen mit Hilfe von Transportproteinen (Importinen) in den Zellkern. Viren schleu-
sen ihre Fremd-DNA durch Wechselwirkungen von viralen Proteine mit solchen nuk-
ledren Transportproteinen in den Zellkern ein.

Polyplexen zwischen 100-200 nm ist der Eintritt in den Zellkern Uber Diffusion
durch die Kernporen aufgrund ihrer GréBBe nicht moglich. Somit findet die nukleare
Translokation bei erfolgreicher Transfektion wahrscheinlich wahrend der Zellteilung
statt, in der die Barrierefunktion der Kernmembran voribergehend aufgel&st wird.>*
Einige Anséatze fir einen unterstitzenden Kernimport beinhalten die Funktionalisie-
rung des polymeren Vektors mit NLS-Peptiden!'23'24] oder auch mit regulatorischen
Peptiden, die an der Zellteilung beteiligt sind.['*! Entscheidend fir eine erfolgreiche
Transfektion ist die Freisetzung der pDNA aus dem Polyionenkomplex, idealerweise
nach dem Eintritt in den Zellkern, wenn diese nicht bereits im Zytosol stattgefunden
hat (vgl. Abbildung 7). Durch Wechselwirkungen mit geladenen Biomolekdilen, wie
Proteinen oder mRNA im Zellkern kann die pDNA Uber Dissoziation des Polyplexes
freigesetzt und anschlieBend transkribiert werden. Um den anspruchsvollen Kernim-

port bei pDNA-Polyplexen zu umgehen, bietet die Transfektion mit therapeutischer
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mMRNA'?6127] ainen alternativen Ansatz fiir den Gentransfer, da die Translation der

mRNA direkt nach endosomaler Freisetzung im Zytosol stattfinden kann.

1.2.2.1 Targeting fiir Polymere Transfektionsagenzien

Im Rahmen der Tumortherapie kénnen sich polymerbasierte Transfektionsagen-
zien nach Komplexierung der Nukleinsdure aufgrund ihrer GroBe zwischen
100-200 nm als nanopartikuldre Strukturen im Tumorgewebe passiv anreichern. Die
allgemeine Akkumulation nanodimensionaler Therapeutika in hypervaskularisiertem
Tumorgewebe wurde erstmals 1986 von Matsumura und Maeda als EPR-Effekt (en-
hanced permeability and retention effect) beschrieben.'?8121 Wie in Abbildung 8A
dargestellt, fihrt die schnelle, unkontrollierte Ausbildung neuer BlutgefaBBe, um den
Tumor mit ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffen zu versorgen, zu fenestrierten
KapillargefaBen des Tumorendothels, die fiir Nanopartikel durchlassig sind. Wahrend
kleine Wirkstoffmolekile leicht in das Tumorgewebe ein und wieder ausdiffundieren
kdnnen, gelangen Partikel von einigen hundert Nanometern durch die permeablen
GefalBe in das Tumorinterstitium und reichern sich dort aufgrund mangelnder Lymph-
drainage an. Das Konzept des passiven Targetings tUber den EPR-Effekt kann eine
tumorspezifische Anreicherung niedermolekularer Zytostatika Uber nanodimensio-
nale Formulierungen bewirken und damit deren Zytotoxizitat fir umliegendes
Gewebe reduzieren.!"*” Dennoch zeigten sich in der klinischen Praxis Einschrankun-
gen fur die Anreicherung nanodimensionaler Therapeutika iber den EPR-Effekt. Dies
liegt zum einen in der heterogenen Beschaffenheit der Tumore selbst begriindet und

zum anderen kann die Auspragung des EPR-Effekts von Patient zu Patient variie-
ren [130.131]

Im Vergleich zur passiven Wirkstoffanreicherung bietet das Konzept des aktiven
Targetings die Moglichkeit des selektiven Wirkstofftransports flir eine spezifische
Adressierung eines Zielgewebes bzw. einer Zellpopulation. Die Funktionalisierung
von Nanopartikeln mit geeigneten Zielstrukturen (Liganden) fihrt Gber spezifische
Wechselwirkungen mit entsprechenden Oberflachenrezeptoren auf den Zielzellen zu
einer zellspezifischen Aufnahme.l’3%132] Die Auswahl an geeigneten Zielstrukturen
hangt direkt von verfligbaren Oberflachenrezeptoren des jeweiligen Zielgewebes ab

und zeigt eine hohe strukturelle Vielfalt.
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Abbildung 8. A) Passives Tumorgewebe-Targeting Uber den EPR-Effekt. B) Aktives Zell-Targeting Uber

Liganden, modifiziert nach!32],

Im Bereich der polymeren Transfektionsagenzien wurden Polyplexe mit nieder-
molekularen Verbindungen, wie z. B. Folsdure!'*3134 oder auch mit dem eisenbinden-
den Glykoprotein Transferrinl'3>13¢] zum Targeting von Tumorzellen modjfiziert. Die
Anbindung von einfachen Zuckermolekilen, wie Galaktosederivaten!'3”138] oder Lak-
tosel3”?an DNA- und RNA-Polyplexe zeigte eine verbesserte Transfektion tiber aktives
Leber-Targeting. Beispiele fir den Einsatz von Antikorpern als Zielstrukturen in Trans-
fektionsansatzen sind z.B. die Anbindung von anti-HER2-Antikérpern (Trastuzu-
mab)l'*l gegen den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor HER2 in der Tumor-Gen-
therapie oder die Funktionalisierung von PEl-basierten Polyplexen mit anti-PECAM-

Antikdrper*Y zum Targeting der Lunge.

In Abbildung 8B sind die mdglichen Mechanismen der zelluldren Wirkstofffreiset-
zung Uber aktives Targeting von nanodimensionalen Formulierungen im Allgemeinen
dargestellt. Zum einen kann der Wirkstoff nach passiver Anreicherung des Nanopar-
tikels in unmittelbarer Nahe der Zielzelle freigesetzt werden (1) oder durch Ligand-
Rezeptor-Bindung an der Zellmembran andocken und den Wirkstoff stetig aus dem
Tragersystem als extrazelluldres Depot abgeben (2). Die dritte und wichtigste Option
der Wirkstofffreisetzung stellt die rezeptorvermittelte Endozytose dar (3)."3? Eine
wichtige Voraussetzung fir ein erfolgreiches aktives Targeting ist eine ausreichend
lange Blutzirkulationszeit der Konjugate, um eine Anreicherung im Zielgewebe fur die

n&tige Proximitat zwischen Ligand und Rezeptor zu erzeugen. Darliber hinaus sollten
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die Oberflachenrezeptoren selektiv und in ausreichender Anzahl auf den Zielzellen

exprimiert werden.!"3%

Das Konzept des aktiven Targetings ist vor allem fir die Tumortherapie von gro-
Bem Interesse. In der Behandlung von Krebserkrankungen tber klassische Chemo-
therapie ist die therapeutische Breite aufgrund der hohen systemischen Toxizitat der
Zytostatika nur sehr gering.!"?! Mit Hilfe von geeigneten Zielstrukturen, die entweder
direkt an den Wirkstoff angebunden sind, wie bei Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten
(ADCs)"! (vgl. Kapitel 1.3.3), oder die auf der Oberflache von nanodimensionalen
Formulierungen konjugiert sind, kann eine zellspezifische Aufnahme durch selektive
Adressierung von Tumorzellen erzielt werden. Die dadurch verminderte systemische
Toxizitat fir umliegende Zellen erméglicht eine Erhéhung der maximal tolerierten
Dosis (MTD) des Wirkstoffs und resultiert in einem verbesserten therapeutischen
Index.[142]

Insbesondere fir die Anwendung von polymeren Transfektionsagenzien in der
Immuntherapie als Anti-Tumorvakzine ist eine zellspezifische Adressierung von den-
dritischen Immunzellen (DCs) erforderlich (vgl. Kapitel 1.2). Die Aktivierung des kor-
pereigenen Immunsystems mit pDNA- bzw. mRNA-Vakzinen gegen spezifische Tu-
morantigene erfordert die selektive Transfektion von antigenprasentierenden Zellen,
wie dendritische Immunzellen. Ein vielversprechender Ansatz im DC-Targeting ist die
Funktionalisierung von Nanopartikeln mit dem Einfachzucker Mannose als Zielstruk-
tur.’1¢% Dennoch ist die Adressierung des Mannoserezeptors aufgrund der beding-
ten Selektivitat fir DCs bei systemischer Anwendung der Therapeutika limitiert. Des-
halb eignen sich insbesondere zum Targeting von CD8+ DCs DEC205-Antikorper, die
an den gleichnamigen Rezeptor auf der DC-Zelloberflaiche binden (vgl. Kapi-
tel 1.2.1).1526866671 |m Allgemeinen bieten Antikdrper und auch Antikérperfragmente
aufgrund ihrer selektiven, hochaffininen Rezeptorbindung groBe Vorteile gegentber
anderen Zielstrukturen (vgl. Kapitel 1.3.3).1142]

Das aktive Targeting beim Polyplex-Transport von therapeutischen Nukleinsdu-
ren bewirkt neben einer verminderten Toxizitat durch die hervorgerufene Zellselekti-
vitat ebenfalls eine gesteigerte Transfektionseffizienz durch die vereinfachte Zellauf-
nahme Uber rezeptor-vermittelte Endozytose (vgl. Abbildung 8B)."*41%] Neben der
Funktionalisierung von Transfektionsagenzien mit Zielstrukturen, bietet das Konzept
des transkripitionellen Targetings eine weitere Mdglichkeit die Selektivitat im Trans-
fektionsprozess zu regulieren. Dies kann durch das Einklonieren einer Promotorse-
quenz in das pDNA-Konstrukt erfolgen, die ausschlieBlich zellspezifisch abgelesen
werden kann. Somit konnte bei der Vakzinierung von DCs eine Selektivitat in der Tran-

skription tGber den Einbau des Fascin-Gen Promotors erzielt werden.¢?]
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Zusammenfassend bietet das Konzept der polymerbasierten Transfektionsagen-
zien eine hohe chemische Flexibilitét fur zahlreiche Funktionalisierungen, um einen
sicheren und effizienten Transport der therapeutischen Nukleinsdure zu gewahrleis-
ten. Neben dem Schutz der sensitiven pDNA bzw. mRNA in einem Polyionenkomplex
mit ladungsabschirmender Polymerhdiille, kdnnen stimuli-responsive Gruppen die
endosomale Freisetzung unterstltzen oder auch die Polyplexdissoziation zur Freiset-
zung der Nukleinsaure fordern. Die Translokalisation von pDNA-Polyplexen in den
Zellkern stellt hohe Anforderungen an das Transfektionssystem und kann durch die
Anbindung von Signalmolekilen beglinstigt werden. Die Modifizierung der Polyplex-
oberflache mit geeigneten Zielstrukturen sorgt tiber das Konzept des aktiven Targe-
tings fir eine zell- bzw. gewebsspezifischen Adressierung der Systeme und resultiert
in verminderter Toxizitdt und gesteigerter Transfektionseffizienz Gber die rezeptorver-
mittelte Zellaufnahme.
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1.3 Immunglobulin G — IgG-Antikorper

IgG-Antikorper dienen zur Abwehr von korperfremden Stoffen, wie Bakterien
oder Viren und sind damit Teil der humoralen Immunantwort von héheren Lebewe-
sen.l® Ein Erreger prasentiert besondere Strukturmerkmale (Antigene) auf seiner
Oberflache, die von B-Lymphozyten erkannt werden kénnen und folglich eine Prolife-
ration und Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen bewirken. Diese produzieren
antigenspezifische Antikérper zur Opsonisierung des Antigens fir eine anschlie-
Bende Eliminierung des Erregers tber Effektorzellen, wie natirliche Killerzellen, Mak-

rophagen und Granulozyten.

Die hohe Flexibilitat in der kommerziellen Herstellung von IgG-Antikorpern
gegen nahezu jedes Antigen mit hochspezifischer Bindungsaffinitat ermoglicht die
vielfaltige Anwendung als therapeutische Antikorper in der Immuntherapie.['#6147]
Dies beinhaltet unter anderem die Anwendung von IgG-Antikdrpern bei der klassi-
schen passiven Immunisierung (Vakzinierung) gegen Infektionskrankheiten oder z. B.
bei entziindlichen Krankheitsbildern, wie rheumatoider Arthritis als TNFa-Blocker
(Infliximab).l"8 Weiterhin kénnen therapeutische Antikdrper beispielsweise als
Thrombozytenaggregationshemmer (Abciximab)!'*”! bei Herzkreislauferkrankungen
eingesetzt werden oder als sogenannte Checkpoint-Inhibitoren (anti-PD1-1, anti-
CTLA-4)%% in der Krebsimmuntherapie eine Aufhebung der T-Zell-vermittelten

Immunsuppression bewirken (vgl. Kapitel 1.2).

Neben der biochemischen Anwendung von IgG-Antikérpern zur Zelldepletion
oder Immunfarbung, kann den Antikorper-Wirkstoff-Konjugaten (antibody-drug con-
jugates, ADCs) mit Antikdrpern als Zielstrukturen vor allem in der Tumortherapie gro-
Bes Potential zugeschrieben werden ['*0-1521 So erméglicht die kovalente Anbindung
eines zelltoxischen Zytostatikums an einen Antikorper Uber das Konzept des aktiven
Targetings die selektive Adressierung von Tumorzellen (vgl. Kapitel 1.2.2.1).

Auch in der Diagnostik kdnnen Antikorperkonjugate in Form von radioaktiv mar-
kierten Antikorpern (Radioimmunkonjugate) mit anschlieBender Positronen-Emissi-
ons-Tomographie (PET),"% z. B. zur Uberwachung von Therapieverlaufen in der

Tumortherapie eingesetzt werden.

1.3.1 1gG-Aufbau und Herstellungsverfahren

In Abbildung A ist der charakteristische Y-formige Aufbau eines IgG-Antikorpers
dargestellt."> |gG-Antikorper bestehen aus zwei identischen langen (schweren) Pro-
teinketten von jeweils ~50kDa und zwei kurzen (leichten) Ketten von jeweils

~ 25 kDa. Es besteht eine kovalente Verknipfung tber Disulfidbricken der beiden
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schweren Ketten innerhalb der Gelenkregion und jeweils zwischen schwerer und
leichter Kette im Fab-Teil (fragment, antigen binding). Daraus ergibt sich ein typisches
Molekulargewicht von ca. 150 kDa fiir IgG-Antikorper.

A Hypervariable B
Antigen- Region
bindungsstell;v/% Leichte Kette \‘
/ “ Muriner Chimdrer Humanisierter Humaner
\ ‘ Antikorp Antiké Antikérper Antikérper
Fv

Schwere Kette Gelenkregion

= \
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~
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w

Abbildung 9. A) Struktureller Aufbau eines IgG-Antikérpers, modifiziert nach!™>. B) Antikérperhybride,

modifiziert nach(%¢],
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Die leichte Kette ist aus einem variablen (VL: variable/light) und einem konstanten
Segment (CL: constant/light) aufgebaut, wohingegen die schwere Kette aus einem
variablen (VH: variable/heavy) und drei konstanten Segmenten (CH1-CH3:
constant/heavy) besteht. Die variablen Abschnitte beider Ketten (Fv: fragment vari-
able) bilden die hochspezifischen Antigenbindungsstellen, die Uber hypervariable
Regionen, die sogenannten CDRs (complementarity-determining regions), verfliigen.
Diese Hypervariabilitdt von 10%-10° méglichen verschiedenen Antigenbindungsstel-
len beruht auf genetischen Rekombinationsprozessen.!’>”! Die hochspezifische Anti-
gen-Antikorper Reaktion basiert auf Wechselwirkungen zwischen dem Epitop des
Antigens und dem Paratop des Antikorpers. Die Gelenkregion verbindet den Fab-Teil
mit dem Fc-Fragment (fragment, crystallizable), bestehend aus CH2 und CH3, und
sorgt fir eine hohe Flexibilitat des Antikorpers. Der Fc-Teil mit der konservierten Gly-
kosylierungsposition am Asparaginrest 295 (N295) ist fur die Bindung verschiedener
Effektorproteine (FcyRllb, FcyRllla, C1q und FcRn) verantwortlich, die zum Auslésen
diverser Effektorfunktionen fihren.[">85%1 So kommt es z. B. durch Bindung von zell-
gebundenem C1qg-Protein zur Aktivierung der Komplementkaskade, die tber CDC-
Mechanismen (complement-dependent cytotoxicity mechanisms) zur Eliminierung
von Pathogenen genutzt wird. Andererseits kann die Bindung von Fcy-Rezeptoren im
Fc-Teil zu Entzindungen tber ADCC-Mechanismen (antibody dependant cell-media-
ted cytotoxicity mechanisms) der targetierten Zelle fiihren. Darlber hinaus wird Gber
den Fc-Teil des Antikorpers dessen Stabilitdt und folglich dessen Zirkulationszeit im
Blut gesteuert. Somit kdnnen im therapeutischen Kontext strukturelle Modifikationen

im Fc-Teil, wie beispielsweise Anderungen am Glykosylierungsmuster, die Funktion
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des IgG-Antikorpers in Bezug auf Effektorfunktionen und Zirkulationszeiten beeinflus-
sen [160.161]

Die Herstellung monoklonaler Antikorper fir klinische und therapeutische
Zwecke gelingt Uber die von C. Milstein und G. K&hler im Jahre 1975 entwickelte
Hybri-dom-Technik.!"¢?) Dabei werden Mause mit Antigenen immunisiert und die an-
tikdrperproduzierenden B-Lymphozyten aus der Milz gewonnen. Diese werden mit
Myelomzellen fusioniert, wobei die Eigenschaften aus spezifischer Antikorperproduk-
tion der B-Zellen mit unbegrenztem Wachstum der Myelomzellen vereinigt werden.
Nach der Selektion geeigneter Hybridomzelllinien kénnen diese in vitro oder in vivo
zur antigenspezifischen Antikdrperproduktion genutzt werden. Da murine Antikorper
in der Therapie im menschlichen Organismus oft selbst eine antigene Wirkung haben
kdnnen, spielt die Entwicklung von chimaren, humanisierten und humanen Antikor-
pern Uber transgene, humanisierte Mause eine entscheidende Rolle zur Reduktion
von Abwehrreaktionen (vgl. Abbildung 9B).I'¢3!

Eine weitere Moglichkeit zur Antikérperproduktion bietet das von G. Smith (1985)
eingefiihrte Phagen-Display-Verfahren.['** Dabei werden zunachst antikérperprodu-
zierende B-Lymphozyten isoliert und liber biochemische Methoden, wie Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) die Antikdrpergene der variablen Regionen der leichten und
schweren Kette (VL und VH) isoliert und vervielfaltigt. Diese Gensegmente werden
zusammen mit dem Gen fur das Huill- bzw. Fusionsprotein plll in einem Phagemid-
Vektor fusioniert und anschlieBend in E. coli Bakterien transformiert. Folglich expri-
mieren E. coli Bakterien plll-Fusionsproteine mit scFv- oder Fab-Antikdrperfragmen-
ten, die in der inneren E. coli Membran verankert sind. Durch anschlieBende Coinfek-
tion mit M13-Helferphagen werden durch das plll-Hullprotein die funktionalen Anti-
korperfragmente in der duBeren Membran der neugebildeten Phagen eingebaut.
Somit prasentieren die rekombinanten (Bakterio-)phagen eine Bibliothek an protein-
ogenen Antikérperfragmenten auf ihrer Oberflache und tragen gleichzeitig den
zugehodrigen genetischen Code (DNA) im Inneren. Durch die mdéglichen zahlreichen
genetischen Rekombinationen innerhalb der VL- und VH-Regionen tragt theoretisch
jeder Phage ein anderes Antikorperfragment, in Analogie zu den unterschiedlichen
B-Zelllinien. In einem Biopanning-Prozess kdnnen durch hochspezifische Bindung der
Antikorperfragmente auf der Phagenoberflache mit Hilfe fixierter Antigenen die rele-
vanten Phagen aus der Phagenbibliothek isoliert werden. Die liber dieses Verfahren
gewonnenen antigenspezifischen Antikérpergene werden dann durch rekombinante

Proteinsynthese zur Antikdrperherstellung genutzt.['¢!
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1.3.2 Kiinstliche Antikdrperfragmente — Antikdrper-Engineering

Die modulierbare Struktur der IgG-Antikorper fir eine allgemeine verbesserte
therapeutische Effizienz zeigt groBBes Potential im Bereich der klinischen und thera-
peutischen Anwendung.l'*®! Das Konzept des Antikorper-Engineerings bietet die
Moglichkeit zur Darstellung einer Vielfalt von Antikorperfragmenten bzw. Antikorper-
konstrukten (siehe Abbildung 10), die sich in der Gro3e und in der Anzahl und Art der
Antigenbindungsstellen unterscheiden. Neben multivalenten Konstrukten, wie Tria-
bodies (trivalent) oder Tetrabodies (tetravalent) zur Bindung mehrerer Antigene, kon-
nen multispezifische Konstrukte, wie bisspezifische Diabodies oder ein trisspezifi-

sches Fabs-Fragment unterschiedliche Antigene binden.

VhH domain  V-NAR domain V,, domain
(~15 kDa) (~15 kDa) (15 kDa) Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)
\A domaln .
(-15kDa) Bis-ScFV Diabody
(bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)
Fab, Triabody
(blspecmc) / (trivalent)
(~110 kDa) € (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
Camel Ig IgNAR (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Abbildung 10. Kinstliche Antikérperfragmente tGber Antikérper-Engineering.l'¢7]

Konstruierte Fab- oder scFv-Fragmente (scFv, single chain variable fragment)
haben den Vorteil, dass durch das nicht vorhandene Fc-Fragment unerwiinschte
Effektorfunktionen, wie beispielsweise eine Komplementaktivierung umgangen wer-
den kénnen. Zusatzlich werden durch das verringerte Molekulargewicht der Antikor-
perfragmente von ca. 15 kDa fir einzelne variable Domanen, tiber 28 kDa fiir ein scFv-
Fragmentzu 55-75 kDa fir Fab-Fragmente oder Minibodies die pharmakokinetischen
Eigenschaften beeinflusst. Intakte IgG-Antikérper mit ~ 150 kDa und Antikorperkon-
strukte > 60 kDa weisen eine Blutzirkulationszeit von ca. 3 Wochen auf, was im thera-
peutischen Kontext mit einer héheren Bioverfligbarkeit einhergeht. Andererseits ist
beispielsweise fur Konjugate aus Antikorperfragmenten als Zielstrukturen und Radio-
nukliden oder Zytostatika eine schnelle Eliminierung erwiinscht, die Gber geringere
Molekulargewichte der Antikdrperfragmente erzielt werden kann. Somit kdnnen tiber
das Konzept des Antikdrper-Engineerings ,mafBgeschneiderte” Antikérperfragmente

fur die jeweilige therapeutische Anwendung hergestellt werden.!16147]
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Einleitung

1.3.3 Antikorper als Zielstrukturen

Aufgrund der hochspezifischen Bindungsaffinitat zwischen Antikdrper und Anti-
gen sowie der grof3en Vielseitigkeit zur Darstellung unterschiedlichster Antikorper-
fragmente und Antikdrperhybride Uber das Antikorper-Engineering-Verfahren
(vgl. Kapitel 1.3.2), zeigen IgG-Antikdrper groBes Potential als Zielstrukturen in Thera-
pie und Diagnostik.['*?1¢8 Die Anbindung von IgG-Antikérpern bzw. Antikérperfrag-
menten auf der Oberflaiche von Nanopartikeln als Drug Delivery-Systeme
(DDS)>2:681¢91 aber auch die direkte Konjugation mit einem Wirkstoff in Antikorper-
Wirkstoff-Konjugaten (antibody-drug conjugates, ADCs)'*? erméglichen eine zell-
bzw. gewebespezifische Aufnahme Uber die selektive Erkennung und Bindung

bestimmter Oberflachenrezeptoren.

Wie in Kapitel 1.2.2.1 bereits erlautert, ist das Konzept des aktiven Targetings,
insbesondere mit Antikorpern als Zielstrukturen, vor allem in der Tumortherapie von
groBem Interesse. Nach einer passiven Anreicherung der nanodimensionalen Formu-
lierung im Tumorgewebe Uber den EPR-Effekt!’?®'2%) kann eine zellspezifische Auf-
nahme durch die selektive Bindung des Antikdrpers Uber rezeptorvermittelte Endo-
zytose stattfinden.!"?! Die therapeutische Breite ist in der klassischen Chemotherapie
aufgrund der hohen systemischen Toxizitat der Zytostatika sehr gering. Die Uber den
Antikorper vermittelte gesteigerte Tumorselektivitat des toxischen Wirkstoffs ermog-
licht eine Erhohung der maximal tolerierten Dosis (MTD) und damit eine effektivere

Therapie.l'*?

Der therapeutische Erfolg des aktiven Targetings von ADCs bzw. von antikorper-
funktionalisierten Nanopartikeln ist von einigen Faktoren abhéngig, die unter ande-
rem in der Vielzahl an Konzepten zur chemischen Konjugation begriindet liegen.!'”"!
Die Systeme sollten ausreichend lange Blutzirkulationszeiten aufweisen, um eine
Anreicherung im Zielgewebe und damit eine rdumliche Nédhe zum entsprechenden
Rezeptor zu gewahrleisten. Insbesondere fiir nanopartikulare DDS ist eine proteinab-
weisende Polymerhdille erforderlich (vgl. Kapitel 1.2.2), die eine Aggregation mit Pro-
teinen des Blutserums oder anderem Biomolekulen verhindert.?”! Bei der Wahl bzw.
bei der Entwicklung des Antikorpers oder Antikérperfragments als Zielstruktur gilt es,
die immunogene Wirkungen durch murine Segmente oder auch Fc-Teil induzierte
immunogene Effektorfunktionen weitestgehend zu minimieren (vgl. Kapitel 1.3.1).143
Darliber hinaus darf die Modifikationschemie des Antikdrpers zur Konjugation an den
Nanopartikel bzw. an den Wirkstoff die spezifische Antigenbindung tiber den Fab-Teil
des Antikorpers nicht beeinflussen. Die Darstellung von homogenen Antikdrperkon-
jugaten Uber regioselektive Antikorpermodifizierung sowie Strategien zur bioortho-

gonalen Anbindung werden in den folgenden Kapiteln beschrieben.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt insbesondere fir Antikorper-Wirkstoff-Konjugate ist
die Freisetzung des kovalent gebundenen Wirkstoffs nach erfolgreicher Zellaufnahme
Uber rezeptorvermittelte Endozytose. Dies kann tiber den Einbau von stimuli-respon-
siven Gruppen oder Linkermolekilen zwischen Antikorper und Wirkstoff beginstigt
werden. Das kdnnen beispielsweise pH-sensitive Gruppen, wie Hydrazone sein oder

enzymatisch spaltbare Peptidlinker (vgl. Abbildung 11).['43

All diese erlauterten Faktoren fur IgG-Antikorper als Zielstrukturen, von selektiver
Rezeptorbindung, geeigneter Modifikationschemie, unerwiinschter immunogener
Wirkung bis hin zur Wirkstofffreisetzung, beeinflussen die Effizienz des aktiven Targe-
tings und sollten bei der Wahl fiir ein geeignetes Liganden-Rezeptor System zur Dar-
stellung von ADCs bzw. antikérperfunktionalisierten Nanopartikeln berlcksichtigt
werden.

Die daraus entstehende Komplexitdt durch die groBBe Variabilitat an einsetzbaren
Antikorperfragmenten und Modifizierungsmaglichkeiten spiegelt sich in den nur zwei
zugelassenen ADCs (Adectris® und Kadcyla®) und wenigen Praparaten in Phase I-lI
von klinischen Studien (Stand 2014) in der Tumortherapie wider (vgl. Abbildung 11).

Agent Sponsor (licensee) Status Indication Antigen Cytotoxin Linker
Adcetris® (brentuximab Seattle Genetics Launched HL, ALCL CD30 MMAE Cleavable, Val-Cit
vedotin, SGN-35) (Millennium)
Kadcyla” (ado-trastuzumab Roche-Genentech Launched Her2+ metastatic HER2 DM1 Non-cleavable, thioether
emtansine, T-DM1) (ImmunoGen) breast cancer
Mylotarg“ (gemtuzumab Pfizer (UCB) Withdrawn AML CD33 Calicheamicin Cleavable, hydrazone
ozogamicin) (Ac-But acid)
Inotuzumab ozogamicin Pfizer (UCB) Phlll ALL, NHL CD22 Calicheamicin Cleavable, hydrazone
(CMC-544) (Ac-But acid)
RG-7596 Roche-Genentech Phll DLBCL, NHL CD79b MMAE Cleavable, Val-Cit
Glembatumumab Celldex (Seattle Phl Advanced breast GPNMB MMAE Cleavable, Val-Cit
vedotin CDX-011) Genetics) cancer, melanoma
PSMA-ADC Progenics (Seattle Phll HRPC PSMA MMAE Cleavable, Val-Cit
Genetics)
SAR3419 Sanofi (ImmunoGen) Ph I Hematologic tumors ~ CD19 DM4 Cleavable, disulfide
Labetuzumab-SN-38 Immunomedics Phl Metastatic CRC CEACAMS5 SN-38 Cleavable, Phe-Lys
(IMUU-130)
Lorvotuzumab mertansine ImmunoGen Ph /I MM, solid tumors CD56 DM1 Cleavable, disulfide
(IMGN901)
Milatuzumab-DOX Immunomedics Ph il MM CD74 Doxorubicin Cleavable, hydrazone
(IMMU-110)
BT-062 Biotest AG Phl MM CD138 DM4 Cleavable, disulfide
(ImmunoGen)
BAY-94-9343 Bayer Schering Phl Solid tumors Mesothelin DM4 Cleavable, disulfide
(ImmunoGen)
ASG-5ME Astellas (Seattle Phl Solid tumors AGS-5 MMAE Cleavable, Val-Cit
Genetics)
SGN-75 Seattle Genetics Phl NHL, RCC CcD70 MMAF Non-cleavable, MC
IMGN529 ImmunoGen Phl Hematologic tumors CD37 DM1 Non-cleavable, thioether
SAR-566658 Sanofi (ImmunoGen) Phl Solid tumors DS6 DM4 Cleavable, disulfide

* Abbreviations: CEACAMS, carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 5; HRPC: hormone refractory prostate cancer; MC: maleimidocaproyl; RCC: renal cell carcinoma; SN-38, 7-

ethyl-10-hydroxycamptothecin.

Abbildung 11. Liste von Antikérper-Wirkstoff-Konjugaten (ADCs) in klinischen Studien: Stand 2014.1'43]
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1.3.4 Methoden zur Antikérpermodifizierung

Die chemische Modifizierung von IgG-Antikorpern zur kovalenten Anbindung
eines Wirkstoffs oder eines funktionalen Linkers fur weiterfihrende Konjugationen
kann in zwei prinzipiell unterschiedliche Konzepte gegliedert werden: Die unspezifi-
sche (random) Antikérpermodifizierung und die spezifische, regioselektive (site-spe-

cific) Antikdrpermodifizierung (siehe Abbildung 12).1%3]

Unspezifisch (random) Spezifisch (site-selective)

L) ’/
\ / X Rekombinante \ /
Lysin Cysteine
wz) (Cys%v
@-NHS {\\/(.

0

. . Kiinstliche
\ / Thiol Lysin /Aminoséiuren \ /
(R-SH) (R-NH,) (RN, RAC20)
o s , o >
@:‘ i *=."e
0

Disulfid-

reduktion Enzymatisch
(CysSHL 2 \V / \ / \ /
& 8
0
Formylglycine Bakterielle
@ Wirkstoff bzw. Generating Sortase e i
funktionaler Linker Enzyme (FGE) (BTG)

Abbildung 12. Methoden zur unspezifischen (random) und spezifischen (site-selective) Antikdrpermodi-

fizierung.

Ein klassischer Weg der unspezifischen Antikérpermodifizierung erfolgt Gber die
ge-Aminogruppe von Lysinseitenketten und ermdglicht die kovalente Anbindung von
N-Hydroxysuccinimid-(NHS) funktionalisierten Komponenten, wie z. B. Zytostatika
(Mylotarg®, vgl. Abbildung 11)l""" oder bioorthogonale Dibenzocyclooctin-(DBCO)
Linker!®”unter Ausbildung von Amidbindungen. AuBerdem kénnen Lysinseitenketten

zur Reaktion mit 2-Iminothiolan (Trauts Reagenz)l'’"!

genutzt werden, um Thiolgrup-
pen auf der Antikorperoberflache zu generieren. Diese kdnnen mit einer Vielzahl an
thiolreaktiven Verbindungen, wie z. B. Maleinimiden!'’21%¢! oder Vinylsulfonen!'’3,
modifiziert werden. Eine alternative Variante zur Darstellung von Thiolen ist die kon-
trollierte Reduktion von disulfidverknipften Cysteinseitenketten innerhalb der Pro-
teinstruktur, ohne die Disulfidbriicken der Gelenkregion des Antikorpers zu beeinflus-
sen."4 Uber diese Methode wurde beispielsweise das Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat
Adcetris® hergestellt (vgl. Abbildung 11).

Die beschriebenen unspezifischen Modifizierungen resultieren in einer heteroge-
nen Mischung von konjugierten Antikdrperspezies mit variabler Anzahl an Wirkstoff-/
Linkermolekilen pro Antikdrper sowie unterschiedlichen Modifizierungspositionen.

Diese Heterogenitdat kann sowohl Loslichkeit, Stabilitat als auch die pharmako-
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kinetischen Eigenschaften der Konjugate beeinflussen.!"’>17¢I Der klinische Erfolg von
unspezifisch modifizierten ADCs (vgl. Mylotarg®, Adcetris® in Abbildung 11) ist auf
optimierte, robuste Herstellungsprozesse und Strategien zur Kontrolle und Aufreini-

gung heterogener Konjugate zuriickzufiihren.['”7]

Die spezifische, regioselektive Variante der Antikérpermodifizierung fihrt zu
homogenen Antikorperkonjugaten mit definierten Verhéltnissen von Wirk-
stoff- bzw. Linkermolekilen pro Antikorper, die selektiv an spezifischen Aminosau-
repositionen angebunden sind. Es konnen prinzipiell drei unterschiedliche Methoden
zur regioselektiven Antikorpermodifizierung unterschieden werden (siehe Abbil-
dung 12, rechts). Zum einen kdnnen bei der Antikérperherstellung tber rekombi-
nante Proteinsynthese Thiolgruppen an definierten Positionen eingefiihrt werden,
entweder durch Aminosduremutationen oder den Einbau zusatzlicher Cysteine. Diese
kdnnen dann mit thiol-reaktiven Komponenten zur Darstellung homogener Konjugate
umgesetzt werden.l'”8) Zum anderen ermdglicht die rekombinante Antikérpersyn-
these den Einbau von kinstlichen, nicht-nattirlichen Aminosduren mit bioorthogona-
len Funktionalitaten. So konnten Uber genetische Codierung die nicht-natirlichen
Aminosauren para-Acetylphenylalanin'?! (pAcPhe) bzw. para-Azidomethylphenylala-
nin'8 (b AMF) in den anti-HER2-Antikdrper Trastuzumab® eingebracht werden. Die
bioorthogonale Reaktion mit dem Wirkstoff Auristatin F mit Alkoxyamingruppe fir die
Umsetzung mit pAcPhe-Antikorper, bzw. mit DBCO-Funktionalitét fir die ringge-
spannte Cycloaddition mit pAMF-Antikorper, ermoglichte die Synthese homogener
Antikorper-Wirkstoff-Konjugate. Einen weiteren Ansatz zur Darstellung homogener
Antikorperkonjugate bieten enzymatische, posttranslationale Antikérpermodifizie-
rungen. Bertozzi und Mitarbeiter! 8182l yerwendeten das formylglycine generating en-
zyme (FGE), das innerhalb einer bestimmten Aminosduresequenz Cystein in
Formylglycin umwandelt und damit die regioselektive Antikorpermodifikation tber
Aldehydgruppen ermdoglicht. Eine weitere mogliche Antikorpermodifizierung erfolgt
mit dem Enzym Sortase A, einer Transpeptidase, die in LPXTG-Aminosauremotiven
von Antikorpern die Threonin-Glycin-Bindung hydrolysiert und den entstandenen
C-Terminus mit N-terminalen Glycinkomponenten neu verknlpft.['®!1n dieser Arbeit
wurde das Konzept der enzymatischen Antikdrpermodifizierung lGber bakterielle
Transglutaminasel'® (BTG) zur regioselektiven Modifizierung von Glutaminresten in

IgGs genutzt und wird in nachfolgendem Kapitel ausfihrlich beschrieben.

Zusammenfassend bietet die spezifische (site-selective) Antikbrpermodifizierung
die Moglichkeit zur Darstellung homogener Konjugate mit definierten Modifikations-
stellen und damit festgelegten Konjugationsverhéltnissen. Diese zeigen im direkten
Vergleich mit unspezifisch modifizierten Analoga verbesserte pharmakokinetische
Eigenschaften, wie z. B. eine erhdhte Anreicherung im Zielgewebe und damit einher-

gehende verbesserte therapeutische Effekte.!'7%184185]
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1.3.4.1 Enzymatische Antikérpermodifizierung mit Bakterieller Transgluta-
minase (BTG)

Das Konzept der regioselektiven, BTG-vermittelte Antikdrpermodifizierung zur
Einfihrung unterschiedlicher Funktionalitdten an den Glutaminresten 295 in IgG-An-

tikdrpern beinhaltet einen zweistufigen enzymatischen Modifizierungsprozess (Abbil-

dung 13).l184
oD F/,
/ A PNGaseF

—
B—m — Q295>
- NH3

Abbildung 13. Enzymatische Modifizierung von IgG-Antikérpern. A) Deglykosylierung mit PNGase F.
B) BTG-vermittelte Substratanbindung.
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Der erste enzymatische Schritt beinhaltet die Abspaltung N-glykosidisch ver-
knUpfter Zuckerstrukturen an den Asparaginseitenketten in Position 297 (N297) unter
Verwendung des Enzyms Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F) (Abbildung 13A).
PNGase Fistin die Enzymklasse der Amidasen einzuordnen und spaltet zwischen dem
innersten N-Acetylgalaktosamin (GlcNAc) und der Asparaginseitenkette von manno-
sereichen Kohlenhydratstrukturen in N-verknipften Glykoproteinen, wie z. B. in IgG-
Antikdrpern 81881 Dije Deglykosylierung an den Aminosdureresten N297 in beiden
schweren Ketten fihrt zu einer erhdhten Mobilitét im Bereich der Aminosaurepositio-
nen Q295-T299 innerhalb der IgG-Antikérper und erleichtert dadurch den zweiten
Schritt, vermittelt durch das Enzym bakterielle Transglutaminase (BTG) (Abbil-
dung 13B)."8-191 |m Allgemeinen katalysieren Transglutaminasen den Acyltransfer
proteingebundener Glutaminreste auf primare Amine. Insbesondere bei der Reaktion
von y-Glutamylgruppen und der e-Aminogruppe von Lysinen kommt es unter Freiset-
zung von Ammoniak zur Ausbildung einer Isopeptidbindung und somit zur Verbru-

ckung von Peptiden und Proteinen.

Die Bedingungen fiir die Erkennung geeigneter Glutaminseitenketten fur eine
Umsetzung mit BTG sind sehr streng. Dies bedeutet, dass sich der Glutaminrest in
einer sehr flexiblen Region des Proteins befinden sollte und von spezifischen Amino-
saduresequenzen umgeben sein muss.['”?! In vorangegangenen Arbeiten von Schibli
et al."® konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene monoklonale Antikorper
fur eine regioselektive, BTG-vermittelte Modifizierung an beiden Q295 Resten in
Frage kommen. Die Auswahl an geeigneten Substraten fir das Enzym bakterielle

Transglutaminase ist sehr vielseitig. Somit kdénnen verschiedene Strukturen mit
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primarer Aminfunktion als Lysinsurrogate BTG-vermittelt umgesetzt werden.!'8%13]
Bei der Reaktionsfiihrung ist auf die Kaliumempfindlichkeit der BTG und auf deren
pH-Optimum (~ pH 8) im leicht basischen pH-Bereich zu achten.
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1.4 Biokonjugation iliber Bioorthogonale Reaktionen

Die Darstellung von Protein/Peptid-Polymer-Konjugaten ist in vielen Bereichen
der Biotechnologie und der Nanomedizin von groBem Interesse. Dies umfasst unter
anderem die PEGylierung von therapeutisch relevanten Proteinen!?’8%! fiir eine ver-
besserte Stabilitdt und verringerte Immunogenitat, die Entwicklung von Biosenso-
ren'* oder auch die Anbindung von Zielstrukturen (Antikdrper, Signalpeptide) an
polymere Trager fiir den Wirkstofftransport.!°216%.19°]

Die medizinische Relevanz von homogenen Biokonjugaten und Methoden zur
spezifischen, regioselektiven Proteinmodifizierung am Beispiel der IgG-Antikorper
wurden ausflhrlich in Kapitel 1.3.4 erldutert. Dieses Kapitel befasst sich mit der
chemischen Ligation von synthetischen und naturlichen Polymeren lUber bioorthogo-
nale Reaktionen.'7¢197 Voraussetzungen fir eine Konjugation mit einem Biomolekdl
ist eine chemoselektive Reaktion, die keine Nebenreaktionen aufgrund der Multifunk-
tionalitat im Protein bzw. im Polymer zuldsst. Des Weiteren sind milde Reaktionsbe-
dingungen in wassrigem Medium unter physiologischem pH-Wert (~ pH 7) und Tem-
peraturen von ca. 37 °C erforderlich, um die Unversehrtheit bzw. die Aktivitét des Pro-
teins bzw. des Biomolekils zu gewahrleisten. AuBerdem sollte die Reaktion ausrei-
chend schnell (innerhalb von Minuten) und mit hohen Ausbeuten ablaufen, um
beispielsweise intrazellulére Prozesse Uber Proteinmarkierungen visualisieren zu

kdnnen, bevor Metabolisierungsprozesse eintreten.

Neben der von Bertozzi und Mitarbeitern!'?®! entwickelten bioorthogonalen Stau-
dinger Ligation fur in vivo-Markierungsprozesse tber die Reaktion von Aziden und
Phosphinen hat sich das von Sharpless, Kolb und Finnl'??1 2001 gepragte Konzept der
Click-Chemie fir selektive Biokonjugationen mit hohen Reaktionsgeschwindigkeiten
in vielen Bereichen etabliert. Dazu gehort die klassische Huisgen!2% 1,3-dipolare Cyc-
loaddition, die durch Sharpless und Kollegen!'??! sowie von der Gruppe um Morten
Meldall?®" zur kupferkatalysierten Cycloaddition von Alkinen und Aziden (CuAAC)
weiterentwickelt wurde. Die Metallkatalyse generiert eine regioselektive Cycloaddi-
tion und drastisch gesteigerte Reaktionsraten (k ~ 10-100 M"s").1202l Weijtere energe-
tisch begulnstigte Reaktionen aus der Click-Chemie sind unter anderem Diels-Alder-

Reaktionen, 203204 Thiol-En-Reaktionen!?%! und Oximbildungen.!'’?!

Die Azidgruppe nimmt eine vorherrschende Rolle im Bereich der bioorthogona-
len Reaktionen ein.!® Aufgrund der geringen GréBe und der chemischen Inertheit
gegenuber funktionalen Gruppen in Biomolekilen eignet sich diese besonders gut
zur Modifizierung von Proteinen ohne Einfluss auf deren Struktur oder Funktion zu
nehmen. Die intrinsisch hohe Reaktivitat als 1,3-Dipol und ihre Stabilitét in wassrigen

Systemen zeichnen den Vorteil von Azidgruppen in Biokonjugationen aus.
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Die zelltoxische Wirkung des Kupfer(l)-Katalysators in der effizienten CUAAC limi-
tiert die Anwendung der Reaktion in vivo. Somit gewann das durch Bertozzi und Mit-
arbeiter'?%®l maBgeblich gepragte Konzept der kupferfreien Click-Chemie fiir solche
Anwendung zunehmend an Bedeutung. Die Aktivierung des Alkins fur eine katalysa-
torfreie [3+2]-Cycloaddition mit Aziden gelang Uber die hervorgerufene Ringspan-
nung von Cyclooctinen (siehe Abbildung 14). Durch Modifikationen des Cyclooctins
mit elektronenziehenden Fluorsubstituenten (DIFO)?%”) in ortho-Position oder auch
durch die von Boons und Mitarbeitern!?®®! entwickelten Dibenzocyclooctine (DIBO,
DIBAC) konnte die Reaktivitat der ringgespannten Alkine weiter erhoht werden und
fuhrte zu gesteigerten Reaktionsraten (vgl. Tabelle 1).

A SPAAC (strain-promoted alkyne-azide-cycloaddition)
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Abbildung 14. Bioorthogonale Reaktionen. A) SPAA. B) IEDDA.

Die ringgespannte Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC, strain-promoted alkyne-
azide-cycloaddition) mit Cyclooctinderivaten verlauft ohne Metallkatalyse nicht regio-
spezifisch und fihrt zu zwei regioisomeren 1,2,3-Triazolen (siehe Abbildung 14A).
Dennoch zeigt die bioorthogonale SPPAC typische Merkmale der Click-Chemie, wie
Chemoselektivitat, milde Reaktionsbedingungen und schnelle Reaktionsumsatze
(k ~102-1M1s")29% ynd macht diese Ligationsmethode attraktiv zur Synthese von
Biokonjugaten.20¢!

Eine weitere bioorthogonale Reaktion aus dem Konzept der kupferfreien Click-Che-
mie ist die inverse Diels-Alder-Reaktion mit Elektronenmangel (IEDDA, inverse elect-
ron-demand Diels-Alder-cycloaddition) von trans-Cyclooctenen und 1,2,4,5-Tetrazi-
nen (siehe Abbildung 14B).2"02111 Umgekehrt zur normalen Diels-Alder-Reaktion
erfolgt die inverse Diels-Alder-Reaktion mit Elektronenmangel zwischen elektronen-
armen Dienen (Tetrazinen) und elektronenreichen Dienophilen (Olefinen).'?! Im Fall

der trans-Cyclooctene ist die hohe Reaktivitdt auf die Ringspannung innerhalb der
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Einleitung

trans-Konformation des Achtrings zurlickzufiihren. Nach der Ausbildung eines bicyc-
lischen Ubergangszustandes durch Cycloaddition, erfolgt eine Retro-Diels-Alder-
Reaktion unter Eliminierung von Stickstoff, die die Reaktion irreversibel macht. Es ent-
steht das 4,5-Dihydropyridazinderivat, das zu den 1,4-Dihydropyridazinen isomeri-
siert. Optional kann anschlieBend zum aromatischen Pyridazindervivat oxidiert wer-
den. Die IEDDA-Cycloaddition zeichnet sich neben ihrer Chemoselektivitat besonders
durch ihre hohen Reaktionsraten von k ~ 1-10¢ M s"1218] fir Biokonjugationen von

Proteinen oder auch im Bereich des in vivo-Pretargetings aus (vgl. Tabelle 1).1211.214]

Tabelle 1. Geschwindigkeitskonstanten verschiedener bioorthogonaler Reaktionen.

Geschwindigkeitskonstante k
Referenz
(M's7)

Staudinger Ligation ~103 [215]
SPAAC ~ 102-1 [209]
CuAAC ~10-100 [202]
IEDDA ~1-10¢ [213]
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2 Motivation und Zielsetzung

Die Entwicklung von polymerbasierten Transfektionsagenzien als sogenannte
Nanovakzine in der Tumorimmuntherapie steht im Interesse aktueller Forschung. Die
Induktion einer Anti-Tumorimmunantwort mittels mRNA- bzw. pDNA-Vakzinen er-
moglicht neben der Bekampfung von malignen Zellen solider Tumore ebenfalls die
Adressierung von metastasierenden Zellen, die haufig fir einen ausbleibenden The-

rapieerfolg verantwortlich sind.

Die von K. Tappertzhofen et al.l®”! entwickelten Poly-L-lysin-block-Poly(N-(2-hydro-
xypropyl)methacrylat) Blockcopolymere konnten in Form von pDNA-Polyplexen
bereits erfolgreich zur Transfektion von HEK-293T Zellen eingesetzt werden. Dabei
dient die kationische Poly-L-lysin-Einheit zur Komplexierung der negativ geladenen
Nukleinsdure und der hydrophile Poly(HPMA)-Block zur Abschirmung der Ladung des
Polyionenkomplexes. In dieser Arbeit soll die hohe chemische Flexibilitat in der Syn-
these der polymeren Transfektionsvektoren genutzt werden, um diese mit funktiona-
len Elementen zu modifizieren, die eine selektive pDNA/MRNA-Transfektion von
dendritischen Immunzellen erméglichen. Die allgemeiner Darstellung der P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymere erfolgt tiber die Kombination von Ringéffnungspolymeri-
sation von N-g-(Boc)-L-Lysin N-carboxyanhydrid und RAFT-Polymerisation von Penta-
fluorphenylmethacrylat. Der PFPMA-Reaktivesteransatz bietet den Vorteil, dass neben
der polymeranalogen Umsetzung zur Poly(HPMA)-Einheit im selben Reaktionsschritt
weitere Funktionalitaten, wie z. B. Fluoreszenzfarbstoffe Gber sequentielle Aminolyse

in das Polymer eingebracht werden kénnen.

Zur Steigerung der Transfektionseffizienz wird der Einbau einer sdurelabilen
Hydrazongruppe innerhalb des P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers evaluiert. Die
pH-induzierte Hydrolyse des Hydrazons im sauren Endosomenmilieu bei pH 5-6 soll
zur Abspaltung der abschirmenden Poly(HPMA)-Hille fihren und folglich Gber ioni-
sche Wechselwirkungen des geladenen Polyplexes mit der Endosomenmembran
eine verbesserte Freisetzung ins Zytosol bewirken. In einem weiteren Projekt soll die
partielle Funktionalisierung der Poly-L-lysin-Einheit mit thiolreaktiven 2-(Pyridyldithio)-
propionat-(PDP) Gruppen zu einer reversible Kernvernetzung der Polyplexe genutzt
werden. Im Allgemeinen tragen Disulfidvernetzungen zu einer verbesserten extrazel-
lularen Stabilitat der Systeme bei und sie konnen aufgrund des erhdhten Reduktions-
potentials im Zellinneren durch die 50-1000-fach héhere Glutathionkonzentration im
Vergleich zum Extrazellularraum reversibel gespalten werden. Die damit verbundene
Disassemblierung der Polyplexe soll die Freisetzung der Nukleinsdure unterstiitzen
und schlieBlich die Transfektionseffizienz steigern. In dieser Arbeit wird die Disulfid-
vernetzung der PDP-modifizierten P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere Uber den

Einsatz des endosomolytisch-aktiven LAH4-L1-Peptid als Dithiol-Vernetzer evaluiert.
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Fir eine spezifische Adressierung von dendritischen Immunzellen sollen die
P(Lys)-b-P(HPMA)-basierten Nanovakzine mit DEC205-Antikdrpern als Zielstrukturen
modifiziert werden. Aufgrund ihrer hohen Rezeptorbindungsaffinitdt eignen sich
Antikorper besonders gut zum aktiven Targeting. Zusatzlich ist es moglich tber rezep-
torvermittelte Endozytose der antikorperfunktionalisierten Polyplexe die Transfektion
weiterhin positiv zu beeinflussen. Fur die selektive Konjugation der DEC205-Antikor-
per als multifunktionale Biomakromolekile bedarf es einer bioorthogonalen Reak-
tion, die chemoselektiv, mit hoher Reaktionsgeschwindigkeit und unter physiologi-
schen Bedingungen ablauft. Dafiir wurde das Konzept der ringgespannten Alkin-
Azid-Cycloaddition (SPAAC, strain-promoted alkyne-azide-cycloaddition) zwischen
azidfunktionalisierten Polyplexen und dibenzocyclooctin-(DBCO) modifizierten
DEC205-Antikérpern gewahlt.

Auf Seite der Blockcopolymersynthese erfolgt die Azidmodifizierung tber poly-
meranaloge Reaktionen. Zum einen werden statistisch verteilte Azidgruppen in den
Poly(HPMA)-Block Giber Aminolyse des Reaktivesters eingebracht und zum anderen
die Polymerendgruppe Gber Amidkupplung mit Azid modifiziert. Die Anbindung von
DBCO-Gruppen an DEC205-Antikdrper Uber einen zweistufigen enzymatischen
Modifizierungsprozess mit Peptid-N-Glykosidase F und bakterieller Transglutaminase
ermoglicht die regioselektive Funktionalisierung an zwei definierten Aminosaurepo-
sitionen (GIn295) im Fc-Teil des IgG-Antikorpers. Diese spezifische, enzymatische
Antikorperfunktionalisierung bietet den Vorteil der Synthese von homogenen Konju-
gaten, die hinsichtlich des Einflusses auf die pharmakokinetische Eigenschaften eine
wichtige Rolle spielen kénnen. Darliber hinaus sollte die DBCO-Modifizierung im
Fc-Teil des DEC205-Antikorpers dessen Rezeptorbindung tber den Fab-Teil in seiner
Funktion als Zielstruktur in der Adressierung von dendritischen Immunzellen nicht
beeinflussen.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Synthese von P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren -
Azidfunktionalisierung

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Synthese und Modifizierung von Poly-L-ly-
sin-b-Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylat) Blockcopolymeren (P(Lys)-b-P(HPMA))
Uber kombinierte Polymerisationstechniken von RAFT-Polymerisation (reversible
addition-fragmentation chain transter polymerization) und Ringéffnungspolymerisa-
tion von N-Carboxyanhydriden. [l P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere sind aufgrund
ihrer chemischen und strukturellen Eigenschaften dazu befahigt als polymerbasierte
Vektoren polyanionische Nukleinsduren, wie Plasmid-DNA (pDNA) oder Messenger-
RNA (mRNA) unter Ausbildung von Polyionenkomplexen (Polyplexe) einzuschlieBen
(Abbildung 15A, vgl. Kapitel 1.2.2). Die physikochemische Charakterisierung P(Lys)-
b-P(HPMA)-basierter pDNA- und mRNA-Polyplexe und die in vitro-Evaluierung zur An-

wendung als polymerbasierte Transfektionsagenzien werden in Kapitel 3.2 diskutiert.

A Polyplexbildung B Konjugation liber SPAAC

N.
i !
P(Lys)-b-P(HPMA)-N,(stat) &

PDNA/ mRNA N, N, aDEC205-DBCO

+

+ + 4+
\/\/\/\/\N,

++ ¥ +

P(Lys)-b-P(HPMA)-N (end)
Azid-Polyplex Polyplex-aDEC205-Konjugat

Abbildung 15. A) Polyplexbildung mit P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat/end). B) SPAAC von Azid-Polyplex und
aDEC205-DBCO.

Ziel dieser Arbeit war die Funktionalisierung der P(Lys)-b-P(HPMA)-basierten
Polyplexe mit DEC205-Antikérpernt®°2 als Zielstrukturen fir dendritische Zellen im
Rahmen der Tumorimmuntherapie (vgl. Kapitel 1.2.1). In einer bioorthogonalen, ring-
gespannten Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC, strain-promoted alkyne-azide-cycload-
dition) sollen azidfunktionalisierte Polyplexe mit Dibenzocyclooctin-(DBCO) modifi-
zierten DEC205-Antikérpern umgesetzt werden (Abbildung 15B). Die regioselektive
Anbindung von DBCO-Gruppen an IgG-Antikorper wird in Kapitel 3.4 beschrieben.

Die EinfUhrung bioorthogonaler Azidgruppen in den Polyplex erfolgte Uber
unterschiedliche polymeranaloge Reaktionen innerhalb der P(Lys)-b-P(HPMA) Block-
copolymersynthese. Es wurden die azidfunktionalisierte Blockcopolymere: P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) hergestellt, die sich in Anzahl und
Position der Azidgruppen unterscheiden (siehe Abbildung 15).
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Das Reaktionsschema in Abbildung 16 gibt einen Uberblick tiber die vollstindige
Synthese der P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere mit unterschiedlichen Azidfunktio-
nalisierungen und der optionalen Einfihrung von Fluoreszenzfarbstoffen.l87-21¢ |m ers-
ten Schritt (A) erfolgte die Synthese des makromolekularen Kettentransferreagenzes
fur die RAFT-Polymerisation. N-g-(Boc)-L-Lysin N-carboxyanhydrid (Lys(Boc)-NCA) (1)
wurde als cyclisches Monomer in einer Ringéffnungspolymerisation mit Neopentyla-
min als Amininitiator zu Poly(N-g-(Boc)-L-lysin) (P(Lys(Boc))) (2) polymerisiert. Die An-
bindung des Dithiobenzoylesters als funktionale CTA-Einheit erfolgte an die Amino-
endgruppe des Poly-L-lysin-Homopolymers tber die Umsetzung mit Pentafluorphe-
nyl-4-phenylthiocarbonyl-4-cyanovaleriansaure (PFP-CTA). AnschlieBend wurde der
makromolekulare P(Lys(Boc))-CTA (3) in einer RAFT-Polymerisation von Pentafluor-
phenylmethacrylat (PFPMA) mit Azobis(isobutyronitril) (AIBN) als Initiator zum Reakti-
vester-Blockcopolymer P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA (4a) umgesetzt (B). In einer radi-
kalischen Substitutionsreaktion mit 4,4-Azobis(4-caynovaleriansaure) (ACVA) wurde
die Dithioesterendgruppe am Blockcopolymer abgespalten und es resultierte
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) (4b) mit Carboxylendgruppe. In den nachfolgenden polymer-
analogen Reaktionen (C) wurde zum einen die PFPMA-Reaktivestereinheit durch Ami-
nolyse mit 2-Hydroxypropylamin (HPA) in den hydrophilen HPMA-Block zu
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (4c) Gberfihrt. An dieser Stelle konnen optional auch Fluores-
zenzfarbstoffe, wie Oregon Green 488 Cadaverin partiell Gber Aminolyse in das Block-
copolymer eingebracht werden (siehe Kapitel 3.1.3). Des Weiteren dienten polymer-
analoge Umsetzungen zur Einfihrung von Azidfunktionalitaten in das P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA) Blockcopolymer. Es wurden zwei unterschiedliche azidmodifizierte Blockco-
polymere hergestellt, die in Anzahl und Position der Azidgruppen variieren. Zum
einen wurden mehrere Azidgruppen Uber Aminolyse mit O-(2-aminoethyl)-O’-
(2-azidoethyl)-pentaethylenglykol (NH2-PEG4-N3) mit 15 mol-% statistisch in den
PFPMA-Block eingefiihrt und anschlieBend mit HPA vollstandig zu P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA)-Ns(stat) (5a) umgesetzt. Zum anderen wurde die Carboxylendgruppe von
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (4c) genutzt, um eine endstandige Azidgruppe am Blockcopo-
lymer zu generieren. Dazu wurde NH,-PEG4-N3 als Azidkomponente in einer Amid-
kupplung mit der Carboxylendgruppe am Blockcopolymer zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
Ns(end)(6a) umgesetzt. Das Entfernen der Boc-Schutzgruppe in den jeweiligen Block-
copolymeren erfolgte unter HCl-sauren Reaktionsbedingungen und resultierte in
kationischen azidfunktionalisierten Blockcopolymeren von P(Lys)-b-P(HPMA)-N;(stat)
(5b) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) (6b).
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Abbildung 16. A) Ringéffnungspolymerisation von Lys(Boc)-NCA (1) zu P(Lys(Boc)) (2) und Umsetzung
zum makromolekularen Kettentransferreagenz P(Lys(Boc))-CTA (3). B) RAFT-Polymerisation von PFPMA
zum Reaktivester-Blockcopolymer P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) (4b). C) Diverse polymeranaloge Umsetzun-
gen zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (4c), P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) (5b) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) (6b).
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3.1.1 Synthese des Makromolekularen Kettentransferreagenzes:
Poly-L-Lysin(Boc)-CTA

o,

N N

OJ? )</NH2 K/\g:)f;[F ’

s
N NH F >
04} DMF,10°C,2d \l/\#‘\(RH DMF,RT,1d \I/\J)kg\i)\n/\)()b
:?)NH

%

Abbildung 17. Synthese von P(Lys(Boc))-CTA.

Die allgemeine Darstellung der P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere erfolgte Gber
RAFT-Polymerisation des Reaktivestermonomers PFPMA mit dem makromolekularen
Kettentransferreagenz P(Lys(Boc))-CTA.

Dafir wurde N-g-(Boc)-L-Lysin N-carboxyanhydrid, das cyclische Anhydrid der
Boc-geschiitzten Aminosaure Lysin in einer Ringéffnungspolymerisation mit Neopen-
tylamin als Initiator polymerisiert und anschlieBend am Aminoterminus mit einer
Dithiobenzoatgruppe zum CTA funktionalisiert (Abbildung 17).

Das Monomer N-g-(Boc)-L-Lysin N-carboxyanhydrid wurde nach Literatur?'”] hergestellt
und von der Arbeitsgruppe . am Institut fir Organische Chemie der JGU Mainz freund-

licherweise zur Verfiigung gestellt.

Vorarbeiten zeigten unter verschiedenen P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren
die beste Transfektionseffizienz an HEK-293T Zellen fur eine Kettenlange von 30 Wie-
derholungseinheiten fir den Poly-L-lysin-Block.®”} Demzufolge wurde fir die Poly-
merisation des Lys(Boc)-NCAs ein Polymerisationsgrad von P, = 30 angestrebt und im

Reaktionsansatz Uber die Menge an Initiator nach Gleichung 1 eingestellt.

[M,]

b= (1)

mit Mo als Stoffmengenkonzentration des Monomers und g als Stoffmengenkonzentration des

[nitiators.
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Der Reaktionsfortschritt wurde mittels IR-Spektroskopie Uber die Abnahme bzw.
das vollstandige Verschwinden der beiden NCA-Carbonylbanden bei 1853 cm™ und

1786 cm™ verfolgt. Nach 2 d (44 h) war die Umsetzung zu P(Lys(Boc)) vollstandig (Ab-
bildung 18).

PEEY
DAt N

1853 cm’

|
1786 cm’

L n 1 L 1 L 1 L 1 L I L I
1900 1850 1800 1750 1700 1650 1600

Wellenzahl (cm™)

Abbildung 18. IR-Spektrum: NCA-Polymerisation von Lys(Boc)-NCA nach 0 h, 20 h und 44 h.

Mittels "H-NMR-Spektroskopie (Abbildung 19A) konnte tber das Endgruppen-
signal der tert-Butylgruppe (B) und das Signal der Methylengruppe (A) der Wiederho-
lungseinheit ein Polymerisationsgrad von P, = 33 bestatigt werden. Dieser liegt in
guter Ubereinstimmung mit dem angestrebten Wert von 30 Wiederholungseinheiten
und verdeutlicht damit den kontrollierten Charakter der Ringoffnungspolymerisation
zur Darstellung von Polypeptiden Gber NCA-Polymerisation.
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Abbildung 19. "H-NMR: A) P(Lys(Boc)) in DMSO-d,. B) P(Lys(Boc))-CTA in DMSO-d.

Zur Einfihrung der Dithiobenzoatgruppe wurde die Aminoendgruppe von
P(Lys(Boc)) unter stark basischen Reaktionsbedingungen mit N,N,N’,N’*-Tetramethyl-
1,8-Naphthalindiamin und Pentafluorphenyl-4-phenylthiocarbonyl-4-cyanovalerian-
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sédure umgesetzt. Das "H-NMR-Spektrum (Abbildung 19B) bestatigt im Rahmen der
Messgenauigkeit eine vollstdandige CTA-Endgruppenfunktionalisierung des Lysinpo-
lymers Uber das Integral der tert-Butylgruppe (B) des Initiators und der Integrale der
ortho- (C), para- (D) und meta- (E) Phenylprotonen im Verhaltnis 2:1:2.

Tabelle 2. Charakterisierung von P(Lys(Boc)) und P(Lys(Boc))-CTA.

(MolMlo]  Xoamr?®  Mogumry® (9/mol)  Myare)®(g/mol)  Bigpe)®

P(Lys(Boc)) 30 33 7654 8046 1,21
P(Lys(Boc))-CTA - 33 7916 7590 1,24

a: "TH-NMR in DMSO-d,. b: GPC in HFIP.

Die Charakterisierung der beiden Polymere tber Gelpermeationschromatogra-
phie (GPC) in Hexafluorisopropanol (HFIP) in Abbildung 20 zeigt sowohl fir
P(Lys(Boc)) (gestrichelt) als auch fiir den P(Lys(Boc))-CTA nach der Endgruppenmodi-
fizierung (schwarz) eine monomodale Molekulargewichtsverteilungen mit Dispersita-
ten von B = 1,21 bzw. B = 1,24. Das Signal geringer Intensitat im niedermolekularen
Bereich bei einem Elutionsvolumen von ca.20 mL im Elugramm von P(Lys(Boc))
konnte der coiled-Konformation des Polylysins zugeordnet werden, die bei relativ
geringen Kettenlangen im Bereich von P, ~ 30 zusatzlich neben der a-Helix-Konfor-

mation des Polypeptids vorliegt.!®!

----- P(Lys(Boc))
—— P(Lys(Boc))-CTA

UVD: 230 nm (a.u.) normal.

17 18 19 20
Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 20. GPC in HFIP: P(Lys(Boc)) (gestrichelt) und P(Lys(Boc))-CTA (schwarz).
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3.1.2 RAFT-Polymerisation von PFPMA:
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)

3.1.2.1 Synthese von Pentafluorphenylmethacrylat: PFPMA

OH F
Ao el
—_—
o F r F  Dbcm,RT,12h Of F
F

Abbildung 21. Synthese des PFPMA Monomers.

Das Reaktivestermonomer PFPMA wurde wie in Kapitel 5.3 beschrieben nach
Literatur hergestellt."™ Methacrylsaurechlorid wurde mit Pentafluorphenol in einer
basisch katalysierten nukleophilen Substitution mit Triethylamin (TEA) zu Pentafluor-
phenylmethacrylat umgesetzt (Abbildung 21). Die Charakterisierung tber 'H- und
""F-NMR-Spektroskopie in Abbildung 22 bestatigt Gber die zugeordneten Protonen-
signale (A-C) und Fluorsignale (D-F) eine erfolgreiche Darstellung von PFPMA.

o]

(8}

8 7o) o ©
(=} < ©

© ) - a ~ s

[ < =Y D 0 i 2 8

N © 0 q - - - -

c D
F C

>
©
F3
>T
\
O:
m O
é m
n
m -
o
m
-

L] . 1 J |

1.00 1.01 3.00 2.00 1.05 2.02

75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 30 25 20 15 1.0 -153.0 -154.5 -156.0 -157.5_ -159.0 -160.5 -162.0 -163.5
3 (ppm) 8 (ppm

Abbildung 22. A) "H-NMR von PFPMA in CDCl3. B) "F-NMR von PFPMA in CDCls.
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3.1.2.2 RAFT-Polymerisation von PFPMA mit P(Lys(Boc))-CTA

F
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Abbildung 23. RAFT-Polymerisation von PFPMA mit P(Lys(Boc))-CTA und Entfernen der Dithioesterend-
gruppe.

Die Synthese des P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorldufer-Blockcopolymers erfolgte
Uber RAFT-Polymerisation mit dem in Kapitel 3.1.1 hergestellten makromolekularen
Kettentransferreagenz P(Lys(Boc))-CTA und AIBN als Initiator (siehe Abbildung 23). In
der RAFT-Polymerisation ist es notwendig mit absolutierten Losungsmitteln zu arbei-
ten, da die Anwesenheit von Stabilisatoren die radikalische Polymerisation stéren.
Deshalb wurde z. B. fir alle Aufarbeitungsschritte von P(Lys(Boc)) bzw. P(Lys(Boc))-
CTA ausschlieBlich destillierter Diethylether verwendet. Aufgrund der Hydrolyse-
empfindlichkeit des Pentafluorphenylesters ist sowohl bei der PFPMA-Polymerisation
als auch bei den anschlieBenden polymeranalogen Reaktionen darauf zu achten, mit
wasserfreien Lésungsmitteln und Reagenzien zu arbeiten > Als Losungsmittel fur die
RAFT-Polymerisation wurde ein Gemisch aus abs. 1,4-Dioxan und abs. Trifluorethanol
(TFE) im Verhaltnis 5:1 verwendet, wobei letzteres als polar protisches Losungsmittel
die Loslichkeit von P(Lys(Boc))-CTA verbesserte.

Die Reaktionslosung aus Monomer, CTA und Initiator wurde dreimal unter Stick-
stoff eingefroren und am Hochvakuum entgast. Uber diese sogenannten freeze-
pump-thaw-Zyklen kann geloster Sauerstoff, der als Diradikal die kontrollierte radika-

lische Polymerisation stort, aus der Reaktionslosung entfernt werden.

Fir die spatere Anwendung der P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymere als
polymerbasierte Vektoren zur Komplexierung von Nukleinsauren hat sich ein geeig-
netes Blocklangenverhaltnis von 1:6 herausgestellt.®”] Demnach wurde fur das
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorldufer-Polymer mit einem Poly-L-lysin-Block von ca. 30
Wiederholungseinheiten ein Polymerisationsgrad des PFPMA-Blocks von 180 Einhei-

ten angestrebt. Unter der Annahme eines Polymerisationsumsatzes von 50 % (p = 0,5)
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wurden unter Berlcksichtigung von Gl. 2 Monomer, CTA und Initiator in einem
typischen Reaktionsansatz im Verhaltnis (360:1:1/3) eingesetzt (vgl. Kapitel 5.5.1).

p - [Mo]

B = ToTa, (2)

In klassischen RAFT-Polymerisationen mit niedermolekularen Kettentransferrea-
genzien liegt das Verhaltnis von Initiator zu CTA zwischen 1:10 bis 1:5. Fir eine erfolg-
reiche RAFT-Polymerisation von PFPMA mit P(Lys(Boc)) als makromolekularem CTA
nach Abbildung 23 wurde der Initiatoranteil erhéht und die Polymerisation erfolgte
bei einem Initiator zu CTA Verhéltnis von 1:3.

Der Reaktionsfortschritt der RAFT-Polymerisation konnte aufgrund des fluorierten
Monomers mittels ""F-NMR-Spektroskopie verfolgt werden (sieche Abbildung 24).
Nach zwei Tagen war kein Fortschreiten der Reaktion mehr zu detektieren und die
Polymerisation wurde bei durchschnittlichen Umsatzen zwischen 30-45 % beendet.
Die Fluor-Signale des Monomers treten als scharfe Signale auf (A, B und C), wohinge-
gen die Fluor-Signale von polymerisiertem PFPMA aufgrund der erhéhten Relaxa-
tionszeiten als verbreiterte Signale auftreten (a, b und c). Die Berechnung des Umsat-
zes erfolgte am para-Fluoratom (B, b) durch das Verhaltnis des Integrals (b) zum
Integral aus (B+b) und bestatigte einen Umsatz von 46 %. Somit ergab sich fir den
PFPMA-Block nach Gleichung 2 mit p = 0,46 ein Polymerisationsgrad von P, = 165.
Demnach wurde fir das P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorlaufer-Polymer ein Blocklangen-
verhéltnis von 33:165 (1:5) erhalten.
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Abbildung 24. ""F-NMR: Umsatz der RAFT-Polymerisation von PFPMA in CDCls.
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Das Entfernen der Gber den CTA eingefiihrten Dithiobenzoatgruppe des Reakti-
vester-Blockcopolymers erfolgte (iber die Umsetzung mit einem Uberschuss an ACVA
(4,4'-Azobis(4-cyanovaleriansaure)) als Diazoverbindung in einer radikalischen Substi-
tutionsreaktion (siehe Abbildung 23). Dies ist notwendig, um unerwiinschte Nebenre-
aktionen in den folgenden polymeranalogen Umsetzungen zu vermeiden, da die
Dithioestereinheit fir viele Nukleophile ein reaktives elektrophiles Reaktionszentrum
bietet.!?'® Darlber hinaus ist eine zelltoxische Wirkung der Dithioesterendgruppe von
RAFT-Polymeren bekannt.?'! Die Umsetzung des Blockcopolymers mit ACVA als
entsprechende Diazoverbindung bietet die Moglichkeit zur Einfihrung einer endstén-
digen Carboxylgruppe, die in weiteren Reaktionen zur Endgruppenmodifizierung
verwendet wurde (vgl. Kapitel 3.1.4.2).

Die charakteristische Rosafarbung des Reaktivester-Blockcopolymers wird durch
die Dithiobenzoatgruppe hervorgerufen und kann Gber UV/VIS-Spektroskopie mittels
der Absorptionsbanden bei 303 nm und 503 nm detektiert werden.!?2%! Somit konnte
das erfolgreiche Entfernen der CTA-Dithioesterendgruppe in P(Lys(Boc))-b-
P(PFPMA)-CTA (gestrichelt) Uber das Verschwinden der jeweiligen Signale bei
303 nm bzw. 503 nm fir P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) (schwarz) Gber UV/VIS-Spektrosko-
pie nachgewiesen werden (Abbildung 25).

151
----- P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA
L} 303 nm —— P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)
=10V
3 Y
»5 r | 503 nm
- ‘.
g -. |
2 |
205 3
<
i “\‘ 400 50 00 SQU 600 650
0.0 — e
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Abbildung 25. UV/VIS-Spektren von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA (gestrichelt) und P(Lys(Boc))-b-
P(PFPMA) (schwarz) in THF.

Die Reaktivester-Blockcopolymere P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA und P(Lys(Boc))-
b-P(PFPMA) wurden vor und nach Entfernen der Dithiobenzoatgruppe tber GPC in
THF analysiert (Abbildung 26). Das Entfernen der CTA-Gruppe in der radikalischen
Substitutionsreaktion mit ACVA zeigt keinen Einfluss auf die Integritat des Blockcopo-
lymers. In beiden Fallen ergaben sich monomodale Molekulargewichtsverteilungen
mit Dispersitat von 1,68 bzw. 1,52.
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Tabelle 3. Charakterisierung von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA und P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA).

[Lys)/ Xn(Lys(Boc)y Maunmr? Mo Db

[PFPMA]  X,(PFPMA)uwr®  (g/mol)  (g/mol) era

P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA 1:5 33:165 49496 33774 1,68
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) 1:5 33:165 49469 36109 1,52

a: Berechnet Gber ""F-Umsatz-NMR von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA). b: GPC in THF.

----- P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA
—— P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)
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Abbildung 26. GPC in THF: P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA (gestrichelt) und P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)

(schwarz).

Zusammenfassend konnten P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Blockcopolymere Uber
RAFT-Polymerisation des Reaktivestermonomers PFPMA mit dem polypeptidischen
Kettentransferreagenz P(Lys(Boc))-CTA in einem Blocklangenverhéltnis von 1:5
erfolgreich hergestellt werden. In einer radikalischen Substitutionsreaktion mit ACVA
wurde die Dithiobenzoatgruppe entfernt und eine endstéandige Carboxylgruppe ein-
gefihrt.

In folgenden Kapiteln wird die polymeranaloge Umsetzung der PFPMA-Einheit
zum hydrophilen, biokompatiblen P(HPMA) beschrieben sowie die Azidendgruppen-
funktionalisierung und die statistische Azidmodifizierung innerhalb der HPMA-Ein-
heit.
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3.1.3 Polymeranaloge Umsetzung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)

feved
COOH
\k\HK‘/j:\n/\)((\ojj)j(\)( (1 1mo|%) 2 . \|/\ M‘/_W

F 2) HzN'\/ . TEA NH
0G4ss
HN\?O F E Dioxan/DMSO 35 °C, 3d OH

Abbildung 27. Polymeranaloge Umsetzung von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA).

Wie in Kapitel 1.1.1.1 erldutert, bietet der Reaktivesteransatz liber Poly(penta-
fluorphenylmetharcylat) als Vorlaufer-Polymer die Méglichkeit zur Synthese multifunk-
tionaler Polyamide.l'*?>! Uber Aminolyse mit 2-Hydroxypropylamin (HPA) unter
basischer Katalyse mit Triethylamin wurde das P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorlaufer-
Blockcopolymer zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) polymeranalog umgesetzt (Abbildung 27).
Optional wurde der aminfunktionalisierte Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green 488
Cadaverin (OG488), vor der Umsetzung mit HPA in Stoffmengenkonzentrationen von
0,5-1 mol-% Uber Aminolyse des PFP-Reaktivesters in das P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
Blockcopolymer eingebracht (Abbildung 27, rote Struktur).

Die vollstandige Umsetzung des PFPMA-Blocks wurde mittels "’F-NMR-Spektros-
kopie unmittelbar aus der Reaktionslosung Uberprift (Abbildung 28A). Das bei der
polymeranalogen Umsetzung frei werdende Pentafluorphenolat, das als Triethylamin-
Salz vorliegt, kann Uber drei scharfe Signale der ortho-, meta- und para-Fluoratome
(a, b und c) detektiert werden. Vergleichend mit Abbildung 24 liegen keine verbrei-
terten Fluor-Signale des PFPMA-Polymers mehr vor und bestatigen somit eine voll-
standige Umsetzung des polymeren Reaktivesters. Des Weiteren haben sich auch die
chemischen Verschiebungen der Fluoratome im PFPMA-Monomer (Abbildung 24)
von -154 ppm (ortho-F), -159 ppm (para-F) und -163 ppm (meta-F) im Vergleich zum
Pentafluorphenolat mit-169 ppm (ortho-F), -170 ppm (meta-F) und -185 ppm (para-F)

deutlich verdndert.
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Abbildung 28. A) "F-NMR: Umsatzkontrolle der polymeranalogen Umsetzung in DMSO-d,. B) "H-NMR
von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) in DMSO-d;.

Abbildung 28B zeigt das "H-NMR-Spektrum des gefallten P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
Blockcopolymers. Im Allgemeinen ist die Berechnung des Blocklangenverhaltnisses
bzw. des Molekulargewichtes anhand des "H-NMR-Spektrums nicht moglich, da sich
einige charakteristische Protonensignale beider Blocke tiberlagen (siehe Signal E/E’
und F/F’). Die Signale (A-D) entsprechen Amid- bzw. Hydroxylprotonen und eignen
sich aufgrund ihrer oft verbreiterten Signalform weniger gut. Auch das Endgruppen-
signal der tert-Butylgruppe des Poly-L-lysin-Blocks (I: 0,82 ppm) liegt unter dem
verbreiterten Signal zwischen 0,8-2,3 ppm der Protonen des HPMA-Polymerriickgrats
(H, J) und den Methylengruppen (K) der Polylysinseitenkette. Deshalb wurde das
Molekulargewicht des P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymers tber das Blocklang-
enverhaltnis von 1:5 (Abbildung 24, Tabelle 3) des Vorlaufer-Blockcopolymers
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) mit dem Molekulargewicht der HPMA-Wiederholungseinheit
berechnet (M, = 31 517 g/mol; vgl. Tabelle 4).

===+ P(Lys(Boc))-CTA
—— P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)

UVD: 230 nm (a.u.) normal.

0.0

Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 29. GPC in HFIP: P(Lys(Boc))-CTA (gestrichelt) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (schwarz).
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Hexafluorisopropoanol stellt sowohl fir Polypeptide, wie Polylysin, als auch fur
HPMA-basierte Polymere ein gutes Losungsmittel dar. Abbildung 29 zeigt die Cha-
rakterisierung des P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymers tber Gelpermeations-
chromatographie in HFIP. Das Elugramm von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (schwarz) mit
einem Maximum bei 16,4 mL ist im Vergleich zum P(Lys(Boc))-CTA (gestrichelt) bei
18,5 mL deutlich zu geringeren Elutionsvolumina verschoben. Dies geht mit einer
Zunahme des Molekulargewichtes einher und bestatigt die erfolgreiche Blockcopoly-
mersynthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Gber RAFT-Polymerisation von PFPMA mit
P(Lys(Boc)) als makromolekularem Kettentransferreagenz und anschlieBender poly-
meranaloger Umsetzung. Fir das P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymer zeigt sich

eine monomodale Molekulargewichtsverteilung mit einer Dispersitat von 1,41.

3.1.4 Azidfunktionalisierung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat) und
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end)

Die bioorthogonalen Konjugation von Polyplexen aus P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) und
DBCO-funktionalisierten DEC205-Antikérpern tiber SPAAC nach dem Schema in Ab-
bildung 15 erfordert die Einfihrung von Azidgruppen in die P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
Blockcopolymere. Es wurden zwei azidfunktionalisierte Blockcopolymere tber unter-
schiedliche polymeranaloge Reaktionen hergestellt, die sich in Anzahl und Position

der Azidgruppen unterscheiden.

3.1.4.1 Synthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat)

1 HZN(\/°)/\N3

W 15 m°| % WW
m.
CN
2 “zN'\( , TEA \)NH ,&
KN Fj:i[" Dioxan/DMSO, 35 °C, 3 d OH
[o) F 0. )<L
N3

Abbildung 30. Polymeranaloge Umsetzung von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
N3(stat).

Der PFPMA Reaktivesteransatz wurde entsprechend Abbildung 30 zur Einfiihrung
von statistisch verteilten Azidgruppen in den P(HPMA)-Block Gber Aminolyse verwen-
det. Dafur wurde das P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorlaufer-Blockcopolymer vor der
Umsetzung mit HPA mit 15 mol-%, bezogen auf die PFPMA Reaktivestereinheiten, mit
NH;-PEG¢-N3 (O-(2-aminoethyl)-O’-(2-azidoethyl)-pentaethylenglykol) umgesetzt. Die

sechs Polyethylenglykoleinheiten innerhalb der verwendeten Verbindung sollen als
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hydrophiler, flexibler Linker eine gute Zuganglichkeit der Azidgruppen sowohl im
Blockcopolymer als auch im Polyplex fir nachfolgende Konjugationsreaktionen tiber
SPAAC ermoglichen.

Die erfolgreiche Azidfunktionalisierung des resultierenden P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA)-Ns;(stat) Blockcopolymers konnte qualitativ Gber IR-Spektroskopie nachge-
wiesen werden (Abbildung 31). Das Spektrum des P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat)
Blockcopolymers (schwarz) weist im Vergleich zum Spektrum des unfunktionalisierten
Blockcopolymers eine zusatzliche Bande bei einer Wellenzahl von ca. 2100 cm™ auf,

die der N3-Valenzschwingung zuzuordnen ist (v = 2160-2120 cm™').122"]

----- P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
— P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N (stat)

v(N,)=2100 cm"*

1 1 1 L L L 1 1 L
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wellenzahl (cm™)

Abbildung 31. IR-Spektrum: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (gestrichelt) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Nj(stat)

(schwarz).

Im Vergleich zum Blockcopolymer ohne Azidmodifizierung (Abbildung 32A) zei-
gen die 'H-NMR-Spektren beider azidfunktionalisierten Blockcopolymere:
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) (B) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) (C) (Kapi-
tel 3.1.4.2) ein zusatzliches Signal bei einer chemischen Verschiebung von 3,51 ppm
auf. Dieses Signal entspricht den Methylengruppen des NH,-PEG,4-N3-Linkers, der in
beiden polymeranalogen Reaktionen zur Azidmodifizierung verwendet wurde
(vgl. Abbildung 16).
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P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
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Abbildung 32. "H-NMR: A) P(Lys(Boc))-b-P(HPMA). B) P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat). €) P(Lys)-b-
P(HPMA)-N3(end) in DMSO-dq.

Bei genauerer Betrachtung des "H-NMR-Spektrums des statisch azidfunktionali-
sierten P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) Blockcopolymers in Abbildung 33 sind die
Signale zwischen 3,61 ppm und 3,37 ppm (B1-B3) zwolf von vierzehn Methylengrup-
pen des verwendeten NH,-PEG4-Ns-Linkers zuzuordnen. Uber das Verhaltnis von
Integral B (B1-B3) mit 2,82 fiir 24 Protonen zum Integral von Signal A bei 4,68 ppm,
das dem Proton der Hydroxylgruppe der P(HPMA)-Einheit entspricht, lasst sich die
statistischen Azidfunktionalisierung mit 10,5 % im P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N;(stat)
Blockcopolymers quantifizieren. Bei einem Blocklangenverhaltnis von 1:5 mit
165 HPMA-Wiederholungseinheiten, entspricht das einer Anzahl von ca. 17 Azid-
gruppen im P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) Blockcopolymer. Im Rahmen der Mess-
genauigkeit fir das "H-NMR-Spektrum in Abbildung 33 und der Wahl des Hydro-
xylgruppensignals (A) als unabhangiges Signal der P(HPMA)-Einheit, liegt der berech-
nete Wert von 10,5 % fur die Azidfunktionalisierung in guter Anndherung mit dem

angestrebten Wert von 15 %.
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Abbildung 33. "H-NMR: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Nj(stat) in DMSO-dj,.

3.1.4.2 Synthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end)
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Abbildung 34. Azidendgruppenfunktionalisierung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
Ns(end).

Nach der polymeranalogen Umsetzung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) wurde die end-
standige Carboxylgruppe am P(HPMA)-Block Uber einer Amidkupplung zur Anbin-
dung einer Azidgruppe genutzt. Dabei diente der bifunktionale Linker NH,-PEG¢-N3
als Aminkomponente, der ebenfalls in der statistischen Azidmodifizierung zum Einsatz
kam. In einer klassischen Amidkupplung wurde tUber das Kupplungsreagenz 1-Ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid (EDC) die Carboxylgruppe aktiviert und mit
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) in situ ein Reaktivester gebildet, der anschlieBend in
einer nukleophilen Substitution mit dem NH;-PEG-N3-Amin umgesetzt wurde (Abbil-
dung 34).

Der qualitative Nachweis der Azidgruppe Uber IR-Spektroskopie, in Analogie zu
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) (Abbildung 31) war fir das P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-

N3(end) Blockcopolymer nicht moglich. Dies ist wahrscheinlich auf die geringe Anzahl
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von nur einer Azidfunktionalitat innerhalb des Blockcopolymers zurtickzufihren. Aus
diesem Grund erfolgte der Nachweis der endstandigen Azidgruppe tber die Reak-
tion mit einem DBCO-funktionalisierten Fluoreszenzfarbstoff (Texas Red) und an-
schlieBender Charakterisierung tber GPC mit UV-Detektion bei unterschiedlichen
Wellenlangen (Abbildung 35).

A B

Positivkontrolle
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N,(end) + Texas Red DBCO 025

— P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N,(end): UV Signal: 230 nm

mm-- P(Lys(Boc))-b-P(HF’MA)-NB(end): UV Signal: 590 nm
— Negativkontrolle

P(Lys(Boc))—b—F‘(HPMA)—NB(end) + Texas Red

o b

o o

N} @
T

UVD: 590 nm (a.u.) abs.
o
o

13 14 15 16 17 18 19 20 13 14 15 16 17 18 19
Elutionsvolumen (mL) Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 35. GPC in HFIP: A) UVD (590 nm): Positivkontrolle: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)N;(end) mit Texas
Red DBCO (rot), Negativkontrolle: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)N3(end) mit Texas Red (grau). B) P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA)-N3(end) bei 230 nm (blau) und bei 590 nm (blau gestrichelt).

In einem ersten Schritt wurde Uber die Reaktion der Aminogruppe des Fluores-
zenzfarbstoffs Texas Red Cadaverin mit Dibenzocyclooctin-PEG,4-N-Hydroxysuc-
cinimidylester (DBCO-PEG4-NHS) eine DBCO-Funktionalitdt eingefiihrt. Dieser
DBCO-modifizierte Farbstoff wurde anschlieBend mit P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end)
in einer SPAAC zur Reaktion gebracht. In einer Negativkontrolle wurde das
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) Blockcopolymer unter den gleichen Reaktionsbedin-
gungen mit Texas Red Cadaverin ohne DBCO-Gruppe umgesetzt. Zur Abtrennung
von freiem, nicht umgesetzten Farbstoff wurden beide Ansatze tber Dialyse aufgerei-
nigt, lyophilisiert und tber GPC in HFIP charakterisiert.

Abbildung 35A zeigt fur die Umsetzung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end) und
Texas Red DBCO (rot) eine Absorption des Blockcopolymers tGber UV-Detektion bei
einer Wellenlang von 590 nm, die charakteristisch fiir den Anregungsbereich von
Texas Red ist (almax = 596 nm). Somit konnte eine erfolgreiche SPAAC zwischen beiden
Komponenten bestatigt werden und liefert riickschlieBend einen qualitativen Nach-
weis der Azidendgruppenmodifizierung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) nach Abbil-
dung 34. Das Spektrum der Negativkontrolle (grau) zeigt bei 590 nm keine Absorp-
tion im Bereich des Blockcopolymers und schliet damit eine unspezifische Anlage-

rung des Farbstoffs, z. B. Gber ionische Wechselwirkungen aus.
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 35B zeigt fur das P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end) Blockcopolymer
selbst ein Absorptionsmaximum bei einem Elutionsvolumen von 16,5 mL Giber UV-De-
tektion bei 230 nm (blau). Diese ist auf die charakteristische Absorption der Amid-
gruppen im Blockcopolymer zuriickzufiihren. Hingegen tritt bei einer Wellenldnge
von 590 nm flr das Blockcopolymer selbst keine Absorption auf (blau gestrichelt), die
den qualitativen Nachweis der Azidgruppe durch Anbindung von Texas Red DBCO
Uber UV-Detektion bei 590 nm in Abbildung 35A mdglich machte.

Neben dem qualitativen Nachweis der Azidgruppe von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
N3(end) Uber die SPAAC-Reaktion mit Texas Red DBCO erfolgte eine quantitative
Analytik Gber "TH-NMR-Spektroskopie. Wie in Abbildung 36 dargestellt, zeigt sich auch
im "H-NMR-Spektrum von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) ein Signal bei 3,52 ppm (B)
der Methylengruppen des verwendeten Azidlinkers NH,-PEG¢-N3;. Eine Quantifizie-
rung der endstéandigen Azidfunktionalisierung anhand dieses Signals analog zu
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) in Abbildung 33 ist aufgrund der geringen Signalin-
tensitat und der partiellen Uberlagerung mit dem breiten Wassersignal bei 3,36 ppm
sehr ungenau. Somit stellt die Berechnung eines Funktionalisierungsgrades von
ca. 7 % im P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) Blockcopolymer nur eine grobe Naherung
dar.
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Abbildung 36. "H-NMR: P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) in DMSO-d.

Unter Bericksichtigung der Uber 'H-NMR-Spektroskopie ermittelten Azidfunk-
tionalisierungsgrade und Uber das Blocklangenverhéltnis von 1:5 wurden fir die
Blockcopolymere P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end)
Molekulargewichte von 36 197 g/mol bzw. 31 540 g/mol erhalten (Tabelle 4).
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Tabelle 4. Charakterisierung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA), P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys(Boc))-
b-P(HPMA)-Ns(end).

[Lys)/ Xn(Lys(Boc)y Mamr®  Mugpe)® Db

[HPMAF X (HPMA)uwr®  (g/mol)  (g/mol)

P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) 1:5 33:165 31517 44 675 1,41
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat) 1:5 33:165 36 197* 51 165 1,53
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end) 1:5 33:165 31 540** 48 579 1,58

a: Berechnet Gber ""F-Umsatz-NMR von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA). b: GPC in HFIP.
*/** Berechnung unter Beriicksichtigung der Azidfunktionalisierung (*10,5 % im P(HPMA)-Block und

7 % Endgruppe).

Die Charakterisierung der azidfunktionalisierten Blockcopolymere P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA)-Ns(stat) (rosa) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) (violett) Gber GPC in HFIP
in Abbildung 37 bestatigt monomodale Molekulargewichtsverteilungen mit Polydis-
persitaten von 1,53 bzw. 1,58 (vgl. Tabelle 4). Beide azidfunktionalisierten Blockcopo-
lymere wurden ebenfalls mit OG488 tiber den Reaktivesteransatz fluoreszenzmarkiert

(vgl. Abbildung 27).

15 ===+ P(Lys(Boc))-CTA

—— P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)

—— P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N,(stat)
= — P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N(end)
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Abbildung 37. GPC in HFIP: P(Lys(Boc))-CTA (gestrichelt), P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (schwarz), P(Lys(Boc))-
b-P(HPMA)-Nj(stat) (rosa) und P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) (violett).
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Ergebnisse und Diskussion

3.1.5 Boc-Entschiitzung der P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymere

R oH NG o L
\I/\N OH \1/\
H n o o N Dloxan/MeOH
OH

RT,1d

HijI)/

Abbildung 38. Boc-Entschitzung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) zu P(Lys)-b-P(HPMA).

Der abschlieBende Schritt in der Synthese der P(Lys)-b-P(HPMA) Polymere ist das
Entfernen der Boc-Schutzgruppe im Poly-L-lysin-Block zur Generierung kationischer
Blockcopolymere. Die Entschitzung erfolgte unter HCl-sauren Reaktionsbedingun-
gen unter Freisetzung von CO; und Isobuten (Abbildung 38). Analog dazu wurden
auch die azidfunktionalisierten Blockcopolymere P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N5(stat) und
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) entschiitzt (vgl. Abbildung 16, 5b und éb).
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Abbildung 39. A) "H-NMR: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (oben) und P(Lys)-b-P(HPMA) (unten) in DMSO-dj.
B) GPC in HFIP: P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (gestrichelt) und P(Lys)-b-P(HPMA) (schwarz).

Das Entfernen der Boc-Schutzgruppe wurde ber "H-NMR-Spektroskopie nach-
gewiesen. Abbildung 39A zeigt am Beispiel von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) (oben) eine
erfolgreiche Boc-Entschiitzung durch das Verschwinden der Protonensignale (A) bei
6,66 ppm der Amidgruppe sowie der tert-Butylgruppe (B) bei 1,34 ppm zu P(Lys)-b-
P(HPMA) (unten) an. Das GPC-Elugramm in Abbildung 39B bestatigt ebenfalls am
Beispiel von P(Lys)-b-P(HPMA) den Erhalt der Integritat der Blockcopolymere nach der

Abspaltung der Boc-Schutzgruppe unter sauren Reaktionsbedingungen.
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Die berechneten Molekulargewichte der entschitzten Blockcopolymere:
P(Lys)-b-P(HPMA), P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) sowie die
Uber GPC ermittelten Molekulargewichte und Dispersitaten sind in Tabelle 5 aufge-

listet.

Tabelle 5. Charakterisierung von P(Lys)-b-P(HPMA), P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-
Ns(end).

[Lys) Xn(Lys) Manmr)? Moo

BreP
[HPMAE X, (HPMA)nwmr)? (g/mol) (g/mol)
P(Lys)-b-P(HPMA) 1:5 33:165 28 094 31618 1,42
P(Lys)-b-P(HPMA)-
1:5 33:165 32 861* 44 853 1,51
N3(stat)
P(Lys)-b-P(HPMA)-
1:5 33:165 28 123** 34 371 1,58
N3(end)

a: Berechnet Gber ""F-Umsatz-NMR von P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA). b: GPC in HFIP.
*/** Berechnung unter Beriicksichtigung der Azidfunktionalisierung (*10,5 % im P(HPMA)-Block und
7 % Endgruppe).

Zusammenfassend wurden tiber kombinierte Polymerisationstechniken von NCA-
und RAFT-Polymerisation mit anschlieBenden polymeranalogen Umsetzungen
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere mit einem Blocklangenverhaltnis von 1:5(33:165)
erfolgreich hergestellt. Die statistische Azidfunktionalisierung in P(Lys)-b-P(HPMA)-
Ns(stat) wurde qualitativ Gber IR-Spektroskopie nachgewiesen und tber "H-NMR-
Spektroskopie mit 10,5 % (~17 Azidgruppen pro Blockcopolymer) quantifiziert. Der
Nachweis der endstandigen Azidgruppe in P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) erfolgte Uber
die Reaktion mit einem DBCO-modifizierten Fluoreszenzfarbstoff und wurde mittels
GPC charakterisiert. In grober Ndherung konnte im "H-NMR-Spektrum ein Funktiona-
lisierungsgrad von ca. 7% bestimmt werden.

Die Molekulargewichte zwischen 28 000 und 33 000 g/mol fir die Blockcopoly-
mere P(Lys)-b-P(HPMA), P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end)
in Tabelle 5 wurden Gber NMR-Spektroskopie ("H-NMR von P(Lys(Boc)); vgl. Abbil-
dung 19 A und "F-Umsatz-NMR von PFPMA-Polymerisation; vgl. Abbildung 24) unter
Einbezug aller polymeranalogen Reaktionen berechnet. Die Charakterisierung der
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere tber GPC ergab monomodale Molekularge-

wichtsverteilungen mit Dispersitaten zwischen 1,4 und 1,6.
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Ergebnisse und Diskussion

3.2 Synthese des Hydrazon-CTAs

In einem Nebenprojekt wurde die Synthese eines hydrazonfunktionalisierten
Poly-L-lysin-CTAs evaluiert (siehe Abbildung 40). Der Einbau einer sdurelabilen Hyd-
razongruppe zwischen dem kationischen Poly-L-lysin-Block und der hydrophilen
Poly(HPMA)-Einheit soll die endosomale Freisetzung des Polyplexes begtinstigen und
damit die Transfektionseffizienz des Systems steigern (vgl. Kapitel 1.2.2). Hydrazone
sind unter physiologischen Bedingungen (pH 7,4) stabil und kénnen bei pH-Werten
zwischen 5-6, wie sie in den endosomalen Kompartimenten vorherrschen, gespalten
werden!'"?l Die pH-induzierte Hydrolyse des Hydrazons soll eine Abspaltung der hyd-
rophilen P(HPMA)-Hulle bewirken und tber elektrostatische Wechselwirkungen des
kationischen Polyplexes mit der negativ geladenen Endosomenmembran die Freiset-
zung ins Zytosol unterstiitzen.

Saurelabiles
Hydrazon

2 CN' i ;- o \: |— Dithiobenzoatgruppe
N W “M : als CTA fiir RAFT-
§ "o o o ! E Polymerisation

Basisch spaltbare
TFA-Schutzgruppe

Abbildung 40. P(Lys(TFA))-hydrazon-CTA.

Neben der sdurespaltbaren Hydrazongruppe, sollte der pH-sensitive Polylysin-
CTA mit einer funktionalen Gruppe zur RAFT-Polymerisation, hier der Dithiobenzoat-
gruppe, ausgestattet werden (Abbildung 40). Die im letzten Syntheseschritt bei der
Blockcopolymersynthese durchgefiihrte Boc-Entschiitzung der Polylysineinheit
(vgl. Abbildung 16) unter sauren Reaktionsbedingungen ist fur P(Lys)-b-P(HPMA) mit
saurelabiler Hydrazongruppe nicht moglich. Deshalb wurde Poly-L-lysin mit Trifluor-
acetat-(TFA) Schutzgruppe der e-Aminoseitenkette Gber NCA-Polymerisation herge-
stellt, wobei die TFA-Entschiitzung unter milden basischen Reaktionsbedingungen

erfolgen kann.8
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Abbildung 41. Synthese des Hydrazon-Linkers (Z)-B-Alanin-hydrazon.

Abbildung 41 zeigt das Syntheseschema zur Darstellung des Hydrazon-Linkers
(Z2)-B-Alanin-hydrazon (4) zur nachfolgenden Anbindung an die endstandige Amino-
gruppe von P(Lys(TFA)). Zur Aktivierung der Carbonylgruppe wurde im ersten Schritt
die Carboxylgruppe von (Z)-B-Alanin (1) in einer sdurekatalysierten Veresterung mit
Methanol zu (Z)-B-Alanin-methylester (2) umgesetzt. Die anschlieBende Reaktion von
(2) mit 64 %-iger Hydrazinldsung in Ethanol fihrte in moderaten Ausbeuten zu (Z)-B-
Alanin-hydrazid (3) (Y = 64 %). Die Hydrazonbildung von Hydrazid (3) und 4-Oxo-pen-
tansaure (Lavulinsaure) als Carbonylkomponente erfolgte in Ethanol unter milden

Reaktionsbedingungen in Ausbeuten von 67 %.
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Abbildung 42. A) "H-NMR: (Z)-B-Alanin-hydrazon in DMSO-dg. B) ">N/"H-NMR (HMBC): (Z)-B-Alanin-hyd-
razon in DMSO-dq.

Das '"H-NMR-Spektrum in Abbildung 42A bestatigt die erfolgreiche Synthese des
niedermolekularen (Z)-B-Alanin-hydrazons Uber die zugeordneten Protonensignale
(A-1). Die Aufspaltung des Signals (I) der Methylgruppe weist darauf hin, dass sowohl
E- als auch Z-lsomer der Verbindung vorliegen. Uber die weitere Charakterisierung
mittels 2D-NMR-Spektroskopie in einem 'H/">*N-HMBC (heteronuclear multiple bond
correlation) Experiment (Abbildung 42B) konnten drei Signale der unterschiedlichen
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Ergebnisse und Diskussion

Stickstoffatome innerhalb des Molekils detektiert werden. Die rot markierten Signale
bei einer Verschiebung von ca. 80 ppm ("°N-8) entsprechen dem Stickstoffatom der
NH-Gruppierung des Carbamats (rot/"H-NMR: Signal C). Die blau markierten Signale
bei ca. 170 ppm ("°N-8) sind aufgrund ihrer Wechselwirkung mit dem Protonensignal
(A) ('H-8) bei ~ 10 ppm eindeutig dem Stickstoffatom der NH-Gruppe neben dem
Hydrazon zuzuordnen. In griin sind die am weitesten tieffeldverschobenen Signale
des doppelbindigen Hydrazon-Stickstoffs bei einer chemischen Verschiebung von
ca. 300 ppm dargestellt. Es besteht eine Wechselwirkung zum Wasserstoffkern (A) der
benachbarten NH-Gruppe und zu den Wasserstoffkernen der Methylgruppe ().

4) o o o

0 ©/\OJLH/\)LHNNOH

NH. 0
n oK., L \|/\ g u DIPEA, EDC/HCI \I/\ H . NY\/“ 0\/@
N H - N N’
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5) Lys(TFA)-NCA 6) P(Lys(TFA)) 7) P(Lys(TFA))-hydrazon(2)

Abbildung 43. Synthese von P(Lys(TFA)) (6) Gber Ringoffnungspolymerisation von Lys(TFA)-NCA (5) und
Anbindung von (Z)-B-Alanin-hydrazon (4) zu P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) (7).

Die Synthese von P(Lys(TFA)) (6) erfolgte Gber Ringéffnungspolymerisation von
N-g-Trifluoracetyl-L-lysin-N-carboxyanhydrid (5) mit Neopentylamin als Initiator (Abbil-
dung 43).81 Uber "H-NMR-Spektroskopie konnte ein Polymerisationsgrad von P, = 35
ermittelt werden, der gut mit dem angestrebten Wert von 30 Wiederholungseinhei-
ten Ubereinstimmt. Die Gber GPC in HFIP bestimmte Dispersitat von 1,14 bestatigt die
Darstellung eines engverteilten Poly-L-lysin(TFA) Polymers (vgl. Kapitel 3.1.1).

Das Monomer N-g-(TFA)-L-Lysin N-carboxyanhydrid wurden nach Literatur'®® hergestellt
und von der Arbeitsgruppe . am Institut fir Organische Chemie der JGU Mainz freund-
licherweise zur Verfiigung gestellt.

Die Anbindung des (Z)-B-Alanin-hydrazons (4) erfolgte in einer EDC-vermittelten
Amidkupplung Uber die freie Carboxylgruppe an die endstandige Aminogruppe von
P(Lys(TFA)) (6) (Abbildung 43). Mittels "H-NMR-Spektroskopie konnte tber die Sig-
nale der Z-Schutzgruppe bei 7,34 ppm fir die aromatischen Protonen bzw. 5,01 ppm
fur die Benzyl-CH, Gruppe in Relation zum tert-Butylsignal der Polymerendgruppe ein
Funktionalisierungsgrad zwischen 65-75% berechnet werden (siehe Abbil-
dung 46B). Nach sdulenchromatographischer Aufarbeitung zur Abtrennung von nicht
umgesetzten Polylysin mit Aminendgruppenfunktionalitat wurde P(Lys(TFA))-hydra-
zon(Z) (7) in Ausbeuten von 53 % erhalten.
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Abbildung 44. Experimente zur Z-Entschiitzung an niedermolekularem (Z)-B-Alanin-hydrazon.

Geeignete Reaktionsbedingungen zum Entfernen der Z-Schutzgruppe wurden
zunachst am niedermolekularen (Z)-B-Alanin-hydrazon evaluiert (siehe Abbildung 44).
In der Literatur wird die Entschitzung von N-Benzyloxycarbonyl-(Z) Schutzgruppen
unter milden Reaktionsbedingungen an niedermolekularen Verbindungen tiber pho-
tolytische Spaltung mit UV-Licht beschrieben 22224 |n Ansatz A wurde (Z)-B-Alanin-
hydrazon fir 18 h bei 60 °C mit einer 500 W Hg-Dampflampe belichtet. Um eine saure
Hydrolyse des Hydrazons im Wasser-Methanol Gemisch zu vermeiden, wurde die
Reaktionslésung mit Triethylamin auf pH 8 eingestellt. Ohne weitere Aufarbeitung
wurde eine Probe der Reaktionsldsung tber "H-NMR-Spektroskopie charakterisiert.
Entgegen den Erwartungen zeigte sich jedoch keine Verschiebung der benzylischen
Methylengruppe von 5,01 ppm (vgl. Abbildung 42A) zu ~ 4,5 - 4,6 fir den entstehen-
den Benzylalkohol, was auf eine erfolglose Z-Entschitzung hinweist. Die Analytik Gber
Massenspektrometrie (ESI-MS) bestatigte Gber den detektierten Molekilpeak von
358,17 m/z ([M+Na]*) (vgl. Kapitel 5.8.3) die nicht umgesetzte Ausgangsverbindung
(Z)-B-Alanin-hydrazon. Folglich ist eine photolytische Entschitzung der N-Benzyloxy-
carbonylgruppe fir das synthetisierte (Z)-B-Alanin-hydrazon nicht geeignet.

Eine Z-Entschitzung unter reduktiven Bedingungen mit Pearlman-Katalysator
(Pd(OH),/C) und Wasserstoff (Reaktion B) Giber eine Hydrierblase flihrte bei variablen
Aquivalenten des Katalysators (0,4 eq bis 1 eq) und Reaktionszeiten von 2 h bis 1d
ebenfalls zu keiner erfolgreichen Abspaltung der Z-Schutzgruppe. Uber katalytische
Hydrierung mit (Pd(OH),/C) unter Druck (~ 5 bar) konnte eine 82 %-ige Z-Entschitz-
ung Uber "H-NMR-Spektroskopie tber die Verschiebung der benzylischen Methylen-
gruppe von 5,13 ppm zu 4,31 ppm ermittelt werden. Dennoch belegte das ESI-Mas-
senspektrum neben einer erfolgreichen Abspaltung der Z-Schutzgruppe eine Hydrie-
rung der Hydrazon-Doppelbindung in Verbindung (l), Abbildung 44. Weiterhin
konnte auch Verbindung (ll) mit Z-Schutzgruppe und reduzierter Hydrazongruppe

detektiert werden.
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Die Umsetzung des (Z)-B-Alanin-hydrazons in einer Birch Reduktion!??! (Reak-
tion C) mit dquimolaren Mengen des Reduktionsmittels Natrium resultierte zwar in
einer Z-Entschitzung von (48 %), zeigte aber im ESI-Massenspektrum ebenfalls die
Verbindungen (I) und (ll) mit reduzierter Hydrazongruppe auf. Zusammenfassend
ergab sich fur die reduktiven Z-Entschitzungsversuche mit Wasserstoff und
Pd(OH),/C Katalysator (B) sowie mit Natrium und kondensiertem Ammoniak (Birch
Reduktion C) eine bevorzugte Reduktion der Hydrazongruppe gegentber der reduk-
tiven Spaltung der N-Benzyloxycarbonylgruppe. Damit ist Gber die reduktive Reak-
tionsfihrung (B, C) eine selektive Z-Entschiitzung auszuschlieBen.

Der Reaktionsansatz (D) stellt eine alternative Methode der Z-Entschitzung mit
Trimethylsilyliodid (TMSI) dar.12262271 (7)-B-Alanin-hydrazon wurde mit 3,5 eq TMSI in
abs. DMF umgesetzt. Die Umsatzkontrolle nach 3 h Uber "H-NMR-Spektroskopie
ergab eine vollstandige Z-Entschiitzung Uber die Verschiebung der benzylischen
Methylengruppe von 5,01 ppm zu 4,58 ppm im entstandenen Benzyliodid. Nach
anschlieBender Hydrolyse des Trimethylsilylethers mit Methanol (pH 8 mit NEt;)
wurde die Reaktionslosung Uber ESI-Massenspektrometrie charakterisiert. Neben
dem schwachen Signal bei 226,22 m/z ((M+2+Na]*) fir die Z-entschiitzte, reduzierte
Form in Verbindung (l), zeigte sich ebenfalls ein Signal von 224,21 m/z ([M+Na]*), das
dem Molekilpeak des zwitterionischen Z-entschitzten B-Alanin-hydrazon (lll) ent-
spricht. Somit war Uber die Reaktionsfliihrung in (D) mit TMSI prinzipiell eine Abspal-
tung der Z-Schutzgruppe unter Erhalt der Hydrazongruppe fir niedermolekulares
Z)-B-Alanin-hydrazon maoglich. Daraufhin wurde die Z-Entschiitzung am polymeren
P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) (7) analog mit TMSI durchgefihrt (siehe Abbildung 45A). Die
vollstandige Entschitzung konnte mittels 'H-NMR-Spektroskopie (Abbildung 46C)
Uber das Verschwinden der charakteristischen Signale der N-Benzyloxycarbonyl-
gruppe bei 7,34 ppm und 5,01 ppm bestatigt werden.
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Abbildung 45. A) Entschiitzung von P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) (7) mit TMSI zu P(Lys(TFA))-hydrazon (8).
B) Umsetzung mit PFP-CTA zu P(Lys(TFA))-hydrazon-CTA (9).
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Die anschlieBende Funktionalisierung mit der Dithiobenzoatgruppe als RAFT-Re-
agenz erfolgte Uber die Umsetzung der endstandige Aminogruppe des entschitzten
P(Lys(TFA))-hydrazons (8) mit dem Reaktivester PFP-CTA (Abbildung 45B). Die erfolg-
reiche Anbindung der CTA-Einheit konnte im "H-NMR-Spektrum in Abbildung 46D
Uber die Signale der aromatischen Protonen der Dithiobenzoatgruppe bei einer
chemischen Verschiebung zwischen 7,91-7,48 ppm mit einem Integralverhaltnis von
2:1:2 bestatigt werden.
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Abbildung 46. Ausschnitt der "H-NMR-Spektren in DMSO-d,: A) P(Lys(TFA)). B) P(Lys(TFA))-hydrazon(Z).
C) P(Lys(TFA))-hydrazon. D) P(Lys(TFA))-hydrazon-CTA.

Allerdings konnten Uber "H-NMR-Spektroskopie keine separaten Signale der
Hydrazongruppe unter den verbreiterten Signalen des Polylysins detektiert werden
und auch ein "®N/"H-HMBC-Experiment (vgl. Abbildung 42B) von P(Lys(TFA))-hydra-
zon-CTA (9) gab keinen Aufschluss tber die Integritat des Hydrazons nach der Z-Ent-
schitzung mit TMSI und anschlieBender CTA-Anbindung. Deshalb wurde eine Hy-
drolyse in HCl-saurem Methanol (inkl. 20 % Wasser) Uber Dialyse durchgefihrt
(MWCO 3500 g/mol). Die Spaltung des saurelabilen Hydrazons im P(Lys(TFA))-hydra-
zon-CTA (9) sollte Uber den Verlust der Rosafdarbung des Polymers sowie des Ver-
schwindens der aromatischen CTA-Signale im "H-NMR-Spektrum nachzuweisen sein.
Dennoch zeigten sich sowohl fiir die Dialyse bei pH 5 als auch bei pH 1 nach Aufar-
beitung des Dialysertickstandes im "H-NMR-Spektrum die charakteristischen Proto-
nensignale der Dithiobenzoatgruppe (vgl. Abbildung 46D). Auch nach zusatzlichem
Fallen in Diethylether, um die Abtrennung von niedermolekularen Spaltprodukten
sicherzustellen, behielt das Polymer seine Rosafarbung und das 'H-NMR-Spektrum

blieb weiterhin unverandert.
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Ergebnisse und Diskussion

Dies lasst darauf schlieBen, dass die Hydrazongruppe im vermeintlich hergestell-
ten P(Lys(TFA))-hydrazon-CTA (9) in Abbildung 45B in reduzierter Form mit hydrierter
Doppelbindung als Hydrazid-Derivat vorliegt und folglich nicht unter sauren Beding-
ungen gespalten werden konnte.

RickschlieBend ist davon auszugehen, dass die Z-Entschitzung mit TMSI an
P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) (7) zu einer Reduktion der Hydrazongruppe gefihrt hat. Der
eingesetzte Uberschuss von 75 eq TMSI fiir eine vollstindige Z-Entschiitzung der
Polymerendgruppe ist auf die zusatzlichen 70 (2x35) Carbonyleinheiten im Polylysin-
rickgrat des Polyamids und der TFA-Schutzgruppe zurtckzufihren. Aufgrund der
Affinitat von Silizium zum elektronenreichen Sauerstoff koordiniert TMSI an den zu-
satzlichen Carbonylgruppen im P(Lys(TFA)-hydrazon(Z). Dieser erhebliche Uber-
schuss an TMSI im Vergleich zur Z-Entschitzung des niedermolekularen Hydrazons
(3,5 eq) in Abbildung 44D liefert eine mdogliche Erklarung der zusatzlichen Reduktion
des Hydrazons. Somit hat die Umsetzung von P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) mit TMSI als
Lewis-Saure im aprotischen Losungsmittel DMF keine Spaltung, jedoch aber eine
Reduktion des Hydrazons bewirkt. Die erfolgreiche Anbindung des CTAs an die end-
standige entschitzte Aminogruppe des modifizierten Poly-L-lysins (vgl. Abbil-
dung 46D) schlieBt eine Hydrazonspaltung bei der Z-Entschiitzung mit TMSI und

anschlieBender Hydrolyse in Methanol aus.

Zusammenfassend konnte der niedermolekulare Hydrazon-Linker (Z)-B-Alanin-
hydrazon (4) erfolgreich hergestellt werden und tber Amidkupplung an den Amino-
terminus von P(Lys(TFA)) angebunden werden (vgl. Abbildung 43). Dennoch war eine
selektive Entschitzung der N-Benzyloxycarbonylgruppe mit TMSI am Polymerketten-
ende nicht mdglich, ohne gleichzeitig eine Reduktion der Hydrazongruppe zu bewir-
ken. Somit wurde nach Anbindung der CTA-Endgruppe in Abbildung 45B nicht wie
vorgesehen P(Lys(TFA))-hydrazon-CTA (9) erhalten, sondern dessen reduzierte Form
P(Lys(TFA))-hydrazid-CTA, wie in Abbildung 47 dargestellt.
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Abbildung 47. P(Lys(TFA))-hydrazid-CTA.
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Das synthetisierte makromolekulare Kettentransferreagenz ist prinzipiell durch
die Anbindung der Dithiobenzoatendgruppe zur RAFT-Polymerisation befdhigt.
Dennoch wurde aber aufgrund des Verlustes der saurelabilen Hydrazongruppe auf
die Darstellung eines stimuli-responsiven P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers verzich-
tet (vgl. Kapitel 3.1.2.2 und 3.1.3).

In Bezug auf die in diesem Kapitel vorgestellte Syntheseroute fiir einen makromo-
lekularen Poly-L-lysin-CTA mit saurelabiler Hydrazongruppe darf die Schutzgruppe
der Aminofunktion des niedermolekularen Hydrazon-Linkers weder unter sauren,
oder basischen, noch unter reduktiven Reaktionsbedingungen entfernt werden, ohne
dass eine Reduktion bzw. Hydrolyse des Hydrazons erfolgen kann. Deshalb kénnten
klassische photolytisch spaltbare (Di)(nitrobenzyl)oxycarbonyl- (D)NBOC) oder 6-Nit-
roveratroyloxycarbonyl- (NVCO) Schutzgruppen als Carbamate des entsprechenden

Amins eine Alternative zur Z-Schutzgruppe bieten.1228]
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Ergebnisse und Diskussion

3.3 Kationische Blockcopolymere als Transfektionsagenzien

Die in Kapitel 3.1 synthetisierten P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere sollen An-
wendung als polymerbasierte Transfektionsagenzien fiir therapeutische Nukleinsau-
ren in Form von pDNA bzw. mRNA finden. Im Rahmen der Tumorimmuntherapie soll
Uber die Vakzinierung dendritischer Immunzellen mit pDNA- bzw. mRNA-codierender

Tumorantigene eine Antitumorantwort induziert werden (vgl. Kapitel 1.2.1).

In Vorarbeiten konnte bereits eine erfolgreiche Transfektion von HEK-293T Zellen
mittels P(Lys)-b-P(HPMA)-basierter Blockcopolymere als pDNA-Polyplexe gezeigt
werden.®ln dieser Arbeit wurden unterschiedliche Modifikationen am Transfektions-
system evaluiert, um diese fir eine Transfektion von dendritischen Immunzellen
einsetzen zu kdnnen. Dazu gehdrte zum einen der Einbau bzw. die Vernetzung mit
dem endosomolytisch-aktiven LAH4-L1-Peptid, das die endosomale Freisetzung der
Polyplexe unterstitzen soll (vgl. Kapitel 1.2.2).'9%81991 Zum anderen wurde die Anbin-
dung von DEC205-Antikdrpern als Zielstrukturen fir DCs auf der Polyplexoberflache
untersucht (vgl. Kapitel 3.5.2). Diese sollen eine zellspezifische Aufnahme der Poly-
plexe generieren und dadurch zu erhdhten Transfektionseffizienz in den Zielzellen
beitragen.l®2 Darliber hinaus wurde neben pDNA-Polyplexen auch die Ausbildung
von Polyionenkomplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren und sensitiver
mRNA evaluiert. Der Vorteil von mRNA als therapeutische Nukleinsdure ist eine
direkte Translation der genetischen Information nach endosomaler Freisetzung im
Zytosol. Im Fall von pDNA ist daflir eine zusatzliche Translokation in den Zellkern er-
forderlich (vgl. Kapitel 1.2.2).
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Anionische Nukleinsédure:
Kationisches Blockcopolymer: pDNA/mRNA

P(Lys)-b-P(HPMA)
pDNA-/mRNA-Polyplex

Abbildung 48. Polyplexbildung von P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer und pDNA/mRNA.

Die treibende Kraft zur Ausbildung von Polyplexen basiert auf elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen dem kationischen Blockcopolymer und dem negativ
geladenen Polyphosphatriickgrat der Nukleinsédure (siehe Abbildung 48) und ist ent-
ropisch durch die Freisetzung kleiner Gegenionen begtinstigt. Die e-Aminogruppe
der Polylysinseitenkette liegt unter physiologischen Bedingungen protoniert vor
(pKs = 10,28)2?T und eignet sich damit als polykationische Einheit zur Komplexierung
der Nukleinsaure. Der hydrophile, nicht ionische P(HPMA)-Block dient zur Abschir-
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mung der Uberschissigen Ladung des Polyionenkomplexes und soll bei therapeuti-
scher Gabe unspezifische Wechselwirkungen mit Zellmembranen oder Proteinen des
Blutserum verhindern (vgl. Kapitel 1.2.2).

3.3.1 Physikochemische Charakterisierung von pDNA- und mRNA-
Polyplexen

Das Komplexierungsverhalten des unter Kapitel 3.1 synthetisierten P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymers (P1) wurde liber Agarosegelelektrophorese mit UV-Detek-
tion von GelRed als Nukleinsdure-Interkalator charakterisiert (vgl. Kapitel 5.2). Um das
geeignete Verhaltnis von Blockcopolymer und Nukleinsdure zu ermitteln, wurden
beide Komponenten in unterschiedlichen N/P Verhaltnissen komplexiert. Dieses Ver-
haltnis beschreibt die Anzahl von Stickstoffen (N) der e-Aminogruppe im Polylysin-
block zur Anzahl von Phosphatgruppen (P) der Nukleinsdure. Zur Anwendung in der
Transfektion sollte die Nukleinséure vollstandig im Polyplex eingeschlossen vorlie-
gen.

Agarosegelelektrophorese von P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) und pDNA (pGL3-Basic)

Zur Bildung der pDNA-Polyplexe wurde der pGL3-Basic-Vektor mit 4818 bp ver-
wendet. Uber das berechnete Molekulargewicht des pGL3-Basic-Vektors aus den
mittleren Molekulargewichten der Nukleotide und der Anzahl der Basenpaare (bp),
liefert 1 ug pDNA 3,07-10 mol Phosphat. Die eingesetzte Menge von 0,16 ug pDNA
pro Komplexierungsansatz entspricht einer Stoffmenge von 4,91-10"° mol Phosphat
(fur P = 1). Die jeweiligen Mengen an P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) fir un-
terschiedliche N/P Verhaéltnisse sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Tabelle 6. Polyplexbildung bei verschiedenen N/P Verhaltnissen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) und pGL3-
Basic.

N/P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

n(Pyin(mol) | 491 491 491 491 491 491 491 491 491 491
farP =1 107 107 107 107 107 1070 1070 1070 1070 1070
491 982 147- 196 246 295 344 393 442 491
107 107 107 107 107 107 10°  10° 107 107
1,49 298 447 595 744 893 104 1,19 134 1,49
107 10" 10"t 107" 107 10" 1070 1070 1070 1070
m(P1)*in(ug) | 042 084 126 1,67 209 251 293 335 376 4,18

n(N) in (mol)

n(P1)*in (mol)

* P1: P(Lys)33-b-P(HPMA)¢5: mit 33 Wiederholungseinheiten des Polylysin-Blocks
** P1: P(Lys)s3-b-P(HPMA);45: mit Mn ~ 28100 g/mol (vgl. Tabelle 5)
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 49. Agarosegelelektrophorese: A) pGL3-Basic (pDNA). B) Komplexierung von P(Lys)-b-
P(HPMA) (P1) und pGL3-Basic (pDNA) bei N/P 1-10.

Abbildung 49A zeigt den aufgetragenen pGL3-Basic-Vektor in einem 0,5 %-igen
Agarosegel. Die Aufspaltung der pDNA in drei separate Banden ist auf die unter-
schiedlichen Konformationen der Nukleinsdure zurlickzufiihren. Die oberste Bande
entspricht der nicked-circled Konformation, der entspannten zirkularen Form, die oft
bei Einzelstrangbruch vorliegt. Die mittlere intensive Bande bei ca. 5 kb ist der linea-
ren Konformation zuzuordnen und stimmt gut mit der angegebenen GréBe von
4818 bp des pGL3-Basic Vektors liberein. Die unterste Bande entspricht der super-
coiled Konformation der pDNA.?%%1 Das Komplexierungsverhalten mit P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymer (P1) bei N/P Verhaltnissen von 1-10 ist in Abbildung 49B
dargestellt. Bei N/P 1 und N/P 2 konnte im Agarosegel freie pDNA detektiert werden
und bestatigt fir diese N/P Verhaltnisse eine zu geringe Menge an Blockcopolymer
fur eine vollstandige Komplexierung von pGL3-Basic. Ab N/P 3 sind nur noch schwa-
che Auslaufer der pDNA zu sehen und ab N/P 7 kann eindeutig von einer vollstandi-

gen Komplexierung ausgegangen werden.

Agarosegelelektrophorese von P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) und mRNA
(Firefly Luciferase mRNA)

Die Bildung von mRNA-Polyplexen und die anschlieBende Charakterisierung
Uber Agarosegelelektrophorese erfolgte mit Firefly Luciferase mRNA mit einer GroBe
von 1921 Nukleotiden (Basen). Die eingesetzte Menge von 1 ug mRNA pro Komplex-
ierungsansatz entspricht einer Stoffmenge von 2,95-10 mol Phosphat (fiir P = 1). Die
ca. 6-fach hohere Menge an mRNA im Vergleich zur pDNA-Komplexierung in Abbil-
dung 49 (0,16 pg) ist auf eine ausreichende Detektionsgrenze der mRNA im Agarose-
gel zurtickzufihren. Moglicherweise ist die Interkalation des Gel Red Farbstoffs in
doppelstrangige DNA-Molekdle effizienter als in einzelstrangige mRNA Molekile. Die
jeweiligen Mengen an P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) fir unterschiedliche

N/P Verhaltnisse sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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Tabelle 7. Polyplexbildung bei verschiedenen N/P Verhéltnissen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) und Firefly
Luciferase mRNA.

N/P 1 2 3 4 5 6 10

n(P) in (mol)

fir P = 1 2,9510°  2,95.107 2,95.107 2,9510°7 295107 295107 295107
arP =

n(N) in (mol) 2,95-107 5,89-107 884107 1,1810% 1,47.10% 1,77.10%  2,95.10%

n(P1)*in (mol) | 8,93-10"" 1,79-10'0 2,68.10"0 3,57-10"0 4,46.10"° 5,36:10"0 8,93-100

m(P1)** in (ug) 2,51 5,02 7,53 10,03 12,54 15,05 25,09

* P1: P(Lys)33-b-P(HPMA)¢5: mit 33 Wiederholungseinheiten des Polylysin-Blocks
** P1: P(Lys)s3-b-P(HPMA);45: mit Mn ~ 28100 g/mol (vgl. Tabelle 5)
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Abbildung 50. Agarosegelelektrophorese: A) Firefly Luciferase mRNA. B) Komplexierung von P(Lys)-b-
P(HPMA) (P1) und Firefly Luciferase mRNA bei N/P 1-6 und 10.

In Abbildung 50A ist die Auftragung der Firefly Luciferase mRNA in Konzentra-
tionen von 0,3 pg, 0,5 pg und 1,0 pg in einem 0,5 %-igen Agarosegel dargestellt. Im
Vergleich zur Plasmid-DNA in Abbildung 49B ist fur die entsprechende mRNA ledig-
lich eine Bande zwischen 1,5 und 2,0 kb zu sehen, die gut mit dem angegebenen
GréBenbereich von 1921 Nukleotiden (Basen) Ubereinstimmt. Das Elektrophorese-
muster fir die Komplexierung von mRNA mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1)
bei verschiedenen N/P Verhaltnissen in Abbildung 50B zeigt bereits bei N/P 2 eine
vollstandige Komplexierung. Bei N/P 1 ist noch ein Herausdiffundieren der mRNA im

Agarosegel zu beobachten.

Unter Berlcksichtigung der gegebenen UV-Detektion, der Vernetzungsdichte
der Agarosegele und der Genauigkeit der Gber Stammldsungen angesetzten Kom-
plexierungen (Tabelle 6 und Tabelle 7) ist das Komplexierungsverhalten des P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymers (P1) mit pDNA (pGL3-Basic-Vektor) und mRNA (Firefly
Luciferase) im Bereich zwischen N/P 2 bis N/P 3 vergleichbar (Abbildung 49B und
Abbildung 50B). Aufgrund der berechneten Verhaltnisse von positiv geladenen Stick-
stoffen im Poly-L-lysin-Block (N) des P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers zu der Anzahl
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Ergebnisse und Diskussion

an negativ geladenen Phosphatresten der jeweiligen Nukleinsdure sollte sich das
resultierende N/P Verhéltnis fur eine vollstaindige Komplexierung nicht unterschei-
den. Ein Trend zur effizienteren mRNA-Komplexierung (N/P 2)im Vergleich zur pDNA-
Komplexierung (N/P 3-7) mit weniger Bedarf an Blockcopolymer kénnte in den struk-
turellen Unterschieden zwischen flexibler einzelstrangiger mRNA und rigider doppel-
strangigen Plasmid-DNA begriindet liegen.

Charakterisierung von pDNA- und mRNA-Polyplexen iiber FCS

Die gebildeten Polyplexe aus P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer und der entspre-
chenden Nukleinsdure wurden mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
hinsichtlich ihrer GroBe charakterisiert. Als fluoreszenzmarkierte Spezies diente das in
Kapitel 3.1.3 synthetisierte OG488-markierte Blockcopolymer P(Lys)-b-P(HPMA)ogass.
Die Herstellung der pDNA-Polyplexe mit pGL3-Basic (4818 bp) erfolgte bei einem
Verhaltnis von N/P 7, bei welchem im Agarosegel (Abbildung 49B) eine vollstandige
Komplexierung der Nukleinsdure detektiert wurde.
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Abbildung 51. FCS: pDNA-Polyplexe (PP) mit pGL3-Basic. OG488 (gelb) mit R, = 0,56 nm, P(Lys)-b-
P(HPMA)ogags (violett) mit Ry, = 4,3 nm und PP aus P(Lys)-b-P(HPMA)ogsgs und pDNA (N/P 7) (grau) mit
Rh =49 nm.

Diese sowie alle folgenden FCS-Messungen in dieser Arbeit wurden in Kooperation mit -

B o+ cer Eetreuung von [N (~c R -

Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung Mainz (MPIP) durchgefihrt.

Die FCS-Messung in Abbildung 51 zeigt fir das P(Lys)-b-P(HPMA)ogass Blockco-
polymer (violett) einen hydrodynamischen Radius von Ry = 4,3 nm. Nach der Komple-
xierung mit pGL3-Basic konnte eine fluoreszierende Spezies von R, = 49 nm detek-
tiert werden (grau), die aufgrund der GréBenzunahme eine erfolgreiche Polyplexbil-
dung mit pDNA bestatigt. Der GroBenbereich von R, ~ 50 nm fiir pDNA-Polyplexe mit
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P(Lys)-b-P(HPMA)ogass Blockcopolymeren liegt in guter Ubereinstimmung mit litera-

turbekannten Werten von R, = 58 nm.[87]

Weiterhin war es liber FCS moglich verschiedene fluoreszierende Spezies unter-

schiedlicher GroBe mit ihrem prozentualen Anteil innerhalb der Probe zu bestimmen.

So konnte flir die pPDNA-Polyplexprobe in Abbildung 51 neben dem gebildeten Poly-

ionenkomplex mit R, = 49 nm mit einem Anteil von 69 %, ebenfalls freies Blockcopo-
lymer mit 15 % und freier Farbstoff (OG488) mit 16 % detektiert werden (Tabelle 8).
Dieses Ergebnis spiegelt das Komplexierungsverhalten von P(Lys)-b-P(HPMA) mit
pGL3-Basic in Abbildung 49B wider, wobei bei N/P 7 von einem vollstandigen Ein-

schluss der pDNA im Polyplex ausgegangen werden kann, aber die Komplexierung

bereits bei N/P 3-4 beginnt. Dies erklart den tberschissigen Anteil von 15 % freiem

Blockcopolymer, der nicht an der Komplexierung beteiligt ist.

Die Uber FCS charakterisierten mRNA-Polyplexe bei unterschiedlichen N/P Ver-
haltnissen (Abbildung 52) wurden mit dem Luciferase mRNA-Vektor iVT Luc L2m2 mit
einer GroBe von 2135 Nukleotiden gebildet. Dieser mRNA Vektor ist mit Firefly Luci-
ferase mRNA von 1921 Nukleotiden, die in der Agarosegelelektrophorese (Abbil-

dung 50B) verwendet wurde, vergleichbar.

Bei einem Verhaltnis von N/P 2, bei dem im Agarosegel eine vollstandige Kom-

plexierung angezeigt wurde, ergab sich fir den gebildeten mRNA-Polyplex einen

hydrodynamischen Radius von Ry, = 25 nm (siehe Abbildung 52A, grau). Somit konnte

in der FCS Uber die detektierte GréBenzunahme die Bildung eines mRNA-Polyionen-

komplexes aus dem kationischen P(Lys)-b-P(HPMA)ogass Blockcopolymer (violett) mit

Rh = 6,5 nm bestatigt werden.
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Abbildung 52. FCS: mRNA-Polyplexe (PP) mit iVT Luc L2m2 mRNA. A) OG488 (gelb) mit R, = 0,58 nm,
P(Lys)-b-P(HPMA)ogags (violett) mit R, = 6,5 nm und PP aus P(Lys)-b-P(HPMA)ogags und mRNA (N/P 2)
(grau) mitR, = 25 nm. B) OG488 (gelb) mit R, = 0,58 nm, P(Lys)-b-P(HPMA)ogags (violett) mit R, = 6,5 nm,
PP aus P(Lys)-b-P(HPMA)ogsgs und mRNA (N/P 2) (graue Punkte) mit Ry, =25nm, PP aus P(Lys)-b-
P(HPMA)ogags und mRNA (N/P 4) (graue Dreiecke) mit Ry, = 23 nm, PP aus P(Lys)-b-P(HPMA)ogags und

mRNA (N/P 7) (graue Sterne) mit R, = 26 nm.
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Fir die gebildeten mRNA-Polyplexe bei groBeren N/P Verhéltnissen von N/P 4
(graue Dreiecke) und N/P 7 (graue Sterne) in Abbildung 52B konnten hydrodynami-
sche Radien von 23 nm bzw. 26 nm detektiert werden. Analog zur FCS-Charakterisie-
rung der pDNA-Polyplexe, wurde auch hier die Zusammensetzung der unterschiedli-
chen fluoreszierenden Spezies innerhalb der mRNA-Polyplexproben ndher analysiert.
So zeigt sich in Abbildung 52B fiir die Korrelationskurve des mRNA-Polyplexes mit
N/P 2 (graue Punkte) mit einem hydrodynamischen Radius von R, = 25 nm eine deut-
liche Verschiebung zur Korrelationskurve des Blockcopolymers (violett; R, = 6,5 nm).
Hingegen zeigen die mRNA-Polyplexe bei Verhéltnissen von N/P 4 (graue Dreiecke)
und N/P 7 (graue Sterne), die im gleichen GroBenbereich liegen, einen deutlich
geringeren Abstand. Dies ist auf die jeweiligen prozentualen Anteile der gebildeten

Polyplexe innerhalb der Probe zurtickzufiihren (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8. FCS-Charakterisierung der pDNA- und mRNA-Polyplexe.

P(Lys)-b-
0G488 Polyplex R, (Polyplex)
Polyplex(PP)-Probe P(HPMA)ogass
(%) . (%) (nm)
(%)

pDNA-PP N/P 7 16 15 69 49
mRNA-PP N/P 2 (graue Punkte) 5 - 95 25
mRNA-PP N/P 4 (graue Dreiecke) 17 24 59 23
mRNA-PP N/P 7 (graue Sterne) 16 51 33 26

In der Probe bei N/P 2 mit der gréBten Verschiebung der Korrelationskurve zum
Blockcopolymer liegt der Anteil an mRNA-Polyplex mit Ry, = 25 nm bei 95 %. Der rest-
liche Anteil von 5 % ist freiem Farbstoff, der aus der Blockcopolymerprobe resultiert,
zuzuordnen. Bei den Komplexierungsansatzen N/P 4 und N/P 7 konnte entsprechend
freies Blockcopolymer in steigendem Anteil von 24 % bzw. 51 % nachgewiesen wer-
den, der nicht an der Komplexierung der Nukleinsdure beteiligt ist. Die daraus resul-
tierenden verminderten Anteile der mRNA-Polyplex Spezies im Bereich von
Rh ~ 25 nm (59 % und 33 %) spiegeln sich im abweichenden Verlauf der Korrelations-
kurven in Abbildung 52B wider.

Diese Resultate stehen im Zusammenhang mit dem Uber Agarosegelelektropho-
rese gezeigtem Komplexierungsverhalten von P(Lys)-b-P(HPMA) mit mRNA (siehe Ab-
bildung 50B). Bei N/P 2 ist die Nukleinsdure bereits vollstandig komplexiert und die
eingesetzte Menge an Blockcopolymer ist vollstandig an der Komplexbildung betei-
ligt. Bei N/P Verhaltnissen > 2 konnte der Anteil an freiem P(Lys)-b-P(HPMA) Blockco-
polymer, das nicht an der mRNA-Komplexierung beteiligt ist, Uber FCS quantifiziert

werden.

Zusammenfassend konnte Uber FCS die GroBe der gebildeten Polyplexe aus
P(Lys)-b-P(HPMA)ogass Blockcopolymer und entsprechender Nukleinsdure bestimmt

werden. Fur die mRNA-Polyplexe ergab sich ein hydrodynamischer Radius von
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Rh ~ 25 nm, wohingegen pDNA-Polyplexe nahezu die doppelte GréBe mit Ry = 49 nm
aufwiesen. Dieser deutliche GroBBenunterschied ist hauptsachlich auf die Gro3e der
verwendeten Nukleinsduren zuriickzufihren. So ist der pGL3-Basic-Vektor mit
9636 Basen (4818 bp) 4,5-mal groBer als deriVT Luc L2m2 mRNA-Vektor mit 2135 Ba-
sen. Dartiber hinaus konnte die flexiblere Struktur der einzelstrangigen mRNA im Ver-
gleich zur rigiden, doppelstrangigen Plasmid-DNA mdglicherweise zu kompakteren
Polyplexen mit kleineren hydrodynamischen Radien fiihren. Dies bedarf einer
Polyplex-Charakterisierung mit mRNA und pDNA gleicher GroBe (Basen), die im Rah-
men dieser Arbeit jedoch nicht durchgefihrt wurde.

Charakterisierung von pDNA-Polyplexen liber DLS (Zetasizer)

Weiterhin wurden die mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) gebildeten
pDNA-Polyplexe Uber dynamische Lichtstreuung (Zetasizer) analysiert (Anséatze; siehe
Tabelle 17, Kapitel 5.9.3). Die DLS-Messung der pDNA-Polyplexe in Abbildung 53
zeigt fur die freie pDNA (pGL3-Basic) einen hydrodynamischen Durchmesser von
Dy = 259 nm (orange) mit einer Dispersitat von 0,294 (siehe Tabelle 9). Nach der
Komplexierung mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) bei unterschiedlichen Ver-
haltnissen von N/P 2, 4 und 7 ergaben sich fur die resultierenden Polyplexe Grél3en
im Bereich von Dy ~ 100 nm und Dispersitdten zwischen 0,083-0,222 (siehe Ta-
belle 9).

mit P1: P(Lys)-b-P(HPMA)
| pDNA
—— PP: pDNA + P1,
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Abbildung 53. DLS: pDNA-Polyplexe (PP) mit pGL3-Basic. pDNA (orange) mit Dy, = 259 nm, PP aus P1
und pDNA (N/P 2) (blau) mit D, = 104 nm, PP aus P1 und pDNA (N/P 4) (violett) mit D;, = 95 nm und PP
aus P1 und pDNA (N/P 7) (grin) mit Dy, = 102 nm.

Die verringerte GroBe der gebildeten pDNA-Polyplexe im Bereich von
Dy ~ 100 nm im Vergleich zur freien pDNA mit Dy, = 259 nm ist auf die in Kapitel 1.2.2
beschriebene Kondensation der Nukleinsdure wahrend der Polyplexbildung zuriick-

zufiihren. Die Komplexierung mit kationischem Blockcopolymer bewirkt eine Konfor-
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mationsanderung der ausgedehnten pDNA zu einer globuléren, kondensierten Form
und spiegelt sich in kleineren hydrodynamischen Durchmessern wider. Ein GréBen-
unterschied der pDNA-Polyplexe innerhalb der variierenden N/P Verhéltnisse (N/P 2,
4, 7) ist im Rahmen der Messgenauigkeit nicht auszumachen. Dennoch Iasst sich mit
steigendem N/P Verhéltnis eine Erhdhung der Polydispersitat (PDI) feststellen (siehe
Tabelle 9). Dies ist auf den tUberschissigen Anteil an Blockcopolymer zurtickzufiihren,
der bei héheren N/P Verhéltnissen nicht mehr an der Komplexierung der pDNA
beteiligt ist und schlieBlich zu uneinheitlicheren Polyplexen mit erhéhten Dispersita-
ten fihrt.

Die Uber DLS bestimmten GroBBen der pDNA-Polyplexe im Bereich von
Dy, ~ 100 nm liegen in guter Ubereinstimmung mit dem iiber FCS ermittelten hydro-
dynamischen Radius des pDNA-Polyplexes von R, ~ 50 nm in Abbildung 51.

Tabelle 9. Charakterisierung der pDNA-Polyplexe.

Dr,
PDI
(nm)
pDNA 259+33 0,294
PP: pDNA + P1, N/P 2 104+37 0,083
PP: pDNA + P1, N/P 4 95442 0,176
PP: pDNA + P1, N/P 7 102+62 0,222

Zusammenfassend erméglichte die Charakterisierung tber FCS die Detektion
der Polyplexbildung mit fluoreszenzmarkiertem P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer
(Rh ~4-6 nm) Gber die GréBenzunahme zu Strukturen von Ry = 25 nm fiir mRNA-Poly-
plexe und Ry =49 nm fir pDNA-Polyplexe. Die Charakterisierung der pDNA-Poly-
plexe lber DLS resultierte in guter Ubereinstimmung mit den FCS-Daten in GréBen
von Dy, ~100 nm und ermdoglichte zusatzlich Gber die GroBenbestimmung der freien

Nukleinsdure die Darstellung der pDNA-Kondensation wahrend der Polyplexbildung.

3.3.1.1 Polymermodifikation mit Reaktiven Disulfiden:
P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA)

Eine reversible Kernvernetzung der Polyplexe, z. B. iber reduktiv spaltbare Disul-
fide, soll fir eine verbesserte extrazellulare Stabilitdt der Polyplexe sorgen und
ermoglicht dartiber hinaus die Einfihrung endosomolytisch-aktiver Gruppen tber
einen entsprechenden Vernetzer (vgl. Kapitel 1.2.2). Blockcopolymere mit thiolreakti-
ven 2-(Pyridyldithio)-propionat-(PDP) Gruppen wurden bereits erfolgreich zur oxida-
tiven Disulfidvernetzung in der Polyplexbildung verwendet.!8¢23" Die stimuli-respon-

siven Disulfidgruppen kénnen nach der endosomalen Freisetzung im Zytosol reduktiv
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gespalten werden und unterstitzen die Disassemblierung des Polyplexes, die zu
verbesserten Transfektionseffizienz beitragen kann (vgl. Kapitel 1.2.2).

Der Einbau von 2-(Pyridyldithio)-propionat-(PDP) Gruppen!?*''in den Poly-L-lysin-
Block des P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers soll zur spateren Vernetzung mit dem
thiolreaktiven, endosomolytisch aktiven LAH4-L1-Cys-Peptid genutzt werden (siehe
Kapitel 3.3.1.2). Zur partiellen, statistischen Modifizierung der entschiitzten Polylysin-
seitenketten mit reaktiven Disulfiden wurde das unter Kapitel 3.1 synthetisierte P(Lys)-
b-P(HPMA) Blockcopolymer unter basischen Reaktionsbedingungen mit 40 mol-%
Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP) in Bezug auf 33 Lysin-Wiederho-
lungseinheiten zu P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) umgesetzt (Abbildung 54).
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Abbildung 54. Synthese von P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA).

Der analytische Nachweis der erfolgreichen PDP-Modifizierung erfolgte tber
'"H-NMR-Spektroskopie und Diffusions-NMR (DOSY: diffusion-ordered spectroscopy)
(Abbildung 55).
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Abbildung 55. A) "H-NMR von P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) in DMSO-d,. B) DOSY von P(Lys)-co-
P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) in DMSO-d,.

Die zusatzlich auftretenden Signale im "H-NMR-Spektrum (Abbildung 55A) bei
einer chemischen Verschiebung zwischen 8,44-7,74 ppm (A) neben den typischen
Signalen des P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymers (vgl. Kapitel 3.1.3 und 3.1.5) sind
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den aromatischen Pyridylprotonen der PDP-Modifizierung zuzuordnen. Eine Quantifi-
zierung des PDP-Einbaus in den Polylysinblock war aufgrund der geringen Signalin-
tensitdten (A) mit dem Protonensignal (B) der HPMA-Einheit nicht sinnvoll. Das Diffu-
sions-NMR in Abbildung 55B bestatigt die kovalente Anbindung der PDP-Gruppen im
P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer. Das Diffusionsignal des Polymers
auf der y-Achse schlieBt neben den charakteristischen 'H-Signalen von P(Lys)-b-
P(HPMA) auch die aromatischen Pyridylprotonen (A) der PDP-Modifizierung ein.

Agarosegelelektrophorese von P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) (P2) und
pGL3-Basic (pDNA)

Nach der PDP-Modifizierung im P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer
(P2) stehen fur die Komplexierung von pDNA weniger positive Ladungen der Poly-
lysingruppen zur Verfigung. Um das Komplexierungsverhalten von P2 bei der Poly-
plexbildung mit pDNA zu untersuchen, wurde eine Agarosegelelektrophorese bei
verschiedenen N/P Verhaltnissen durchgefiihrt (Abbildung 56A).
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Abbildung 56. Agarosegelelektrophorese mit pGL3-Basic bei N/P 1-10. A) Mit P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-
P(HPMA) (P2). B) Mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1).

Vergleichend mit dem unmodifizierten P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) in
Abbildung 56B startet die Komplexierung fiir das PDP-modifizierte Blockcopolymer
(P2) mit weniger kationischen Lysinseitenketten bei hoheren N/P Verhaltnissen. Wah-
rend in Abbildung 56B bei N/P 3 nur noch schwache Auslaufer der pDNA im Gel zu
erkennen sind, liegt bei der Komplexierung mit P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) bei
N/P 3 noch freie pDNA vor und die Komplexierung beginnt erst bei N/P Verhéltnissen
zwischen 4-5.

Folglich macht sich der Einbau der reaktiven Disulfide auch im anfanglichen Kom-
plexierungsverhalten der P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymere bemerk-
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bar. Dennoch kann letztlich fir beide Blockcopolymere P1 und P2 bei N/P Verhéaltnis-
sen zwischen 6-7 von einer vollsténdigen pDNA-Komplexierung ausgegangen wer-

den.

3.3.1.2 Endosomolytisches LAH4-L1-Peptid in der Polyplexbildung

In dieser Arbeit wurden die reaktiven PDP-Disulfidgruppen im P(Lys)-co-P(Lys-
PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (vgl. Kapitel 3.3.1.1) zur reversiblen Vernetzung mit
dem endosomolytischen Peptid LAH4-L1110810% ymgesetzt. Durch die Modifikation
mit terminalen Cysteinen in LAH4-L1-Cys wurde das Peptid als funktionaler Dithiol-
Vernetzer verwendet (Aminosauresequenz von LAH4-L1-Cys : KKCLLAHALHLLALLAL-
HLAHALKKC mit K: Lysin, A: Alanin, C: Cystein, L: Leucin und H: Histidin). Histidinrei-
che LAH4-Peptide als solche, werden aufgrund ihrer pDNA-komplexierenden Eigen-

schaften Uber Lysinseitenketten (K) als Transfektionsagenzien eingesetzt.!'%!

Hs” \ -'_ K S C[ss \ﬁ
——

LAH4-L1-Cys pDNA

P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA)

LAH4-L1-Cys Polyplex

Disulfid-vernetzter Polyplex

Abbildung 57. Reversible Disulfidvernetzung von PDP-Polyplexen mit LAH4-L1-Cys.

In Abbildung 57 ist das Schema zur Darstellung LAH4-L1-Cys-vernetzter pDNA-
Polyplexe mit P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P2) dargestellt. Im
ersten Schritt wurde das LAH4-L1-Cys-Peptid bei N/P 1 mit pDNA (pGL3-Basic) bei
4 °C vorkomplexiert. Die verringerte Temperatur soll ein vorzeitiges Oxidieren der
Thiolgruppen unterbinden. AnschlieBend wurde das PDP-modifizierte P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymer (P2) zur vollstandigen Komplexierung in entsprechenden
N/P Verhaltnissen zugegeben und der Disulfidvernetzung fur einige Stunden bei 4 °C,

dann bei Raumtemperatur Zeit gegeben.

Unter Berlcksichtigung der vier kationischen Lysineinheiten (K) wurde das Kom-
plexierungsverhalten von LAH4-L1-Cys mit pDNA (pGL3-Basic) bei N/P 0,5 bis N/P 4
liber Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung 58). Durch den Uberschuss an
negativer Ladung zeigte sich fir N/P 0,5 wie erwartet noch freie pDNA, wéahrend bei
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N/P 1 bereits ein Start der Komplexierung zu beobachten ist. Ab einem Verhéltnis von
N/P 2 kann von einer vollstandigen pDNA-Komplexierung durch LAH4-L1-Cys ausge-

gangen werden.

Abbildung 58. Agarosegelelektrophorese von LAH4-L1-Cys mit pGL3-Basic bei N/P 0,5-4.

Somit wurde fur die Vorkomplexierung der pDNA mit dem LAH4-L1-Cys-Peptid
nach dem Schema in Abbildung 57 ein Verhéltnis von N/P 1 gewahlt, um die Komple-
xierung anschlieBend durch die Zugabe des P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Block-

copolymers (P2) unter Disulfidvernetzung zu vervollstandigen.

Charakterisierung von pDNA-Polyplexen (PP) mit LAH4-L1 iiber DLS (Zetasizer)

Neben den disulfidvernetzten pDNA-Polyplexen mit Cystein-terminalem
LAH4-L1-Peptid (LAH4-L1-Cys) und P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer
(P2) wurden auf gleiche Weise pDNA-Polyplexe mit unmodifiziertem LAH4-L1-Peptid
(Aminosauresequenz: KKALLAHALHLLALLALHLAHALKKA) und P(Lys)-b-P(HPMA)
Blockcopolymer (P1) hergestellt. Letztere dienen als Vergleichsprobe fiir den in Kapi-
tel 3.3.2.2 durchgefiihrten Transfektionsassay in Bezug auf den Einfluss der kovalen-

ten Disulfidvernetzung des endosomolytisch-aktiven LAH4-L1-Peptids.

Beide unterschiedlichen LAH4-L1-modifizierten pDNA-Polyplexe wurden verglei-
chend Uber DLS (Zetasizer) charakterisiert (Ansatze, siehe Tabelle 18, Kapitel 5.9.3).
Abbildung 59A zeigt die nicht vernetzten pDNA-Polyplexe mit LAH4-L1-Peptid und
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1). Analog zu den LAH4-L1-Cys vernetzten Poly-
plexen erfolgte eine Vorkomplexierung von pDNA und LAH4-L1-Peptid bei N/P 1 und
anschlieBend wurde Blockcopolymer P1 zur vollstandigen Komplexierung bei N/P 4
und 7 zugegeben. In Abbildung 59B sind entsprechend die vernetzten pDNA-Poly-
plexe mit LAH4-L1-Cys-Peptid und P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) (P2) in analoger
Weise dargestellt.
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Abbildung 59. DLS A) pDNA-Polyplexe (PP) mit P1 und LAH4-L1. pDNA (orange) mit Dy, = 259 nm, PP
aus LAH4-L1 und pDNA (grau) mit D, = 740 nm, PP aus P1 + LAH4-L1 und pDNA (N/P 4) (violett gestri-
chelt) mit Dy, = 121 nm, PP aus P1 + LAH4-L1 und pDNA (N/P 7) (grin gestrichelt) mit D, = 116 nm, PP
aus P1 und pDNA (N/P 7) (blau) mit D,, = 102 nm. B) pDNA-Polyplexe (PP) mit P2 und LAH4-L1-Cys.
pDNA (orange) mit D, = 259 nm, PP aus LAH4-L1-Cys und pDNA (grau) mit D,, = 704 nm, PP aus P2 +
LAH4-L1-Cys und pDNA (N/P 4) (rosa gestrichelt) mit Dy, = 86 nm, PP aus P2 + LAH4-L1-Cys und pDNA
(N/P 7) (dunkelgriin gestrichelt) mit D, = 108 nm, PP aus P2 und pDNA (N/P7) (dunkelgriin) mit
Dy, =122 nm.

Die DLS-Messungen in Abbildung 59A/B zeigen fir die freie pDNA (pGL3-Basic)
einen hydrodynamischen Durchmesser von Dy = 259 nm (orange). Bei der Polyplex-
bildung von pDNA und dem jeweiligen Peptid (LAH4-L1 (A) / LAH4-L1-Cys (B)) als
alleiniges Transfektionsagenz bei einem Gewichtsverhéltnis von 1:10"%! wurden in
beiden Fallen groBe Strukturen im Bereich von Dy, ~ 700 nm detektiert (grau, Abbil-
dung 59A/B). Aus diesen Ergebnissen |asst sich folgern, dass die endosomolytischen
LAH4-L1-Peptide als solche, keine Kondensation der pDNA bewirken im Gegensatz
zu den pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren (vgl. Abbil-
dung 53). Dies ist moglicherweise auf die geringe Dichte an positiven Ladungen von
jeweils nur vier Lysin-(K) Einheiten innerhalb der Peptidsequenz zuriickzufiihren, im
Unterschied zu der hohen Ladungsdichte von 33 aufeinanderfolgenden Lysineinhei-
ten im P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer. Somit ergaben sich aus den DLS-Messun-
gen fir pDNA-Polyplexe mit LAH4-L1 / LAH4-L1-Cys ohne Blockcopolymer polydis-
perse Polyplexstrukturen (PDI ~ 0,3; vgl. Tabelle 10) im Bereich von Dy, ~ 700 nm.

Im Vergleich dazu resultierten fir die nicht-vernetzten Polyplexe aus pDNA,
LAH4-L1-Peptid und zusatzlichem P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) Blockcopolymer (Abbil-
dung 59A) wesentlich kleinere Strukturen von Dy, ~ 120 nm (violett und griin gestri-
chelt)fir N/P 4 und 7, die im ahnlichen GréBenbereich der reinen pDNA-P1 Polyplexe
(ohne LAH4-L1) von Dy =102 nm (griin) liegen. Somit bewirkte die nachtragliche
Komplexierung mit P1 des vorgeformten pDNA-LAH4-L1 Polyplexes eine Kondensa-
tion der Nukleinsdure und fuhrte zu kleineren Strukturen mit geringerer Dispersitat
(0,134 und 0,171; vgl. Tabelle 10).
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Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 59B zeigt die disulfidvernetzten Polyplexe aus pDNA, LAH4-L1-Cys
und P2. Nach der Vorkomplexierung von pDNA und LAH4-L1-Cys konnten nach Zu-
gabe von P2 Polyplexe mit GréBBen von Dy, = 86 nm (rosa gestrichelt) fir N/P 4 und
Dy = 108 nm (dunkelgriin gestrichelt) fir N/P 7 detektiert werden. Somit wurde ana-
log zu den Polyplexen in Abbildung 59A durch die zuséatzliche Komplexierung mit P2
eine pDNA-Kondensation im Polyplex mit LAH4-L1-Cys und P2 mit deutlich kleineren
hydrodynamischen Durchmessern erzielt. Darliber hinaus hat sich die GréBe der mit
LAH4-L1-Cys-vernetzten Polyplexe (B) von Dy = 86 nm (N/P 4) (rosa gestrichelt) bzw.
Dy =108 nm (N/P 7) (dunkelgriin gestrichelt) im Vergleich zum Polyplex aus pDNA
und P2 (dunkelgrin) mit D,=122nm im Rahmen der Messgenauigkeit um
ca. 20 - 30 % verringert(vgl. Tabelle 10). Dies konnte auf die kovalente Disulfidvernet-
zung zwischen LAH4-L1-Cys und P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymers
(P2) hindeuten, die die GroBe der vernetzten Polyplexe im Vergleich zu nicht-vernetz-

ten Systemen verringert.

Tabelle 10. Charakterisierung der pDNA-Polyplexe mit LAH4-L1 und LAH4-L1-Cys (DLS).

Dh

(nm) PDI
oDNA 259433 0,294
PP: pDNA + LAH4-L1 740+154 0,289
PP: pDNA + LAH4-L1 + P1,N/P 4 121452 0,134
PP: pDNA + LAH4-L1 + P1,N/P 7 116158 0,171
PP: pDNA + P1, N/P 7 102+62 0,222
oDNA 259433 0,294
PP: pDNA + LAH4-L1-Cys 704+159 0,327
PP: pDNA + LAH4-L1-Cys + P1,N/P 4 86162 0,240
PP: pDNA + LAH4-L1-Cys + P1, N/P 7 108+45 0,186
PP: pDNA + P2, N/P 7 122463 0,177
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3.3.2 P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere als Transfektionsagenzien

Nach physikochemischer Charakterisierung der unterschiedlichen pDNA- und
mRNA-Polyplexe basierend auf P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren (Kapitel 3.3.1)
wurde die Transfektionseffizienz dieser Systeme an verschiedenen Zelllinien unter-
sucht.

3.3.2.1 Transfektionsassay von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)

Das in Kapitel 3.1 synthetisierte P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer wurden mit
einem funktionalen pDNA-Vektor (pGL3-Control), der fir das Enzym Luciferase
codiert, bei verschiedenen Verhaltnissen von N/P 4, 7 und 10 komplexiert (vgl. Kapi-
tel 5.15). Bei erfolgreicher Transfektion dieses Reportergens in die Zelle und anschlie-
Bender Proteinexpression katalysiert das Enzym Luciferase die oxidative Umsetzung
von D-Luciferin zu Oxyluciferin unter Erzeugung von Biolumineszenz.!?3?! Diese kann
hochspezifisch mit einem Luminometer bei einer Wellenlange von 560 nm (Firefly
Photinus pyralis) detektiert werden und dient zur Quantifizierung der Transfektions-
effizienz.

Abbildung 60A zeigt den durchgefihrten Transfektionsassay an HEK-293T Zellen
(HEK: human embryonic kidney). Diese langjahrig erforschte, einfach handhabbare
Modellzelllinie ist fir Transfektionsversuche aufgrund ihrer hohen Zellteilungsrate gut
geeignet.?%]
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Abbildung 60. Biolumineszenz: Transfektionseffizienz von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)
bei N/P 4, 7 und 10. A) Transfektion an HEK-293T Zellen. B) Transfektion an DC2.4 Zellen.

Alle in diesem Kapitel beschriebenen Transfektionsversuche wurden von _

unter der Betreuung von _ an der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz
durchgefihrt.
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Ergebnisse und Diskussion

Fir pDNA-Polyplexe mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) in Abbil-
dung 60A konnte eine erfolgreiche Transfektion von HEK-293T Zellen erzielt werden.
Als Positivkontrolle wurde der Goldstandard JetPEl, ein lineares Polyethylen-imin ver-
wendet. In Relation zur Negativkontrolle, der nicht komplexierten, nackten pDNA,
zeigt sich eine deutliche Steigerung der gemessenen Luciferaseaktivitat der pDNA-
Polyplexe. Innerhalb der analysierten Polyplexproben ist eine Zunahme der Transfek-
tionseffizienz bei steigenden N/P Verhaltnissen von N/P 4 zu N/P 10 auszumachen.
Dies ist auf den Uberschissigen Anteil von kationischem Blockcopolymer, das nicht
an der Nukleinsdure-Komplexierung beteiligt ist, zurlickzufiihren. lonische Wechsel-
wirkungen mit der Endosomenmembran beglnstigen die Freisetzung des Polyplexes

und fihren gleichzeitig zur verbesserten Transfektionseffizienz (vgl. Kapitel 1.2.2).

Im Hinblick auf eine Transfektion von dendritischen Immunzellen (vgl. Kapi-
tel 1.2.1) wurde ein Transfektionsassay an der murinen Modellzelllinie DC2.4 durch-
gefiihrt. Diese modifizierte Zelllinie weist klassische Charakteristika von natirlichen
dendritischen Zellen auf und ist dartiber hinaus in der Lage sich zu teilen, wohingegen
natlirliche DCs de novo aus dem Knochenmark synthetisiert werden.?®! Die im Ver-
gleich zu HEK-293T Zellen wesentlich geringere Zellteilungsrate, erhéht den Schwie-
rigkeitsgrad einer erfolgreichen Transfektion von DC2.4 Zellen.

Der durchgefiihrte Transfektionsassay von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymer (P1) als Transfektionsagenz an DC2.4 Zellen in Abbil-
dung 60B zeigt keinen Erfolg. Die gemessene Luciferaseaktivitdt der Polyplexe bei
verschiedenen N/P Verhéltnissen unterscheidet sich nicht von der Negativkontrolle
der nackten pDNA. Eine mogliche Begriindung der ausbleibenden Transfektion kann
zum einen die erwdhnte verminderte Zellteilungsrate der DC2.4 Zellen gegeniber
der HEK-293T Zelllinie sein. Dies erfordert eine alternative Translokation der pDNA
aus dem Zytosol in den Zellkern, z. B. Gber Diffusion durch die Kernporen (vgl. Kapi-
tel 1.2.2). Andererseits sind DCs weitestgehend im unreifen Zustand (immature DC)
in der Lage Uber Endozytoserezeptoren Molekile (Antigene) aufzunehmen.!*% Bej
fortschreitender Zellreifung, die zum einen durch zu haufiges Passagieren der DCs
oder auch durch Endotoxine hervorgerufen werden kann, kommt es neben der
Expression von co-stimulatorischen Oberflachenmolekiilen auch zur Herabregulation
der Endozytoserezeptoren auf der Zelloberflache. Somit kénnte die fortgeschrittene
Reifung der DC2.4 Zellen eine mogliche Ursache fur die unzureichende Aufnahme

der Polyplexe sein und die daraus resultierende ausbleibende Transfektion erklaren.
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3.3.2.2 Transfektionsassay von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)/
LAH4-L1 und P(Lys)-co-(P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) (P2) / LAH4-L1-Cys

Eine weitere mogliche Ursache der ausbleibendenTransfektion der DC2.4 Zellen
mit Polyplexen aus P(Lys)-b-P(HPMA) in Abbildung 60B kdnnte in einer unzureichen-
den endosomalen Freisetzung der Polyplexe begriindet liegen. Deshalb wurden die
in Kapitel 3.3.1.2 charakterisierten Polyplexe, die zusatzlich endosomolytisches
LAH4-L1-Peptid enthalten, in einem Transfektionsassay auf eine verbesserte Transfek-
tionseffizienz hin untersucht (Abbildung 61).
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= 1,0e+5
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g 2,0e+4 L
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2
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Abbildung 61. Biolumineszenz: Transfektionseffizienz an DC2.4 Zellen von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-
b-P(HPMA) (P1) / LAH4-L1 bzw. P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) (P2) / LAH4-L1-Cys.

Es wurden sowohl die nicht-vernetzten Polyplexe aus P1 und vorkomplexiertem
LAH4-L1-Peptid verwendet (B, C, F, G), als auch die disulfidvernetzten Polyplexe aus
P2 und vorkomplexiertem LAH4-L1-Cys (D, E). Dennoch konnte fur die Ansétze B-G in
Bezug auf die Negativkontrolle der nackten pDNA keine signifikante Steigerung der
Transfektionseffizienz durch das endosomolytisch-aktive LAH4-L1 Peptid nachgewie-
sen werden. Auch die Erhéhung des LAH4-L1-Anteils bei der Vorkomplexierung von
LAH4-L1T mit pDNA bei N/P 2 statt N/P 1 in den Ansatzen F und G Ubte keinen signifi-
kanten Einfluss auf die Transfektionseffizienz aus. Allerdings zeigt sich fiir die Ansatze
D und E, die mit dem vernetzenden LAH4-L1-Cys-Peptid und dem P(Lys)-co-P(Lys-
PDP)-b-P(HPMA) (P2) Blockcopolymer hergestellt wurden eine in Bezug auf die Nega-
tivkontrolle (nackte pDNA) leicht erhohte Luciferaseaktivitat (2-fach). Dies konnte auf
einen positiven Effekt der kovalent vernetzten Polyplexe mit endosomolytischen
LAH4-L1 hindeuten.
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Ergebnisse und Diskussion
3.3.2.3 Transfektionsassay von mRNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)

Die in Kapitel 3.3.1) charakterisierten mRNA-Polyplexe mit Firefly Luciferase
mRNA und P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (P1) wurden ebenfalls auf ihr Transfek-
tionsvermdgen in einem Luciferase Assay evaluiert. In Abbildung 62 sind die relativen
Luciferaseaktivitditen der Transfektionsversuche der mRNA-Polyplexe bei variablen
N/P Verhaltnissen zwischen N/P 2 und N/P 10 mit Blockcopolymer P1 an HEK-293T-
Zellen (A) und BMDCs (bone marrow-derived dendiritic cells) (B) dargestellt. Als Posi-
tivkontrolle diente in beiden Assays DOTAP (1,2-Di-9Z-octadecenoyl)-3-trimethylam-
moniumpropan-Methylsulfat) als etabliertes liposomales Transfektionsagenz. Fir
beide Zelllinien konnte keine erfolgreiche Transfektion mit mRNA-Polyplexen nach-
gewiesen werden. Die gemessenen Luciferaseaktivitdten der Polyplexe bei N/P Ver-

haltnissen von 2 bis 10 unterscheiden sich nicht von der Negativkontrolle der freien
mRNA.
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Abbildung 62. Biolumineszenz: Transfektionseffizienz von mRNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-P(HPMA) (P1)
bei N/P 2-10. A) Transfektion an HEK-293T Zellen. B) Transfektion an BMDCs.

Wie in der Einleitung in Kapitel 1.2.2 beschrieben, bietet das Konzept der mRNA-
Transfektion den Vorteil, dass die Translation des Gens in das entsprechende Protein
direkt nach der endosomalen Freisetzung im Zytosol stattfinden kann und nicht wie
im Fall der pDNA-Polyplexe eine Translokalisation in den Zellkern erfordert. Dennoch
konnte keine Transfektion mit mRNA-Polyplexen an HEK-293T-Zellen (Abbil-
dung 62A) bestatigt werden, wahrend der Transfektionsassay mit pDNA in Abbil-
dung 60A, der zusatzlich einen Kernimport der Nukleinsaure voraussetzt, erfolgreich
war. Die ausbleibende mRNA-Transfektion lasst jedoch nicht auf einen vorzeitigen
enzymatischen Abbau der sensitiven Nukleinsdure Gber RNAsen schlieBen, da die
Kontrolle mit DOTAP erfolgreich war. Somit kénnte die mangelnde Expression von
Luciferase in den in Abbildung 62 durchgefiihrten Transfektionsversuchen moglich-
erweise auf eine ausbleibende Freisetzung der mRNA aus dem P(Lys)-b-P(HPMA)-
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Polyplex hindeuten. Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der einzel-
strangigen mRNA und dem kationischen Blockcopolymer kénnten im Vergleich zur
rigiden, doppelstrangigen Plasmid-DNA aufgrund der wesentlich flexibleren Struktur
und geringeren GroBe der mRNA starker ausgepragt sein. Dies wiirde die endoso-
male Freisetzung der mRNA bzw. die Polyplexdissoziation im Allgemeinen erschwe-
ren oder gar verhindern und die negativen Transfektionsexperimente erklaren. Auch
die Verwendung von mRNA-Polyplexen bei hohen N/P Verhéltnissen (N/P 10) fir eine
beglinstigte endosomale Freisetzung durch zusatzliches Polykation (vgl. Abbil-
dung 60A) erbrachte keine Wirkung und unterstitzt die These der unzureichenden

mRNA-Freisetzung aus dem Polyplex.

Zusammenfassend fihrte die Ausbildung von pDNA-Polyplexen mit P(Lys)-b-
P(HPMA) zur erfolgreichen Transfektion von HEK-293T-Zellen. Die zusatzliche rever-
sible Vernetzung der polymerbasierten Transfektionssysteme mit endosomolytisch-
aktivem LAH4-L1-Peptid blieb ohne signifikante Erhohung der Transfektionseffizienz
fur die DC2.4 Zelllinie mit geringer Zellteilungsrate. Weitere Moglichkeiten die Trans-
fektionseffizienz der Systeme fiir eine Transfektion von sensitiven dendritischen Zellen
zu verbessern, bieten die zahlreichen, in Kapitel 1.2.2 beschriebenen Ansatze zur
chemischen Modifikation mit alternativen pH-puffernden Gruppen, wie z.B. Histidinen
fur eine effektivere endosomale Freisetzung der Nukleinsaure oder z. B. die Konjuga-
tion von Signalsequenzen fir einen Peptid-vermittelten Kernimport.

Der negative Transfektionsassay an HEK-293T-Zellen mit mRNA-Polyplexen
konnte auf eine unzureichende Freisetzung der Nukleinsdure aus dem Polyplex
zurlickzufiihren sein. Eine ndhere Charakterisierung der mRNA-Transfektion mittels
konfokaler Mikroskopie mit fluoreszenzmarkierter mRNA und fluoreszenzmarkiertem
mit P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer kénnte zur Aufklarung der ausbleibenden

Transfektion beitragen.
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3.4 Modifizierung von IgG-Antikérpern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die IgG-Antikorper aDEC205, IgG2a und aCD25
Uber eine enzymatische Modifizierungsmethode mit bakterieller Transglutaminase
(BTG)!I"8 regioselektiv mit unterschiedlichen Funktionalitdten ausgestattet (Abbil-
dung 63). Der erste enzymatische Schritt (A) beinhaltet die Abspaltung N-glykosidisch
verknUpfter Zuckerstrukturen an den Asparaginseitenketten in Position 297 (N297)
unter Verwendung des Enzyms Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F). Die Anbindung
von funktionalen Linkermolekdilen erfolgte spezifisch im Fc-Teil der Antikorper an zwei
definierten Glutaminresten (Q295) in den schweren Ketten des IgG-Antikorpers (B).
Diese regioselektive Modifizierung basiert auf einem BTG-vermittelten Acylgruppen-
transfer von Glutaminresten im IgG-Antikorper auf primare Aminsubstrate, wodurch
unter Austritt von Ammoniak eine kovalente Isopeptidbindung gebildet wird (vgl. Ka-
pitel 1.3.4.1). Der Vorteil der enzymatischen Antikdrpermodifizierung gegentber der
unspezifischen (random) Funktionalisierung (vgl. Kapitel 1.3.4) ist die Synthese homo-
gener Antikdrperkonjugate aufgrund der definierten Modifizierungspositionen an
Q295. Weiterhin sollte die Rezeptorbindung tiber den Fab-Teil des Antikérpers durch

die chemische Modifizierung im Fc-Teil nicht beeinflusst werden.
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Abbildung 63. Enzymatische Antikérpermodifizierung. A) Deglykosylierung mit PNGase F. B) BTG-ver-

mittelte Modifizierung mit unterschiedlichen primaren Aminen.

Abbildung 63C zeigt die zur enzymatischen Antikérpermodifizierung verwende-
ten funktionalen BTG-Substrate mit primarer Aminogruppe und variierender Alkyl-
kette. Je nach Anwendung unterscheidet sich ihre funktionalen Einheit.

Fir eine Adressierung von dendritischen Immunzellen im Rahmen der Tumor-
immuntherapie (vgl. Kapitel 1.2) wurde der IgG-Antikérper aDEC205P"°2 (iber die in
Abbildung 63 dargestellte enzymatische Methode mit Dibenzocyclooctin-(DBCO)
und trans-Cycloocten-(TCO) Gruppen funktionalisiert. Hierzu wurden die kommerziell
erworbenen Verbindungen DBCO-NH; und TCO-NH; als BTG-Substrate eingesetzt.
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Dartber hinaus wurde DBCO-Lys als Lysinsurrogat zur verbesserten enzymatischen

Erkennung in einer dreistufigen Synthese hergestellt (Abbildung 64).121¢]
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Abbildung 64. Synthese von DBCO-Lys.

Ausgehend von DBCO-Saure (1) wurde in einer Umesterung mit Pentafluorphe-
nyltrifluoracetat die Carboxylgruppe als Pentafluorphenylester aktiviert und DBCO-
PFP Ester (2) erhalten. AnschlieBend erfolgte ein nukleophiler Angriff der a-Amino-
gruppe von N-g-Boc-L-Lysin auf den Reaktivester und wurde unter Ausbildung einer
Amidbindung kovalent angebunden. DBCO-Lys(Boc) (3) wurde unter sauren Reak-
tionsbedingungen mit Trifluoressigsdure (TFA) in Dichlormethan entschitzt. Um mog-
liche Nebenreaktionen zu vermeiden, wurde Triisopropylsilan (TIS) hinzugefigt, das
als Scavenger fir das bei der Boc-Entschitzung entstehende Tritylkation diente.[?3%
Nach Aufarbeitung tber HPLC konnte DBCO-Lys (4) mit einer Gesamtausbeute von
35 % Uber drei Synthesestufen erhalten werden. Die erfolgreiche Synthese von
DBCO-Lys konnte Uber die Zuordnung der Protonensignale (A-l) im "H-NMR-Spek-
trum in Abbildung 65 bestatigt werden. DBCO-Lys wurde als BTG-Substrat fir die
enzymatische Antikdrperfunktionalisierung von aDEC205 in Kapitel 3.4.1 eingesetzt.
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Abbildung 65. "TH-NMR von DBCO-Lys in DMSO-d.

Der enzymatisch modifizierte DEC205-Antikdrper mit regioselektiv eingefiihrten
DBCO- bzw. TCO-Gruppen wurde zur bioorthogonale Konjugation tber SPAAC
(strain-promoted alkyne-azide-cycloaddition) und IEDDA-Cycloaddition (inverse elect-
ron-demand Diels-Alder-cycloaddition) mit azid- bzw. tetrazinfunktionalisierte Poly-

mere und Nanopartikel verwendet (siehe Kapitel 3.5).

In einem Nebenprojekt wurde der IgG-Antikorper aCD25 ebenfalls BTG-vermit-
telt mit Deferoxamin (DFQO) Uber den kommerziell erworbenen Linker DFO-NH,
modifiziert (vgl. Abbildung 63). In der Radiomarkierung von IgG-Antikorpern dient
Deferoxamin als Chelator zur Komplexierung von Radionuklidmetallen, wie z. B. 8Zr
(Abbildung 66).">3 AnschlieBend soll eine Immunstimulation durch die Bindung die-
ses Radioimmunkonjugats an aktivierte T-Lymphozyten tber Positronen-Emissions-

Tomographie (PET) nachgewiesen werden.

aCD25-DFO aCD25-DFO(*Zr)

Abbildung 66. DFO-Modifizierung von aCD25 und Radiomarkierung mit 8Zr.

Fir einige Experimente in dieser Arbeit wurden als Vergleichskontrolle zu den
regioselektiv modifizierten Antikdrpern nach Abbildung 63 zusatzlich die entspre-
chenden unspezifisch modifizierten Antikorper hergestellt. Wie im Schema in Abbil-
dung 67A dargestellt, wurde aDEC205 Uber die primédren Amine der Lysinseitenket-

ten an der Proteinoberflaiche mit dem N-Hydroxysuccinimid-(NHS) Ester von
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DBCO-PEG,-NHS Uber klassische Reaktivesterchemie unspezifisch mit DBCO-Grup-
pen funktionalisiert. Die Umsetzung von aCD25 mit dem aminreaktiven Isothiocyanat-
(NCS) Linker des Deferoxamins (DFO-NCS) fiihrte analog tber die Lysinseitenketten
des IgGs zur unspezifischen Modifizierung (Abbildung 67B).
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Abbildung 67. Unspezifische Antikérpermodifizierung. A) aDEC205-DBCO(NHS). B) aCD25-DFO(NCS).

Tabelle 11 zeigt zur Ubersicht die in den nachfolgenden Kapiteln durchgefiihrten
Kombinationen der spezifischen enzymatischen Antikdrpermodifizierungen (Abbil-

dung 63) und der unspezifischen Funktionalisierungen (Abbildung 67).

Tabelle 11. Antikérpermodifizierungen.

aDEC205 IgG2a aCD25
DBCO-Lys* 4 4 -
DBCO-NH,* 4 4 -
DBCO-NHS** 4 4 -
TCO-NH,* v - -
DFO-NH,* - - v
DFO-NCS** - - v

* enzymatisch (BTG-vermittelt)
** unspezifisch (NHS- bzw. NCS-Chemie)
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3.4.1 DBCO-Funktionalisierung von aDEC205 und IgG2a

Dieses Kapitel umfasst die enzymatische DBCO-Funktionalisierung von aDEC205
und dessen Isotyp IgG2a mit PNGase F und BTG nach dem Schema in Abbildung 63.
Als BTG-Substrate wurden DBCO-Lys!?') und DBCO-NH; verwendet. Alle DBCO-mo-
difizierten Antikorper wurden sowohl mit als auch ohne Alexa Fluor 647-Fluoreszenz-
markierung hergestellt. Dafir wurden die jeweiligen nativen Antikorper vor den
enzymatischen Reaktionen mit Alexa Fluor 647 NHS Ester umgesetzt. Die kovalente
Anbindung des Farbstoffs erfolgte unspezifisch tber die Oberflachenlysine des Anti-
korpers.

Charakterisierung tiber UV/VIS-Spektroskopie

N
H
o N NH,
A )\/\/\g/ \l;;/\/ B
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aDEC205-DBCO(Lys) aDEC205-DBCO(NH,)
----- aDEC205,,,,,-DBCO(Lys) 3 ----- aDEC205,,,,-DBCO(NH,)
08F 1 —— 1962a-DBCOILys) 650 nm sl —— 19G2a-DBCO(NH,)
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Abbildung 68. UV/VIS-Spektren von aDEC205-DBCO (schwarz), aDEC2054r447-DBCO (schwarz gestri-
chelt), IgG2a-DBCO (grau) und IgG2anre47-DBCO (grau gestrichelt). A) DBCO-Lys. B) DBCO-NH,.

Abbildung 68 zeigt die UV/VIS-Spektren der enzymatisch DBCO-funktionalisier-
ten Antikorper Uber unterschiedliche BTG-Substrate (A: DBCO-Lys, B: DBCO-NH,).
Die jeweiligen Ansatze ohne Fluoreszenzmarkierung fiir aDEC205-DBCO (schwarz)
und IgG2a-DBCO (grau) weisen eine fur IgG-Antikorper charakteristische Absorp-
tionsbande bei 280 nm auf. Fir die entsprechenden AF647-markierten Ansatze
(schwarz/grau gestrichelt) wurde neben der 280 nm Bande eine zusétzliche Absorp-
tion bei ca. 650 nm detektiert, die dem AF647-Fluoreszenzfarbstoff zuzuordnen ist.

Uber das gemessene Absorptionsmaximum bei 280 nm und unter Anwendung
des Lambert-Beer-Gesetzes!?3>23¢! in Gleichung 3 konnte unter Berlicksichtigung der
jeweiligen Verdiinnung die vorliegende Antikérperkonzentration der unterschiedli-
chen Ansatze ermittelt werden (siehe Tabelle 12).
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Zur Quantifizierung der Farbstoffanbindung pro Antikérper wurde Gleichung 4

verwendet:

n(AF647)

Egso " €2 (1gG)

n(lgG) B £q(AF647) - (Ezg0 — (Egs0 - 0,03))

Mit £,(IgG) = 203 000 L'mol™-cm™ fir den Extinktionskoeffizienten des Antikor-
pers'?3/l e, (AF647) =239 000 L'mol™-cm™ fir den Extinktionskoeffizienten von
AF64712381 ynd 0,03 als Korrekturfaktor, der den Beitrag des Farbstoffs zur Absorption

bei 280 nm berlicksichtigt. Die Berechnungen aus Gleichung 4 ergaben fir alle

DBCO-funktionalisierten Antikdrperproben eine durchschnittliche Anbindung von

1-2 Fluoreszenzfarbstoffmolekilen pro IgG-Antikorper (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12. Konzentrationen DBCO-funktionalisierter Antikérper und Quantifizierung von AF647 pro

Antikorper.

Es0 Verdinnung ¢ (umol/L) E¢so AF647/1gG
aDEC205-DBCO(Lys) 0,4143 1 2,04 - -
aDEC2054r447-DBCO(Lys) | 0,2223 5 5,48 0,4982 2,0 (2)*
IgG2a-DBCO(Lys) 0,3041 5 7,49 - -

IgG2aarsa7-DBCO(Lys) 0,3074 1 1,51 0,6409 1,8 (2)*
aDEC205-DBCO(NH;) 0,2572 5 6,34 - -
aDEC2054r447-DBCO(NH,) | 0,3048 5 7,51 0,2887 0,8 (1)
IgG2a-DBCO(NH,) 0,3042 5 7,49 - -

IgG2anrs47-DBCO(NH,) | 0,2011 10 9,90 0,3670 1,6 (2)*

* Die Werte fur AF647-Molekdle pro Antikérper wurden sinngemé&fB ganzzahlig gerundet.
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Aufarbeitung Enzymatisch DBCO-Modifizierter Antikorper - SDS-PAGE Analytik

Die Aufarbeitung der modifizierten Antikdrperproben stellte sich in vielerlei
Hinsicht als anspruchsvoll heraus. Aus der Reaktions|ésung mussten sowohl die ver-
wendeten Enzyme PNGase F und BTG entfernt werden, als auch der eingesetzte
Uberschuss an DBCO-Lys bzw. DBCO-NH, (80 eq) und AF647-Fluoreszenzfarbstoff
(10 eq). Die Abtrennung erfolgte lber Spinfiltration mit Zentrifugenfilter mit einer
Ausschlussgrenze (MWCO: molecular weight cut-off) von 100 kDa. Nach den ersten
beiden Modifikationsschritten (AF647-Markierung und Deglykosylierung) wurde
jeweils in drei bis finf Zentrifugationsschritten mit jeweils 0,5-1 mL PBS tberschissi-
ger Farbstoff und PNGase F herausgewaschen. Nach der finalen BTG-vermittelten
Umsetzung mit DBCO-Lys/NH, wurde die Reaktionslésung in weiteren finf bis zehn
Waschschritten aufgearbeitet.

Die vollstandige Abtrennung von Uberschissigem  AF647-Farbstoff
(M~ 1250 g/mol) ist essentiell, um eine moglichst genaue Bestimmung des Farbstoff
pro Antikdrper Verhaltnisses nach Gleichung 4 tGber UV/VIS-Spektroskopie durchfih-
ren zu kénnen. Weiterhin ist es flir nachfolgende FCS-Messungen wichtig, dass die
eingesetzten modifizierten Antikdrper weitestgehend frei von ungebundenem Farb-
stoff sind. Das Abtrennen des freien AF647-Farbstoffs aus der Reaktionsldsung konnte
Uber UV/VIS-Spektroskopie der Filtrate mit dem abnehmenden Signal bei 650 nm
verfolgt werden. Der Nachweis fir ein vollstdndiges Entfernen des lberschissigen
BTG-Substrates (DBCO-Lys/NH;) war aufgrund zu geringer Konzentrationen Uber
UV/VIS-Spektroskopie nicht méglich.

Zur Detektion der vollsténdigen Abtrennung der eingesetzten Enzyme PNGase F
und BTG wurde jeweils eine SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) durchgefihrt (Abbildung 69).121!

1 2 3 4 5 6
160 kDa 1) aDEC205 nativ (~150 kDa)
2) Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard
60 kDa 3) PNGase F (36 kDa)

4) BTG (38 kDa)
40 kDa

5) aDEC205-DBCO(Lys) (enzymfrei)
30 kDa

6) aDEC205-DBCO(Lys) + BTG Riickstand

Abbildung 69. SDS-PAGE DBCO-funktionalisierter DEC205-Antikorper.

Spalte 1 zeigt den nativen unmodifizierten DEC205-Antikérper mit einem Mole-
kulargewicht von ca. 150 kDa. Spalte 3 und 4 detektieren die jeweiligen Enzyme
PNGase F (36 kDa) und BTG (38 kDa). Am Beispiel der Modifizierung von aDEC205
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mit DBCO-Lys istin Spalte 5 ausschlieBlich eine Bande zu sehen, die vergleichend mit
Spalte 1 dem modifizierten aDEC205 zuzuordnen ist. Dies bestatigt neben der erfolg-
reichen Abtrennung beider Enzyme weiterhin eine intakte Proteinstruktur des Anti-
korpers und schlieBt eine Proteolyse wahrend des enzymatischen Modifizierungspro-
zesses aus. Spalte 6 zeigt eine aDEC205-DBCO(Lys) Probe mit BTG-Rickstanden, die

zur vollstandigen Entfernung des Enzyms weiteren Waschschritten unterzogen wurde.

Neben der Aufarbeitung der Antikérperproben tber Spinfiltration eignete sich
auch die praparative GrofBenausschlusschromatographie (SEC) mit PBS als Elutions-
mittel zum Abtrennen der Enzyme und des DBCO-Linkers. Abbildung 70A zeigt die
Elugramme der einzeln vermessenen Komponenten von nativem DEC205-Antikérper
(grin) bei einem Elutionsmaximum von 43,1 mL(1) und der beiden Enzyme ent-
sprechend dem geringeren Molekulargewicht bei groBeren Elutionsvolumina von
48,8 mL (2) fir BTG (grau) und 50,5 mL (3) fir PNGase F (schwarz).

A B
1.5 1.5
aDEC205 nativ (150 kDa) — -~ aDEC205-DBCO(Lys)
| —— BTG(38kDa)
= —— PNGase F (36 kDa) =
£ 1 2 3 £ v
210 10} P 4
3 F i i
L s I '
b it
£ £ [ A
o o [ | \
%) ™ K '
~Nos | NOS - | I
& g i L
> > ! : o
-] ) i \. 2 I '\
ANVAN Iy
0.0 1 L 1 L 1 ] 0.0 L L [ p— '“/1 R
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Elutionsvolumen (mL) Elutionsvolumen (mL)

Abbildung 70. SEC in PBS: A) aDEC205 nativ (griin), PNGase F (grau) und BTG (schwarz). B) aDEC205-
DBCO(Lys) Reaktionslésung.

In Abbildung 70B ist das Elugramm der lber SEC aufgearbeiteten enzymatisch
modifizierten aDEC205-DBCO(Lys) Probe dargestellt. Signal (1') bei 43,3 mL ent-
spricht dem modifizierten DEC205-DBCO(Lys)-Antikorper, dessen Fraktion gut von
Signal (2') bei 48,9 mL der nicht umgesetzten BTG abgetrennt werden konnte.
Weiterhin kann das Signal bei einem Elutionsvolumen von 63,7 mL (4) Gberschissi-
gem niedermolekularem DBCO-Lys zugeordnet werden, das tber SEC nachweislich
aus der Reaktionslésung abgetrennt werden konnte. PNGase F wurde aufgrund der
geringen Konzentrationen nicht als separates Signal im Elugramm in Abbildung 70B
detektiert. Kleine Mengen kénnten potentiell mit Signal (2') Gberlagern.

Somit konnten Gber GréBenausschlusschromatographie sowohl die verwendeten
Enzyme als auch Uberschissiges BTG-Substrat aus der Reaktionslosung entfernt
werden. Dennoch wurde die Aufarbeitung der nachfolgenden Antikdrperansatze aus-
schlieBlich Uber Spinfiltration durchgefiihrt, da der Ausbeuteverlust bei der SEC-
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Methode mit anschlieBender Aufkonzentrierung der gesammelten Fraktionen deut-

lich héher war.
Charakterisierung Enzymatisch DBCO-Modifizierter Antikorper Giber DLS und FCS

Der Einfluss der enzymatischen DBCO-Funktionalisierung auf die Struktur bzw.
die GroBe der IgG-Antikoérper wurde mittels dynamischer Mehrwinkel-Lichtstreuung
(DLS) sowie Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) fur die fluoreszenzmarkier-
ten Antikdrperproben analysiert.!?'é! Die DLS-Messung in Abbildung 71A zeigt nahezu
identische Autokorrelationsfunktionen fir den nativen aDEC205 (rot) und den DBCO-
modifizierten aDEC205-DBCO(Lys) (schwarz). Fir den unfunktionalisierten aDEC205
ergibt sich ein hydrodynamischer Radius von R, = 5,3 nm (C). Im Rahmen der Mess-
genauigkeit ist nach der enzymatischen Modifizierung keine signifikante GréBenéan-
derung fir aDEC205-DBCO(Lys) (B) mit R, = 5,6 nm auszumachen.

A

g,(t)

1,0 —Srr—
0,84
0,6

0,4

%, aDEC205-DBCO(Lys)

aDEC205

1107cm’s™

an

©

B C

4 aDEC205-DBCO(Lys)

R, =5,6 nm

1107cm’s™

D;w

aDEC205
R, =53 nm

0,2

0,04

Abbildung 71. DLS: A) Autokorrelationsfunktion von aDEC205 (rot) und aDEC205-DBCO(Lys)
(schwarz). B) Mehrwinkel DLS: aDEC205-DBCO(Lys) (R, = 5,6 nm). C) Mehrwinkel DLS: aDEC205)
(Rp =5,3 nm).

Die DLS-Messung wurde von - unter der Betreuung von _
- und _ am Institut fir Physikalische Chemie der JGU Mainz

durchgefihrt.

Mittels FCS wurden alle vier Kombinationen von DBCO-modifiziertem aDEC205
bzw. IgG2a mit DBCO-Lys (Abbildung 72A) und DBCO-NH, (Abbildung 72B) charak-
terisiert. In beiden Spektren ist im Rahmen der Messgenauigkeit keine signifikante
Anderung im hydrodynamischen Radius zwischen nativem AFé47-markierten Antikor-
pern (griine bzw. orange Dreiecke) und den enzymatisch DBCO-modifizierten Anti-
kérpern (griine bzw. orange Punkte) zu detektieren. Ubereinstimmend mit den DLS-
Messungen in Abbildung 71 liegen die hydrodynamischen Radien der Antikorper

zwischen 5 und 6 nm.
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Abbildung 72. FCS: A) AF647 NHS (blau) mit Ry, =0,76 nm, aDEC2054r47 (griine Dreiecke) mit
Ri = 6,0 nm, aDEC205ar447-DBCO(Lys) (grine Punkte) mit R, = 6,2 nm, IgG2aars47 (orange Dreiecke) mit
Rh=6,2nm, |1gG2anre47-DBCO(Lys) (orange Punkte) mit R, =6,0 nm. B) AF647 NHS (blau) mit
R, = 0,75 nm, aDEC2054r447 (griine Dreiecke) mit R, = 6,0 nm, aDEC205ar447-DBCO(NH,) (griine Punkte)
mit Ry, = 6,0 nm, IgG2anres7 (orange Dreiecke) mit Ry, = 6,2 nm, IgG2apre47-DBCO(NH,) (orange Punkte)
mit R, = 5,6 nm.

Nachweis der DBCO-Funktionalisierung liber HR-Massenspektrometrie

Die eigentliche funktionale Charakterisierung der Deglykosylierung und der
anschlieBenden DBCO-Anbindung an den IgG-Antikorper erfolgte mittels hochauflo-
sender Massenspektrometrie (HR-MS) am Beispiel von aDEC205-DBCO(Lys).?'¢! Die
Antikorperproben wurden wie in Kapitel 5.2 beschrieben, sorgfaltig Gber Spinfiltra-
tion mit 0,2 %-iger wassriger Ameisensaure gewaschen. Zur massenspektrome-
trischen Detektion von Proteinen, insbesondere von hochmolekularen IgG-Antikor-
pern mit ca. 150 kDa, ist es notwendig, jegliche Salze aus der Probe zu entfernen.[237]
Dies beinhaltet zunachst den Losungsmittelaustausch von PBS auf Wasser. Die sauren
Bedingungen wahrend der Entsalzungsprozedur mit 0,2 %-iger Ameisensaure sind
notwendig, um interne Salze, die sich an den Aminosaureseitenketten von Hydroxyl-
bzw. Carboxylgruppen mit Natrium- oder Kaliumionen gebildet haben kénnen, zu
entfernen. Deshalb wurden die Antikorperproben direkt vor der Messung einer auf-
wendigen Entsalzung unterzogen. Dabei wurden die Ansdtze in mindestens
15 Waschschritten mit 0,2 %-iger Ameisensaure tber Spinfiltration gewaschen, wobei
das Filtervolumen jeweils von ca. 0,5 mL auf 0,1 mL reduziert wurde. Neben der
Entsalzung der Antikorperprobe bewirken die sauren Bedingungen auBBerdem eine
Proteindenaturierung, wodurch Uber die Aufldsung der Tertidrstruktur des Antikor-

pers ein hoherer Protonierungsgrad wahrend der HR-MS-Messung moglich wird.
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Esist wichtig zu erwdhnen, dass die Antikorper als vollstandiges Protein, das heil3t
mit einem Molekulargewicht von ca. 150 kDa, ionisiert und massenspektrometrisch
analysiert wurden. Es hat kein vorangegangener Proteinverdau mit Proteasen, wie
Pepsinl?®’l oder Papain!?* stattgefunden, der den IgG-Antikdrper in Antikoérperfrag-
mente mit geringeren Molekulargewichten spaltet.

Im ESI-Modus wurden die Signale in einem Massenbereich zwischen 2000 und
3500 Da und entsprechender Ladungsverteilung detektiert. Dies entspricht einem
Protonierungsgrad von 40 bis 70 Ladungen pro Antikorper.

A C
aDEC205 nativ
1004 ~ 147 400 g/mol 147424.0000 100
&
S —
140000 141000 142000 143 145000 146000 147000 148000 149000 2560 2580 2600 2620 2640 2660 2680 2700
D
aDEC205 deglykosyliert 100
o0 \ ? Y usiaos (M ~ 144 500 g/mol
4
* | ‘ AM~ 2900 g/mol
el s m
140000 141000 142000 143000 144000 145000 146000 147000 148000 149000 2560 2580 2600 2620 2640 2660 2680 2700

Abbildung 73. Massenspektren (dekonvolutiert): A) aDEC205 nativ. B) aDEC205 deglykosyliert. Massen-
spektren (m/z). €) aDEC205 nativ. D) aDEC205 deglykosyliert.

Alle Messungen der hochaufldsenden Massenspektrometrie in dieser Arbeit wurden in
Kooperation mit _ am Max-Planck-Institut fir Polymerforschung Mainz
(MPIP) durchgefihrt.

Abbildung 73A zeigt das dekonvolutierte Massenspektrum des nativen aDEC205
mit einer Masse von 147 400 g/mol. Die Antikorperprobe nach der Umsetzung mit
PNGase F (Abbildung 73B) wurde mit einer Masse von 144 500 g/mol detektiert, was
auf eine erfolgreiche Deglykosylierung von aDEC205 schlieBen lasst. Die Massendif-
ferenz von ca. 2900 g/mol liegt in guter Ubereinstimmung mit dem Massenanteil von
2-3 % an Zuckerstrukturen an Asn297-Resten in IgG-Antikérpern (~ 150 kDa).[%]

Weiterhin ist ein Unterschied in der Signalform zwischen dem nativen aDEC205
(Abbildung 73C) und der deglykosylierten Spezies (Abbildung 73D) auszumachen.
Das Signal des deglykosylierten aDEC205 (D) zeigt eine viel hohere Auflésung, was
auf die verminderte chemische Heterogenitat durch einen verminderten Deglykosy-
lierungsgrad zurlickzufiihren ist. Somit weist die Probe des deglykosylierten Antikor-
pers (D) im Vergleich zur nativen Form (C) eine intrinsisch einheitlichere Struktur auf,

aufgrund der Abspaltung von posttranslational angefligten Zuckerstrukturen.
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Abbildung 74. Massenspektrum (m/z): A) aDEC205 deglykosyliert. B) aDEC205-DBCO(Lys).

Neben dem Nachweis der erfolgreichen Deglykosylierung des DEC205-Antikor-
pers, konnte auch die DBCO-Funktionalisierung mittel HR-MS nachgewiesen werden.
Abbildung 74 zeigt jeweils einen Ausschnitt des Massenspektrums des deglykosylier-
ten aDEC205 (oben) und nach der BTG-vermittelten Umsetzung mit DBCO-Lys (un-
ten). Bei genauerer Betrachtung des Signals mit einem Ladungszustand von z = 54 fir
die Probe mit DBCO-Funktionalisierung (unten links) stimmen die ersten drei bis vier
Signale (a-d) exakt mit den Signalen (a’-d’) in der deglykosylierten Probe (oben links)
Uberein. Weiterhin geht eine zusatzliche Signalsequenz (I, Il, Ill) innerhalb des Signals
von aDEC205-DBCO(Lys) (unten links) hervor, die im Spektrum der deglykosylierten
Probe nicht auftritt. Diese kann auf Grundlage nachstehender Berechnungen einer
aDEC205 Spezies zugeordnet werden, die genau mit einem DBCO-Lys Molekadl
modifiziert ist.

Vergleicht man das Signal (a) mit einem Wert fir m/z = 2675,9407, das der
Sequenz des deglykosylierten aDEC205 entspricht, mit dem ersten Signal (I) der neu
auftretenden Signalsequenz (m/z = 2684,1660), so lasst sich unter Beriicksichtigung
des Ladungszustands von z = 54 eine Massendifferenz von 444 g/mol berechnen.
Diese Massenzunahme von 444 g/mol bestatigt die kovalente Anbindung von einem
DBCO-Lys-Molekil mit M =461 g/mol (siehe Abbildung 64) unter Freisetzung von
einem Molekil Ammoniak (M = 17 g/mol) bei der enzymatischen Transglutaminase-
reaktion (Abbildung 63).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die enzymatische Modifizierung von
DEC205-Antikérpern mit DBCO-Lys Uber HR-MS eindeutig nachgewiesen werden
konnte. Dennoch weist die beschriebenen Signalform auf eine unvollstandige Umset-
zung hin, da neben einfach DBCO-funktionalisiertem aDEC205 auch noch unmodifi-
zierter, deglykosylierter Antikdrper vorliegt. Dennoch ist zu betonen, dass mittels
HR-MS ein Massenunterschied von 444 g/mol in hochster Prazision innerhalb eines

hochmolekularen Proteins von 147 400 g/mol detektiert werden konnte und somit die
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enzymatische Modifizierung von aDEC205 zumindest mit einem DBCO-Molekdl
bestatigt. Das Massenspektrum in Abbildung 74 bietet aufgrund der geringen chemi-
schen Auflésung des Signals keinen direkten Hinweis auf eine zweifach-DBCO-modi-

fizierte aDEC205 Sperzies, die aber grundsatzlich nicht ausgeschlossen werden kann.
Nachweis der DBCO-Funktionalisierung liber UV/VIS-Spektroskopie

Die UV/VIS-Spektroskopie bietet prinzipiell eine alternative Analysemethode zur
qualitativen und quantitativen Bestimmung von DBCO-Einheiten pro IgG-Antikor-
per.216241 Jber die charakteristische Absorption der DBCO-Gruppe bei 309 nm kann
durch Anwendung des Lambert-Beer-Gesetzes, mit £,(DBCO) = 12 000 L'mol™-cm"
fur den Extinktionskoeffizienten des DBCO-Linkers das Verhaltnis von DBCO pro IgG-

Antikorper ermittelt werden. Zur Berechnung wurde Gleichung 5 verwendet:

n(DBCO) E309 €,(IgG)

n(lgG) B £a(DBCO) - (Ezg9 — (E309 * 1,089)) )

Mit 1,089 als Korrekturfaktor fir den Beitrag der DBCO-Gruppe zur Absorption
bei 280 nm.

aDEC-DBCO(NH,): BTG (max. 1-2)
aDEC-DBCO(NHS): 20 eq

280 nm

----- aDEC-DBCO(NHS): 5 eq

S}
T

Absorption (a.u.) normalisiert
o
b
T

0.0+

250 300 350 400
Wellenlange (nm)

Abbildung 75. UV/VIS-Spektroskopie: aDEC205-DBCO(NH;) (grau), aDEC205-DBCO(NHS) 20 eq (grin)
und aDEC205-DBCO(NHS) 5 eq (grin gestrichelt).

Das UV/VIS-Spektrum in Abbildung 75 zeigt fir die Probe der BTG-vermittelten
Modifizierung von aDEC205 mit DBCO-NH; (grau) lediglich eine Absorptionsbande
bei 280 nm, die charakteristisch fir den IgG-Antikorper ist. Es konnte keine zusatzliche
Bande bei 309 nm detektiert werden, die eine qualitative bzw. quantitative Aussage
der DBCO-Modifizierung ermoglichte. Vergleichend wurden DBCO-funktionalisierte
aDEC205-Proben Uber unspezifische Antikérpermodifizierung (Abbildung 67) mit
DBCO-PEG,-NHS-Ester hergestellt. Diese Methode erlaubt einen héheren Funktiona-

lisierungsgrad der Antikorper Gber Oberflachenlysine im Vergleich zur enzymatischen
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Methode, in der die maximale Anbindung auf zwei DBCO-Molekilen pro Antikorper
beschrankt ist. aDEC205 wurde in einer typischen Reaktion einmal mit 20 eq (Abbil-
dung 75, griin) und einmal mit 5 eq (grin gestrichelt) DBCO-PEG,-NHS-Ester umge-
setzt und mittels UV/VIS-Spektroskopie analysiert. Die unspezifisch DBCO-modifi-
zierte aDEC205 Probe mit 5 eq (griin gestrichelt) zeigt analog zur Probe der enzyma-
tischen Modifizierung (grau) keine Absorptionsbande bei 309 nm. Das Spektrum der
Probe des aDEC205-DBCO mit 20 eq des Linkers (griin) weist hingegen neben der
Absorptionsbande bei 280 nm zusatzlich eine Bande bei 309 nm fir die DBCO-Ein-
heit auf. Uber Gleichung 5 konnte ein Verhaltnis von 4,9 DBCO-Gruppen pro IgG-An-
tikorper berechnet werden. Somit wurden unter Verwendung von 20 eq DBCO-PEG;,-
NHS-Ester ca. finf funktionale DBCO-Gruppen an aDEC205 angebunden.

Daraus lasst sich schlieBen, dass bei der Verwendung von 5 eq, durchschnittlich
weniger als finf DBCO-Molekiile pro Antikérper angebunden werden, die aufgrund
zu geringer Konzentration jedoch nicht Gber UV/VIS-Spektroskopie nachzuweisen
sind. Diese konzentrationsabhangige Detektion DBCO-funktionalisierter Antikorper
liefert eine Erklarung fur die fehlende Absorptionsbande bei 309 nm fiir den enzyma-
tisch DBCO-modifizierten aDEC205 (grau) mit einem maximalen Funktionalisierungs-
grad von 1-2 DBCO-Gruppen.

SPAAC von aDEC205-DBCO(Lys/NH,) mit 5/6-Carboxyrhodamin 110-PEG;-Azid

Die Uber enzymatische Antikdrpermodifizierung eingefiihrten DBCO-Gruppen
am DEC205-Antikorper sollen zur Konjugation mit azidfunktionalisierten nanopartiku-
laren Tragersystemen Uber ringgespannte Alkin-Azid Cycloaddition (SPAAC) verwen-
det werden (vgl. Kapitel 3.5).

In diesem Kapitel wurden die Uber BTG-vermittelte Modifizierung hergestellten
Antikérper aDEC205-DBCO(Lys)?"®! und aDEC205-DBCO(NH,) in einer SPAAC mit
dem azidfunktionalisierten Fluoreszenzfarbstoff 5/6-Carboxyrhodamin 110-PEG;-Azid
umgesetzt und anschlieBend tiber FCS charakterisiert. Diese Experimente dienen zum
einen als qualitativer Nachweis der DBCO-Modifizierung und zum anderen konnte in
diesem Schritt bereits die Zuganglichkeit der enzymatisch eingefiihrten DBCO-Grup-
pen an GIn295 innerhalb des aDEC205 fir SPAAC-Reaktionen analysiert werden.
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Abbildung 76. FCS: A) SPAAC von aDEC205-DBCO(Lys) und CR-110-N3. CR-110-N3 (gelb) mit
R, = 0,56 nm, Konjugat von aDEC205-DBCO(Lys) und CR-110-N3 (griin) mit R, = 5,8 nm (49 %), Negativ-
kontrolle: aDEC205 nativund CR-110-N3 (rot) mitR,, = 0,58 nm. B) SPAAC von aDEC205-DBCO(NH,) und
CR-110-N3. CR-110-N3 (gelb) mit R, = 0,56 nm, Konjugat von aDEC205-DBCO(NH,) und CR-110-Nj
(grin) mit R, = 5,8 nm (67 %).

Die FCS-Messungen in Abbildung 76 bestatigen eine erfolgreiche SPPAC sowohl
fur aDEC205-DBCO(Lys) (A) als auch fir aDEC205-DBCO(NH,) (B) mit dem Azid-
Fluoreszenzfarbstoff 5/6-Carboxyrhodamin 110-PEG;-Azid. Der freie Farbstoff (gelb)
konnte mit einem hydrodynamischen Radius von Ry = 0,56 nm detektiert werden.
Nach der Umsetzung des jeweiligen DBCO-funktionalisierten aDEC205 mit 5/6-Car-
boxyrhodamin 110-PEG3-Azid wurde in der FCS in beiden Fallen eine fluoreszierende
Spezies mit R, = 5,8 nm gemessen (griin). Diese kann dem jeweiligen Konjugat aus
aDEC205 und Fluoreszenzfarbstoff nach erfolgreicher SPAAC zugeordnet werden.
Die GréBe des Konjugats liegt in guter Ubereinstimmung mit den hydrodynamischen
Radien, der lUber FCS bzw. DLS ermittelten Antikorperproben zwischen 5-6 nm
(vgl. Abbildung 71 und Abbildung 72). Am Beispiel von aDEC205-DBCO(Lys) (Abbil-
dung 76A) wurde zusatzlich eine Negativkontrolle (NK) durchgefiihrt. Dabei wurde
nativer aDEC205 ohne DBCO-Gruppe unter den gleichen Reaktionsbedingungen mit
CR-110-N3 umgesetzt, um eine Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffs an den Antikor-
per Uber unspezifische ionische oder hydrophobe Wechselwirkungen auszuschlie-
Ben. Nach der Aufarbeitung tber Spinfiltration ergab sich fir die Negativkontrolle in
der FCS-Messung eine GroBe von R, = 0,58 nm (rot), die, wie auch der Verlauf der
Korrelationskurve bestatigt, dem freien CR-110-Ns-Farbstoff entspricht. Somit konnte
die kovalente Anbindung von CR-110-N3; an aDEC205-DBCO(Lys) (griin) Gber SPAAC
bestatigt werden.
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Der unterschiedliche Verlauf der Korrelationskurven der Antikdrper-Farbstoff
Konjugate (grin) in Abbildung 76A/B bzw. der Abstand zur Korrelationskurve des
reinen Farbstoffs (gelb) ist auf den jeweiligen prozentualen Anteil der gemessenen
Fraktion zurlickzufiihren. So liegt das Konjugat in (A) zu 49 % vor, wohingegen das
Konjugat in (B) mit einem groBeren Abstand zur Korrelationskurve von CR-110-N3 mit
67 % vertreten ist. Es ist wichtig zu erwahnen, dass diese Werte nicht den jeweiligen
Umsatzen der SPAAC entsprechen. Der korrespondierende Anteil von 51 % (in A) und
33 % (in B) kann Uberschissigem Fluoreszenzfarbstoff innerhalb der Probe zugeord-
net werden, der trotz mehrmaligem Waschen tber Spinfiltration nicht vollstandig ab-

getrennt werden konnte.

Eine Quantifizierung von angebundenen Farbstoffmolekilen pro Antikdrper und
somit rickschlieBend eine Quantifizierung der eingefiihrten DBCO-Gruppen pro
aDEC205 war in diesem Fall Gber FCS nicht moglich. Fur das Verhaltnis der gemesse-
nen Fluoreszenzintensitaten von CR-110-N;-Farbstoff zu Antikdrper-Farbstoff-Konju-
gat konnten Werte von 0,95 (A) und 1,02 (B) berechnet werden. Diese erscheinen fir
eine mittlere DBCO-Anbindung von einem Molekil pro Antikérper bei einem maxi-
malen DBCO-Funktionalisierungsgrad von 1-2 tber die enzymatische Methode sinn-
voll. Dennoch verfalscht der Anteil an freiem Farbstoff (A: 51 % und B: 33 %) das
Ergebnis der gemessenen Fluoreszenzintensitat der Probe und liegt fir einen mogli-
chen Funktionalisierungsgrad von 0, der in der FCS nicht zu detektieren ist, 1 oder 2,

im Mittel immer bei ca. 1 durch den Anteil an freiem Farbstoff.

Neben dem qualitativen Nachweis der erfolgreichen DBCO-Modifizierung an
DEC205-Antikérpern tber SPAAC mit CR-110-N3 in Abbildung 76, bestatigte dieses
Experiment auch gleichzeitig die Zuganglichkeit der regioselektiv eingefihrten
DBCO-Gruppe(n) an GIn295-Seitenketten fir niedermolekulare Azid-Fluoreszenz-
farbstoffe. Dennoch ist zu betonen, dass alle in dieser Arbeit beschriebenen SPAAC-
Reaktion mit enzymatisch modifizierten Antikorpern ausschlieBlich tber Gefrier- und
Auftauzyklen (freeze-thaw cycles) erfolgreich waren. Versuche zur Umsetzung bei
Raumtemperatur oder physiologischen Bedingungen (37 °C) blieben erfolglos. Bei
der freeze-thaw-Methode wird die wassrige Reaktionslésung mehrmaligen Einfrier-
und Auftauprozessen unterzogen. Wahrend des langsamen Einfrierens bei -18 °C
kommt es zum Ausfrieren des Wassers innerhalb der Probe. Dies fiihrt zum gleichzei-
tigen Aufkonzentrieren der Reaktanden, was die Reaktionswahrscheinlichkeit beider
Komponenten und somit die Konjugationsumsatze erhoht. Diese eher unkonven-
tionelle Technik wurde bereits fur die Verknipfung von groBen Bio(makromolekilen),
unter anderem fir die Konjugation von sensitiver siRNA mit Polymeren Gber SPAAC
verwendet.!?*?l Die ausschlieBlich erfolgreiche Umsetzung der enzymatisch, regiose-
lektiv modifizierten DEC205-Antikdrpern mit niedermolekularen Fluoreszenzfarb-

stoffen Uber Gefrier- und Auftauzyklen und die ausbleibende Reaktion bei Raumtem-
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peratur bzw. 37 °C, lasst auf eine geringe Reaktionsrate der bioorthogonalen Konju-
gation von aDEC205-DBCO(Lys) und aDEC205-DBCO(NH,) schlieBen. Dies konnte
zum einen auf den geringen Funktionalisierungsgrad von maximal 1-2 DBCO-Mole-
kilen pro Antikorper zurlickzufiihren sein oder auch potentiell in einer sterischen Hin-
derung der funktionalen Gruppe an GIn295 innerhalb der Proteinstruktur begriindet

liegen.

Zusammenfassend bietet die SPAAC-Reaktion von aDEC205-DBCO(Lys/NH,) mit
azidfunktionalisiertem Fluoreszenzfarbstoff und anschlieBender Charakterisierung
Uber FCS neben der HR-MS (vgl. Abbildung 74) eine gute Mdglichkeit fir einen qua-
litativer Nachweis der BTG-vermittelten enzymatischen Antikorpermodifizierung mit
DBCO-Lys bzw. DBCO-NHx.

Bindungsassay DBCO-Modifizierter Antikorper

Im Rahmen der Tumorimmuntherapie soll aDEC205 als Zielstruktur fir die
gezielte Adressierung von dendritischen Zellen (DCs) auf die Oberflache von Nano-
partikeln gebunden werden.®'%?l Die fir die Konjugation tber SPAAC gewéhlte
enzymatische, regioselektive DBCO-Funktionalisierung im Fc-Teil des Antikorpers
sollte die spezifische DEC205-Rezeptorbindung Gber den Fab-Teil nicht beeinflussen.

In nachfolgendem Assay wurde das Bindungsverhalten des enzymatisch modifi-
zierten aDEC205ar447-DBCO(NH;) (Abbildung 77A) an BMDCs (bone marrow-derived
dendritic cells) analysiert. Zum Vergleich wurde ebenfalls eine aDEC205 Probe mitge-
fuhrt, die Gber den DBCO-NHS-Linker unspezifisch modifiziert wurde: aDEC205area7-
DBCO(NHS) (Abbildung 77B). Diese beiden chemisch modifizierten Antikérperpro-
ben wurden dem kommerziell erworbenen unmodifizierten AF647-markierten
DEC205-Antikorper (Abbildung 77C) gegenlibergestellt. Fir alle drei aDEC205-Pro-
ben (A, B und C) wurde jeweils die korrespondierende IgG2a-Isotypkontrolle parallel
mitgefihrt.
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Enzymatische Modifikation Unspezifische Modifikation
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Abbildung 77. Bindungsassay von aDEC205-DBCO an BMDCs: A) aDEC2054r447-DBCO(NH;) und
IgG2apre47-DBCO(NH;). B) aDEC2054r447-DBCO(NHS) und 1gG2aares7-DBCO(NHS). €) aDEC2054r447
und IgG2apre47. D) Unbehandelte Kontrolle: ohne Antikdrperprobe, mit aDEC205(yekta)-PE-Cy7 Gegen-
farbung. E) Ungeféarbte Kontrolle (nur Zellen).

Der zelluldre Assay in Abbildung 77 wurde von _ unter der Betreuung von
_ an der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt.

In einem typischen Experiment wurden die unterschiedlichen AF647-markierten
Antikorperproben (A-C) fir 20 min bei 4 °C mit BMDCs inkubiert. Eine Gegenfarbung
mit aDEC205(yekta)-PE-Cy7, der im Vergleich zu aDEC205 ein anderes Epitop des
DEC205 Rezeptors bindet, ermdglichte die Quantifizierung von gebundenem
aDEC205 der Proben an DEC205-rezeptorpositiven DCs Uber FACS-(fluorescence-
activated cell sorting) Analyse. Des Weiteren wurden die Proben mit einem
CD11c-Antikorper inkubiert, um nachfolgend Aussagen fir die CD11c+ DC-Popula-
tion treffen zu kénnen. Bei CD11c handelt es sich um einen Oberflachenrezeptor, der
mit dem DEC205 Rezeptor coexprimiert wird.!?43!

In Abbildung 77A/B zeigt sich mit einem Anteil von 38,9 % (A) und 35,5 % (B) fur
DEC205-positive DCs, die den jeweiligen modifizierten DEC205-Antikérper gebun-
den haben, kein merklicher Unterschied im Bindungsverhalten aufgrund der unter-
schiedlichen chemischen Modifizierung. Auch im Vergleich zur nativen aDEC205 Kon-
trolle (C) mit einem Anteil von ca. 47 % Antikdrperbindung ist nur eine moderate Ab-
weichung der Bindungseffizienz von nativem unmodifiziertem (C) zu chemisch DBCO-
funktionalisiertem aDEC205 (A, B) auszumachen. Die entsprechenden IgG2a Isotyp-
kontrollen (A, B und C) zeigen wie erwartet keine bzw. nur eine geringe unspezifische
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Bindung an DEC205-rezeptorpositive Zellen (Q2: A: IgG2anares7-DBCO(NH,): 1,48 %,
B: IgG2anares7-DBCO(NHS): 0,98 % und C: IgG2anrsa7: 5,1 %). Als Kontrollen diente ein
Ansatz ohne Probe nur mit PE-Cy7-DEC205yekta Gegenfarbung (unbehandelt, Abbil-
dung 77D) und ein Ansatz ohne Probe und ohne Gegenfarbung (ungefarbt, Abbil-
dung 77E).

AbschlieBend l3sst sich festhalten, dass die unterschiedliche Art der chemischen
DBCO-Modifizierung; ob regioselektivan Q295-Reste oder unspezifisch an Lysinsei-
tenketten, keinen Einfluss auf die Bindungseffiziens des aDEC205 ausibt. Verglei-
chend zu unmodifizierten DEC205-Antikorpern sind fir die DBCO-modifizierten
Proben nur moderate Abweichungen auszumachen und eignen sich somit als poten-

tielle Zielstrukturen zum Targeting von DCs.
Fazit: Enzymatische Antikorperfunktionalisierung mit DBCO-Lys und DBCO-NH,

Beide zur BTG-vermittelten DBCO-Funktionalisierung von aDEC205 und 1gG2a
verwendeten Substrate: DBCO-Lys und DBCO-NH; zeigten Erfolg in der enzymati-
schen Antikorpermodifizierung nach Abbildung 63. Sowohl der synthetisierte DBCO-
Lys-Linker als direktes Lysinsurrogat mit vier Methylengruppen zwischen primérem
Amin und DBCO-Einheit als auch der kommerziell erworbene DBCO-NH,-Linker mit
nur zwei Methylengruppen konnten mittels bakterieller Transglutaminase an
aDEC205 und dessen Isotyp IgG2a angebunden werden (Q295). Dies zeigt die hohe
Flexibilitat der BTG in Bezug auf die Umsetzung von unterschiedlichen primaren
Aminsubstraten. Eine Aussage Uber die Modifizierungseffizienz zwischen DBCO-Lys
und DBCO-NH; konnte in der FCS Uber die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffs
(CR-110-N3) nicht getroffen werden.

Dennoch ist anzumerken, dass bei der Verwendung von DBCO-Lys im Verlauf der
BTG-vermittelten Reaktion nach langerer Reaktionsdauer (> 12 h) eine partielle Prazi-
pitation durch Aggregatbildung beobachtet werden konnte. Der gebildete Feststoff
wurde Uber die anschlieBende Aufarbeitung mittels Spinfiltration abgetrennt und
fUhrte zu einer verminderten Ausbeute an modifiziertem Antikdrper. Bei Verwendung
von DBCO-NH; trat keine Prazipitation auf. Weitere Konjugationsanséatze iber SPAAC
von enzymatisch modifizierten DEC205-DBCO(Lys/NH,)-Antikorpern an azidfunktio-

nalisierte Polymere und Nanopartikel sind in Kapitel 3.5 beschrieben.
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3.4.2 TCO-Funktionalisierung von aDEC205

Das Konzept der enzymatischen Antikorpermodifizierung lber PNGase F und
BTG nach Abbildung 63 wurde in einem weiteren Projekt zur Einfihrung von trans-
Cycloocten-(TCO) Funktionalitdten an aDEC205 genutzt. Daflir wurde der kommer-
ziell erworbenen TCO-NH,-Linker als BTG-Substrat verwendet. Die IEDDA-Cycloaddi-
tion (inverse electron-demand Diels-Alder-cycloaddition) von trans-Cyclooctenen und

1

Tetrazinen bietet aufgrund ihrer schnellen Reaktionskinetik von 10 M's™ im Ver-

gleich zur SPAAC mit 102 M"s" eine alternative Reaktion der kupferfreien Click-Che-

mie zur bioorthogonalen Konjugation. (vgl. Kapitel 1.4).1212!

Analog zur Synthese der DBCO-funktionalisierten Antikérper, wurde der TCO-
modifizierte aDEC205 sowohl mit als auch ohne AF647-Fluoreszenzmarkierung
(AF647 NHS) hergestellt. Auch hier erfolgte die kovalente Anbindung des Farbstoffs
Uber die Oberflachenlysine des Antikorpers.

Charakterisierung tiber UV/VIS-Spektroskopie
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Abbildung 78. UV/VIS-Spektren von aDEC205-TCO (schwarz) und aDEC2054¢447-TCO (gestrichelt).

Abbildung 78 zeigt das UV/VIS-Spektrum von aDEC205-TCO (schwarz) mit einer
Absorptionsbande bei 280 nm, charakteristisch fir den IgG-Antikérper. Die Probe
von aDEC2054r447-TCO (gestrichelt) weist neben der 280 nm Bande wie erwartet eine
Absorptionsbande bei 650 nm fir den AF647-Fluoreszenzfarbstoff auf. Analog zu
Kapitel 3.4.1 konnte tber das gemessene Absorptionsmaximum bei 280 nm und An-
wendung des Lambert-Beer-Gesetzes (vgl. Gleichung 3) unter Bericksichtigung der
jeweiligen Verdinnung die Antikdrperkonzentration sowie die Farbstoffanbindung
pro DEC205-Antikorper ermittelt werden.
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Tabelle 13 zeigt die berechneten Werte fiir aDEC205-TCO und aDEC205ar447-
TCO. Ahnlich zu den DBCO-funktionalisierten Antikdrperproben (vgl. Tabelle 12)
wurden fir aDEC2054r647-TCO im Mittel zwei Farbstoffmolekile pro aDEC205 ange-
bunden.

Tabelle 13. Konzentrationen TCO-funktionalisierter DEC205-Antikdrper und Quantifizierung von AF647
pro Antikorper.

Es0 Verdinnung ¢ (umol/L) E¢so AF647/1gG

aDEC205-TCO 0,4385 4 8,64
aDEC2054r447-TCO | 0,3745 5 9,22 0,7596 1,8 (2)*

* Die Werte fur AF647-Molekdle pro Antikérper wurden sinngemé&B ganzzahlig gerundet.

Aufarbeitung Enzymatisch TCO-Modifizierter Antikérper - SDS-PAGE Analytik

Die Aufarbeitung der TCO-modifizierten aDEC205 Proben erfolgte ausschlieBlich
liber Spinfiltration (Zentrifugenfilter, MWCO 100 kDa) mit PBS. Uber SDS-PAGE
(Abbildung 79) konnte die erfolgreiche Abtrennung der eingesetzten Enzyme
PNGase F und BTG sowie eine intakte Proteinstruktur der Antikdrper nach der en-

zymatischen Modifizierung nachgewiesen werden.

1 2 3 / / 4 5

160 kDa s
1) Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard

2) aDEC205 TCO

AF647”
60 kDa

3) aDEC205-TCO
40 kDa 4) BTG (38 kDa)

5) aDEC205 nativ (~150 kDa)
30 kDa

Abbildung 79. SDS-PAGE TCO-funktionalisierter DEC205-Antikorper.

Die TCO-modifizierten Antikorper aDEC205ar447-TCO (Spalte 2) und aDEC205-
TCO (Spalte 3) zeigen im SDS-Gel jeweils eine einzelne Proteinbande im Bereich von
150 kDa, die wie erwartet im GréBenbereich des nativen aDEC205 (Spalte 5) liegt. Im
Molekulargewichtsbereich der verwendeten Enzyme zwischen 30-40 kDa wurden fir
die Antikorperproben (Spalte 2 und 3) keine Banden detektiert.
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Charakterisierung Enzymatisch TCO-Modifizierter Antikorper tiber FCS

Der Einfluss der enzymatischen TCO-Funktionalisierung auf die Struktur bzw. die
GroBe des DEC205-Antikorpers wurde mittels FCS charakterisiert. Aus der FCS-Mes-
sung in Abbildung 80 ergab sich fiir den nativen AF647-markierten aDEC205 (griine
Dreiecke) eine GroBe von R, = 6,0 nm, die sich im Rahmen der Messgenauigkeit vom
hydrodynamischen Radius der TCO-funktionalisierten Probe aDEC2054447-TCO mit
Rh = 6,0 nm nicht unterscheidet. Somit zeigt sich fur die BTG-vermittelten Anbindung
des TCO-NH;-Linkers an aDEC205 keine GroBenveranderung des Antikorpers.

o AF647 NHS
+ aDEC205,.,,,

© aDEC205 TCO

AF647"

G(7)

0.5

0.0 -

1 1 1 L 1 1 1 I J
107° 1074 1073 1072 107"
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Abbildung 80. FCS: AF647 NHS (blau) mit R,, = 0,76 nm, aDEC2054rs47 (griine Dreiecke) mit R, = 6,0 nm
und aDEC2054r47-TCO (griine Punkte) mit R, = 6,0 nm.

IEDDA-Cycloaddition von aDEC205-TCO mit 6-Methyl-Tetrazin-5-FAM

In Analogie zum Nachweis der DBCO-Funktionalisierung (Kapitel 3.4.1) wurde
der funktionale Nachweis der TCO-Modifizierung von aDEC205 tber die Umsetzung
mit einem Tetrazin-(Tz) Fluoreszenzfarbstoff Gber IEDDA-Cycloaddition erbracht.
Dafir wurde aDEC205-TCO mit 6-Methyl-Tetrazin-5-FAM (Tz-FAM) Gber Gefrier- und

Auftauzyklen umgesetzt und anschlieBend tber FCS charakterisiert.

110



Ergebnisse und Diskussion

X aDEC205-TCO

)
10 _J%Q’Jyo" 2 /
“ %R0 \ ¢ o, /
N=N
I % _ > \
%&% G (Tz-FAM)
Uau

Eost X

o Q%%
%\)
H
0. N NH,
%‘Q@ NN
N ADA
00 - TzFAM
° aDEC205-TCO + Tz-FAM TCO-NH,
1 ! | ' 1 L |
107 107 10°° 1072

Tins

Abbildung 81. FCS: IEDDA-Cycloaddition von aDEC205-TCO und Tz-FAM. Tz-FAM (gelb) mit
Ri, = 0,54 nm, Konjugat von aDEC205-TCO und Tz-FAM (grin) mitR, = 4,5 nm.

Die FCS-Messungen in Abbildung 81 bestatigen eine erfolgreiche Konjugation
von aDEC205-TCO und tetrazinfunktionalisiertem Fluoreszenzfarbstoff. Der freie
Farbstoff Tz-FAM (gelb) weist einen hydrodynamischen Radius von R, = 0,54 nm auf.
Nach der Umsetzung von TCO-funktionalisiertem aDEC205 und Tz-FAM konnte eine
fluoreszierende Spezies von R, = 4,5 nm detektiert werden, die eine kovalente Konju-
gation beider Komponenten Uber IEDDA-Cycloaddition bestéatigt. Die hier gemes-
sene Antikorperspezies von 4,5 nm weicht etwas vom typischen GréBBenbereich der
Antikorper zwischen 5-6 nm ab, kann aber eindeutig tber die GroBenzunahme im
Vergleich zum niedermolekularen Farbstoff als Antikorperspezies identifiziert werden.

Zusammenfassend diente dieses Experiment zum einen dem qualitativen Nach-
weis der TCO-Modifizierung am DEC205-Antikérper und zum anderen konnte die
Zuganglichkeit der enzymatisch eingefiihrten TCO-Gruppe an GIn295 innerhalb des
aDEC205 fur IEDDA-Cycloadditionen flr niedermolekulare Tetrazin-Fluoreszenzfarb-
stoffe bestatigt werden.

Fazit: Enzymatische Antikorperfunktionalisierung mit TCO-NH;

Der kommerziell erworbene TCO-NH,-Linker konnte erfolgreich in der enzymati-
schen Modifizierung von DEC205-Antikdrpern verwendet werden. TCO-NH, wurde
mit drei Methylengruppen zwischen primarem Amin und TCO-Einheit als BTG-Sub-
strat erkannt und umgesetzt, was die hohe Flexibilitdt des Enzyms in der Erkennung
eines geeigneten Substrates widerspiegelt. Die Zuganglichkeit der eingefihrten
TCO-Funktionalitat konnte erfolgreich durch die Reaktion mit einem tetrazinfunktio-
nalisierten Fluoreszenzfarbstoff (Tz-FAM) nachgewiesen werden. Weitere Experi-
mente zur Konjugation TCO-funktionalisierter DEC205-Antikorper an tetrazinfunktio-
nalisierte Polymermizellen Uber IEDDA-Cycloaddition werden in Kapitel 3.5.4
beschrieben.
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3.4.3 DFO-Funktionalisierung von aCD25

In einem Nebenprojekt wurde die enzymatische Antikérpermodifizierung Gber
PNGase F und BTG in Abbildung 63 auf die Anbindung von Deferoxamin (DFO-NH,)
(N'-(5-(Acetyl-hydroxyl-amino)-pentyl)-N-(5-(3-(5-aminopentyl-hydroxyl-carbamoyl)-
propanoylamino)-pentyl)-N-hydroxy-butandiamid) angewendet.'®" Bei dieser Ver-
bindung handelt es sich um einen Chelator, der aufgrund seiner komplexbildenden
Eigenschaften in der Radiochemie als Chelator fir 8Zr zur Radiomarkierung von
monoklonalen Antikérpern und anschlieBendem PET-(Positronen-Emissions-Tomo-

graphie) Imaging bekannt ist (vgl. Abbildung 66).1153:244]

Fir die enzymatische Modifizierung mit Deferoxamin wurde der IgG-Antikorper
aCD25 verwendet, der an Oberflachenrezeptoren aktivierter T-Lymphozyten bin-
det.'752%I Nach Radiomarkierung von aCD25-DFO mit 8Zr bietet sich die Maglichkeit
Uber PET eine Immunstimulation, z. B. durch vorangehende Vakzinierung zu visuali-
sieren. Die DFO-Modifizierung von aCD25 wurde enzymatisch mit DFO-NH; als BTG-
Substrat durchgerihrt. Fir die Radiomarkierung mit 8Zr wurde vergleichend eine
CD25-DFO-Antikorperprobe Gber unspezifische Modifizierung der Lysinseitenketten
hergestellt (vgl. Abbildung 67). Fir diese Umsetzung wurde das aminreaktive Isothio-

cyanat des Deferoxamins (DFO-NCS) verwendet 244

Analog zu den enzymatischen Antikorpermodifizierungen in Kapiteln 3.4.1 und
3.4.2 wurde aCD25-DFO sowohl mit als auch ohne AF647-Markierung hergestellt und
Uber UV/VIS-Spektroskopie charakterisiert.

Charakterisierung tiber UV/VIS-Spektroskopie
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Abbildung 82. UV/VIS-Spektren von aCD25-DFO (schwarz) und aCD254r447-DFO (gestrichelt).
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Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 82 ist das UV/VIS-Spektrum des enzymatisch modifizierten aCD25-
DFO mit einem Absorptionsmaximum bei 280 nm fir den IgG-Antikorper dargestellt
(schwarz). Das Spektrum der AF647-markierten Probe aCD254r447-DFO (gestrichelt)
zeigt wie erwartet neben der 280 nm Bande eine zusétzliche Bande bei 650 nm fur
den AF647-Fluoreszenzfarbstoff.

Tabelle 14. Konzentrationen DFO-funktionalisierter CD25-Antikdrper und Quantifizierung von AF647 pro
Antikorper.

Es0 Verdinnung ¢ (umol/L) E¢so AF647/1gG
aCD25-DFO 0,3169 4 6,24 - -
aCD25AF647—DFO 0,3564 1 1 ,76 0,6980 1 ,8 (2)*

* Die Werte fur AF647-Molekile pro Antikérper wurden sinngemal ganzzahlig gerundet.

Uber das gemessene Absorptionsmaximum bei 280 nm konnte {iber das Lam-
bert-Beer Gesetz (vgl. Gleichung 3) und unter Berlcksichtigung der Verdiinnung die
Antikorperkonzentration der jeweiligen Ansatze bestimmt werden (siehe Tabelle 14).
Fur die AF647-Markierung von aDEC2054r447-DFO ergab sich eine mittlere Anbin-

dung von zwei Farbstoffmolekile pro Antikorper.
Aufarbeitung Enzymatisch DFO-Modifizierter Antikérper - SDS-PAGE Analytik

Die Aufarbeitung der DFO-modifizierten aCD25-Proben erfolgte analog zu den
TCO-modifizierten Antikorpern ausschlieBlich Gber Spinfiltration durch Waschen mit
PBS. Mittels SDS-Gelelektrophorese (Abbildung 83) konnte die erfolgreiche Abtren-
nung der eingesetzten Enzyme PNGase F und BTG sowie eine intakte Proteinstruktur

der Antikdrper nach der enzymatischen Modifizierung detektiert werden.

160 kDa

60 kDa

40 kDa

30 kDa

1) aCD25-Df(NCS)
2) aCD25-Df(NH,)

3) aCD25-deglyko.
4) BTG (38 kDa)

5) aCD25 nativ (~150 kDa)

6) Novex Sharp Pre-Stained
Protein Standard

7)aCD25,,,,-Df(NCS)
8) aCD25,_,,,-Df(NH,)
9)aCD25,,,,,-deglyko.
10) aCD25

AF647

Abbildung 83. SDS-PAGE DFO-funktionalisierter CD25-Antikorper.

113]



Neben den enzymatisch DFO-funktionalisierten aCD25-Proben in Spalte 2 und 8,
zeigte sich auch fur die unspezifisch modifizierten Antikérper Gber DFO-NCS in
Spalte 1 und 7 jeweils eine einzelne Bande bei ca. 150 kDa, die den modifizierten
Antikorpern entspricht. Flr die enzymatischen Anséatze in Spalte 2, 3 und 8 wurden
keine Enzymriickstande im Bereich zwischen 30 und 40 kDa detektiert.

Charakterisierung Enzymatisch DFO-Modifizierter Antikérper liber FCS

Der Einfluss der enzymatischen DFO-Funktionalisierung auf die Struktur bzw. die
GroBe des CD25-Antikorpers wurde analog zu den Kapiteln zuvor mittels FCS charak-
terisiert. Aus der FCS-Messung in Abbildung 84 ergab sich fir den unmodifizierten
aCD25ars47 (grine Dreiecke) einen hydrodynamischen Radius von R, = 6,4 nm und
entsprechend nach der DFO-Modifizierung konnte fir aCD25arc47-DFO (griine
Punkte) eine GrofBe von Ry, = 6,6 nm detektiert werden.
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Abbildung 84. FCS: AF647 NHS (blau) mit R, = 0,76 nm, aCD254r447 (griine Dreicke) mitR,, = 6,4 nm und
aCD25ar447-DFO (griine Punkte) mit R, = 6,6 nm.

1
10°°

Trotz des geringen GroBenunterschieds von R, = 6,4 nm und Ry, = 6,6 nm der
beiden Antikorperansatze, zeigt sich ein abweichender Verlauf der Korrelationskur-
ven. Dieser ist auf den relativ hohen Anteil an freiem Farbstoff fiir aCD25ar¢a7 von 49 %
zurlickzufihren und fihrt zu einem weniger groBBen Abstand zur Korrelationskurve
des freien AF647-Farbstoffs (blau). Dennoch liegen beide ermittelten hydrodynami-
schen Radien im charakteristischen GréBenbereich der IgG-Antikdrper zwischen
5-6 nm und es zeigt sich im Rahmen der Messgenauigkeit keine signifikante Gro-
Bendnderung durch die BTG-vermittelte Anbindung von DFO-NH; an aCD25.
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Ergebnisse und Diskussion
Bindungsassay DFO-Modifizierter Antikorper

Wie auch fir den DBCO-modifizierten aDEC205 (Kapitel 3.4.1, Abbildung 77)
wurde fir den enzymatisch DFO-funktionalisierten CD25-Antikérper ein Bindungsas-
say an CD4+ T-Helferzellen durchgefiihrt, um eine Einschrénkung in der Bindung des
Antikorpers an den Rezeptor durch die chemische Modifizierung auszuschlieBen.
Dafur wurden die AF647-markierten Proben der enzymatisch modifizierten Antikor-
per (aCD25xr447-deglyko. und aCD25ar47-DFO(NH,)) vergleichend mit unspezifisch
modifiziertem aCD25arc47-DFO(NCS) sowie auch nicht-modifiziertem aCD25 auf das
Bindungsverhalten an CD4+T-Helferzellen untersucht (Abbildung 85).
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Abbildung 85. Bindungsassay von aCD25-DFO an CD25*-T-Zellen. A: aCD25-APC (BioLegend).
B: aCD25AF647—DFO(NCS). C: aCD25AF647—DFO(NH2). D: aCD25AF647. E: aCD25AF647—deg|yko.

Der zellulére Assay in Abbildung 85 wurde von _ unter der Betreuung von -
_ am Institut fir Immunologie der JGU Mainz durchgefihrt.

In einem typischen Experiment wurden die unterschiedlichen AF647-markierten
Antikorperproben (Abbildung 85A-E) in einer Konzentration von 0,25 pg/mL fir
20 min bei 4 °C mit murinen CD4+ T-Helferzellen aus der Milz inkubiert. Zusatzlich
wurden die Zellen zur Darstellung der CD4+ Zellen mit anti-CD4 (1:400) und
anti-TCRp (1:400) gefarbt. Das Balkendiagramm in Abbildung 85 zeigt die Anzahl an
CD25+ T-Helferzellen, die mit den unterschiedlichen CD25-Antikorperproben detek-
tiert worden sind. Anhand der ermittelten Anzahl an CD25+ Zellen lasst sich die
Bindung der CD25-Antikérper beurteilen. So kann zwischen dem enzymatisch DFO-
modifizierten aCD25 (C) und dem unspezifisch tber DFO-NCS-funktionalisierten An-
tikdrper (B) kein signifikanter Unterschied in der Bindungseffizienz an CD25+ Zellen
ausgemacht werden. Im Vergleich sind fir die nicht-modifizierten aCD25 Proben (A)

und (D) sowie die deglykosylierte Vorstufe (E) nur moderate Abweichungen im
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Bindungsverhalten zu detektieren. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Funk-
tionalisierung von aCD25 mit DFO sowohl fir die BTG-vermittelte als auch fir die

unspezifische Anbindung keinen Einfluss auf die Rezeptoraffinitat darstellt.
Radiomarkierung DFO-Modifizierter CD25-Antikdrper mit 89Zr

Der funktionale Nachweis der enzymatischen DFO-Modifizierung des CD25-Anti-
korpers (aCD25-DFO(NH,)) erfolgte tber die Radiomarkierung mit 8Zr, in der DFO
als Komplexbildner fir das Radionuklid agiert. Als Vergleichsprobe wurde der unspe-
zifisch DFO-funktionalisierte aCD25 mitgefihrt (aCD25-DFO(NCS). In einem typi-
schen Experiment wurden jeweils 350 ug der beiden Antikérperproben mit 89Zr
(ca. 5 MBqg) markiert. Nach der Aufarbeitung tber PD10 Gelfiltration wurden beide
Ansatze der markierten CD25-Antikorper iber Radio-DC und -HPLC mit Detektion der
Radioaktivitat analysiert.

Abbildung 86 zeigt das HPLC-Elugramm der unterschiedlichen DFO-funktionali-
sierten CD25-Antikérper nach der Markierung mit 8Zr: aCD25-DFO(NH,)-8Zr
(schwarz) und aCD25-DFO(NCS)-87Zr (rot). Basierend auf den jeweiligen Signalen bei
einer Elutionszeit von ca. 8 min, die charakteristisch fir den GréBenbereich des Anti-
korpers ist, kann zunachst fir beide Ansatze qualitativ eine erfolgreiche Markierung
nachgewiesen werden. Die auftretende Schulter in beiden Kurven bei einer Elutions-
zeit von ca. 6-7 min kdnnte auf mégliche Aggregate innerhalb der Antikérperproben
hinweisen. Eine vergleichende Aussage Uber die Effizienz beider Markierungen lasst
sich anhand der detektierten Aktivitaten im HPLC-Elugramm nicht treffen, da diese

konzentrationsabhédngig von der aufgetragenen Menge an markiertem Antikorper ist.

1,8x10°

aCD25-DFO(NH,)-*Zr
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Abbildung 86. Radio-HPLC Elugramm in PBS (pH 7) von aCD25-DFO(NH,)-87Zr (schwarz) und aCD25-
DFO(NCS)-89Zr (rot).

Die radioaktive Markierung mit 8Zr in Abbildung 86 sowie der Stabilitatstest in Abbil-

dung 88 wurden von _ unter der Betreuung von _ am Institut far

Kernchemie an der JGU Mainz durchgefihrt.
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Ergebnisse und Diskussion

Das zugehdrige kinetische Profil der 8Zr Markierung beider aCD25-DFO-Proben
istin Abbildung 87 dargestellt. Die radiochemische Ausbeute (RCA, Y-Achse) wurden
jeweils nach 30, 60 und 90 min detektiert. Fiir den enzymatisch DFO-modifizierten
aCD25 (schwarz) zeigt sich nach 20 min eine RCA von ca. 20 %, die im erwarteten Be-
reich fir die 8Zr-Markierung von IgG-Antikérpern mit Deferoxamin als Chelator
liegt.!">3! Das kinetische Profil der Radiomarkierung steigt stetig an und erfahrt nach
90 min einen Wert von 55 %. Es kann keine Aussage Uber die maximale Markierungs-
effizienz fir aCD25-DFO(NH,)-8Zr getroffen werden, da fiir diese Kinetik keine weite-

ren Messwerte nach 90 min aufgenommen wurden.

— aCDZS-DFO(NHZ)-”Zr
+— aCD25-DFO(NCS)-87Zr

60 -

. L ) ) . ]
0 20 40 60 80 100
t(min)

Abbildung 87. Radiochemische Ausbeuten (RCY) der 8Zr-Markierung von aCD25-DFO(NH,)-8Zr
(schwarz) und aCD25-DFO(NCS)-87Zr (rot).

Hingegen zeigt sich fir aCD25-DFO(NCS)®Zr (rot) im Gesamten eine deutlich ge-
ringere radiochemische Ausbeute. Nach 20 min wurde ein Wert von ca. 8 % erreicht
und nach etwa 50 min stellt sich eine Sattigung bei ca. 13 % ein. Somit resultiert aus
den kinetischen Profilen in Abbildung 87 fir den enzymatisch DFO-modifizierten
CD25-Antikérper eine schnellere und effizientere Markierung mit 8Zr im Vergleich zur
unspezifisch DFO-funktionalisierten Kontrolle (aCD25-DFO(NCS)). In Bezug auf die
Anzahl an Chelatormolekilen pro Antikérper, die fir eine Komplexierung mit 8Zr zur
Verfliigung stehen, ware fir aCD25-DFO(NCS) mit einem potentiell hdheren Funktio-
nalisierungsgrad (Einsatz von 10 eq DFO-NCS) im Vergleich zu aCD25-DFO(NH,) mit
maximal 1-2 DFO-Molekilen eine dhnliche Kinetik der 8Zr-Markierung zu erwarten
gewesen. Moglicherweise ist die effizientere Markierung von aCD25-DFO(NH,)®7Zr
auf eine bessere Zuganglichkeit des Chelators durch die regioselektive Anbindung
Uber die enzymatischen Antikdrpermodifizierung zurlickzufihren.

Zusammenfassend konnte Uber die Markierung mit 8Zr eine erfolgreiche DFO-
Modifizierung von aCD25 sowohl mittels unspezifischer Anbindung des Deferoxa-
mins Uber Isothiocyanatgruppen als auch Uber die enzymatische, BTG-vermittelte

regioselektive Antikorpermodifizierung mit DFO-NH; nachgewiesen werden.
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Stabilitatstest der Radioimmunkonjugate in Phosphatpuffer und Humanem Serum

Weiterhin wurden Stabilitdtstests der beiden unterschiedlichen Konjugate aus
89Zr-markierten CD25-Antikérper durch Inkubation in PBS und humanem Serum (HS)

durchgefihrt und nach jeweils ein, zwei und drei Tagen mittels Radio-DC analysiert
(Abbildung 88).

o A B

| aCD25-DFO(NH,)-*7Zr | | aCD25-DFO(NCS)-#Zr

Intaktes Konjugat (%)

Abbildung 88. Stabilitatstest der Konjugate in HS und PBS nach 1 d (schwarz), 2 d (rot) und 3 d (blau). A)
aCD25-DFO(NH,)-89Zr. B) aCD25-DFO(NCS)-89Zr.

Im Hinblick auf die Stabilitdten der radioaktiv markierten Konjugate in PBS zeigt
sich sowoh! fir aCD25-DFO(NH,)Zr als auch fir aCD25-DFO(NCS)®Zr (Abbil-
dung 88) nach 1 d (schwarze Balken; PBS) bereits ein Wert von 50 % und nicht wie
erwartet ein Ausgangswert von nahezu 100 %. Dies kdnnte auf eine nicht stabile Kom-
plexierung des Radionuklids mit dem DFO-Chelator am Antikdrper hindeuten. Die
Wahrscheinlichkeit fir eine unzureichende Abtrennung eines Komplexes aus freiem
Chelator und #Zr, die eine verfalschte Dissoziation des Konjugats auf der Radio-TLC
anzeigen wirde, kann aufgrund der Aufarbeitung Gber GréBenausschlusschromato-
graphie (PD10 Filtration) und HPLC jedoch ausgeschlossen werden.

Fir den enzymatisch DFO-modifizierten CD25-Antikdrper (A) zeigt sich im Ver-
gleich zur unspezifisch modifizierten Antikdrperprobe (B) eine héhere Stabilitat in PBS
durch eine Abnahme an intaktem Konjugat um nur ca. 10 % nach 2 d bzw. 3 d. Bei
aCD25-DFO(NCS)-87Zr ist nach 2 d eine Abnahme um ca. 25 % und nach 3 d um wei-
tere 20 % zu beobachten. Die Stabilitaten beider Radioimmunkonjugate fallen nach
1 din humanem Serum mit ca. 10 % an intaktem Konjugat im Vergleich zur Studie in
PBS (ca. 50%) deutlich geringer aus. Die Abnahme an intaktem Konjugat liegt fir den
enzymatisch DFO-modifizierten aCD25 mit komplexiertem Zr im Bereich von ca. 30-
40 % nach 2 und 3 d und fiir aCD25-DFO(NCS)-#7Zr entsprechend bei ca. 60-70 %.
Die allgemein geringere Stabilitdit der 8Zr-markierten CD25-DFO-Antikdrper in
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humanem Serum im Vergleich zu PBS kénnte moglicherweise auf Wechselwirkungen
der Radioimmunkonjugate mit Serumbestandteilen, wie Proteinen zurlckzufihren
sein, die eine Dissoziation von Radionuklid (87Zr) und Chelator (DFO) bewirken. Im
Allgemeinen sollte die Stabilitdt der 8Zr-markierten Antikérper nach 7 d, das ent-
spricht ca. zwei Halbwertszeiten von 8Zr (t,, = 78,4 h)I">3, nicht mehr als 10 % abneh-

men, um diese in in vivo-Experimenten sinnvoll einsetzen zu kénnen.

Zusammenfassend zeigten sowohl die enzymatisch DFO-modifizierten CD25-An-
tikdrper als auch die Vergleichsprobe mit unspezifisch angebundenem DFO nach der
Markierung mit 8Zr unzureichende Stabilitaiten der Konjugate in humanem Serum,
weshalb auf eine in vivo-Anwendung zum Targeting von aktivierten T-Lymphozyten

mit anschlieBender Visualisierung Gber PET verzichtet wurde.
Fazit: Enzymatische Antikorperfunktionalisierung mit DFO-NH,

Neben der klassischen DFO-Funktionalisierung von IgG-Antikdrpern in der
Radioimmuntherapie Uber die Isothiocyanatgruppe mit DFO-NCS bietet die enzyma-
tische Antikérpermodifizierung nach Abbildung 63 eine alternative Methode zur Ein-
fuhrung des Chelators. Auch hier konnte der Linker mit finf Methylengruppen
zwischen primaren Amin und DFO-Einheit als BTG-Substrat erkannt und umgesetzt
werden. Die grundlegende Mdaglichkeit der Radiomarkierung mit 8Zr Gber das
enzymatisch angebundenes DFO als Chelator konnte durch gezeigte Experimente
bestatigt werden. Die Ursache der mangelnden Stabilitat der Radioimmunkonjugate

wurde nicht weiter analysiert.
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3.5 Bioorthogonale Konjugationen mit aDEC205-DBCO/TCO

In den Kapiteln 3.4.1 und 3.4.2 erfolgte die Darstellung und Charakterisierung
enzymatisch modifizierter DEC205-Antikorper. Mittels bakterieller Transglutaminase
wurden die verschiedenen funktionalen Linker: DBCO-Lys, DBCO-NH; und TCO-NH,
regioselektivan den Aminosdureseitenketten GIn295 im Fc-Teil des Antikorpers an-
gebunden. Der funktionale Nachweis der jeweiligen Antikdrpermodifizierung wurde
u. a. Uber die kovalente Anbindung von azid- bzw. tetrazinfunktionalisierten Fluores-
zenzfarbstoffen und anschlieBender FCS-Analytik erbracht.

In diesem Kapitel soll die Konjugation des DEC205-Antikorpers Gber die enzyma-
tisch eingebrachten DBCO- bzw. TCO-Funktionalitaten in bioorthogonalen Reaktio-
nen mit azid- bzw. tetrazinfunktionalisierten Blockcopolymeren, Polyplexen, Blrsten-
polymere und Polymermizellen untersucht werden (vgl. Abbildung 89). Die Konjuga-
tion beider makromolekularer Komponenten findet tber das in Kapitel 1.4 beschrie-
bene Konzept der kupferfreien Click-Chemie statt. Die bioorthogonale Reaktion fur
das DBCO/Azid-System basiert auf der ringgespannten Alkin-Azid-Cycloaddition
(SPAAC). Die Reaktion zwischen trans-Cyclooctenen und Tetrazinen wird als inverse
Diels-Alder-Cycloaddition mit Elektronenmangel (IEDDA, inverse electron-demand
Diels-Alder-cycloaddition) beschrieben (vgl. Kapitel 1.4).

\ﬁ A2|;i Polyplex /
aDEC205-DBCO(Lys/NH,) é’g%g‘}%* \ \\q\ f ;M %‘Z\

~ 4
Azid-Polymerbiirste {3?@;3}? _ad

B |EDDA: inverse electron-demand Diels-Alder cycloaddition

)

aDEC205-TCO

Abbildung 89. Bioorthogonale Konjugation von modifizierten DEC205-Antikérper und Nanopartikeln.
A) SPAAC (strain-promoted alkyne-azide-cycloaddition). B) IEDDA-Cycloaddition (inverse electron-de-
mand Diels-Alder-cycloaddition).
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3.5.1 Konjugation von aDEC205-DBCO(Lys) an Azidfunktionalisierte
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere

Die in Kapitel 3.1.4 synthetisierten P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere wurden
fur die Konjugation mit DBCO-funktionalisiertem DEC205-Antikérper mit Azidgrup-
pen modifiziert.?'®! In diesem Kapitel wurden die beiden azidfunktionalisierten Block-
copolymere P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end), optional mit
und ohne Oregon Green 488-Markierung, in SPAAC-Konjugationen mit
aDEC205ars47-DBCO(Lys) umgesetzt und anschlieBend tber FCS analysiert.

Abbildung 90A zeigt die FCS-Messung der SPAAC-Reaktion des P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat) Blockcopolymers und dem AF647-markierten aDEC205ar447-
DBCO(Lys). Eine GroBenzunahme des hydrodynamischen Radius von R, = 6,0 nm
(grun) fur den modifizierten Antikorper (aDEC2054r447-DBCO(Lys)) zu R, = 10,0 nm
(grau) fir das Konjugat aus Blockcopolymer und Antikdrper bestatigt eine erfolgrei-
che Anbindung tGber SPAAC 1214
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Abbildung 90. FCS: A) SPAAC von aDEC205r447-DBCO(Lys) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj3(stat): AF647 NHS
(blau) mit R, = 0,76 nm, aDEC2054r447-DBCO(Lys) (griin) mit R, = 6,0 nm, Konjugat von aDEC205rs47-
DBCO(Lys) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) (grau) mit R, = 10,0 nm (78 %). B) SPAAC von aDEC205-
DBCO(Lys) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat)ogsgs: OG488 Cadaverin (gelb) mit R, = 0,58 nm, P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat)ogags (violett) mit R, =4,3 nm, Konjugat von aDEC205-DBCO(Lys) und P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat) ogags (grau) mit R, = 10,7 nm (40 %).

Ein vergleichbares Ergebnis wurde auch fir die Umsetzung von P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat)ocags und aDEC205-DBCO(Lys) erzielt, wobei hier das Blockcopoly-
mer die fluoreszenzmarkierte Spezies darstellt (Abbildung 90B). Es zeigt sich eine
GroBenzunahme von R,=4,3nm flir P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat)ocass (violett) zu
Rh = 10,7 nm fiir das Polymer-Antikorper Konjugat (grau), das im gleichen GréBenbe-
reich zum Konjugat aus Abbildung 90A liegt.
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Ergebnisse und Diskussion

Um eine kovalente Bindung zwischen Antikdrper und Blockcopolymer Uber
SPAAC zu bestatigen und gleichzeitig eine Anlagerung beider Komponenten tber
unspezifische ionische oder van-der-Waals Wechselwirkungen auszuschlieBen, wurde
eine Negativkontrolle (NK) durchgefiihrt. Dafir wurde nicht-modifizierter AF647-mar-
kierter DEC205 ohne DBCO-Gruppe unter denselben Reaktionsbedingungen mit
P(Lys)-b-P(HPMA)-N5(stat) Blockcopolymer umgesetzt und mittels FCS charakterisiert
(Abbildung 91).
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Abbildung 91. FCS: Umsetzung von aDEC205are47 und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat): AF647 NHS (blau) mit
Rh =0,76 nm, aDEC2054r447 (griin) mit R, = 5,5 nm, Reaktion von aDEC205ar447 und P(Lys)-b-P(HPMA)-
Nj3(stat) (rot) mit R, = 5,2 nm.

Fir die Umsetzung beider Komponenten konnte kein Konjugat in einem GréBen-
bereich von Ry ~ 10 nm detektiert werden, sondern es zeigte sich fur die Negativkon-
trolle ein hydrodynamischer Radius von R, =5,2 nm (rot), der mit der GréBe des
DEC205-Antikérpers selbst mit R, =5,5 nm (griin) nahezu Ubereinstimmt. Dieses
Experiment bestatigt die kovalente Konjugation von P(Lys)-b-P(HPMA)-N;(stat)ogass)
und enzymatisch modifiziertem aDEC205ars479DBCO(Lys) tber SPAAC in Abbil-
dung 90.

Beide in Abbildung 90 dargestellten SPAAC-Reaktionen zwischen Blockcopoly-
mer und enzymatisch modifiziertem aDEC205 waren analog zur Umsetzung mit nie-
dermolekularem Azid-Fluoreszenzfarbstoff (vgl. Kapitel 3.4.1) nur Gber das Konzept
der Gefrier- und Auftauzyklen erfolgreich und zeigten keine Reaktion bei analoger
Durchfiihrung des Experiments bei 37 °C in Losung. Trotz dieser anspruchsvollen
Reaktionsbedingungen konnte die Zugénglichkeit der regioselektiv eingefihrten
DBCO-Gruppen am DEC205-Antikorper fur Azidgruppen innerhalb des P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat) Blockcopolymers Uber die erfolgreiche SPAAC nachgewiesen

werden.
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Zur Darstellung homogener Polymer-Antikdrper-Konjugate eignen sich Polymere
mit endstandiger Funktionalitdt zur Anbindung an den regioselektiv modifizierten
DEC205-Antikérper. Demzufolge wurde das P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) Blockcopoly-
mer mit aDEC2054r447-DBCO(Lys) in einer SPPAC unter den gleichen Reaktionsbedin-
gungen umgesetzt und Uber FCS analysiert (Abbildung 92). Jedoch konnte fir diese
Reaktion kein Polymer-Antikorper-Konjugat im erwarteten GroBenbereich von
Rh~ 10 nm detektiert werden (vgl. Abbildung 90). Neben dem AF647-markierten
aDEC205-DBCO(Lys) mit R, = 6,0 nm (grin) zeigte sich fur die Reaktionslosung der
SPAAC nach Aufarbeitung tber Spinfiltration lediglich eine fluoreszierende Spezies
von R, = 7,5 nm (grau). Diese liegtim GroBBenbereich des Antikorpers und belegt eine
ausbleibende Konjugation zwischen azidendgruppenfunktionalisiertem Blockcopoly-
mer und aDEC205-DBCO(Lys).121*!
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Abbildung 92. FCS: SPAAC von aDEC2054r447-DBCO(Lys) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end): AF647 NHS
(blau) mit R, = 0,76 nm, aDEC2054r447-DBCO(Lys) (griin) mit R, = 6,0 nm, Reaktion von aDEC2054r447-
DBCO(Lys) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) (grau) mit R, = 7,5 nm.

Die mangelnde Umsetzung des P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) Blockcopolymers mit
aDEC205-DBCO(Lys) in Abbildung 92 ist auf die geringe Konzentration der bioortho-
gonalen Gruppen in beiden makromolekularen Komponenten zurlickzufiihren. Zum
einen weist das Azidendgruppenpolymerim Vergleich zu (Lys)-b-P(HPMA)-Nj;(stat) mit
mehreren Azidgruppen einen wesentlich geringeren Funktionalisierungsgrad von
maximal einer Azidgruppe pro Polymerkette auf. Zum anderen konnte die endstan-
dige Azidgruppe in P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) aufgrund der hohen Kettenflexibilitat
in wassriger Losung innerhalb der Knduelkonformation des Blockcopolymers fir die
Reaktion mit aDEC205-DBCO(Lys) nicht zugénglich sein. Somit tragt auch die Azid-
komponente, in diesem Fall das Blockcopolymer, in Anzahl und Erreichbarkeit der
funktionalen Gruppen in entscheidendem Male zu einer erfolgreichen bioorthogo-
nalen SPAAC mit enzymatisch DBCO-modifiziertem aDEC205 bei.
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Ergebnisse und Diskussion
3.5.1.1 SPAAC von Azid-Polyplexen und Alexa Fluor 647 DBCO

Nach erfolgreicher Anbindung des regioselektiv DBCO-modifizierten aDEC205
an P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj3(stat) Blockcopolymere tiber SPAAC (Abbildung 90) soll vor
der angestrebten Konjugation der DEC205-Antikorper auf die Oberflache von azid-
funktionalisierten Polyplexen nach dem Schema in Abbildung 89A, die Zuganglich-
keit der Azidgruppen innerhalb dieser Strukturen untersucht werden. Dafiir wurden
Polyplexe mit pDNA (pGL3-Basic) und den jeweiligen azidfunktionalisierten Blockco-
polymeren P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) gebildet (vgl. Ka-
pitel 3.3) und mit niedermolekularem AF647 DBCO-Fluoreszenzfarbstoff in einer
SPAAC umgesetzt.

Abbildung 93 zeigt die Umsetzung von pDNA-Polyplexen aus P(Lys)-b-P(HPMA)-
Ns(stat) Blockcopolymer und AF647 DBCO-Fluoreszenzfarbstoff zum einen Uber
Gefrier- und Auftauzyklen (freeze-thaw) (A) und zum anderen bei 37 °C (B) mit an-
schlieBender Charakterisierung Uber FCS.

"
’*DBCO » ’ | . ® *—nsco % ’
—> K . " S .
freeze-thaw S PO R N, ® \',

0.0

0.0

° AF647 DBCO © AF647 DBCO

© Polyplex-N,(stat) + AF647 DBCO [ © Polyplex-N,(stat) + AF647 DBCO
L L A A L1 I Ll Ll Ll Ll L
10°° 107 10°° 1072 107" 10°¢ 10°° 107 10°° 1077 107!
Tins Tins

Abbildung 93. FCS: SPAAC von pDNA-Polyplexen aus P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj3(stat) und AF647 DBCO.
A) Reaktion Uber freeze-thaw-Zyklen: AF647 DBCO (blau) mit R, = 0,75 nm, SPAAC von Polyplex und
AF647 DBCO (hellgrau) mit R, =52nm (97 %). B) Reaktion bei 37 °C: AF647 DBCO (blau) mit
R, = 0,75 nm, SPAAC von Polyplex und AF647 DBCO (dunkelgrau) mit Ry, = 50 nm (90 %).

In beiden Fallen zeigte sich eine erfolgreiche bioorthogonale Konjugation tber
SPAAC von azidfunktionalisierten pDNA-Polyplexen und niedermolekularem
AF647 DBCO-Farbstoff mit einer detektierten fluoreszierenden Spezies von
Rh=52nm (A, hellgrau) bzw. R,=50nm (B, dunkelgrau) im Vergleich zu
AF647 DBCO mit R, = 0,75 nm (blau).[21¢!
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Die auf ionischen Wechselwirkungen basierende Polyplexstruktur war wéahrend
der Aufarbeitung der Ansatze Uber Spinfiltration stabil und ermdglichte somit eine
nahezu vollstdndige Abtrennung des Uberschissigen AF647 DBCO-Farbstoffs. Dies
zeigt sich in einem Anteil von 97 % (A) bzw. 90 % (B) fir den jeweiligen detektierten
AF647-markierten Polyplex in den FCS-Messungen in Abbildung 93.

Uber die erfolgreiche Anbindung von DBCO-funktionalisiertem Fluoreszenzfarb-
stoff an pDNA-Polyplexe aus P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj3(stat) konnte eine ausreichende
Anzahl und eine gute Zuganglichkeit der Azidgruppen auf der Oberflache der Poly-
plexe fur niedermolekulare Fluoreszenzfarbstoffe bestatigt werden. AuBerdem ist
hervorzuheben, dass die bioorthogonale SPAAC sowohl Uber die freeze-thaw-Me-
thode als auch bei 37 °C zu einer erfolgreichen Konjugation von Polyplex und Fluor-
eszenzfarbstoff fihrte. Die FCS bietet die Moglichkeit Giber das Verhaltnis der Fluores-
zenzintensitdten von AF647-markiertem pDNA-Polyplex zu AF647 DBCO-Farbstoff
eine quantitative Aussage Uber die Effizienz der Farbstoffanbindung Gber SPAAC zu
treffen. Fir den Reaktionsansatz Uber Gefrier- und Auftauzyklen (Abbildung 93A)
zeigte sich mit 30 Farbstoffen pro Polyplex ein dreimal héherer Umsatz im Vergleich
zur Reaktion bei 37 °C (Abbildung 93B) mit 9 Farbstoffen pro Polyplex. Dies entspricht

den Erwartungen flir eine gesteigerte Reaktionsrate tUber die freeze-thaw-Methode.

Im Gegensatz zur erfolgreichen SPAAC von azidfunktionalisierten pDNA-Polyple-
xen mit P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) Blockcopolymer (Abbildung 93) konnte in der
Umsetzung von Polyplexen aus azidendgruppenfunktionalisiertem Blockcopolymer
(P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end)) keine Konjugation mit dem niedermolekularem
AF647 DBCO-Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen werden, weder tber Gefrier- und
Auftauzyklen noch bei der Reaktionsfiihrung bei 37 °C.[21¢]
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Abbildung 94. FCS: SPAAC von pDNA-Polyplexen aus P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) und AF647 DBCO.
AF647 DBCO (blau) mit R, = 0,75 nm, Reaktion von Polyplex und AF647 DBCO Uber freeze-thaw-Zyklen:
(hellgrau) mit R, = 0,78 nm. Reaktion von Polyplex und AF647 DBCO bei 37 °C: (dunkelgrau) mit
R,=0,76 nm.
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Ergebnisse und Diskussion

Die in Abbildung 94 dargestellten FCS-Messungen zeigen keine fluoreszierende
Spezies im erwarteten GroBenbereich von R, ~ 50 nm (vgl. Abbildung 93). Die Korre-
lationskurven flr die Reaktion Gber Gefrier- und Auftauzyklen (A, hellgrau) und fir die
Reaktion bei 37 °C (B, dunkelgrau) Uberlagern mit der Korrelationskurve des
AF647 DBCO-Farbstoffs von R, = 0,75 nm. Die mogliche Ursache fir eine erfolglose
AF647 DBCO-Anbindung an pDNA-Polyplexe aus P(Lys)-b-P(HPMA)-N;(end) Block-
copolymer, liegt wahrscheinlich, analog der gescheiterten Umsetzung des Blockco-
polymers mit aDEC205-DBCO (Abbildung 92), am geringen Azid-Funktionalisie-
rungsgrad und der Zugénglichkeit der Azidgruppen im Blockcopolymer bzw. im Poly-
plex begrindet.

3.5.2 Konjugation von Azidfunktionalisierten Polyplexen und
aDEC205-DBCO(Lys)/(NHS)

In diesem Kapitel wurde die bioorthogonale Konjugation von azidfunktionalisier-
ten pDNA-Polyplexen und DBCO-modifizierten DEC205-Antikdrpern analysiert (siehe
Abbildung 89A). Basierend auf den Ergebnissen in Kapitel 3.5.1.1 wurden die pDNA-
Polyplexe fir nachfolgende SPAAC-Konjugationen ausschlieBlich mit P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns;(stat) Blockcopolymer gebildet.

Ein Uberblick Gber die durchgefiihrten Experimente zur Ermittlung der geeigne-
ten Reaktionsbedingungen zur Anbindung von DEC205-Antikorpern auf die Oberfla-
che der Azid-Polyplexe ist in Tabelle 15 gegeben. Neben den regioselektiv, enzyma-
tisch modifizierten DEC205-Antikorpern mit DBCO-Lys und DBCO-NH, (A1-B4)
wurden auch unspezifisch DBCO-modifizierte DEC205-Antikorper verwendet
(aDEC205-DBCO(NHS)) (C1-C3)). Es wurde stets der funktionalisierte Antikérper
(aDEC205ar447-DBCO(Lys/NH,/NHS)) als fluoreszenzmarkierte Spezies eingesetzt, um
die erwartete GroBenzunahme von Antikorper (Ry ~ 5-6 nm) zu Polyplex-Antikorper-
Konjugat (R, ~ 50 nm) in der FCS eindeutig bestimmen zu kénnen. Weiterhin unter-
scheiden sich die zahlreichen Versuche in Tabelle 15 in den gegebenen Reaktionsbe-
dingungen (freeze-thaw-Zyklen oder 37 °C) und im molaren Verhaltnis von Azid-Poly-
plex zu DEC205-DBCO-Antikorper.
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Tabelle 15. Reaktionsanséatze zur Konjugation von Azid-Polyplex und aDEC2054r447-DBCO.

aDEC205AF647—

Ansatz Aquiv.* Methode FCS Analytik
DBCO(X)
A1 DBCO-Lys 10 freeze-thaw
A2 DBCO-Lys 50 freeze-thaw -
A3 DBCO-Lys 100 freeze-thaw Ry, =52 nm (5 %)
A4 DBCO-Lys 50 37°C
A5 DBCO-Lys 100 37°C
B1 DBCO-NH, 10 freeze-thaw
B2 DBCO-NH, 100 freeze-thaw
B3 DBCO-NH, 10 37°C
B4 DBCO-NH, 100 37°C
C1 DBCO-NHS 10 37°C
Cc2 DBCO-NHS 50 37°C
C3 DBCO-NHS 100 37°C Rh=45nm (13 %)

A/B: enzymatisch, regioselektiv modifizierter aDEC205r447-DBCO.
C: unspezifisch modifizierter aDEC2054r447-DBCO.
* Aquivalente an aDEC205ars47-DBCO bezogen auf 1 Aquivalent Polyplex (pDNA/Polyplex = 1)24¢]

Die Ergebnisse aus Tabelle 15 zeigen, dass sowohl fir die enzymatisch DBCO-
modifizierten Antikérper (A1-B4) als auch fir den unspezifisch DBCO-funktionalisier-
ten aDEC205 ein Uberschuss von mindestens 100 Aquivalenten in Bezug auf den
Polyplex nétig war, um eine Umsetzung Uber SPAAC zu erzielen (A3 und C3). Ein ge-
ringerer Einsatz von 10 oder 50 Aquivalenten fiihrte zu keiner detektierbaren Reaktion
Uber FCS. Weiterhin ist zu betonen, dass die enzymatisch modifizierten Antikérper
ausschlieBlich Gber Gefrier- und Auftauzyklen zur Reaktion gebracht werden konnten,
eine Umsetzung bei 37 °C blieb erfolglos (vgl. A4, A5, B3, B4). Im Gegensatz dazu
konnten der unspezifisch DBCO-markierte DEC205-Antikorper (C3) bei 37 °C an den

Polyplex angebunden werden.

Die FCS-Messungen in Abbildung 95 belegen eine erfolgreiche SPAAC zwischen
Azid-Polyplexen und DBCO-funktionalisierten DEC205-Antikérpern. In  Abbil-
dung 95A wurde der enzymatisch DBCO-modifizierte aDEC205rs47-DBCO(Lys) Uber
Gefrier- und Auftauzyklen angebunden (vgl. Tabelle 15, A3), wahrend in Abbil-
dung 95B der unspezifisch DBCO-modifizierte aDEC205ar¢47-DBCO(NHS) bei 37 °C
erfolgreich zur Reaktion gebracht wurde (vgl. Tabelle 15, C3).
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Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 95. FCS: SPAAC von Azid-Polyplexen aus P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj(stat) und aDEC205are47-
DBCO. A) Reaktion mit aDEC2054r47-DBCO(Lys) Uber freeze-thaw-Zyklen: AF647 NHS (blau) mit
R, =0,76 nm, aDEC2054r447-DBCO(Lys) (grin) mit R, =5,5nm, Konjugat von Azid-Polyplex und
aDEC2054r447-DBCO(Lys) (grau) mit R, =52 nm (5 %). B) Reaktion mit aDEC2054r447-DBCO(NHS) bei
37 °C: AF647 NHS (blau) mit R, = 0,76 nm, aDEC205ar¢47-DBCO(NHS) (griin) mit Ry, = 5,6 nm, Konjugat
von Azid-Polyplex und aDEC2054r447-DBCO(NHS) (grau) mit R,, = 45 nm (13 %).

Die resultierenden Korrelationskurven fir die Polyplex-Antikdrper-Konjugate
(grau) mit einem hydrodynamischen Radius von R, =52 nm (A) und R, = 45 nm (B)
entsprechen dem erwarteten GroBBenbereich der Polyplexe von ca. 50 nm (vgl. Abbil-
dung 51 und Abbildung 93). Diese detektierten fluoreszierenden Spezies unterschei-
den sich deutlich von der GroBe der eingesetzten AF647-markierten DBCO-Antikor-
per mit R, = 5,5 nm flir aDEC2054r447-DBCO(Lys) und Ry, = 5,6 nm fiir aDEC205r447-
DBCO(NHS) und bestatigen eine erfolgreiche Konjugation beider makromolekularer
Komponenten Uber SPAAC. Allgemein ist festzuhalten, dass sich der hydrodyna-
mische Radius des Polyplexes bei Anbindung der DEC205-Antikorper nicht signifikant

andert bzw. vergrofBert.

Dennoch zeigt sich in beiden Fallen trotz der beschriebenen GréBenunterschiede
keine deutliche Verschiebung der Korrelationskurven von aDEC205r447-DBCO(Lys/
NHS) (griin) zum Polyplex-Antikérper-Konjugat (grau). Dies ist auf den geringen pro-
zentualen Anteil des jeweiligen Konjugats von 5 % (in Abbildung 95A) bzw. 13 % (Ab-
bildung 95B) zuriickzufiihren. Uber den ermittelten Anteil an Polyplex-Antikdrper-
Konjugat lasst sich jedoch keine Aussage lber den Umsatz der Reaktion treffen, da in
beiden Fallen die Reaktionsldsung der SPPAC Ansétze ohne Abtrennung des einge-
setzten Uberschusses von 100 Aquivalenten aDEC2054r¢47-DBCO(Lys/NHS) iber FCS
analysiert wurde. Eine nachtragliche Abtrennung an Gberschiissigem Antikorper Gber
GroBenausschlusschromatographie blieb fir die kleinen Reaktionsansatze der positi-

ven Konjugationsanséatze erfolglos (vgl. Kapitel 5.12.5).
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Im Allgemeinen stellte sich das Ermitteln der geeigneten Reaktionsbedingungen
zur Konjugation von Polyplex und Antikorper als sehr anspruchsvoll heraus. Wie in
Kapitel 5.12.5 beschrieben, wurden die Reaktionen in 6-7 Gefrier- und Auftauzyklen
durchgefihrt. Beim Erhohen der Anzahl der Gefrierzyklen auf ca. 10-14, um den
Reaktionsumsatz weiter zu steigern, konnten in der FCS fluoreszierende Fragmente
im GroBenbereich von 2-3 nm detektiert werden, die auf eine Zersetzung des Antikor-
pers (R, ~ 6 nm) hinwiesen. Wurde die Reaktionszeit bei der Konjugation bei 37 °C
von 1 d auf 3-4 d verlangert, konnte in der FCS die Bildung von Aggregaten beobach-

tet werden (Spezies im Bereich von R, = 100-200 nm).

Zusammenfassend konnte die Zuganglichkeit und moderate Reaktivitat der Azid-
gruppen im Polyplex sowie der DBCO-Gruppen im DEC205-Antikérper im Einzelnen
Uber SPAAC-Reaktionen mit niedermolekularen Fluoreszenzfarbstoffen nachgewie-
sen werden (vgl. Abbildung 76 und Abbildung 93). Auch die Darstellung von Poly-
plex-Antikdrper-Konjugaten Uber bioorthogonale SPAAC von Azid-Polyplexen mit
unterschiedlichen DBCO-funktionalisierten DEC205-Antikdrpern war in einge-
schrankter Form Uber FCS zu detektieren (Abbildung 95). Die geringe Reaktivitat bei
der Umsetzung beider makromolekularen Komponenten ist moglicherweise auch auf
das geringe Diffusionsvermdgen des Polyplexes mit einem hydrodynamischen Radius
von ca. 50 nm zurlickzufiihren. Deshalb konnte durch ein erhdhtes Verhaltniss der
kleineren Antikorperspezies (R, ~ 6 nm) in Relation zum Polyplex eine Reaktion der
beiden Makromolekile erwirkt werden (vgl. Tabelle 15). Da auch die Reaktion von
unspezifisch DBCO-modifiziertem aDEC205 (Abbildung 95B) nicht maBBgeblich effizi-
enter war im Vergleich zu den regioselektiv enzymatisch modifizierten Antikdrpern
(Abbildung 95A), kann der geringe Umsatz bei der Konjugation mit Azid-Polyplexen
nicht nur von der Anzahl an DBCO-Gruppen und deren Zuganglichkeit im Antikorper
begriindet sein.

Das angestrebte Konzept der bioorthogonalen SPAAC zwischen azidfunktionali-
sierten Polyplexen und regioselektiv DBCO-modifizierten DEC205-Antikérpern zur
Ausstattung der Polyplexe mit Zielstrukturen fir dendritische Zellen, konnte prinzipiell
nachgewiesen werden. Dennoch erwies sich diese Methode aufgrund der nétigen
Uberschiisse an aufwendig synthetisiertem aDEC205-DBCO sowie der geringen
Umsatze und mangelnder Reproduzierbarkeit als limitiert zur breiteren Anwendung,

insbesondere flr weitere in vitro-Charakterisierungen.
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Ergebnisse und Diskussion

3.5.3 Konjugation von Zylindrischen Azid-Biirstenpolymeren und
aDEC205-DBCO(NH,)

Neben der Konjugation der enzymatisch DBCO-funktionalisierten DEC205-Anti-
korper an Azid-Polyplexe, erfolgte ebenfalls eine Anbindung an azidfunktionalisierte,
zylindrische Birstenpolymere (vgl. Abbildung 89A). Die polypept(o)idischen Biirsten-

polymere bestehen aus einem Poly-L-lysin-Rickgrat und Polysarkosinseitenketten.

Die zylindrischen P(Lys)-P(Sar) Birstenpolymere wurden von _ unter der Be-

treuung von _ und _ am Institut fir Physikalische Chemie der

JGU Mainz synthetisiert und freundlicherweise bereitgestellt.

Der in Kapitel 3.4.1 enzymatisch modifizierte aDEC205-DBCO(NH,) mit AF647-
Markierung wurde in einem Uberschuss von 50 Aquivalenten mit Azid-Biirstenpoly-
mer unter Gefrier- und Auftauzyklen zur Reaktion gebracht. Die FCS-Messung in
Abbildung 96 zeigt fiir den DEC2054r447-DBCO(NH;)-Antikdrper (griin) eine charak-
teristische GroBe von Ry, = 5,9 nm und nach der Umsetzung mit azidfunktionalisiertem
Birstenpolymer konnte eine fluoreszierende Spezies von Ry, = 19 nm (grau) detektiert
werden. Diese GrofBenzunahme bestétigt eine erfolgreiche bioorthogonale Anbin-
dung Uber SPAAC von Azid-Blrstenpolymer und enzymatisch modifiziertem
aDEC205 arga7-DBCO(NH>).

aDEC205,,,,,-DBCO(NH,)
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Abbildung 96. FCS: SPAAC von zylindrischem Azid-Birstenpolymer und aDEC205ar47,-DBCO(NH,).
AF647 NHS (blau) mit R, = 0,76 nm, aDEC2054r447-DBCO(NH;) (griin) mit R, = 5,9 nm, Konjugat von
Azid-Burstenpolymer und aDEC205ar447-DBCO(NH,) (grau) mit R, = 19,2 nm.

Die resultierende GroBe von 19 nm fiir das Konjugat liegt im Rahmen der Mess-
genauigkeit in guter Ubereinstimmung mit dem Radius des zylindrischen Biirsten-
polymers von Ry, = 22 nm, der Gber DLS und FCS bestimmt wurde (hier nicht gezeigt).
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Vergleichend mit den Polyplex-Antikérper-Konjugaten aus Kapitel 3.5.2 in Abbil-
dung 95, ist auch fir das Konjugat aus Birstenpolymer und aDEC205 keine GréBen-
zunahme durch die Antikdrperanbindung auszumachen. Die hydrodynamischen
Radien der Konjugate entsprechen weitestgehend der GréBe der polymerbasierten
Nanopartikel selbst. Im Unterschied zu den FCS-Messungen der Polyplex-Antikorper-
Konjugate in Abbildung 95 zeigt die Korrelationskurve des Konjugats aus zylindri-
schem Birstenpolymer und aDEC205 (grau) in Abbildung 96 eine deutliche Verschie-
bung zur Korrelationskurve des Antikdrpers (grin). Dies ist auf die erfolgreiche
Abtrennung des Uberschissigen DEC205ar647-DBCO(NH,)-Antikorpers mittels Gro-
Benausschlusschromatographie zuriickzufiihren. In Folge dessen wurde Gber FCS der
aufgearbeiteten Reaktionsldsung ausschlieBlich eine Komponente von R, = 19 nm fir
das Konjugat gemessen; freier Antikorper wurde nicht detektiert. Dies erlaubte auch
eine entsprechende Quantifizierung der angebundenen Antikdrper pro Birstenpoly-
mer Uber das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten. Somit ergab sich ein Wert von

3,8 DEC205-Antikorpern pro Birstenpolymer.

Wie auch fir alle anderen SPAAC-Konjugationsreaktionen, in denen enzymatisch
modifizierte Antikérper beteiligt waren, fand die Umsetzung zwischen azidfunktiona-
lisiertem, zylindrischem Burstenpolymer und enzymatisch modifiziertem aDEC205-
DBCO(NH,) ausschlieBlich Gber Gefrier- und Auftauzyklen statt. Fir die erfolgreiche
bioorthogonale Reaktion war ebenfalls ein hoher Uberschuss von 50 Aquivalenten an
aDEC2054rs47-DBCO(NH;) notwendig, gegenliber dem Einsatz von 100 Aquivalenten
bei der Konjugation der Polyplexe (Kapitel 3.5.2). Nicht umgesetzter Antikérper
konnte aufgrund einer entsprechenden AnsatzgréBe von 83 pg Birstenpolymer und
600 pg Antikorper (vgl. Kapitel 5.12.6) erfolgreich tber GréBenausschlusschromato-
graphie vom Konjugat abgetrennt werden.

Ein moglicher Vorteil des zylindrischen Birstenpolymers (R, ~ 20 nm) bei der
SPAAC mit enzymatisch modifiziertem DBCO-Antikorper im Vergleich zum Polyplex
(Rh ~ 50 nm) als nanopartikulédre Azidkomponente, kdnnte die geringere Grof3e und
das damit einhergehende hohere Diffusionsvermdgen sein. Weiterhin bietet das
Blrstenpolymer aufgrund der Azidendgruppenfunktionalisierung der Polysarkosin-
seitenkette eine hohe Anzahl an Azidgruppen, die fir eine SPAAC zur Verfligung ste-
hen. Aufgrund der kompakteren Architektur des Biirstenpolymers im Unterschied zur
diffusen Struktur der pDNA-Polyplexe, kdnnten die Azidgruppen auf der Biirstenober-
flache fir den enzymatisch DBCO-modifizierten aDEC205 besser zuganglich sein.

Zusammenfassend konnten azidfunktionalisierte, zylindrische Birstenpolymere
basierend auf Poly-L-lysin und Polysarkosin als nanopartikuldre Tréager zur bioortho-
gonalen SPPAC mit regioselektiv modifizierten DEC205-DBCO-Antikorpern genutzt
werden. Dennoch ist eine breitere Anwendung dieser Systeme aufgrund der nétigen
hohen Uberschiisse an aufwendig synthetisiertem aDEC2054r447-DBCO(NH,) limitiert.
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Ergebnisse und Diskussion

3.5.4 Konjugation von Tetrazin-Mizellen und aDEC205-TCO(NH,)

Der in Kapitel 3.4.2 Gber BTG-vermittelte Modifizierung hergestellte TCO-funktio-
nalisierte DEC205-Antikorper zeigte bereits eine erfolgreiche Anbindung von tetra-
zinfunktionalisiertem Fluoreszenzfarbstoff in der charakteristischen bioorthogonalen
IEDDA-Cycloaddition (vgl. Abbildung 81). Fortfilhrend wurde die Konjugation des
DEC2054r447-TCO-Antikorpers an kernvernetzten Polymermizellen basierend auf
Poly(N-(2-hydroxypropyl)methacrylat)-b-Poly(hymecromonmethacrylat-co-laurylme-
thacrylat) Blockcopolymeren (P(HPMA)-b-P(HCMA-co-LMA))247! mit statistisch verteil-
ten Tetrazingruppen im P(HPMA)-Block analysiert (vgl. Abbildung 89C).

Die P(HPMA)-b-P(HCMA-co-LMA)-basierten Polymermizellen wurden von _
unter der Betreuung von _ am Institut fir Organische Chemie der JGU
Mainz synthetisiert und freundlicherweise zur Verfigung gestellt.

Das tetrazinfunktionalisierte amphiphile P(HPMA)-b-P(HCMA-co-LMA)-Tz(stat)
Blockcopolymer wurde tber Dialyse gegen Wasser in Mizellen Gberfihrt und mittels
photochemischer Reaktion tber die HCMA-Gruppen vernetzt.!?*’] AnschlieBend
wurde der AF647-markierte enzymatisch modifizierte aDEC205r447-TCO als fluores-
zenzmarkierte Spezies mit den vorgeformten tetrazinfunktionalisierten Polymermizel-

len in einer IEDDA-Cycloaddition Uiber Gefrier- und Auftauzyklen umgesetzt.

aDEC205 TCO
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Abbildung 97. FCS: Konjugation von Tetrazin-Mizelle und aDEC2054r447-TCO. AF647 NHS (blau) mit
Rn=0,76 nm, aDEC205xr47-TCO (grin) mit Ry =5,0nm, Konjugat von Tetrazin-Mizelle und
aDEC2054r647-TCO (grau) mit R, = 19 nm (90 %).

Die FCS-Messung in Abbildung 97 zeigt eine erfolgreiche bioorthogonale
IEDDA-Reaktion von tetrazinfunktionalisierter Mizelle und TCO-modifiziertem

aDEC205. Fur das Konjugat konnte eine fluoreszierende Spezies mit einem hydro-
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dynamischen Radius von Ry = 19 nm (grau) detektiert werden, die sich deutlich in der
GroBe von aDEC205r447-TCO mit Ry = 5,0 nm (griin) unterscheidet. Das Konjugat mit
Rh=19 nm liegt in guter Ubereinstimmung mit dem (iber DLS gemessenen Durch-
messer der vorgeformten Mizelle von 41 nm (R, = 20,5 nm) (hier nicht gezeigt). In
Analogie zu den SPAAC-Konjugationen von Azid-Polyplex bzw. Azid-Birstenpolymer
mit aDEC205-DBCO (Kapitel 3.5.2 und 3.5.3), konnte auch fir die Antikérperanbin-
dung von aDEC205-TCO an die Polymermizelle keine GréBenzunahme detektiert
werden.

Der deutliche Abstand der Korrelationskurve des Mizellen-Antikdrper Konjugats
(grau) zur Korrelationskurve von aDEC2054r47-TCO (griin) ist dem prozentualen
Anteil von 90 % an detektiertem Konjugat zuzuschreiben. Die verbleibenden 10% sind
nicht umgesetztem freien Antikdrper zuzuschreiben. Im Unterschied zur SPAAC-Kon-
jugation von Azid-Birstenpolymer und aDEC2054r447-DBCO in Abbildung 96, hat fur
die IEDDA-Cycloaddition von Tetrazin-Mizelle und aDEC205ar47-TCO keine Aufar-
beitung zur Abtrennung von freiem Antikorper stattgefunden. Aufgrund des geringen
Anteils an aDEC2054r447-TCO in der Reaktionsldsung konnte Gber FCS aus dem Ver-
haltnis der Fluoreszenzintensitaten eine Anbindung von 2,9 DEC205-Antikérpern pro
Polymermizelle berechnet werden. Dieses Ergebnis ist mit der Anbindung von 3,8
DEC205-Antikérpern pro Birstenpolymer (Kapitel 3.5.3) bei dhnlicher GréBe des

nanopartikuldren Tragers gut vergleichbar.

Zusammenfassend zeigt sich fir die IEDDA-Cycloaddition zwischen tetrazinfunk-
tionalisierten Polymermizellen aus P(HPMA)-b-P(HCMA-co-LMA) Blockcopolymer und
enzymatisch modifiziertem aDEC205ars47-TCO und anschlieBender FCS-Analytik ein
sehr guter Reaktionsumsatz. Trotz des eingesetzten Uberschusses an funktionalisier-
tem Antikérper und ohne Aufarbeitung der IEDDA-Reaktionslésung, konnte in der
FCS nur ein geringer Anteil von 10% an nicht-gebundenem aDEC205r447-TCO
detektiert werden. Dies belegt eine gute Zuganglichkeit der Tetrazingruppen auf der
Oberflache der Polymermizelle fur die regioselektiv TCO-modifizierten Antikorper.

Uber eine potentiell effizientere BTG-vermittelte TCO-Funktionalisierung gegen-
Uber der DBCO-Modifizierung an aDEC205 kann nach den Charakterisierungen in
Kapitel 3.4.1 und 3.4.2 keine Aussage getroffen werden. Auch der hydrodynamische
Radius der Polymermizelle liegt im dhnlichen GréBBenbereich zum zylindrischen Blrs-
tenpolymer (Rh ~ 20 nm) und kann aufgrund der GréBe nicht ausschlaggebend sein.
Somit sind die vergleichsweise besseren Reaktionsumsatze der Mizellen-Antikérper
Konjugation neben der Konjugation von Azid-Polyplex und Azid-Blrstenpolymer mit
enzymatisch DBCO-funktionalisiertem aDEC205 auf die ausnahmslos héheren Reak-
tionsgeschwindigkeiten (Faktor 108) fir die bioorthogonale IEDDA-Cycloaddition zwi-
schen trans-Cyclooctenen und Tetrazinen im Vergleich zur SPAAC zuriickzufiihren
(IEDDA: k ~ 10 M'sm und SPAAC: k ~ 102 M s; vgl. Kapitel 1.4).
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Zusammenfassung und Ausblick

4 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die Funktionalisierung von P(Lys)-b-P(HPMA)-Blockcopoly-
meren als polymerbasierte Transfektionsagenzien fir die selektive Transfektion von
dendritischen Immunzellen im Rahmen der Anti-Tumorvakzinierung. Dies beinhaltete
zum einen die Einflihrung funktionaler Elemente, die die endosomale Freisetzung
unterstitzen und damit die Transfektionseffizienz steigern sollen und zum anderen
die Modifizierung der Polyplexe mit DEC205-Antikorpern als Zielstrukturen fir eine
selektive DC-Adressierung. Die bioorthogonale Konjugation von DBCO-funktionali-
sierten DEC205-Antikdrpern an Polyplexe mit Azidgruppenmodifizierung erfolgte
Uber ringgespannten Alkin-Azid-Cycloaddition (SPAAC) und wurde im Detail mittels
FCS-Analytik charakterisiert.

Uber die Kombination von NCA- und RAFT-Polymerisation mit anschlieBenden
polymeranalogen Umsetzungen wurden P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere mit
einem Blocklangenverhaltnis von 1:5 (33:165) erfolgreich hergestellt. Die RAFT-Poly-
merisation des Reaktivestermonomers PFPMA mit dem makromolekularen Ketten-
transferreagenz P(Lys(Boc))-CTA ermdglichte die Synthese des P(Lys(Boc))-b-
P(PFPMA) Vorlaufer-Blockcopolymers. Der Poly(PFPMA)-Block wurde tiber Aminolyse
mit 2-Hydroxypropylamin zur hydrophilen Poly(HPMA)-Einheit umgesetzt. Darliber
hinaus wurde der Reaktivesteransatz genutzt, um mittels polymeranaloger Reaktionen
optional den Fluoreszenzfarbstoff Oregon Green 488 Cadaverin oder auch statistisch
verteilte Azidgruppen Uber den Linker NH»-PEG¢-N3 in den Poly(HPMA)-Block einzu-
fuhren. Die statistische Azidfunktionalisierung im P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) Blockco-
polymer konnte qualitativ Gber IR-Spektroskopie nachgewiesen werden und durch
'"H-NMR-Spektroskopie ein Funktionalisierungsgrad von 10,5 % (~17 Azidgruppen
pro Blockcopolymer) bestimmt werden. Das azidendgruppenfunktionalisierte Block-
copolymer P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) wurde in einer Amidkupplung der polymeren
Carboxylendgruppe mit niedermolekularem NH,-PEG,-N3 hergestellt. Der qualitative
Nachweis der endstandigen Azidgruppe in P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) erfolgte Uber
die Anbindung eines DBCO-modifizierten Fluoreszenzfarbstoffs. In grober Naherung
wurde Uber 'H-NMR-Spektroskopie ein Funktionalisierungsgrad von ca. 7% bestimmt.
Die synthetisierten Blockcopolymere P(Lys)-b-P(HPMA), P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj(stat)
und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) mit Molekulargewichten zwischen 28 000 und
33 000 g/mol zeigten monomodale Molekulargewichtsverteilungen mit Dispersitaten
zwischen 1,4 und 1,6 Gber GPC in HFIP.

Die physikochemische Charakterisierung der gebildeten Polyplexe basierend auf
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren mit pDNA und mRNA erfolgte Giber Agarosegel-
elektrophorese. Fiir mMRNA-Polyplexe zeigte sich ein Komplexierungsstart bei N/P 2,
wahrend die Komplexierung der pDNA-Polyplexe erst bei N/P4 begann. Das
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unterschiedliche Komplexierungsverhalten liegt in der Struktur der Nukleinsduren
begriindet, sodass die Komplexierung der flexiblen, einzelstrangigen mRNA bei klei-
neren N/P Verhaltnissen beginnt im Vergleich zur rigiden, doppelstrangigen pDNA.
Die Charakterisierung der pDNA-Polyplexe (iber DLS und FCS ergab in guter Uber-
einstimmung eine GroBBe im Bereich von R, =50 nm. Entsprechend der geringen
GroBe beziiglich der Anzahl an Nukleotiden (pDNA: 9636 Basen; mRNA: 2135 Basen)
konnte mittels FCS fur die gebildeten mRNA-Polyplexe ein geringerer hydrodynami-
scher Radius von Ry, = 25 nm detektiert werden. In weiteren Experimenten konnte der
Einfluss der strukturellen Unterschiede von mRNA und pDNA unter Verwendung von
Nukleinsduren mit gleicher Nukleotidanzahl in Bezug auf die GroBBe der gebildeten

Polyplexe naher untersucht werden.

Zur Steigerung der Transfektionseffizienz wurde die chemische Modifizierung der
P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere mit einer sdurespaltbaren Hydrazongruppe tber
die Synthese eines makromolekularen Hydrazon-CTAs evaluiert. Sowohl die erfolgrei-
che Synthese des niedermolekularen (Z)-B-Alanin-hydrazons als auch die weitere
Modifizierung zur Darstellung eines makromolekularen Polylysin-CTAs konnten tber
'H-/">*N-NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden. Jedoch zeigten Experimente zur
sauren Hydrolyse des Hydrazons, dass die Synthese nicht unter Erhalt der funktionalen
Hydrazoneinheit stattfand. Somit wurde die Darstellung des saurelabilen P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymers mit dem hergestellten Hydrazid-CTA, ohne pH-sensitive
Gruppe, nicht weiter verfolgt. Die partielle Modifizierung des Poly-L-lysin-Blocks mit
2-(Pyridyldithio)-propionat-Gruppen im P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer zur rever-
siblen Disulfidvernetzung konnte Gber "H-NMR-Spektroskopie qualitativ nachgewie-
sen werden. Das resultierende P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) Blockcopolymer
wurde mit dem endosomolytisch aktiven LAH4-L1-Cys-Peptid als Dithiolvernetzer
umgesetzt und die resultierenden pDNA-Polyplexe Giber DLS charakterisiert. In Ana-
logie zu den nicht vernetzten Systemen konnten fir die disulfidvernetzten Polyplexe
mit LAH4-L1-Peptid eine GroBe im Bereich von Dy, = 80-110 nm detektiert werden.

Die Transfektionseffizienz von P(Lys)-b-P(HPMA) (P1) und P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-
P(HPMA) (P2) wurde Uber Biolumineszenzmessungen mit Luciferase-codierender
mMRNA bzw. pDNA an verschiedenen Zelllinien evaluiert. Wie das Experiment an HEK-
293T Zellen bestétigte, konnen P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymere erfolgreich als
polymere Transfektionsagenzien eingesetzt werden. Dennoch konnte Uber die Ver-
netzung mit endosomyltisch-aktivem LAH4-L1-Peptid von pDNA-Polyplexen mit P2
keine signifikante Erhéhung der Transfektionseffizienz an der DC2.4 Zelllinie detek-
tiert werden. Auch die Transfektion mit mRNA-Polyplexen, bei der es keiner Translo-
kalisation der Nukleinsdure in den Zellkern bedarf, konnte weder fiur BMDCs noch fir
HEK-293T Zellen erreicht werden, was moglicherweise in der unzureichenden Freiset-

zung der mRNA aus dem Polyplex begriindet ist. Eine Visualisierung tber konfokale
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Zusammenfassung und Ausblick

Mikroskopie mit fluoreszenzmarkierten Komponenten konnte zur Aufklarung beitra-
gen. Bestétigt sich die ausbleibende Transfektion aufgrund der mangelnden Freiset-
zung der mRNA, konnte der Einfluss der Anzahl an kationischen Ladungen tber den
Polymerisationsgrad des Lysinblocks untersucht werden. Hinsichtlich einer erfolgrei-
chen DC-Transfektion kénnte alternativ die chemische Modifizierung der P(Lys)-b-
P(HPMA) Blockcopolymere mit pH-puffernden Gruppen, wie Histidinen, oder aber die
Konjugation von Signalsequenzen fir einen unterstitzen Kernimport evaluiert wer-

den.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der zweistufigen enzymatischen
Antikorpermodifizierung zur regioselektiven Einfihrung von unterschiedlichen funk-
tionalen Linkern. Nach der vorangehenden Deglykosylierung mit PNGase F wurde
der IgG-Antikorper aDEC205 mittels bakterieller Transglutaminase (BTG) mit den
Substraten DBCO-Lys, DBCO-NH; und TCO-NH; umgesetzt. In einem Nebenprojekt
wurde der CD25-Antikdrper zum Targeting von aktivierten T-Lymphozyten mit Defer-
oxamin (DFO-NH,), einem Chelator fir Radionuklidmetalle, enzymatisch modifiziert.
Die Deglykosylierung von aDEC205 und die Anbindung des DBCO-Lys Linkers konn-
ten Uber hochaufldsende Massenspektrometrie in hochster Prazision nachgewiesen
werden. Weitere funktionale Nachweise der Antikérpermodifizierung mit DBCO- bzw.
TCO-Gruppen wurden tber die Konjugation mit entsprechenden azid- bzw. tetrazin-
funktionalisierten Fluoreszenzfarbstoffen und anschlieBender Charakterisierung Gber
FCS erbracht. Die Anbindung des DFO-Chelators an aCD25 wurde tber die Radio-
markierung mir 8Zr bestatigt. Nach der Aufarbeitung Uber Spinfiltration konnte fir
alle regioselektiv modifizierten Antikorper eine erfolgreiche Abtrennung der Enzyme
sowie eine intakte Antikorperstruktur lber SDS-PAGE nachgewiesen werden. Die
Charakterisierung Gber DLS und FCS zeigte sowohl fir die nativen als auch fir modi-
fizierten Antikérper einen GroBBenbereich von Ry, ~ 5-6 nm. In zellularen Bindungsas-
says konnte am Beispiel von aDEC205-DBCO(NH;) und aCD25-DFO(NH;) gezeigt
werden, dass die regioselektive Einfihrung der funktionalen Gruppen keinen Einfluss
auf die Rezeptorbindungsaffinitdt der Antikérper darstellt. Aufgrund der geringen
Stabilitaten der Radioimmunkonjugate von 8Zr-markierten CD25-DFO-Antikorpern in
humanem Serum, wurde auf das in vivo-Experiment mit anschlieBender PET-Bildge-

bung verzichtet.

Die Zuganglichkeit der enzymatisch eingefihrten DBCO- bzw. TCO-Gruppen in
aDEC205 fir eine SPAAC bzw. IEDDA-Cycloaddition konnte Uber bioorthogonale
Konjugation mit niedermolekularen Azid- bzw. Tetrazin-Fluoreszenzfarbstoffen mittels
Gefrier- und Auftauzyklen bestédtigt werden. Hinsichtlich der Anbindung von
aDEC205-DBCO auf azidfunktionalisierte Polyplexstrukturen wurde die SPAAC vor-
erst an P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end) Blockcopolymeren
untersucht. Eine erfolgreiche Anbindung von aDEC205-DBCO an P(Lys)-b-P(HPMA)-
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Ns(stat) konnte Gber FCS mit R, = 10 nm fir das Konjugat nachgewiesen werden,
wohingegen keine Reaktion mit dem azidendgruppenfunktionalisiertem Blockcopoly-
mer aufgrund des geringen Azid-Funktionalisierungsgrades stattfand. Die Azidgrup-
pen auf der Polyplexoberflache mit P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) konnten mit einem
niedermolekularen DBCO-Fluoreszenzfarbstoff in einer SPAAC umgesetzt werden,
was als Voraussetzung fur die Anbindbarkeit von aDEC205-DBCO gewertet wurde.
Eine gesteigerte Komplexitat trat bei der SPAAC-Konjugation zwischen den beiden
makromolekularen Komponenten von enzymatisch DBCO-modifiziertem aDEC205
und azidfunktionalisiertem Polyplex mit einem hydrodynamischen Radius von etwa
50 nm auf. Nach 6-7 Gefrier- und Auftauzyklen und einem Uberschuss von 100 Aqui-
valenten des Antikdrpers konnte prinzipiell eine bioorthogonale Reaktion tiber FCS
nachgewiesen werden. Dennoch erwies sich das Konzept aufgrund der notwendigen
Uberschiisse an aufwendig synthetisiertem aDEC205-DBCO sowie der geringen
Umsatze und mangelnden Reproduzierbarkeit als stark limitiert fir eine breite Anwen-
dung, insbesondere im Hinblick auf weitere in vitro-Charakterisierungen.

Um die SPAAC der enzymatisch modifizierten DEC205-Antikérper an weiteren
nanopartikuldren Systemen zu untersuchen, wurde aDEC205-DBCO in 50-fachem
Uberschuss mit zylindrischen Azid-Biirstenpolymeren (iber Gefrier- und Auftauzyklen
umgesetzt. Nach der Abtrennung von nicht umgesetzten aDEC205-DBCO konnte mit-
tels FCS eine erfolgreiche Anbindung von durchschnittlich 3-4 Antikérpern pro Birs-
tenpolymer nachgewiesen werden. Der Vorteil der Konjugation der Birstenpolymere
gegeniber den Polyplexen kdnnte zum einen deren geringere GroBe (R, ~ 20 nm)
und das damit verbundene erhdhte Diffusionsvermdgen sein. Zum anderen kénnte
auch die chemischen Architektur der Birstenpolymere eine bessere Zuganglichkeit
der Azidgruppen gewahren. Eine effizientere Umsetzung von zwei Makromolekilen
konnte in der bioorthogonalen IEDDA-Reaktion von enzymatisch TCO-modifiziertem
aDEC205 mit tetrazinfunktionalisierten Polymermizellen erreicht werden. Ebenfalls
Uber die freeze-thaw-Methode konnten im Mittel 3 Antikorper pro Mizelle
(Rh ~ 20 nm) angebunden werden. Der gesteigerte Reaktionsumsatz ist auf die hohe
Reaktionsgeschwindigkeit der IEDDA-Konjugation zurtickzufihren, die um den Faktor
108 hoher liegen kann als fir SPAAC-Reaktionen.

Prinzipiell zeigte sich fir die enzymatische Antikorpermodifizierung eine grof3e
Vielfalt an moglichen Substraten, die Uber BTG erfolgreich angebunden werden
konnten. Ein Mehrwert fiir das synthetisierte DBCO-Lys gegenliber dem kommerziell
erworbenen DBCO-NH; konnte in diversen SPAAC-Reaktionen nicht festgestellt wer-
den. Alle erfolgreichen bioorthogonalen Reaktionen der enzymatisch modifizierten
Antikorper waren ausschlieB3lich Gber Gefrier- und Auftauzyklen moéglich und weisen
auf eine bedingte Zuganglichkeit der maximal 1-2 funktionale Gruppen innerhalb des
IgGs hin. Weiterhin stellt sich auch die konzeptionelle Frage der freeze-thaw-Methode

zur Konjugation von sensitiven Biomolekilen, wie Nukleinsduren oder Proteinen.
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Zusammenfassung und Ausblick

Aufgrund der deutlich gesteigerten Reaktionsumsatze fir die IEDDA-Cycloaddition
erscheint dieses Konjugationskonzept fir die Antikorperfunktionalisierung auf Poly-
plexe sehr sinnvoll. Weiterhin konnte die allgemeine Komplexitat der Konjugation von
Nanopartikeln mit Antikorpern als Zielstrukturen, neben der Strategie tUber bioortho-
gonale Reaktionen, auch durch die Verwendung von scFv- oder Fab-Antikérperfrag-

menten mit geringere GréBe und hoherer Flexibilitat minimiert werden.
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5 Experimentalteil

5.1 Materialien

Alle verwendeten Chemikalien und Lésungsmittel wurden von Sigma-Aldrich
(Merck) und Acros Organics bezogen und sofern nicht anders vermerkt, ohne weitere
Aufarbeitung eingesetzt. Technische Losungsmittel wurden vor Gebrauch destilliert;
alle anderen Losungsmittel wiesen den Reinheitsgrad pro analysis (p. a.) auf. Tetra-
hydrofuran und 1,4-Dioxan wurden bei Bedarf Gber Natrium frisch destilliert, Dichlor-
methan entsprechend Uber CaH,. Dimethylformamid wurde von Acros Organics
bezogen, liber BaO getrocknet und unter Vakuum auf vorgetrocknetes Molsieb (3 A)
fraktioniert destilliert. Diethylether wurde vor Gebrauch lber Destillation von Stabili-
sator befreit. Neopentylamin von TCl Europe wurde vor Gebrauch tber NaOH ge-
trocknet und anschlieBend fraktioniert destilliert. 2-Hydroxypropylamin wurde vor
Verwendung frisch destilliert. Die geschitzte Aminosadure N-g-Boc-L-Lysin wurde von
ORPEGEN (Heidelberg, Deutschland) erworben. Das Kupplungsreagenz 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimid wurde von Carbolution Chemicals (St. Ingberg,
Deutschland) verwendet. p-SCN-Bn-Deferoxamin wurde von Macrocyclics (Plano,
Texas) bezogen. DBCO-PEG,4-NHS-Ester wurde von Jena Bioscience erworben. Suc-
cinimidy 3-(2-Pyridyldithio)Propionat (SPDP) wurde von Toronto Research Chemicals
(TRC) (Toronto, Kanada) bezogen. Die Fluoreszenzfarbstoffe Oregon Green 488
Cadaverin, Alexa Fluor 647 NHS Ester, Alexa Fluor 647 DIBO Alkin sowie Texas Red
Cadaverin wurden von Invitrogen (Carlsbad, USA) bezogen. 5/6-Carboxyrhodamin
110-PEG3-Azid und 6-Methyl-Tetrazin-5-FAM stammen von Jena Bioscience (Jena,
Deutschland). Die monoklonalen Antikérper aDEC205 und die entsprechende Isotyp-
kontrolle IgG2a wurden von Bio X Cell (West Lebanon, USA) erworben. Der PC61 Klon
(aCD25) wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe _ (Institut
fur Immunologie, Mainz) bereitgestellt. Peptid-N-Glykosidase F und der Fast DNA
Ladder wurden von New England Biolabs (Frankfurt, Deutschland) bezogen und bak-
terielle Transglutaminase von Zedira (Darmstadt, Deutschland). Folgende Nukleinsau-
ren wurden zur Polyplexbildung verwendet: pDNA (pGL3-Basic (4818 bp) und pGL3-
Control (5256 bp) von Promega GmbH (Mannheim, Deutschland) sowie mRNA (Firefly
Luciferase mRNA (1921 Basen) von TriLink BioTechnologies (San Diego, CA) und iVT
Luc L2m2 mRNA (2135 Basen) von BioNTech AG (Mainz, Deutschland). Coomassie®
Brilliantblau R-250 zur Farbung der SDS-Gele wurde von neolab (Heidelberg,
Deutschland) erworben. GelRed™ zum Farben der Agarosegele wurde von VWR er-
worben. Die Peptide LAH4-L1 sowie LAH4-L1-Cys wurden von Peptide Specialty La-
boratories GmbH (PSL) (Heidelberg, Deutschland) hergestellt. Amicon® Ultra 0,5 mL
und 2 mL Zentrifugenfilter mit einer MembrangréBe von 100K (100 000 Da) wurden

von Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Spectra/Por® 3 Dialyseschlauche von
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Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) wurden in verschiedenen Membrangréf3en ver-
wendet (MWCO 1000 g/mol, 3500 g/mol und 14000 g/mol).

5.2 Mess- und Analysemethoden
Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Messung von 'H-, C- und "F-NMR-Spektren erfolgte an einem Bruker
Avance 11400 (400 MHz) Spektrometer. 2D Spektren (COSY, HSQC, HMBC und
DOSY) wurden an einem Bruker Avance Il HD 400 (400 MHz) gemessen. Zur Auswer-
tung der NMR-Spektren diente die Software MestReNova 10.0 der Firma Mestrelab
Research Lab S.L. Alle Messungen erfolgten bei Raumtemperatur und die chemische
Verschiebung & wurde in ppm angegeben. Als interne Referenz diente die literatur-

bekannte chemische Verschiebung der deuterierten Losungsmittelsignale.[248]
Gelpermeationschromatographie (GPC)

PFPMA-Reaktivesterpolymere wurden mittels Gelpermeationschromatographie
(GPC) in THF charakterisiert. Die Messungen wurden an einer modular aufgebauten
Anlage der Firma Jasco durchgefiihrt, bestehend aus HPLC-Pumpe PU1580, Auto-
sampler AS1555, UV-Detektor UV1575 und Brechungsindex-Detektor RI1530. Als
Saulenmaterial diente hochvernetztes Polystyrol mit einer PorengréBe von 102, 10*
und 10% A. Zur Kalibration wurden Polystyrolstandards der Firma Polymer Standards
Services (PSS) eingesetzt. Die Polymerproben wurden in einer Konzentration von
ca. 2 mg/mL aufgetragen und bei Raumtemperatur mit einer Flussrate von 1 mL/min
in THF vermessen. Als interner Standard diente Toluol.

Die Analyse von HPMA- und Lysinpolymeren erfolgte tiber GPC in Hexafluoriso-
propanol (HFIP) mit einem Zusatz von Kaliumtrifluoressigsaure (3 g/L). Polymerpro-
ben wurden mit einer Konzentration von ca. 1,5 g/L bei einer Flussrate von 0,8 mL/min
bei 40 °C vermessen und Uber einen RI-Detektor (G1362A RID) der Firma Jasco sowie
einen UV-Detektor (UV-2075 Plus) der Firma Jasco detektiert. Die Sdulen enthielten
modifiziertes Kieselgel (PEG-Saulen) mit einer PartikelgroBe von 7 pm und einer Po-
rengréBe von jeweils 100 und 1000 A. Die Kalibration erfolgte mit PMMA-Standards
der Firma PSS und als interner Standard diente ebenfalls Toluol. Zur Steuerung der
Anlage und zur Auswertung der Messdaten wurde die Software WinGPC UniChrome
8.00 (PSS) verwendet.
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Praparative GroBenauschlusschromatographie (Wasser-SEC)

Die chromatographische Aufarbeitung der modifizierten Antikérperproben (Ka-
pitel 3.4.1) erfolgte Uber eine Sephacryl S-100 HR (HIPrep 16/60) Saule von
GE Helthcare. Des Weiteren bestand die Anlage aus einer PU-2086 Plus Pumpe von
Jasco, einem UV-Detektor (UV-2077 Plus von Jasco) sowie einem Rl-Detektor (RI-2031
Plus von Jasco). Als Elutionsmittel wurde PBS (pH 7,4) verwendet und die Flussrate
betrug 0,5 mL/min. Die Aufnahme und Auswertung der Spektren erfolgte mit der Soft-

ware ChromPass von Jasco (Version 1.8.6.1).

Die chromatographische Aufarbeitung des Antikorper-Birstenkonjugats (Kapi-
tel 5.12.6) erfolgte Uber einer Sepharose 4 FF XK 16/70 Saule von GE Helthcare. Die
Anlage bestand aus einer L-2310 LaChrom Elite Pumpe von Hitachi und einem UV-
Detektor 2487 von Waters. Als Elutionsmittel wurde PBS (pH 7,4) mit einer Flussrate
von 0,5 mL/min verwendet. Die Aufnahme und Auswertung der Spektren erfolgte mit

der Software Chromatographica.
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Aufarbeitung von Dibenzocyclooctin-L-lysin (DBCO-Lys) erfolgte Uber eine
semipraparative Luna C18(2) 10micro Saule von Phenomenex an einem LC-4000
HPLC System der Firma Jasco. Die Anlage bestand aus einer PU-4086 Pumpe (Jasco)
und einem MD-4015 UV-Detektor (250 nm) (Jasco). Die Aufnahme der Spektren
erfolgte mit der Software JascoChromNAV 2.00.02. Als Elutionsmittel diente ein
Gemisch aus Wasser und Acetonitril. Es wurde folgender Gradient gefahren: Start:
Wasser/Acetonitril 80:20; 50:50 (0-30 min); 0:100 (30-35 min), 0:100 (35-50 min). Die
Probe wurde in drei Ansatzen (c = 50 mg/mL) in Methanol zu jeweils 1 mL bei einer
Flussrate von 10 mL/min chromatographisch aufgearbeitet. Die gesammelten Frak-
tionen bei einer Elutionszeit zwischen 22-25 min wurden vereinigt, Acetonitril am

Rotationsverdampfer entfernt und die wéassrige Probe lyophilisiert.
UV/VIS-Spektroskopie

Fir die Aufnahme von UV/VIS-Spektren wurde ein V-630 Spektrometer der Firma
JASCO verwendet. Die Auswertung erfolgte mit der Software Spectra Manager 2.04.
Zur Messung wurden Quarzkivetten mit einer Schichtdicke von 1 cm verwendet. An-
tikorper Proben wurden in PBS (pH 7,4) vermessen, Polymerproben entsprechend in
THF.
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FT-IR-Spektroskopie

Infrarotmessungen wurden an einem FT/IR-4100 Spektrometer (Jasco Corpora-
tion) durchgefiihrt. Dieses ist mit einem ATR-Probentisch (MIRacle™, Pike Technolo-

TM”(

gies) ausgestattet. Zur Auswertung wurde die Software Spectra Manager Jasco

Corporation) verwendet.
Massenspektrometrie (MS)

Massenspektren mit Elektrospray-lonisation (ESI-MS) wurden an einem Agilent
6545 QTOF-MS Spektrometer der Firma Agilent Technologies gemessen. Die Pro-
benkonzentration betrug ca. 0,1 g/Lin Losungsmittelgemischen aus Methanol/Aceto-

nitril und Wasser.
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Analytik der Antikorperproben erfolgte tGber SDS-PAGE. Hierfir wurden NuPA-
GE™ 4 - 12 % Bis Tris Proteingele, 20x Bolt™ MES SDS Laufpuffer und 4x LDS Proben-
puffer von Thermo Fisher Scientific verwendet. GréBenzuordnung der Proteinbanden
erfolgte Uber den Proteinstandard Novex® Sharp Pre-Stained Protein Standard, eben-
falls von Thermo Fisher Scientific, der jeweils mit 10 pL auf jedes Gel aufgetragen
wurde. Jeweils 1 pug Proteinprobe wurde auf ein Gesamtvolumen von 7,5 pyL mit PBS
aufgefillt und jeweils mit 2,5 uL LDS Probenpuffer versetzt. Ein Gesamtprobenvolu-
men von 10 pL wurde jeweils auf das Gel aufgetragen. Die Gelelektrophorese verlief
bei 200 V fir 30-40 min in einem Mini Gel Tank (XCell Sure Lock™ Mini von Thermo
Fisher Scientific).

Agarose-Gelelektrophorese

Das Komplexierungsverhalten der kationschen P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopoly-
mere mit anionschen Nukleinsduren (pDNA, mRNA) wurde mit Agarose-Gelelektro-
phorese analysiert. Dazu wurde ein 0,5 %-iges Agarosegel (0,8 g Agarose, 160 mL
1x TBE-Puffer) hergestellt, das zuséatzlich 32 pL (0,02 vol-%) des Nukleinsaure-Inter-
kalators GelRed enthielt. Die Proben wurden, wie unter Kapitel 5.9.1 beschrieben,
vorbereitet und in einem Gesamtvolumen von 25 plL in die Geltasche aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde fir 20-30 min bei 120 V durchgefiihrt. AnschlieBende UV-De-
tektion erfolgte bei 312 nm mit einem UST-20M-8E Bio View Transilluminator von
Biostep.

| 148



Experimentalteil

Hochaufldsende Massenspektrometrie (HR-MS)

Hochaufgel6ste Massenspektrometrie wurde in Kooperation mit_
am Max-Planck-Institut fir Polymerforschung (MPIP) Mainz durchgefihrt.

Die Messung hochaufgeldster Massenspektren der Antikorperproben wurde an
einem SYNAPT G2-Si Massenspektrometer (Waters Corp., Manchester, U.K.) mit Elekt-
rospray-lonisation (ESI) durchgefiihrt. Die generelle Kalibrierung erfolgte mit Clustern
aus rotem Phosphor Gber Matrix-unterstiitze Laser-Desorption/lonisation (MALDI) in
einem Massenbereich von 100 - 10000 m/z. Wahrend der Messung im ESI-Modus
diente das MH* Signal von Leucin Enkephalin (556,2771 m/z) als Referenz (lock mass).
Die Antikorpermessungen wurden bei einer Kapillarspannung von 3 kV, einer Ko-
nusspannung von 140 V und einem Quellenoffset von 100 V durchgefiihrt. Die lonen-
quelle wurde mit einer Temperatur von 120 °C betrieben. Die Auswertung der erhal-
tenen Messdaten erfolgte mit der Software MassLynx V4.1. der Firma Waters. Die
Dekonvolution der Daten wurde durch manuelle Zuordnung der unterschiedlichen
Ladungszustande nach vorhergehender Baselinekorrektur, Glattung und Centroidie-
rung der Spektren vorgenommen.

Jeweils 200 pg der unterschiedlichen DEC205-Antikorperproben (aDEC205
nativ, aDEC205 deglykosyliert und aDEC205-DBCO(Lys)) wurden tber Spinfiltration
(Amicon Ultra Zentrifugenfilter, 0,5 mL, MWCO 100K) mit 0,2 %-iger Ameisensaure in
MP-Wasser gewaschen. Dieser Entsalzungsprozess wurde insgesamt 15-mal wieder-
holt, wobei das Filtervolumen jeweils von 0,5 mL auf ca. 0,1 mL reduziert wurde. Die
Antikorperproben wurden jeweils in einem Volumen von ca. 50 pL aus dem Filter
zurlickgewonnen und anschlieBend mit 50 pL eines Gemischs aus Acetonitril/Wasser
(1:1) versetzt und fur ca. 5 min im Ultraschallbad homogenisiert. Die Auftragung der
Probe erfolgte Uber eine Spritzenpumpe bei einer Flussrate von 5 pL/min. Alle
Losungsmittel zur Probenvorbereitung wurden mit hohem Reinheitsgrad (LC/MS
grade) eingesetzt: Acetonitril von Fluka (Ultra Chromasolv), Wasser von AppliChem

sowie Ameisensaure von Fisher Scientific.

Fluoreszenzkorrelations-Spektroskopie (FCS)

FCS-Messungen fanden in Kooperation mit _ (Betreuer _

AG .) am Max-Planck-Institut fir Polymerforschung (MPIP) Mainz statt.

Die Messungen wurden an einem kommerziellen FCS-Aufbau der Firma Zeiss
durchgefiihrt. Dieser bestand aus einem ConfoCor 2-Modul und einem inversen
Mikroskop (Axiovert 200), ausgestattet mit einem Zeiss C-Apochromat 40/1.2W Was-
serimmersionsobjektiv. Die Anregung von Alexa Fluor 647-markierten Verbindungen
erfolgte mit einem 633 nm Helium-Neon-Laser. Die Fluoreszenz wurde nach der
Passage durch einen Langpass-Emissionsfilter (LP650) mittels einer Avalanche-Photo-
diode detektiert. Im Fall von Oregon Green 488- bzw. Carboxyrhodamin-110-N3-
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markierten Proben wurde die 488 nm-Laserlinie eines Argon-lonen-Lasers verwendet
sowie ein Langpass-Emissionsfilter (LP505) in den Messaufbau integriert. Als  Pro-
benkammern dienten Acht-Well-Polystyrolkammerdeckglaser der Firma Laboratory-
Tek, Nalge Nunc International. Fir jede Probe wurde eine Messreihe von zehn Mes-
sungen a zehn Sekunden durchgefihrt. Die aufgenommenen zeitabhéngigen Fluo-
reszenz-Intensitatsfluktuationen, die durch die Diffusion der fluoreszierenden Spezies
durch das konfokale Observationsvolumen hervorgerufen werden, kénnen tber eine

gemittelte Autokorrelationsfunktion dargestellt werden:

(8I(t) - SI(t + 1))
(I(®)

G(r)=1+

Theoretisch gilt fiir ein Ensemble an m verschiedenen, frei difftundierenden fluo-
[249]
n:

reszierenden Spezies folgende analytische Form der Autokorrelationsfunktio
fi

T
) e

Gr)=1 +%§:(1
i=1 +

T
D,i

Dabei ist N die gemittelte Anzahl an diffundierenden fluoreszierenden Teilchen
im Observationsvolumen, 7p; entspricht der Diffusionszeit der i-ten Spezies, f; ist der
Anteil der Komponente i und S entspricht dem Strukturparamenter, der definiert ist
Uber S = i—z Dabei beziehen sich z; und ry entsprechend auf die axiale und radiale
Dimension des Konfokalvolumens. Weiterhin steht die Diffusionszeit 75 ; in direktem

Zusammenhang mit dem Diffusionskoeffizienten D; tiber

rg

i 4-Tp;

Somit kann UGber den Fit der experimentell ermittelten Autokorrelationsfunktion
G (t) die Diffusionszeit und somit der Diffusionskoeffizient der fluoreszensmarkierten
Spezies bestimmt werden. Unter der Annahme, dass es sich um spharische Partikel
handelt, kann letztlich Gber das Stokes-Einstein-Gesetz der hydrodynamische Radius

der Verbindung berechnet werden.

R — kg T
h_6-7t-77-D

Dabei entspricht T der absoluten Temperatur, kg der Boltzmann-Konstante und
n der (dynamischen) Viskositat des verwendeten Losungsmittels. Da der Wert fir ry
(radiale Dimension des Konfokalvolumens) vom optischen FCS-Aufbau abhéngt,
muss vor jeder Messung mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff mit bekann-
tem Diffusionskoeffizienten als Referenzstandard kalibriert werden. Fir die Anregung

mit der 488 nm-Linie des Argon-lonen-Lasers wurde Alexa Fluor 488 verwendet und
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entsprechend fir die 633 nm-Anregung des Helium-Neon-Lasers Alexa Fluor 647.
Alle fluoreszenzmarkierten Antikorperproben wurden in PBS (pH 7,4) in einem Kon-
zentrationsbereich von ¢ ~ 108107 mol/L gemessen. Die Aufarbeitung der Proben
erfolgte entsprechend der Beschreibung in den jeweiligen Kapiteln Gber Amicon-
Spinfiltration.

Dynamische Mehrwinkel-Lichtstreuung (DLS)

Dynamische Mehrwinkel-Lichtstreuung wurde in Kooperation mit _
(AG -) am Institut fir Physikalische Chemie der Johannes Gutenberg-Universitat
Mainz gemessen.

Der instrumentelle Aufbau der DLS-Anlage bestand aus einem einphasigen
He/Ne-Laser mit einer Leistung von 25mW bei A=632,8nm, einem ALV-
CGS 8F SLS/DLS 5022F Goniometer mit acht gleichzeitig arbeitenden ALV 7004
Korrelatoren und acht QEAPD Avalanche-Photodioden zur Detektion. Alle Messun-
gen wurden bei 20 °C durchgefihrt. Die Proben wurden staubfrei tGber 0,2 pm Pall
GHP Filter in zylindrische Quarzkivetten von Hellma filtriert, die zuvor mit destilliertem
Aceton gereinigt wurden. Die Uber die Messung erhaltene Korrelationsfunktion der
Partikel wurde biexponentiell gefittet. Der z-gemittelte Diffusionskoeffizient D, wurde
Uber Extrapolation des apparenten Diffusionskoeffizienten D,y fiir g (Streuvektor) = 0
erhalten. Unter Verwendung des Stokes-Einstein Gesetzes ergibt sich aus dem inver-
sen z-Mittel der hydrodynamische Radius

Ry = (RNt

Dynamische Lichtstreuung (DLS) (Zetasizer)

Dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde an einem Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd., Worcestershire, UK) bei einem Winkel von 173° bei 25 °C gemessen.
Das Gerat ist ausgestattet mit einem He/Ne-Laser fir eine Anregung der Probe bei
633 nm. Zur GréBenbestimmung wurden Einmalkivetten aus Polystyrol oder Polyme-
thylmethacrylat (VWR, Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die kumulierten GroBen
(hydrodynamische Durchmesser D), Polydispersitatsindex (PDI) und GréBenvertei-
lungshistogramme wurden basierend auf der Autokorrelationsfunktion der Proben
Uber die Software berechnet. Die Vorbereitung der Polyplexproben erfolgte wie unter
Kapitel 5.9.3 beschrieben.
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5.3 Monomersynthese

5.3.1 Pentafluorphenylmethacrylat: PFPMA

F
0 I:(
F F
F

Die Synthese von PFPMA erfolgte nach Literatur.'¥ In einem Dreihalskolben wur-
den 19,87 g Pentafluorphenol (108 mmol; 1 eq) in 200 mL abs. DCM geldst und mit
16,5 mL Triethylamin (119 mmol; 1,1 eq) versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit
Argon geflutet und auf ca. 0 °C abgeklhlt. AnschlieBend wurden 12,38 g Methacryl-
saurechlorid (119 mmol; 1,1 eq) langsam zugetropft und die Reaktionslésung tber
Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde dreimal mit destilliertem
Wasser extrahiert, die organische Phase Gber MgSO, getrocknet und das Losemittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wurde am Hochvakuum destilliert
und 21,56 g Pentafluorphenylmethacrylat bei 27 °C (1,5-102mbar) als farblose Flis-
sigkeit erhalten (85,5 mmol, 79 %). Zusatzlich wurde sdulenchromatographisch (SiO,,
100 % Petrolether) aufgearbeitet (R = 0,39; Y = 69 %).

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § [ppm] = 6,45 (s, TH, C=CHx-trans); 5,91 (s, 1H, C=CH,-
cis); 2,09 (s, 3H, -CHs).

9F-NMR (400 MHz, CDCl;): § [ppm] =-153,95 (d, 2F, 0-ArF); -159,40 (t,1F, p-ArF);
-163,68 (dd, 2F, m-ArF).

5.4 Synthese Makromolekularer Kettentransferreagenzien:
Poly-L-Lysin(Boc)-CTA

5.4.1 4-Cyano-4-((Thiobenzoyl)-Sulfanyl)-Pentanséaure-Pentafluor-
phenylester: PFP-CTA

Die Synthese des PFP-CTAs erfolgte nach Literatur.[?>% |n einem Rundkolben wur-
den 1,74 g 4-Cyano-4-((thiobenzoyl)-sulfanyl)-pentansaure (Saure-CTA) (6,25 mmol;
1 eq)in 50 mL abs. THF geldst. Unter Argonatmosphéare wurden 1,73 mL Triethylamin
(1,25 mmol; 2eq) sowie 3,5g Pentafluorphenyltrifluoracet (1,25 mmol; 2 eq)
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zugeflgt. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 4 h bei Raumtemperatur gertihrt. Anschlie-
Bend wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in
50 mL Dichlormethan aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal mit destil-
liertem Wasser extrahiert, Gber MgSO, getrocknet und das Losemittel nahezu voll-
standig verdampft. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch (SiO,, Petro-
lether/Ethylacetat 15:1) aufgearbeitet. Losemittelriickstdande wurden am Hochvakuum
entfernt und es wurden 2,17 g PFP-CTA als rot-pinkfarbener Feststoff erhalten
(R¢=0,25;Y = 88 %).

TH-NMR (400 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 7,94 (d, 2H, m-ArH); 7,59 (t, 1H, p-ArH); 7,41
(t, 2H, o-ArH); 2,52-3,09 (m, 4H, -CH,-CH,); 1,99 (s, 3H, -CH3).

°F-NMR (400 MHz, CDCl3): § [ppm] =-153,67 (d, 2F, o-ArF); -158,39 (t,1F, p-ArF);
-162,99 (dd, 2F, m-ArF).

5.4.2 Polymerisation von N-ge<(Boc/TFA)-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid:
Poly-L-Lysin(Boc/TFA)
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Die Synthese von Poly(N-e-tert-butyloxycarbonyl-L-lysin): P(Lys(Boc))?""! und
Poly(N-e-trifluoracetyl-L-lysin): P(Lys(TFA))*® aus den entsprechenden NCA-(N-Car-

boxyanhydrid) Monomeren erfolgte nach Literatur und wurde an manchen Stellen

leicht abgewandelt. In einer typischen Reaktion wurden in einen unter Vakuum aus-
geheizten Schlenkkolben mit Rihrfisch unter Stickstoffgegenstrom 1,1347 g N-¢-tert-
Butyloxycarbonyl(Boc)-L-lysin-N-carboxyanhydrid (Lys(Boc)-NCA) (4,17 mmol) einge-
wogen und fir weitere 30 min am Hochvakuum getrocknet. Durch Zugabe von 10 mL
abs. DMF unter Stickstoffgegenstrom wurde der NCA in Lésung gebracht. In einem
separatem Schnappdeckelglas wurde eine Stammldsung des Initiators Neopentyla-
min in abs. DMF angesetzt (c = 0,139 mol/L). 1 mL dieser Losung (12,1 mg bzw.
16,3 pL; 0,139 mmol Neopentylamin) wurden direkt unter Stickstoffgegenstrom tGber
eine SpritzenkanUlle zur Monomerldsung gegeben. Die Polymerisation erfolgte im
Kryostaten bei 10 °C. Der zur Schlenklinie gedffnete Kolben erméglichte das Austre-
ten von entstehendem CO, und verhinderte gelichzeitig das Eindringen von Ver-
schmutzungen. Die Reaktionskontrolle erfolgte Uber IR-Spektroskopie, wobei die
Abnahme bzw. das vollstdndige Verschwinden der beiden NCA-Carbonylbanden bei
1853 cm™ und 1786 cm™' detektiert wurde. Nach 2 d war der Umsatz vollstandig und
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die Polymerlésung wurde in kaltem destilliertem Diethylether geféllt und bei
4500 rpm bei 4 °C fiir ca. 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
der Rickstand zwei weitere Male in Diethylether unter Ultraschall resuspendiert und
anschlieBend zentrifugiert. Zum Schluss wurde der Rickstand vorsichtig durch Luft-
strom getrocknet, in wenig Methanol aufgenommen und in MP-Wasser gefallt und
lyophilisiert. P(Lys(Boc)) wurde als farbloser Feststoff erhalten (717 mg; Y = 75 %).

Poly(N-g-tert-butyloxycarbonyl-L-lysin):P(Lys(Boc))
TH-NMR (400 MHz, DMSO-d,): & [ppm] = 8,23-7,90 (br, (1nH), -NH-CO-CH-); 6,67-
6,33 (br, (1nH), -NH-CO-O-C(CHa)3); 4,21-3,80 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 2,86 (br,
(2nH), -CH>-NH-CO-C(CHa)3); 1,78-1,36 (br, (15nH), -CH-CH,-CH,-CH,-CH,-NH- und
-NH-CO-O-C(CHs)3); 0,83-0,81 (9H, -CH,-C(CH3)s).

In Analogie wurde Poly(N-g-trifluoracetyl-L-lysin) aus N-g-Trifluoracetyl-L-lysin-N-
carboxyanhydrid hergestellt. Abweichend wurde die Polymerisation bei einer Tem-

peratur von 0 °C durchgefihrt.

Poly(N-g-trifluoracetyl-L-lysin): P(Lys(TFA))

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = 9,34-9,30 (br, (1nH), -NH-CO-CF3); 8,35-
7,76 (br, (1nH), -NH-CH-CO-); 4,21-3,83 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 3,13 (br, (2nH),
-CH,-NH-COCF3); 1,87-1,32 (br, (6nH), -CH,-CH,-CH,-CH,-NH-COCFs3); 0,83 (9H,
-CH,-C(CH3)s).

T°F-NMR (400 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = -75,85 (CF3).

5.4.3 Poly-L-Lysin(Boc)-CTA
[0} H )Cg S
o

HN (o]
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Die Synthese des Poly-L-lysin(Boc)-CTAs erfolgte nach Literatur®12l |n einem
mit Argon geflutetem Rundkolben wurden 500 mg (7,98:10° mol; 1 eq) P(Lys(Boc))
vorgelegt und mit 5 mL abs. NMP in Losung gebracht. In einem separaten Kolben
wurden 71,1 mg (1,60-10* mol; 2 eq) PFP-CTA (siehe Kapitel 5.4.1) sowie 67,9 mg
(3,19-10* mol; 4 eq) N,N,N’,N-Tetramethyl-1,8-Naphthalindiamin in 1,5 mL abs. NMP
geldst und unter Argongegenstrom Uber eine Spritzenkanlle zur Polymerldsung

getropft. Die Reaktion erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur Gber Nacht. Im
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nachsten Schritt wurde das Losemittel am Hochvakuum entfernt und der Riickstand in
wenig TFE aufgenommen. Zur Abtrennung des Uberschusses an PFP-CTA wurde in
kaltem, destilliertem Diethylether gefllt. Der etherische Uberstand wurde verworfen,
das Prazipitat in wenig TFE aufgenommen und sdulenchromatographisch (SiO, Ethyl-
acetat/Methanol 10:1 (50 mL); 1:1 (30 mL); 1:2 (30 mL)) aufgearbeitet. Alle rosafarbe-
nen Fraktionen wurden vereint und die Lésemittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Der Rickstand wurde in wenig TFE aufgenommen und in MP-Wasser gefallt und lyo-
philisiert. 381,2 mg P(Lys(Boc))-CTA wurde als rosafarbener Feststoff erhalten
(5,84-10° mol; Y = 73 %).

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 8,22 (br, (1nH), -NH-CO-CH-); 7,93 (d, 2H,
o-ArH); 7,70 (t, TH, p-ArH); 7,51 (t, 2H, m-ArH); 6,67-6,33 (br, (1nH), -NH-CO-O-
C(CHj3)3); 4,16-3,78 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 2,87 (br, (2nH), -CH,-NH-CO-C(CHs)s);
1,93-1,25 (br, (15nH), -CH-CH,- CH»- CH2 CH2- und -NH-CO-O-C(CHj;)5); 0,84 (9H,
-CH,-C(CH3)s).

5.5 Synthese von P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymeren

5.5.1 RAFT-Polymerisation von PFPMA:
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)
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Die Synthese des P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Vorlaufer-Blockcopolymers mit
anschlieBender Entfernung der Dithiobenzoatendgruppe erfolgte nach Literatur.[?'®!
In einem typischen Polymerisationsansatz wurden 42,3 mg (5,51-10° mol, 1 eq)
P(Lys(Boc))-CTA in einem Schlenkkolben vorgelegt und mit 0,8 mL TFE und 4 mL abs.
Dioxan in Lésung gebracht. 500 mg (1,98:10 mol, 360 eq) Pentafluorphenylmethac-
rylat (PFPMA Monomer) und 0,301 mg (1,83-10° mol, 1/3 eq) des Initiators Azo-
bisisobutyronitril (AIBN) wurden Gber eine Stammldsung in abs. Dioxan unter Stick-
stoffgegenstrom hinzugefliigt. Nach drei freeze-pump-thaw-Zyklen zum Entgasen
wurde die Polymerisation fir 2 d bei 60 °C durchgefiihrt und der Umsatz Gber
"YF-NMR-Spektroskopie ermittelt. Die Reaktionslésung wurde dreimal in n-Hexan ge-

fallt und bei 4 °C fiir 10-15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Prazipitat in einer Mischung aus TFE/Dioxan (1:8) geldst. AnschlieBend wurde der
Ruckstand bei 40 °C unter Vakuum getrocknet und es wurden 184 mg (3,79-10 mol)
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA mit Dithioesterendgruppe als rosafarbener Feststoff
erhalten.

Zur Entfernung der Dithiobenzoatgruppe wurden 150 mg (3,09-10 mol)
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA)-CTA in einer 1:8 Mischung aus TFE und Dioxan mit einem
Uberschuss von 22 mg (3,73-10° mol, 25 eq) 4,4'-Azobis(4-cyanovaleriansiure) ACVA
umgesetzt. Die Reaktion erfolgte bei 85 °C fiir 4 h. AnschlieBend wurde die Polymer-
|6sung drei Mal in einem Gemisch aus n-Hexan/Diethylether (2:1) gefallt und das Pra-
zipitat bei 40 °C im Vakuum getrocknet. Es wurden 120 mg (2,48-10° mol, 80 %)
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) als farbloser Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, CDCly): [ppm] = 8,21 (br, (1nH), -NH-CH-CO-); 5,15 (br, (1nH),
-NH-CO-O-C(CHj3)3); 3,84 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 3,08 (br, (2nH), -CH,-NH-CO-O-
C(CHj3)3); 2,40-1,91 (br, (2mH), -CH,-C-CH3); 1,61-1,27 (br, (15nH) -CH-CH>- CH»- CHo-
CH2-NH- und -NH-CO-0O-C(CHj3)3, (3mH) -CH,-C-CH3); 0,88 (9H, -CH,- C(CH3)3).

5.5.2 Polymeranaloge Umsetzung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)
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Die Synthese des P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) Blockcopolymers wurde der Literatur
entnommen 2! Optional wurde eine Fluoreszenzmarkierung mit Oregon Green 488
Cadaverin des P(HPMA)-Blocks vorgenommen.??'*l 50 mg (1,03:10% mol, 1 eq) des
P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) Reaktivester-Blockcopolymers wurden in einen mit Stickstoff
gefluteten Schlenkkolben vorgelegt und in einer Mischung aus 2 mL abs. Dioxan und
0,5 mL abs. DMSO in Lésung gebracht. Unter Stickstoffgegenstrom wurden 60,1 pL
Triethylamin (4,34-10* mol, 421 eq) hinzugefugt. Zur Herstellung fluoreszenzmarkier-
teter Blockcopolymere wurden 0,83 mg OG488 Cadaverin (1,67-10° mol, 1 mol-%
des PFPMA-Blocks) in einer Stammldsung in abs. DMSO (c = 2,5 g/L) zugegeben und
bei 35 °Cflr 4 - 5 h zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurden 26 uL (3,34-10* mol,
324 eq) 2-Hydroxypropylamin (HPA) zugesetzt und die Reaktionslosung fir 2 d bei
35°C gerihrt. Um einen vollstandigen Umsatz des PFPMA-Reaktivesterblocks zu
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sicherzustellen, wurde nach einem Tag mit zusatzlichen 26 pL (3,34-10* mol, 324 eq)
HPA abgesittigt. Die Umsatzkontrolle erfolgte Uber '""F-NMR-Spektroskopie. An-
schlieBend wurde die Reaktionsldsung in kaltem destilliertem Diethylether geféllt und
fur 10-15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Prazipitat wurde in DMSO aufgenommen,
gegen MP-Wasser dialysiert (MWCO 14000 g/mol) und anschlieBend lyophilisiert. Es
wurden 20,5 mg (77 %) P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) als farbloser Feststoff (bzw. orangefar-
bener Feststoff bei OG488-Markierung) erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): [ppm] = 8,34-8,08 (br, (1nH), -NH-CH-CO-); 7,58-6,98
(br, (1mH), -CO-NH-CH,-); 6,76-6,51 (br, (1nH), -NH-CO-O-C(CHs)3); 4,71 (br, (1mH),
-CH,-OH); 3,66 (br, (1mH/1nH), CHs3-CH-CH,-/-CO-CH-NH-); 2,88 (br, (2nH/2mH),
-CH5-NH-CO-0O-C(CHj3)3/-CO-NH-CHz-); 1,34 (9H, -NH-CO-O-C(CHs)3); 1,00 (br,
(3mH), CH3-C-CO-NH-); 2,22-0,65 (br, (6nH), -CH-CH,- CH,- CH,- CH2-NH-) und
(2mH), CH3-C-CH-).

5.5.3 Azidfunktionalisierung von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)

5.5.3.1 Statistische Azidfunktionalisierung zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(stat)
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Die Synthese von P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Nj3(stat) und der entsprechend OG488-
markierten Blockcopolymere P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat)ocass erfolgte nach Lite-
ratur.?’® 50 mg (1,03:10° mol, 1 eq) P(Lys(Boc))-b-P(PFPMA) wurden in einen mit
Stickstoff gefluteten Schlenkkolben vorgelegt und in einer Mischung aus 2 mL abs.
Dioxan und 0,5 mL abs. DMSQO in Lésung gebracht. Unter Stickstoffgegenstrom wur-
den 60,1 pL Triethylamin (4,34-10“ mol, 421 eq) hinzugefligt. Zur Herstellung fluores-
zenzmarkierteter Blockcopolymere wurden 0,83 mg OG488 Cadaverin (1,67-10° mol,
1 mol-% der PFPMA-Wiederholungseinheiten) in einer Stammldsung in abs. DMSO
(c=2,5g/L) zugegeben und bei 35 °C fur 4-5 h zur Reaktion gebracht. AnschlieBend
wurden 8,78 mg (2,51-10°mol, 15 mol-% der PFPMA-Wiederholungseinheiten)
NH,-PEG¢-N3 in einer Stammldsung in abs. DMSO hinzugefligt und bei 35 °C Uber
Nacht (ca. 12-15 h) gerihrt. Zum Schluss wurde die Reaktionsldsung mit 26 pL
(3,34-10* mol, 324 eq) HPA versetzt und nach einem Tag mit der gleichen Menge ein
weiteres Mal gequencht (vgl. Kapitel 5.5.2). Die vollsténdige Umsetzung des
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PFP-Reaktivesterblocks durch Aminolyse mit HPA konnte nach 2 d bei 35 °C uUber
"YF-NMR-Spektroskopie bestatigt werden. Die Reaktionslésung wurde in kaltem des-
tilliertem Diethylether gefallt und fir 10-15 min bei 4 °C zentrifugiert. Das Préazipitat
wurde in DMSO aufgenommen, gegen MP-Wasser dialysiert (MWCO 14000 g/mol)
und anschlieBend lyophilisiert. Es wurden 20,5 mg (77 %) P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
Ns(stat) als farbloser Feststoff (bzw. orangefarbener Feststoff bei OG488-Markierung)

erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): [ppm] = 8,35-8,01 (br, (1nH), -NH-CH-CO-); 7,33-7,19
(br, (1mH), -CO-NH-CH,-); 6,65-6,31 (br, (1nH), -NH-CO-O-C(CHj3)s3); 4,68 (br, (1TmH),
-CH,-OH); 3,66 (br, (1mH), CH3-CH-CH,-); 3,59 (br, (2m,H), -NH-CH,- CH,-O-); 3,51
(br, (20m,H), -NH-CH,-CH,-O-(CH,-CH»-O)s- CH,- CH-N3); 3,38 (br, (2m,H), N3-CH,-
CH3-0O-); 2,87 (br, (2nH/2mH), -CH2-NH-CO-0O-C(CH3;)3/-CO-NH-CH>-); 1,34 (9H, -NH-
CO-O-C(CHS3)3); 1,00 (br, (3mH), CH3-C—CO-NH-); 2,14-0,67 (br, (6nH), -CH-CH»-CH-
CH>-CH,-NH- und (2mH), CH5-C-CHo-).

5.5.3.2 Azidfunktionalisierung der Endgruppe zu P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-
Ns(end)
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30 mg (0,98:10° mol, 1 eq) des unter Kapitel 5.5.2 gebildeten Blockcopolymers
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA) mit Carboxylendgruppe wurden in 4 mL abs. DMF unter Stick-
stoffatmosphare gelst und unter Eiskiihlung auf 0 °C abgekihlt. Dann wurden 2,7 pL
(19,6:10¢ mol, 20 eq) Triethylamin sowie 3,77 mg (19,6:10° mol, 20 eq) EDC-HCI in
einer Stammldsung in abs. DMF unter Stickstoffgegenstrom zugegeben. Nach einer
Reaktionszeit von 30 min bei 0 °C wurden 2,65 mg (19,6:10% mol, 20 eq) HOBt in
einer DMF-Stamml&sung zur Reaktionslésung hinzugefiigt. Nach weiteren 30 min bei
0 °C erfolgte die Zugabe von 6,88 mg (19,6:10% mol, 20 eq) NH,-PEG-N3 und die
Reaktion wurde fir 3 d bei Raumtemperatur geriihrt. SchlieBlich wurde tGber Dialyse
(MWCO 3500 g/mol) gegen wassrige 5 %-ige Zitronensaure, gesattigte Natriumhyd-
rogencarbonat Losung und letztlich gegen MP-Wasser aufgereinigt. Nach Lyophilisie-
rung wurden 21,6 mg (72 %) P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end) als farbloser Feststoff
(bzw. orangefarbener Feststoff bei OG488-Markierung) erhalten.
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TH-NMR (400 MHz, DMSO-dq): [ppm] = 8,35-8,01 (br, (1nH), -NH-CH-CO-); 7,33-7,19
(br, (1mH), -CO-NH-CH,-); 6,65-6,31 (br, (1nH), -NH-CO-O-C(CHs)s3); 4,68 (br, (1mH),
-CH,-OH); 3,66 (br, (1mH), CH3-CH-CH>-); 3,59 (br, (2mH), -NH-CHy- CH»-O-); 3,51 (br,
(20myH), -NH-CH3-CH,-O-(CH,-CH,-O)s- CH,- CH2-N3); 3,38 (br, (2m,H), N3-CH,-CH>-
O-); 2,87 (br, (2nH/2mH), -CH,-NH-CO-0O-C(CHj3)3/-CO-NH-CH2-); 1,34 (9H, -NH-CO-
O-C(CHs)3); 1,00 (br, (3mH), CH3-C—CO-NH-); 2,14-0,67 (br, (6nH), -CH-CH»-CH2-CH--
CH2-NH- und (2mH), CH3-C-CH>-).

5.5.4 Entfernen der Boc-Schutzgruppe
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Fur die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe in den OG488-markierten und nicht-
markierten P(Lys(Boc))-b-P(HPMA), P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys(Boc))-b-
P(HPMA)-N3(end) Blockcopolymeren wurde nach Literatur verfahren.2'l Jeweils
ca. 15 mg der oben genannten Blockcopolymere wurden in TM HCl in 2 mL Dioxan/
MeOH gel6st und tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die Losungsmittel wur-
den am Rotationsverdampfer entfernt. Danach wurde dreimal mit Toluol und anschlie-
Bend dreimal mit DCM azeotrop destilliert. Der Riickstand wurde in DMSO gelést und
gegen MP-Wasser dialysiert (MWCO 3500 g/mol). Nach Lyophilisierung wurden
ca. 10,5 g (~ 65 %) des entsprechenden entschitzen Blockcopolymers als farbloser

(bzw. orangefarbener Feststoff bei OG488-Markierung) erhalten.

P(Lys)-b-P(HPMA)

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): [ppm] = 7,40 (br, (1mH), -NH-CH-CO-); 4,68 (br, (1mH),
-CH,-OH); 3,67 (br, (1mH), CHs-CH-CH,-); 2,92 (br, (2nH/2mH), -CH,-NH-CO-O-
C(CHj3)3/-CO-NH-CHz-); 1,02 (br, (3mH), CH3-C-CO-NH-); 2,04-0,57 (br, (6nH),
-CH-CH,-CH,-CH»-CH,-NH- und (2mH), CH3-C-CH,-).

P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) und P(Lys)-b-P(HPMA)-N;(end)

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dq): [ppm] = 8,33-8,00 (br, (1nH), -NH-CH-CO-), 7,65-7,10
(br, (1mH), -CO-NH-CH-), 4,70 (br, (1mH), (-CH-OH), 3,67-3,37 (br, (1mH), CH3-CH-
CHz- und (14myH), -NH-CH,-CH»-O- und -NH-CH,-CH,-O-(CH»-CH2-O)s-CH,-CH»-N3
und N3-CH,-CH>-O-), 2,92 (br, (2nH/2mH), -CH,-NH-CO-O-C(CHj3)3/-CO-NH-CH>-),
2,01-0,84 (br, (3mH), CH;-C-CO-NH- und (6nH) -CH-CH»-CH»-CH>-CH5-NH-) und
(2mH) CH3-C-CH>-).
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5.6 Qualitativer Nachweis der Azidendgruppe in
P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3s(end)

Positivkontrolle: In einem Eppendorfgefa3 wurden 31,8 ug (7,20-10® mol, 1 eq)
Dibenzocyclooctin-PEG4-N-hydroxysuccinimidylester (DBCO-PEG4-NHS) in  einer
Stammlésung in DMSO (c=10g/L) mit 49,9 ug (7,20-10® mol, 1 eq) Texas Red
Cadaverin in DMSO (c = 2,5 g/L) unter Lichtausschluss Giber Nacht bei Raumtempera-
tur gerthrt. Dann wurden 2,2 mg P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-N3(end) in einer DMSO-L6-
sung hinzugefligt und fur 3 d unter Lichtausschluss gerihrt.

Negativkontrolle: In einem Eppendorfgefa3 wurden 49,9 ug (7,20-10® mol, 1 eq)
des unmodifizierten Fluoreszenzfarbstoffs Texas Red Cadaverin in einer DMSO
Stammldsung (c = 2,5 g/L) mit 2,2 mg P(Lys(Boc))-b-P(HPMA)-Ns(end) unter densel-
ben Reaktionsbedingungen umgesetzt. Beide Ansatze wurden 3 d Uber Dialyse ge-
gen MP-Wasser/Methanol (1:1) (MWCO 3500 g/mol) aufgereinigt.

5.7 Synthese von P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA)
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10 mg entschitztes P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (siehe Kapitel 5.5.4) mit
einem Blocklangenverhaltnis von 1:5(33:165) (1,17-10° mol Lysineineiten, 1 eq) wur-
den in 0,5 mL abs. DMF in einem Schlenkkolben vorgelegt und mit Argon geflutet.
AnschlieBend wurden 2 pL N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) (1,17-10° mol, 1 eq)
zugesetzt. In einem separaten Kolben wurden 2,45 mg Succinimidyl-3-(2-pyri-
dyldithio)-propionat (SPDP) (7,83:10¢ mol, 0,4 eq und unter Beriicksichtigung von
40 % hydrolysiertem NHS Ester im Edukt) in 0,5 mL abs. DMF geldst und unter Argon-
gegenstrom zur Polymerldsung gegeben. Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur
unter Rihren fir 24 h. Danach wurde die Polymerldsung zweimal in kaltem Diethyl-
ether geféllt und das Prazipitat in DMSO aufgenommen. Nach anschlieBender Dialyse
(MWCO 3500 g/mol) gegen MP-Wasser und Lyophilisierung wurden 11,4 mg (quant.)
P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA) als farbloser Feststoff erhalten.
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TH-NMR (400 MHz, DMSO-d): [ppm] = 8,44-7,74 (4n,H, Pyridyl-H); 7,31 (br, (1mH),
-NH-CH-CO-); 4,70 (br, (1mH), -CH,-OH); 3,67 (br, (1mH), CHs-CH-CH,-); 2,97 (br,
(2nH/2mH), -CH,-NH-CO-O-C(CH3)3/-CO-NH-CH>-); 1,01 (br, (3mH), CH;-C-CO-NH-);
1,98-0,81 (br, (6nH), -CH-CH»-CH»-CH>-CH5-NH- und (2mH), CH;-C-CH>-).

5.8 Synthese des Hydrazon-CTAs

5.8.1 3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propansauremethylester:
(Z)-B-Alanin-Methylester

oJOLN’\).ko/
o

Die Synthese von (Z)-B-Alanin-methylester erfolgte nach Literatur.!?®'! In einem
100 mL Dreihalskolben wurden unter Stickstoffgegenstrom 5,0 g (22,40 mmol, 1 eq)
(Z)-B-Alanin in 50 mL (1,23 mol, 55 eq) abs. Methanol vorgelegt und mit 0,24 mL
(4,48 mmol, 0,2 eq) konz.H,SO, versetzt. Die Reaktion wurde unter Argonat-
mosphare fir ca. Th unter Rickfluss erhitzt. Nach vollstandiger Umsetzung (DC-Kon-
trolle in CHCl3/MeOH (4:1)) wurde die Reaktionsldsung am Rotationsverdampfer bis
auf ca. 20 mL eingeengt. Der methanolische Riickstand wurde mit wenig MP-H,O ver-
setzt und dreimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden anschlieBend dreimal mit MP-H,O extrahiert und Gber Na,SO, getrocknet
und das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt. 5,1 g (21,5 mmol, 96 %) (Z)-B-

Alanin-methylester wurden als gelbes Ol erhalten.

TH-NMR (400 MHz, CDCl;): § [ppm] = 7,35 (m, 5H, ArH); 5,30 (s,(br), 1H, -NH-); 5,09
(s, 2H, -CH»-O-); 3,68 (s, 3H, -O-CHs); 3,47 (q, 2H,-NH-CH>»-); 2,55 (t, 2H, -CH»-COO-).

5.8.2 3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propansaurehydrazid:
(Z)-B-Alanin-Hydrazid

oj\u’\j\n'”“z
©/\ H H

Die Darstellung des (Z)-B-Alanin-hydrazids erfolgte nach Literatur.?> In einem
100 mL Dreihalskolben wurden 1,64 mL (33,72 mmol, 4 eq) Hydrazinhydrat (64 %-ige
Lsg.) in 20 mL Ethanol vorgelegt. Uber einen Tropftrichter wurden 2,0 g (Z)-B-Alanin-
methylester (8,43 mmol, 1 eq) geldst in 20 mL Ethanol unter Stickstoffgegenstrom
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langsam Uber 20 min zugetropft. Die Reaktionsldsung wurde lber Nacht bei Raum-
temperatur unter Stickstoffatmosphéare geriihrt. Die entstandene Suspension wurde
fur weitere 30 min unter Ruckfluss erhitzt, wobei der Niederschlag wieder in Lésung
geht. Nach Einengen der Reaktionslosung unter Stickstoffstrom wurde kalt abzentri-
fugiert. Der Niederschlag wurde in 8 mL 1N HCI| durch Zugabe von 1,5 g Natriu-
macetat in Lésung gebracht und nach leichtem Erwarmen fiel ein farbloser Nieder-
schlag aus. Nach kurzem Stehen (10 min) bei Raumtemperatur wurde der Nieder-
schlag abzentrifugiert.

Zusétzlich wurde das wassrige Dekantat mit dem ethanolischen-Dekantat der
Reaktionsldsung vereint und Uber Nacht bei 4 °C gekihlt. Der ausgefallene Nieder-
schlag wurde mit Ethanol unter Hitze in Lésung gebracht und anschlieBend in der
Kalte (4 °C ) auskristallisiert (2-3 Tage). Nach Trocknen am Hockvakuum wurden ins-
gesamt 1,29 g (5,44 mmol, 65 %) (Z2)-B-Alanin-hydrazid als farbloser Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, MeOD): § [ppm] = 7,32 (m, 5H, ArH); 5,05 (s, 2H, -CH,-O-); 3,38
(t, 2H,-NH-CH>-); 2,34 (t, 2H, -CH,-COO-).
ESI-MS: [m/z] = 260,09 [M+Na]*, (ber. 260,11); C11H15N303 (237,11 g/mol).

5.8.3 (E)-4-(2-(3-(((Benzyloxy)Carbonyl)Amino)Propanyl)Hydra-
zono)Pentanséure: (Z)-B-Alanin-Hydrazon

[o} (o} [0}
©/\0JI\H/\)LH'N\\(\)LOH

Die Synthese des (Z)-B-Alanin-hydrazons erfolgte nach Literaturl?®? und wurde
entsprechend fur das Edukt Hydrazid (Kapitel 5.8.2) modifiziert. In einem 100 mL Drei-
halskolben wurden 2,0 g (8,43 mmol, 1 eq)(Z)-B-Alanin-hydrazid in 40 mL Ethanol vor-
gelegt. 0,95 mL (9,27 mmol, 1,1 eq) 4-Oxo-pentansaure (Lavulinsdure) wurden sepa-
ratin 10 mL Ethanol geldst und der Reaktion zugefligt. Nach ca. 20 min unter Rihren
bei Raumtemperatur gingen alle Reaktanden in Losung. Die Reaktion wurde unter
Argonatmosphare bei Raumtemperatur tGber Nacht gerlhrt. Der farblose Nieder-
schlag wurde Uber eine G4-Fritte filtriert und mit wenig kaltem Ethanol gewaschen.
Nach Trocknen am Hochvakuum wurden 1,9 g (5,67 mmol, 67 %) (Z)-B-Alanin-hydra-

zon als farbloser Feststoff erhalten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): 8 [ppm] = 10,12 (s, 1H,-NH-N-); 7,34 (m, 5H, ArH);
7,16 (s, TH, -NH-CHy-); 5,01 (s, 2H, -CH,-O-); 3,24 (t, 2H,-NH-CH>-); 2,66 (t, TH, -NH-
CH,-CH>-); 2,45-2,38 (m, 5H, -NH-CH,-CH>- und -CH,-CH,-COOH); 1,84-1,82 (m, 3H,
-N=C-CHs).
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3C-NMR (100 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 174,00 (-C=O-NH-N-); 166,62 (-CH.-
COOH); 155,99 (-C=0-0O-CH,-); 150,98 (-C=N-); 137,23 (-Ar-C-CH,-); 128,69 und
127,73 (5C, Ar-C); 65,19 (-CH,-O-); 37,08 (-NH-CHy-); 34,34 (-NH-CH,-CHy-); 33,05
(-CH,-CH,-COOH); 29,84 (-CH2-CH»-COOH); 16,78 (-N=C-CHj3).

SN-NMR (40 MHz, (HMBC), DMSO-dq): 8 [ppm] = 310-301 (-N=C); 175-169 (-NH-N-);
84-82 (-O-CO-NH-).

ESI-MS: [m/z] = 358,16 [M+Na]*, (ber. 358,15); 693,33 [2M+Na], (ber. 693,30);
C16H21N30s5 (335,15 g/mol).

5.8.4 Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon(Z)

\|/\H A N \"/\/\n/
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In einem Schlenkkolben wurden wunter Stickstoffgegenstrom 700 mg
(8,82:10° mol, 1eq) P(Lys(TFA)) (vgl. Kapitel 5.4.2) in 4 mL abs. DMF in Ldsung
gebracht und mit 75 pL (4,41-10“ mol, 5 eq) DIPEA versetzt. Separat wurden 148 mg
(4,41-10% mol, 5eq) (Z2)-B-Alanin-hydrazon in 1 mL abs. DMF gelést und 75 pulL
(4,41-10* mol, 5 eq) DIPEA sowie 85 mg (4,41-10* mol, 5 eq) EDC-HCI hinzugegeben.
Die Reaktivesterbildung erfolgte unter Rihren fir 30 min bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde die Losung der aktivierten Sdure der Polymerl6sung unter Stick-
stoffgegenstrom zugefligt. Die Reaktion erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur
fur 4 d. Die Reaktionslésung wurde mit MeOH versetzt und gegen MeOH
(MWCO 1000 g/mol) dialysiert. Der methanolische Rickstand wurde am Rotations-
verdampfer eingeengt, in MP-H,O gefallt und lyophilisiert. Zur Abtrennung von
unfunktionalisiertem Polylysin wurde zusétzlich sdulenchromatographisch (bas. Alu-
miniumoxid, 100 % DMF) aufgearbeitet. Das Losemittel wurde am Hochvakkum
abdestilliert und der DMF-Rickstand in Diethylether geféllt. Der Riickstand wurde in
wenig Methanol aufgenommen, in MP-H,O geféllt und anschlieBend lyophilisiert.
370 mg (53 %) funktionalisiertes Poly-L-lysin wurden als farbloser Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = 9,28 (br, (1nH), -NH-CO-CF;); 8,35-7,82
(br, (1nH), -NH-CH-CO-); 7,34 (5H, ArH); 5,01 (2H, -CH»-O-); 4,23-3,73 (br, (1nH), -CO-
CH-NH-); 3,12 (br, (2nH), -CH,-NH-COCFs;); 2,02-1,18 (br, (6nH), -CH,-CH»>-CH»-CH,-
NH-COCF;); 0,82 (9H, -CH»-C(CH3)s).

1°F-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = -75,85 (CF3).
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5.8.5 Z-Entschiitzung: Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon
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Die Z-Entschitzung mit Trimethylsilyliodid (TMSI) erfolgte nach Literatur und
wurde der Reaktion angepasst. In einem Schlenkkolben wurden unter Stickstoffge-
genstrom 365 mg (4,41:10° mol, 1 eq) P(Lys(TFA))-hydrazon(Z) in 5 mL abs. DMF in
Lésung gebracht. Unter langsamen Zutropfen wurden 0,47 mL (3,31:10°° mol, 75 eq)
Trimethylsilyliodid (TMSI) hinzugefligt und die Reaktionslésung wurde unter Argonat-
mosphare fir 18 h bei 60 °C gerthrt. Nach vollstandiger Umsetzung (Reaktionskon-
trolle Gber "H-NMR-Spektroskopie) wurde die Reaktionsldsung 2- bis 3-mal in Diethyl-
ether gefallt. Der Rickstand wurde in ca. 40 mL MeOH (mit NEt; auf pH 8 eingestellt)
aufgenommen und fir 3-4 h Stunden bei Raumtemperatur gerlhrt. AnschlieBend
wurde das Losemittel am Rotationsverdampfer entfernt und der braunliche Riickstand
in wenig DMF aufgenommen und weitere 5- bis 6-mal extrahiert bis das Prazipitat
nahezu farblos ist. Zum Schluss wurde gegen MeOH (pH8) dialysiert
(MWCO 1000 g/mol), in MP-H,O gefallt und anschlieBend lyophilisiert. Es wurden
176 mg (48 %) entschitztes Poly-L-lysin(TFA)-hydrazon als farbloser Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = 9,29 (br, (1nH), -NH-CO-CF;); 8,36-7,89
(br, (1nH), -NH-CH-CO-); 4,13-3,73 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 3,12 (br, (2nH), -CH,-NH-
COCF3); 2,09-1,16 (br, (6nH), -CH»-CH»-CH-CH,-NH-COCF;); 0,83 (?H, -CH,-C(CH3)3).
°F-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = -75,85 (CF3).

5.8.6 Poly-L-Lysin(TFA)-Hydrazon-CTA
[0} CN S
[0} (o} o
HN o
I

F7 F

Die CTA-Funktionalisierung von P(Lys(TFA))-hydrazon erfolgte in einem Testan-
satz in Analogie zur P(Lys(Boc))-CTA Synthese in Kapitel 5.4.3 und wurde leicht modi-
fiziert. In einem mit Argon geflutetem Rundkolben wurden 36 mg(4,43-10° mol; 1 eq)
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P(Lys(TFA))-hydrazon vorgelegt und mit 0,3 mL abs. NMP in Lésung gebracht. In ei-
nem separaten Kolben wurden Uber Stammlésung in abs. NMP 3,94 mg
(8,85:10° mol; 2eq) PFP-CTA (siehe Kapitel5.4.1) (c=28g/L) sowie 3,76 mg
(1,77-10° mol; 4 eq) N,N,N’,N*-Tetramethyl-1,8-Naphthalindiamin (c = 38 g/L) gel&st.
Diese Losung wurde unter Argongegenstrom Uber eine Spritzenkantle zur Polymer-
|6sung getropft. Die Reaktion erfolgte unter Rihren bei Raumtemperatur Gber Nacht.
Im nachsten Schritt wurde das Losemittel am Hochvakuum entfernt und der Riickstand
in 350 L abs. DMF aufgenommen. Zur Abtrennung des Uberschusses an PFP-CTA
wurde in kaltem, destilliertem Diethylether gefillt. Der etherische Uberstand wurde
verworfen, das Prazipitat in wenig Methanol aufgenommen und gegen MeOH dialy-
siert (MWCO 1000 g/mol), in MP-H,O gefallt und anschlieBend lyophilisiert. Es wur-
den 22 mg (61 %) Poly-L-lysin(TFA)-hydrazon-CTA als rosafarbener Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 9,28 (br, (1nH), -NH-CO-CF;); 8,34-7,87
(br, (1nH), -NH-CH-CO-); 7,91-7,87 (m, 2H, o-ArH); 7,70-7,65 (m, 1H, p-ArH); 7,50-7,48
(m, 2H, m-ArH); 4,15-3,73 (br, (1nH), -CO-CH-NH-); 3,12 (br, (2nH), -CH,-NH-COCF;);
2,04-1,17 (br, (6nH), -CH»-CH,-CH,-CH,-NH-COCF3;); 0,83 (9H, -CH,-C(CHs)s).
1°F-NMR (400 MHz, DMSO-d,): & [ppm] = -75,85 (CF3).

5.9 Darstellung von pDNA- und mRNA-Polyplexen

5.9.1 Probenvorbereitung fiir Agarosegelelektrophorese

In einem Eppendorfgefa wurden fir jeden Ansatz des jeweiligen N/P Verhaltnis-
ses 0,16 pg pDNA (pGL3-Basic Vektor mit 4818 bp) bzw. 1,0 ug Firefly Luciferase
mRNA (1921 Basen) in einer Stammldsung in MP-Wasser vorgelegt (c(pGL3) ~ 0,04-
0,07 g/L und c(Firefly mRNA) = 1 g/L). AnschlieBend wurde mit der jeweiligen Menge
an TRIS Puffer auf ein Gesamtvolumen von 20 pL (abzliglich des Volumens an Block-
copolymer) aufgefillt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde fiir das jeweilige N/P Ver-
haltnis die entsprechende Menge an P(Lys)-b-P(HPMA) Blockcopolymer (vgl. Ta-
belle 6 und Tabelle 7) in einer Stammldsung (c= 1 g/L bzw. 0,1 g/L) in TRIS Puffer
zugegeben. Dies erfolgte in einer horizontalen Position des EppendorfgefaBes,
sodass die Polymerl6sung an die Wand des GefaBes pipettiert wurde. Erst durch
anschlieBendes Vortexen fur ca. 10 s in einer aufrechten Position des Eppendorf Ge-
faBes, kam es zum Durchmischen von pDNA und Blockcopolymer. Die Polyplexbil-
dung erfolgte durch Stehen fir ca. 2 h bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden
weitere 5 pL Auftragspuffer (60 % Glycerin in MP-Wasser) zu jeder Probe hinzugefiigt.
Somit ergab sich ein Gesamtvolumen von 25 puL. Die Agarosegelelektrophorese
wurde wie unter Kapitel 5.2 beschrieben, durchgefiihrt.
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5.9.2 Probenvorbereitung fiir FCS

In einem Eppendorfgefal3 wurde jeweils 1 ug der Nukleinsaure (pDNA: pGL3-Ba-
sic (4818 bp) bzw. mRNA: iVT Luc L2m2 (2135 Basen)) in einer Stammldsung in
MP-Wasser vorgelegt. AnschlieBend wurde mit der jeweiligen Menge an TRIS Puffer
auf ein Gesamtvolumen von 40 pL (abziglich des Volumens an Blockcopolymer) auf-
gefillt und die Losung kurz abzentrifugiert. Unter der gleichen Vorgehensweise wie
in Kapitel 5.9.1 beschrieben, wurde die entsprechende Menge an OG488-markiertem
P(Lys)-b-P(HPMA)ogass Blockcopolymer in einer Stammlsung (c = 1g/L) in TRIS Puffer
fur das jeweilige N/P Verhaltnis zugegeben (siehe Tabelle 16).

Tabelle 16. Ansatze von mRNA- und pDNA-Polyplexen fur FCS.

m (P1ogass) in (Hg) m (P1ogass) in (Hg) m (P1ogass) in (Hg)
N/P 2 N/P 4 N/P 7
DNA-Polypl
P oypex 5,23 10,46 18,30
(1 ug pDNA)
mRNA-Polyplex
5,02 10,03 17,56
(1 yg mRNA)

mit P1 0G488- P(LyS)-b-P(HPMA)Q(3488.

Die Polyplexbildung erfolgte durch Stehen fir ca.2h bei Raumtemperatur.
Die Proben wurden in der FCS in ca. 100 bis 1000-facher Verdiinnung (TRIS Puffer)

vermessen.

5.9.3 Probenvorbereitung fiir DLS-Messungen (Zetasizer)

Die Einzelmessung von pGL3-Basic wurde in 10 mM NaCl-Losung durchgefihrt
(c ~ 5103 bis 2:102 g/L), alle Messungen der Polyplexproben erfolgten in MP-Wasser.
Die Bildung der Polyplexe fand in einem Gesamtvolumen zwischen 40 bis 60 pl statt
und wurde direkt vor der DLS-Messung auf ein Volumen von 200 pL mit MP-H,O
aufgefiillt.

Fir die Praparation der unterschiedlichen pDNA-Polyplexe (mit und ohne
LAH4-L1/-Cys) in Kapitel 3.3.1 wurde jeweils 1 pg bzw. 2 uyg pDNA (pGL3-Basic mit
4818 bp) aus einer Stammlosung in MP-Wasser vorgelegt. Das Pipettierverfahren fir
das Blockcopolymer bzw. fiir das LAH4-L1 Peptid entspricht der beschriebenen Vor-
gehensweise in Kapitel 5.9.1. Die Mengen an Blockcopolymer (P1: P(Lys)-b-P(HPMA)
bzw. P2: P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA)) sowie LAH4-L1/-Cys-Peptid fir die jeweili-
gen N/P Verhaltnisse sind Tabelle 17 und Tabelle 18 zu entnehmen.
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Die Polyplexbildung erfolgte durch Stehen fir ca. 2-3 h bei Raumtemperatur. Fir
die Ansdtze aus Tabelle 18 erfolgte die Vorkomplexierung mit LAH4-L1/-Cys fir
ca. 30 min bei 4 °C mit anschlieBender Zugabe von P1 bzw. P2 und Stehen bei Raum-

temperatur Gber Nacht.

Tabelle 17. Ansétze von pDNA-Polyplexen fur DLS-Messung (Zetasizer).

m(PDin(ug)  mEPDin(ug)  m(P1)in(ug)
N/P 2 N/P 4 N/P 7

pDNA-Polyplex
5,23 10,46 18,30
(1 ug pDNA)
mit P1: P(Lys)-b-P(HPMA).

Tabelle 18. Ansatze von pDNA-Polyplexen mit P1/P2 und LAH4-L1/LAH4-L1-Cys fur DLS-Messung

(Zetasizer).

m (P1) m (P1) m (P2) m (P2)
. . m? (LAH4-L1) . . m® (LAH4-L1-Cys)
in (ug) in (ug) in(ug)  in(pg) in (ug)

N/P 4 N/P 7 in (bg) NP4 NP7

pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1
pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1
pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1
pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1-Cys
pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1-Cys
pDNA-Polyplex*
mit LAH4-L1-Cys

- - 20%* - - -

- 36,60 4,23%%* ; ] )

20,91 - 4,03%%x - . ]

- - - - . 20%*

- 36,60 4,37+

- - - 20,91 - 4,37

mit P1: P(Lys)-b-P(HPMA) und P2: P(Lys)-co-P(Lys-PDP)-b-P(HPMA).

* Polyplex mit 2,0 ug pDNA

** Polyplex aus LAH4-L1 und pDNA im Verhéltnis 10:1 (gew.-%)!1%8!
*** N/P Verhéltnis von LAH4-L1 Peptid zu pDNA (N/P 1)

a: M(LAH4-L1 = 2779,50 g/mol), b: M(LAH4-L1-Cys = 2843,62 g/mol)
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5.10 Synthese des Dibenzocyclooctin-Linkers: DBCO-Lys

5.10.1 Dibenzocyclooctin-Pentafluorphenylester: DBCO-PFP

In einem Zweihalsrundkolben wurden 190 mg (0,57 mmol, 1 eq) DBCO-S&ure in
12 mL abs. THF vorgelegt und mit Argon geflutet. AnschlieBend wurden unter Argon-
gegenstrom 0,16 mL (1,174 mmol, 2 eq) Triethylamin und 0,20 mL (1,14 mmol, 2 eq)
Pentafluorphenyl-trifluoracetat Gber eine Spritzenkanile durch ein Septum langsam
zugetropft. Die Reaktionslésung wurde fir 4 h bei Raumtemperatur gerihrt. Nach
vollstandiger Umsetzung (DC Kontrolle) wurde THF am Rotationsverdampfer entfernt
und der Rickstand in DCM aufgenommen. Die organische Phase wurde zweimal mit
MP-Wasser und einmal mit Brine extrahiert. AnschlieBendes Trockenen tGber MgSO,
und Einengen unter Vakuum ergab ein braunes viskoses Ol. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (SiO;, Cyclohexan/Ethylacetat (4:1)) aufgearbeitet und
Dibenzocyclooctin-pentafluorphenylester als gelbes Ol erhalten (270 mg, 0,54 mmol,
95 %).

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 7,71 (d, 1H, ArH); 7,44-7,23 (m, 7H, ArH); 5,18
(d, 1H, cyclooctinyl-CH3); 3,69 (d, 1H, cyclooctinyl-CH,); 2,45 (t, 2H,-CH,-COO-);
2,30-2,23 (m, 1H, -CH,-CO-N); 1,98-1,91 (m, 1H, -CH,-CO-N); 1,57-1,48 (m, 4H,
-CH,-CH>-).

T°F-NMR (400 MHz, CDCl3): § [ppm] =-153,89 (d, 2F, o-ArF); -159,39 (t, 1F, p-ArF);
-163,60 (d, 2F, m-ArF).

5.10.2 Dibenzocyclooctin-N-g-Boc-L-Lysin: DBCO-Lys(Boc)
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In einem Schlenkkolben wurden 250 mg (0,50 mmol, 1 eq) DBCO-PFP in 10 mL
abs. DMF unter Argonatmosphare in Losung gebracht. 123 mg N-g-Boc-L-Lysin
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(0,50 mmol, 1 eq) und 174 uL DIPEA (1,00 mmol, 2 eq) wurden separat in wenig
abs. DMF gel6st und anschlieBend tber eine Spritzenkanile unter Argongegenstrom
langsam zur DBCO-PFP Reaktionslosung getropft. Das Reaktionsgemisch wurde fir
24 h bei 40 °C gerihrt. DMF wurde am Hochvakuum entfernt und der Riickstand in
Ethylacetat aufgenommen. Dann wurde die organische Phase einmal mit 5 %-iger
Zitronensaure und dreimal mit Brine extrahiert, Gber MgSO, getrocknet und letztend-
lich das Losemittel unter Vakuum verdampft. Zur weiteren Aufreinigung wurde
saulenchromatographisch (SiO,, Chloroform/Methanol/Wasser (100:10:1)) aufgear-
beitet und 194 mg (0,35 mmol, 69 %) DBCO-Lys(Boc) als farbloser Feststoff erhalten.

TH-NMR (400 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 7,68 (d, 1H, ArH); 7,41-7,16 (m, 7H, ArH); 6,69
(m, TH, -NH-CO-); 5,17 (d, 1H, cyclooctinyl-CH,); 4,42 (s, 1H, -NH-CH-COOH); 3,69
(d, TH, cyclooctinyl-CH,); 3,09 (s, 2H, -CH,-NH-COOC(CH3)); 2,31-1,25 (m, 14H,
-N-CO-CH;-CH,-CH,-CH,- und -CH-CH,-CH»-CH»-); 1,43 (s, 9H, -C(CH3)).

ESI-MS: [m/z] = 600,24 [M+K]*, (ber. 600,38); 584,29 [M+Na]*, (ber. 584,27);
526,31 [M+H]*, (ber. 562,29); C32H39N304 (561,67 g/mol).

5.10.3 Dibenzocyclooctin-L-Lysin: DBCO-Lys
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In einem Zweihalsrundkolben wurden 180 mg (0,32 mmol) DBCO-Lys(Boc) in
1 mL abs. DCM unter Argonatmosphare vorgelegt. Nach Zugabe von 0,1 mL Triisop-
ropylsilan (5 vol-%) und 1 mL Trifluoressigsaure wurde die Reaktionslésung fiir 30 min
bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde dreimal mit Toluol azeotrop des-
tilliert und weitere dreimal mit DCM. Das Rohprodukt wurde mittels HPLC (Was-
ser/Acetonitril Start: 95:5, 0:100 in 60 min)) aufgearbeitet und es wurden 79,9 mg
(0,177 mmol, 54 %) DBCO-Lys als farbloser Feststoff erhalten.

H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & [ppm]= 8,88-8,86 (m, 1H, ArH); 8,10 (d, 1H,
-NH-CO-); 8,01-7,99 (m, 1H, ArH); 7,71-7,52 (m, 4H, ArH); 7,33-7,27 (m, 2H, ArH); 5,35
(s, 2H, cyclooctinyl-CH»-); 4,20-4,15 (m, 1H, -NH-CH-COOH); 3,10 (t, 2H, -CH2-NH,);
2,75 (q, 2H, -CH»>-CH-COOQOH); 2,21 (t, 2H, -CH,-CO-NH-); 1,78-1,22 (m, 10H, -N-CO-
CH3-CH,CH>-und HaN-CH,-CHLCH)-).

ESI-MS: [m/z] = 462,23 [M+H]*, (ber. 462,24); C7H31N304 (461,55 g/mol).
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5.11 Antikérpermodifizierungen

5.11.1 Fluoreszenzmarkierung (AF647) der IgG-Antikérper

Die I1gG-Antikérper aDEC205, 1gG2a und aCD25 wurden mit Alexa Fluor 647
NHS-Ester fluoreszenzmarkiert. In einem EppendorfgefaB wurden 2mg
(1,33:10®% mol, 1 eq) des IgG-Antikorpers (PBS, pH 7,4, c ~ 2 g/L) vorgelegt und mit
167 pg (1,33:107 mol, 10 eq) Alexa Fluor 647 NHS-Ester aus einer Stammldsung in
abs. DMSO (c = 4 g/L, 42 pL) versetzt. Der pH-Wert der Reaktionslosung wurde mittels
einer wassrigen TM NaHCO; L6sung auf pH 8-9 eingestellt und die Reaktion erfolgte
bei 37 °C fiir 2-4 h unter konstantem Schiitteln. AnschlieBend wurde der Uberschuss
an freiem Fluoreszenzfarbstoff Uber Spinfiltration in finf Waschschritten a 1 mL PBS
abgetrennt (Amicon Ultra 2 mL Zentrifugenfilter, MWCO 100K). Die Ausbeute der
AF647-markierten IgG-Antikdrper (aDEC2054r447, |gG2aarea7 und aCD25ar447) betrug
zwischen 90-95 % und wurde mit Hilfe von UV/VIS-Spektroskopie ermittelt.

5.11.2 Enzymatische Antikérpermodifizierung

Die nachstehenden Versuche zur regioselektiven enzymatischen Modifizierung
von IgG-Antikérpern (aDEC205, IgG2a und aCD25) mit unterschiedlichen Linkermo-
lekilen (DBCO-Lys, DBCO-NH,, TCO-NH; und DFO-NH,) tber bakterielle Transgluta-

minase (BTG) wurde der Literatur entnommen und entsprechend modifiziert.!'8425]

5.11.2.1 Deglykosylierung mit Peptid-N-Glykosidase F (PNGase F)

Zu einer Losung von 2 mg nativem IgG-Antikérper (c ~ 1 g/L, PBS, pH 7,4) wurden
2000 U PNGase F (c =500 000 U/mL) hinzugefligt und unter konstantem Schiitteln
bei 37 °C flr 4 h zur Reaktion gebracht. Zur Abtrennung des Enzyms PNGase F wurde
Uber Spinfiltration (Amicon Ultra 2 mL Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in finf Wasch-
schritten a 1 mL mit kalium-freien PBS Puffer (pH 8) aufgereinigt. Nach dem gleichen
Protokoll erfolgte auch die Deglykosylierung der vorab AF647-markierten 1gG-Anti-
korper. Die Ausbeute der (AF647-markierten) deglykosylierten IgG-Antikorper
(aDEC205(ars47rdg, 19G2a(arsa7-dg und aCD25(area7-dg) betrug zwischen 70-80 %
und wurde mit Hilfe von UV/VIS-Spektroskopie bestimmt.
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5.11.2.2 Regioselektive Antikérpermodifizierung mit Bakterieller
Transglutaminase (BTG)

Tabelle 19 zeigt die durchgefiihrten enzymatischen Modifizierungen an verschie-
denen IgG-Antikdrpern mit unterschiedlichen aminfunktionalisierten Linkermole-

kilen:

Tabelle 19. Enzymatische Antikérpermodifizierungen.

DBCO-Lys DBCO-NH;, TCO-NH, DFO-NH,
M (g/mol) 461,55 276,33 226,32 656,79
m (ug) 246 147 121 350
aDEC205 4 v v
lgG2a v
aCD25 - - - v

In einer typischen Reaktion wurden in einem Eppendorfgefdal 1 mg
(6,67-107 mol, 1 eq) des deglykosylierten IgG-Antikérpers (c ~ 1 mg/mL in kalium-
freien PBS, pH 8) vorgelegt und mit 6 U BTG versetzt. AnschlieBend wurden 80 eq
(5,33:107 mol) des jeweiligen aminfunktionalisierten BTG-Substrats (siehe Tabelle 19)
Uber eine Stammldsung in DMSO (c ~ 6 mg/ml) hinzugefligt. Es ist darauf zu achten,
dass der prozentuale DMSO Anteil in der Reaktionslésung einen Wert von 5 % nicht
Uberschreitet. Vor dem Starten der enzymatischen Reaktion wurde der pH-Wert der
Reaktionsl6sung mittels pH-Elektrode kontrolliert und bei Bedarf mit 1M NaHCO3-L6-
sung auf pH 8,0-8,3 eingestellt. Die Reaktion wurde unter konstantem Schitteln bei
37 °Cfiir 12-24 h durchgefiihrt. Der Uberschuss an jeweiligem Substrat sowie verwen-
dete bakterielle Transglutaminase wurden Uber Spinfiltration (Amicon Ultra 2 mL
Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in finf bis zehn Waschschritten a 1 mL PBS (pH 7,4)
abgetrennt. Analog wurde auch mit den vorab AF647-markierten deglykosylierten
IgG-Antikorpern verfahren.

Je nach Reaktionsdauer, Reaktionsvolumen und insbesondere bei der Verwen-
dung des DBCO-Lys-Linkers kam es wahrend der BTG Reaktion zu einer partiellen
Prazipitation. Ausgefallener Feststoff wurde bei der aufarbeitenden Spinfiltration
abgetrennt. Somit variierten die Ausbeuten der jeweiligen (AF647-markierten)
enzymatisch modifizierten IgG-Antikorper (aDEC205(ars47)-DBCO(Lys),
aDEC205(ar647-DBCO(NH,), aDEC205(ars47-TCO(NH,), 1gG2aarsa7-DBCO(Lys) und
aCD25arsa7-DFO(NHy)) zwischen 35-70 % (Bestimmung tber UV/VIS-Spektroskopie).
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5.11.3 Unspezifische Antikérpermodifizierung

Tabelle 20 zeigt die durchgefihrten unspezifischen Modifizierungen an verschie-

denen IgG-Antikdrpern mit unterschiedlichen aminreaktiven Linkermolekilen.

Tabelle 20. Unspezifische Antikérpermodifizierungen.

DBCO-PEG,4-NHS DFO-NCS
M (g/mol) 649,69 752,94
10 eq: m (pg) 87 100
20 eq: m (pg) 174
aDEC205 v
lgG2a v
aCD25 - v

In einer typischen Reaktion wurden in einem Eppendorfgefdl 2 mg
(1,33:10% mol, 1 eq) des nativen IgG-Antikérpers (c ~ 1 g/L, PBS, pH 7,4) vorgelegt
und der pH-Wert mittels einer wassrigen 1M NaHCO3-Losung auf pH 8-9 eingestellt.
AnschlieBend wurden 10 eq (1,33:107 mol) bzw. 20 eq (2,67-107 mol) des entspre-
chenden aminreaktiven Linkers (DBCO-PEG4-NHS bzw. DFO-NCS) aus einer Stamm-
|6sung in DMSO (c ~ 6 mg/ml) hinzugeflgt (siehe Tabelle 20). Es ist darauf zu achten,
dass der prozentuale DMSO Anteil in der Reaktionslésung einen Wert von 5 % nicht
Uberschreitet. Die Reaktion wurde unter konstantem Schitteln bei 37 °C fir 4-12 h
durchgefiihrt. Nicht umgesetzter Linker wurde Gber Spinfiltration (Amicon Ultra 2 mL
Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in finf Waschschritten a 1 mL PBS (pH 7,4) abge-
trennt. Analog wurde auch mit den vorab AF647-markierten IgG-Antikorpern verfah-
ren. Die Ausbeute der (AF647-markierten) unspezifisch modifizierten IgG-Antikorper
aDEC205(ar647-DBCO(NHS), 1gG2aarea7-DBCO(NHS) und aCD25(arsa7)-DFO(NCS)
betrug zwischen 80-90 % und wurde mittels UV/VIS-Spektroskopie bestimmt.

5.12 Bioorthogonale Konjugationen lGiber SPAAC und IEDDA
5.121 SPAAC von aDEC205 und Fluoreszenzfarbstoffen

Jeweils 40 ug (2,67-10"mol, 1eq) (c~ 1g/L, PBS, pH7,4) der enzymatisch
modifizierter DEC205-Antikérper aDEC205-DBCO(Lys), aDEC205-DBCO(NH,) und
aDEC205-TCO(NH,) wurden in einem Eppendorfgefa3 vorgelegt und mit PBS zu
einem Gesamtvolumen von ~ 65 pL aufgefillt. AnschlieBend wurden jeweils 10 eq
(2,67-107 mol) des Azid-funktionalisierten Fluoreszenzfarbstoffs: 5/6-Carboxyrhoda-
min-110-N3 (CR-110-N3) bzw. 10 eq des Fluoreszenzfarbstoffs mit Tetrazinfunktionali-
tat: 6-Methyl-Tetrazin-5-FAM (Tz-FAM) Uber eine Stammldsung in DMSO (c = 2 g/L)
hinzugeflgt (siehe Tabelle 21).
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Tabelle 21. SPAAC von aDEC205 und Fluoreszenzfarbstoffen.

CR-110-N3 Tz-FAM
M (g/mol) 574,59 559,53
m (pg) 1,53 1,49
aDEC205-DBCO(Lys) v
aDEC205-DBCO(NH,) v
aDEC205-TCO(NH,) - v

Die Reaktion wurde Uber Gefrier- und Auftauzyklen (freeze-thaw cycles) durchge-
fuhrt. Diese Methode beinhaltet das Einfrieren der Probe Gber mehrere Stunden bei
-18 °C und das anschlieBende Auftauen fiir ca. 30 min bei Raumtemperatur unter Aus-
schluss von Licht. Dieser Prozess wurde insgesamt fiinf- bis siebenmal wiederholt. Die
Aufarbeitung zur Abtrennung von tUberschissigem Fluoreszenzfarbstoff erfolgte Gber
Spinfiltration (Amicon Ultra 0,5 mL Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in 15 Waschschrit-
ten mit jeweils 250 pL PBS (pH 7,4). Die durchgefihrte Negativkontrolle am Beispiel
von nativem aDEC205 mit CR-110-N3; wurde unter den gleichen Reaktionsbedingun-
gen durchgefihrt.

5.12.2 SPAAC von aDEC205-DBCO(Lys) und
P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(stat)

40 pg (2,67-10" mol, 15 eq) (c ~ 0,5 g/L, PBS, pH 7,4) des enzymatisch modifi-
zierten AF647-markierten DEC205-Antikorpers: aDEC2054r447-DBCO(Lys) wurden in
einem Eppendorfgefall mit 0,57 ug (1,78:10"" mol, 1 eq) des kationischen Blockco-
polymers P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) (c = 1 g/L, in PBS) versetzt. Die Reaktion wurde in
sechs Gefrier- und Auftauzyklen freeze-thaw-Zyklen durch Einfrieren der Proben tber
mehrere Stunden bei -18 °C und anschlieBendem Auftauen fir ca. 30 min bei Raum-
temperatur unter Ausschluss von Licht durchgefiihrt. In Analogie zu oben genannten
Reaktionsbedingungen wurde fluoreszenzmarkiertes Blockcopolymer P(Lys)-b-
P(HPMA)0cass)-N3(stat) mit aDEC205-DBCO(Lys) zur Reaktion gebracht sowie eine
Negativkontrolle von aDEC205xrc47 ohne DBCO-Funktionalisierung mit P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(stat) durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung zur Abtrennung von nicht umgesetzten Blockcopolymer er-
folgte Uber Spinfiltration (Amicon Ultra 0,5 mL Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in
5-10 Waschschritten mit jeweils 250 pL PBS (pH 7,4).
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5.12.3 SPAAC von aDEC205-DBCO(Lys) und
P(Lys)-b-P(HPMA)-N3(end)

40 ug (2,67-10" mol, 1eq) (c~0,5g/L, PBS, pH7,4) des enzymatisch modi-
fizierten AF647-markierten DEC205-Antikorpers: aDEC205ar647-DBCO(Lys) wurden in
einem Eppendorfgefall mit 7,5 ug (2,67-10"° mol, 1 eq) des kationischen Blockco-
polymers P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) (c = 1 g/L, in PBS) versetzt. Reaktion und Aufar-
beitung wurden analog zu Kapitel 5.12.2 durchgefihrt.

5.12.4 SPAAC von Azid-Polyplexen und Alexa Fluor 647 DBCO

In einem ersten Schritt wurden Polyplexe aus pDNA (pGL3-Basic) und beiden
azidfunktionalisierten Blockcopolymeren P(Lys)-b-P(HPMA)-Nj(stat) und P(Lys)-b-
P(HPMA)-Ns(end) gebildet. Daftir wurde 1 uyg pDNA (c = 0,24 g/Lin MP-H,QO) in einem
Eppendorfgefal3 vorgelegt und mit weiteren 25 L MP-H,O versetzt. In einer horizon-
talen Position des EppendorfgefédBes wurden 10,8 ug (c = 1 g/L in TRIS Puffer, N/P 4)
des jeweiligen Blockcopolymers an die Wand des ReaktionsgefaBes pipettiert. Erst
durch anschlieBendes Vortexen fiir ca. 10 s in einer aufrechten Position des Eppen-
dorfgefaBes kam es zum Durchmischen von pDNA und Blockcopolymer. Die Poly-
plexbildung erfolgte durch Stehen fir ca. 2 h bei Raumtemperatur.

Danach wurden jeweils 2,7 ug Alexa Fluor 647 DBCO (5 eq bezogen auf die ein-
gesetzte Menge an Blockcopolymer) aus einer Stammlosung in DMSO (c = 0,75 g/L)
zu den Polyplexproben gegeben. Sowohl der Ansatz mit P(Lys)-b-P(HPMA)-N5(stat) als
auch mit P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(end) wurde jeweils als Duplikat angesetzt. Eine Probe
wurde bei 37 °Cfir 1 d unter konstantem Schitteln gehalten, die andere Probe wurde
Uber sechs Gefrier- und Auftauzyklen zur Reaktion zu bringen.

Die Aufarbeitung zur Abtrennung von nicht umgesetzten Fluoreszenzfarbstoff er-
folgte Uber Spinfiltration (Amicon Ultra 0,5 mL Zentrifugenfilter, MWCO 100K) in
funf Waschschritten mit jeweils 250 pL PBS (pH 7,4).

5.12.5 SPAAC von Azid-Polyplexen und
aDEC205-DBCO(Lys/NHS)

Die Bildung der Polyplexe aus 1 pg pDNA (pGL3-Basic, 3,18:10" mol,) gelést in
MP-Wasser (c = 0,24 g/L) und 10,8 pg P(Lys)-b-P(HPMA)-Ns(stat) (c = 1 g/Lin TRIS-Puf-
fer, N/P 4) erfolgte wie in Kapitel 5.12.4 beschrieben. AnschlieBend wurden 5 pg von
aDEC205r447-DBCO(NH;)  bzw. aDEC2054r647-DBCO(NHS) (3,18:10"" mol, PBS
pH 7,4, ¢~ 0,5 g/L) zur Polyplexprobe gegeben. Dies entspricht einem 100-fachen
Uberschuss an DBCO-modifiziertem aDEC205 bezogen auf ein Molekiil Polyplex,

unter der Annahme, dass ein pPDNA Molekdl innerhalb des Polyplexes vorliegt.#¢! Der
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Ansatz mit enzymatisch modifiziertem aDEC2054r447-DBCO(NH,) wurde tber sieben
Gefrier- und Auftauzyklen zur Reaktion gebracht. Die Reaktion mit aDEC205urs47-
DBCO(NHS) hingegen wurde fir 1 d bei 37 °C unter konstantem Schitteln betrieben.

5.12.6 SPAAC von Azid-Birstenpolymeren und
aDEC205-DBCO(NH,)

600 ug aDEC205ar447-DBCO(NH3) (4,0:107 mol, 50 eq) in PBS (c = 6,3 g/L) wur-
den in einem Eppendorfgefal3 vorgelegt und mit 83,2 ug P(Lys)-P(Sar)-Azid-Birsten-
polymer (8,0:10" mol, 1 eq) geldst in PBS (c=2,73 g/L) versetzt. Die Reaktion
erfolgte in sechs Gefrier- und Auftauzyklen. AnschlieBend wurde Gber SEC mit PBS
Uberschissiger Antikorper abgetrennt. (Sdule: Sepharose 4 FF XK 16/70 von
GE Helthcare, Flussrate 0,5 mL/min, UV-Detektion (230 nm).

5.12.7 IEDDA von Tetrazin-Mizellen und aDEC205-TCO(NH,)

In einem EppendorfgefaB  wurden 680 pug aDEC205ar7-TCO(NH3)
(4,53:107 mol, 1 eq)in PBS (c = 10,5 g/L) vorgelegt. Dazu wurden in grober Naherung
100 pg tetrazinfunktionalisiertes P(HPMA)-b-P(HCMA-co-LMA) Blockcopolymert?4/]
(4,53-107 mol, 1 eq) in MP-H,O (c ~ 1g/L), das zuvor Uber Dialyse und photoche-
mischer Reaktion zu vernetzten Mizellen umgesetzt wurde, hinzugefligt. Die Reaktion
erfolgte in sechs Gefrier- und Auftauzyklen.

5.13 Antikérper-Bindungsassay

5.13.1 Bindungsassay von aDEC205 an BMDCs

Der Bindungsassay von DEC205-Antikdrpern wurde von _

(Betreuer _) an der Hautklinik der Universitdtsmedizin Mainz durchge-
fuhrt.

Knochenmarkszellen der Maus (C57BL/6) (2x10°) wurden in 10 cm Petrischalen
(10 mL) (Greiner Bio-One), Frickenhausen, Deutschland) in Zellkulturmedium aus
IMDM Medium mit 2 mM I-Glutamin, 100 U/mL Penicillin, 100 pg/mL Streptomycin
und 50 uM B-Mercaptoethanol sowie mit 5 % FCS und 10 ng/mL rekombinanter Maus
GM-CSF (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland) ausgesat. Die Petrischalen wurden
bei 37 °C im Inkubator (5 % CO,) kultiviert. An Tag 3 und Tag 6 der Zellkultivierung
wurden jeweils 5 mL Medium mit GM-CSF hinzugefligt. An Tag 7-8 wurden adhérente
Zellen fir Experimente geerntet. BM-DCs (3x10°/500 uL) wurden in sterile FACS-
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Kivetten Uberfihrt und mit 0,5 pg der jeweiligen AF647-markierten DEC205-Antikor-
perprobe fir 20 min bei 4 °C inkubiert (5 % CO,). Die Proben wurden zentrifugiert
(300 rpm, 4 °C) und mit FACS-Puffer gewaschen (PBS, 1 % FCS). AnschlieBend wur-
den die Proben jeweils mit 0,5 pg/Probe des CD11c-Antikdrpers (BV421-markiert,
Klon N418) sowie mit DEC205-Antikorper (PE-Cy7-markiert, Klon 205yekta) fir 20 min
bei 4 °C inkubiert. Als Kontrollen diente ein Ansatz ohne Probe nur mit PE-Cy7-
DEC205yekta Gegenfarbung (unbehandelt) und ein Ansatz ohne Probe und ohne
Gegenfarbung (ungefarbt). Die zum Vergleich eingesetzten unmodifizierten Antikor-
per aDEC205-AF647 und rat IgG2a-AF647 wurden von BioLegend (San Diego, CA,
USA) erworben. Die FACS-Messungen wurden an einem Attune Nxt flow cytometer
von Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) durchgefiihrt und mit der FlowJo Software
(FLOWJO, Ashland, OR, USA) ausgewertet. Zellbestandteile und Duplets wurden in
der Messung aussortiert und die CD11c* Zellpopulationen auf Fluoreszenz der

AF647-markierten Proben analysiert.

5.13.2 Bindungsassay von aCD25 an T-Lymphozyten

Der Bindungsassay von CD25-Antikérpern wurde von _

(Betreuer _) am Institut fir Immunologie der JGU Mainz durchgefihrt.

Aus einer C57BL/6 Wildtyp Maus wurde die Milz entnommen und tber ein 45 pm
Zellsieb mit einem Spritzenstempel zerrieben. Nach durchgefiihrter Erylyse mit Grey's
Lysepuffer wurde nach mehrmaligem Waschen mit PBS die Zellzahl auf 5x10° Zellen
pro Probe eingestellt. In einer FACS-Analyse wurde die Anbindung chemisch DFO-
modifizierter CD25-Antikdrperproben an CD4+ Zellen getestet. Hierflir wurden die
Milzzellen zusétzlich mit anti-CD4 in BV421 (1:400) und anti-TCRB in PE (1:400)
gefarbt. Die entsprechenden Antikdrperproben wurden in einer Konzentration von
0,25 pg/mL zu den Zellen in PBS gegeben und fir 20 min bei 4 °C inkubiert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in 100 yL 1xPBS fir die
FACS-Messung aufgenommen. Anti-CD25 in APC (PC61 Klon) von Biolegend (San
Diego, CA, USA) wurde als Positivkontrolle mitgefiihrt. Als Negativkontrollen diente
eine Zellfarbung mit anti-CD4 und anti-TCRB ohne anti-CD25. Die Messung wurde mit
einem LSR Il FACS-Gerat der Firma BD (Becton Dickinson) Bioscience (New Jersey,
USA) durchgefiihrt.
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5.14 Radiomarkierung von aCD25-DFO mit 8Zr und Stabilitatstest

Die 8Zr-Markierung der DFO-modifizierten CD25-Antikérper sowie der Stabili-
tatstest der Radioimmunkonjugate wurden von _ (Betreuer _
-) am Institut fir Kernchemie der JGU Mainz durchgefiihrt.

Fir die radioaktive Markierung der CD25-DFO-Antikdrper mit 8Zr wurde nach
Literatur verfahren.['>3 Die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur in einem Volumen
von 1,6 mL unter gleichméaBigem Schitteln fir 90 min. Die radiochemische Ausbeute
(RCA) wurde Uber Radio-Dinnschichtchromatographie (Radio-DC) auf Merck
Silica Fs4 Platten mit Citratpuffer (0,01 M, pH 4) als Laufmittel Gberprift und mit Hilfe
eines Radio Detektors (GABI STAR von Raytest) analysiert. Die radioaktiv-markierten
Antikérperproben wurden tiber PD-10 Saulen (GE Healthcare, Little Chalfont, U.K.) mit
0,9 %-iger NaCl Losung filtriert und anschlieBend Gber HPLC saulenchromatogra-
phisch analysiert. Es wurde eine HPLC-Anlage von Merck verwendet: LaChrom;
Pumpe: Hitachi L7100 und UV-Detektor: L7400). Als Saule wurde eine BioSep
SEC-S2000 von Phenomenex verwendet. Die Messungen wurden mit 0,05 M PBS
(pH 7) als Elutionsmittel bei einer Flussrate von 1 mL/min durchgefihrt.

Die Stabilitdt der Radioimmunkonjugate wurde sowohl in humanem Serum als
auch in PBS durchgefihrt. Die 8Zr-markierten CD25-DFO-Antikérperproben wurden
jeweils bei 37 °C in Aliquots von 2 pL inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten
(1d,2d und 3 d) tber Radio-DC mit Citratpuffer als Elutionsmittel charakterisiert.

5.15 Transfektionsstudien mit Luciferase Assay

Die Transfektionsversuche wurden von _ (Betreuung _) an

der Hautklinik der Universitatsmedizin Mainz durchgefihrt.

Die Transfektionseffizienz von P(Lys)-b-P(HPMA)-basierten Blockcopolymeren
wurde mit einem Firefly (Photinus pyralis) Luciferase Assay durchgefihrt. Als Vektor
der pDNA-Polyplexe diente pGL3-Control (5256 bp) von Promega (Mannheim,
Deutschland) unter der Kontrolle eines SV40 Promotors und eines SV40 Enhancers.
Fir die mRNA-Polyplexe wurde Firefly Luciferase (1921 Basen) von TriLink BioTech-
nologies (San Diego, CA) verwendet. HEK-293T Zellen bzw. DC2.4 Zellen wurden 24 h
vor dem Experiment geerntet und die Zellzahl auf 2-10° Zellen pro mL eingestellt.
Jeweils 0,5 mL der eingestellten Zellsuspension wurden pro Well in 24-Well Platten
gegeben. Fir jede Polyplexprobe wurden Triplikate mit 1 pg pDNA (mRNA) pro Kom-
plexierung angesetzt. Die Komplexierung der Nukleinsdure mit der entsprechenden
Menge Polymer erfolgte unter Vortexen und anschlieBendem Stehen fir 3 h (pDNA-
Polyplexe) bzw. 30 min (mRNA-Polyplexe) bei RT. Die Positivkontrolle der pDNA-
Transfektionen mit JetPEI (1,5 uL JetPEl + 1 ug DNA) und auch die Positivkontrolle der
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mRNA Transfektionen mit DOTAP (16 pL + 1 pg mRNA) wurden fir 30 min komple-
xiert. Alle Probentriplikate der Polyplexe, der JetPEl bzw. DOTAP Kontrolle und der
nackten pDNA bzw. mRNA wurden unter Schwenken zu den Zellen pipettiert. Die
Zellen wurden bei 10 % (fir DC2.4) bzw. 5 % (fir HEK-293-T) CO5 und 37 °C inkubiert.
Nach 6 h der Transfektion wurde das Kulturmedium gewechselt. Nach 48 h (pDNA-
Proben) bzw. 24 h (mRNA-Proben) wurde das Kulturmedium abgenommen und die
Zellen mit jeweils 100 pL 1xLyse-Puffer (Promega, Heidelberg, Deutschland) lysiert.
Nach 15 min wurden die Zelllysate fir die Lumineszenzmessung in 96-Well Lumino-
meter Platten Uberfihrt. Die Biolumineszenz wurde an einem Luminometer (Centro
LB 960; Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland) fir jeweils 10 s gemes-

sen.
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Anhang

6.2 Abkiirzungsverzeichnis

aCD25
ACVA
ADC
ADCC
aDEC205
AF647
AIBN
ALL
Arg(R)
Asn(N)
Asp(D)
ATRP
BMDC
Boc

Bp
BPO
BTG
cAMP
CAR
CDC
CDR
CpG
CRP
CTA
CTL
CuAAC
Cys(C)
DBCO
DC
DCM
DDS
DFO
Dy
DIBAC
DIBO
DIFO
DIPEA
DLS
DMF

CD25-Antikorper
4,4-Azobis(4-caynovaleriansaure)
antibody-drug conjugate

antibody dependant cell-mediated cytotoxicity
DEC205-Antikorper

Alexa Fluor 647
Azobis(isobutyronitril)

akute lymphatische Leukamie

Arginin

Asparagin

Asparaginsaure

atom transfer radical polymerization
bone marrow-derived dendritic cell
tert-Butyloxycarbonyl

Basenpaare

(Di)benzoylperoxid

bakterielle Transglutaminase
cyclisches Adenosinmonophosphat
chiméarer Antigenrezeptoren
complement-dependent cytotoxicity
complementarity-determining regions
Desoxycytidin-Phosphorsaure-Desoxyguanosin
controlled radical polymerization
chain transfer agent

cytotoxischer T-Lymphozyt
copper(l)-catalyzed azide-alkyne cycloaddition
Cystein

Dibenzocyclooctin

dendritic cell

Dichlormethan

drug-delivery system

Deferoxamin

hydrodynamischer Durchmesser
Dibenzoazacyclooctin
Dibenzocyclooctin

Difluorcyclooctin
N,N-Diisopropylethylamin
dynamische Lichtsreuung

Dimethylformamid

191



DMSO Dimethylsulfoxid

DOSY diffusion-ordered spectroscopy

DOTAP 1,2-Di-9Z-octadecenoyl)-3-trimethylammoniumpropan-Methyl-
sulfat

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EPR enhanced permeability and retention

ESI Elektrosprayionisation

Fab fragment antigen binding

Fc fragment crystallizable

FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

FGE formylglycine generating enzyme

Fv fragment variable

GlcNACc N-Acetylgalaktosamin

GIn(Q) Glutamin

Glu(E) Glutaminsaure

GPC Gelpermeationschromatographie

HEK human embryonic kidney

HFIP Hexafluorisopropanol

HMBC heteronuclear multiple bond correlation

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

HPA 2-Hydroxypropylamin

HPLC high performance liquid chromatography

HPMA N-(2-Hydroxypropyl)methacrylat

hr-MS high resolution mass spectrometry

HS humanes Serum

IEDDA inverse electron-demand Diels-Alder

fe[€ Immunglobulin G

IR infrarot

LC liquid chromatography

Lys(K) Lysin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

MALDI Matrix-unterstutze Laser-Desorption/lonisation

MDT maximal tolerierte Dosis

MHC major histocompatibility complex

MMA Methylmethacrylat

MP-H,O Millipore Wasser

mRNA messenger Ribonukleinsaure

MS Massenspektrometrie

MWCO molecular weight cut-off
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NAM
NCA
NHS
NK
NLS
NMP
NMP
NMR
NNCA
0G488
P

PBS
PCR
PDI
pDNA
PDP
PEG
PEI
PET
PFPMA
PNGase F
PP
RAFT
RCA
Rn
ROP
Sar
scFv
SDS-PAGE
SEC
SPAAC
SPDP
TAA
TBE
TCO
TEA
TFA
TFE
THF
TIS
TLC

Anhang

normaler Amin-Mechanismus
N-Carboxyanhydrid

N-Hydroxysuccinimid

Negativkontrolle

nuclear localization signal
nitroxide-mediated radical polymerization
N-Methyl-2-pyrrolidon

nuclear magnetic resonance
N-substituiertes Glycin N-Carboxyanhydrid
Oregon Green 488

Poly

phosphate buffered saline

polymerase chain reaction
Polydispersitatsindex
Plasmid-Desoxyribonukleinsdure
2-(Pyridyldithio)-propionat
Polyethylenglykol

Polyethylenimin
Positronen-Emissions-Tomographie
Pentafluorphenylmethacrylat
Peptid-N-Glykosidase F

Polyplex

reversible addition-fragmentation chain transfer
radiochemische Ausbeute
hydrodynamischer Radius

ringoffnende Polymerisation

Sarkosin

single chain variable fragment

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
size exclusion chromatography
strain-promoted alkyne-azide-cycloaddition
Succinimidyl 3-(2-pyridyldithio)-propionat
tumorassoziierte Antigene
TRIS-Borat-EDTA

trans-Cycloocten

Triethylamin

Trifluoracetet

2,2,2-Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

Triisopropylsilan

thin layer chromatography
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TLR
TMSI
TRIS
Tz
UV/VIS
Z
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Toll-like receptor
Trimethylsilyliodid
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tetrazin

ultraviolet/visible

Benzyloxycarbony
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