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Einleitung

3. Einleitung

3.1 Die Entziindungsantwort nach einem akuten Myokardinfarkt

Das kardiovaskuldre System wird anatomisch durch das Herz sowie die einzelnen GefiBle im
Organismus dargestellt. Dabei libernimmt es eine Vielzahl an Aufgaben — eine der wichtigsten ist
dabei der Transport von Sauerstoff sowie der Abtransport von Kohlenstoffdioxid. Es erfiillt aber auch
wichtige Funktionen fiir den Transport von Nahrstoffen, die Warmeregulation, sowie immunregu-

latorische Funktionen. Im Zentrum des kardiovaskuldren Systems steht das Herz.

Das Herz ist eine in vier Kammern gegliederte Pumpe, welche in eine rechte und eine linke Halfte
unterteilt wird. Von der Vena Cava kommend gelangt sauerstoffarmes Blut in den rechten Vorhof und
wird durch die Trikuspidalklappe in den rechten Ventrikel gepumpt. Von dort stromt es durch die
Pulmonalklappen die Pulmonalarterie entlang bis in die Lunge und wird dort mit Sauerstoff
angereichert. Anschlieend gelangt es iiber die Pulmonalvene in den linken Vorhof und von dort durch
die Mitralklappen in den linken Ventrikel. Durch die Aortenklappe wird das Blut in die Aorta gepumpt

und erreicht so die peripheren Blutgefile.

Auf zelluldrer Ebene besteht das Herz aus Kardiomyozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und einigen
Immunzelltypen. Den Grofiteil der Zellmasse machen dabei die Kardiomyozyten aus, den groBten

prozentualen Anteil jedoch die Endothelzellen.

Die Versorgung des Herzens wird iiber die Koronararterien geregelt. Diese entspringen oberhalb der
Aortenklappen und verlaufen iiber die rechte und linke Koronararterie bis zur Herzspitze, wobei sie
iber die gesamte Strecke hinweg immer weiter verdsteln und so die Versorgung des Herzens
gewihrleisten.! Eine Verengung oder gar ein Verschluss der Koronararterien fithrt zur Unter-
versorgung der nachgeschalteten Bereiche mit Sauerstoff, man spricht von einer Ischdmie (Abb. 3.1).
Hilt dieser Zustand linger an, sterben die Kardiomyozyten ab und ein Herzinfarkt ist die Folge.” Der
Fortschritt in der Medizin vermindert zwar die akute Mortalitét nach einem Myokardinfarkt, allerdings
sind die damit einhergehenden Folgeerscheinungen immer noch sehr problematisch.”® Selbige werden
in grolem MaB durch die akute Phase des Myokardinfarkts geprégt, welche im Folgendem im Detail
beschrieben wird.”® Die Entziindungsreaktion nach Myokardinfarkt wird in drei unterschiedliche
Phasen unterteilt: Die inflammatorische Phase, die reparative und proliferative Phase und die

Maturation.
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Sinusknoten

His-Biindel
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Abbildung 3.1: Ubersicht iiber das Herz und die Pathophysiologie des Myokardinfarkts.

Links: Querschnitt eines menschlichen Herzens. Deutlich erkennbar ist die Gliederung des gesamten Systems in
vier Kammern, zwei Vorhofe und zwei Atrien. Fiir die autonome Funktion des Herzens sind verschiedene
Schrittmacherzentren im Herzen verantwortlich. Die Erregung geht primir vom Sinusknoten aus und breitet sich
dann iiber den gesamten Herzmuskel bis in die Herzspitze aus. Rechts: Pathophysiologie des Herzens nach
einem Verschluss der Koronararterie. Ist die Durchblutung des Myokards durch eine Verengung verringert oder
sogar komplett unterbunden, tritt sehr schnell Sauerstoffmangel ein, so dass ein ischdmischer Bereich - hier
angedeutet in der Herzspitze - entsteht. Sollte die Sauerstoffzufuhr nicht wieder hergestellt werden, sterben die in
dem Bereich vorhandenen Zellen ab, was im schlimmsten Fall im Tod des Individuums resultieren kann. (Bilder
modifiziert nach Servier Medical Art)

3.1.1 Die inflammatorische Phase

Die inflammatorische Phase setzt kurz nach Beginn des Infarktes ein. Die entstehende Sauerstoffarmut
verringert die Integritdt der Endothelzellen und sorgt somit fiir ein durchlissiges Endothel. Dies weitet
sich bei anhaltender Hypoxie auch auf die Kardiomyozyten aus und induziert in diesen Nekrose.’
Nekrotische Zellen schiitten verschiedene DAMPs (danger-associated molecular patterns), wie z.B.
ATP aus, welche daraufhin an PRRs (pattern recognition receptors) des angeborenen Immunsystems
binden und zur Ausschiittung verschiedener Zytokine und Chemokine fithren.'®™" Zu den wichtigsten
PRRs gehoren TLRs (toll-like receptors), wobei im Herzen insbesondere TLR4, TLR2, TLR3 und
TLRS exprimiert werden. So konnte u. a. gezeigt werden, dass nach einem Infarkt TLR4 verstarkt auf
zirkulierenden Leukozyten zu finden ist. Ebenso konnte eine erhéhte Expression des TLR2 auf
Monozyten nachgewiesen werden.'*"” Beide sorgen fiir die Aktivierung von NF-kf, dem bei
Entziindungsprozessen wichtigsten Transkriptionsfaktor im Herzen. NF-kf induziert die Expression
verschiedener inflammatorischer Zytokine, aber auch Adhésionsmolekiile und Chemokine. Im
menschlichen Organismus konnte nach einem akuten Herzinfarkt ebenso eine Heraufregulation von

NF-kB in zirkulierenden Leukozyten nachgewiesen werden.'®
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Nekrotische Kardiomyozyten sind der Hauptausloser fiir die postinfarzielle inflammatorische Antwort.
Daneben spielen allerdings auch Kardiomyozyten im Randbereich des Infarktes eine entscheidende
Rolle. Diese werden durch die Aktivierung von TLR-Liganden, ROS (reactive oxygen species) oder
Interleukinen in einen Stresszustand versetzt, so dass sie daraufhin DAMPs sowie Interleukine
heraufregulieren und sekretieren.'*’ Ein weiterer wichtiger Effekt der DAMPs ist die Aktivierung von
Endothelzellen, welche daraufhin P-Selektine aus ihren Weibel-Palade Korpern entlassen, E-Selektine
heraufregulieren und diese zur Oberfliche transportieren.”’ Selektine sind fiir die Bindung von
Leukozyten an das Endothel und die darauf folgende Migration in das Gewebe essentiell.”> Durch die
Aktivierung des Endothels dient es nun ebenfalls als Quelle fiir Zytokine und Chemokine.”** Auch
Fibroblasten im Herzen werden durch DAMPs aktiviert und sekretieren eine Vielzahl

inflammatorischer Zytokine.”

Zu den ersten einwandernden Leukozyten zihlen die neutrophilen Granulozyten.””® Neutrophile
Granulozyten gehdren zu den polymorphnukledren Zellen, welche im Knochenmark gebildet werden,
ein Vorgang, der als Granulopoese bezeichnet wird. Messungen aus den 70er Jahren belegen ecine
tagliche Produktion von Neutrophilen im Knochenmark von ca. 0,85x10° pro kg Korpergewicht.”
Wichtigster Faktor fiir die Granulopoese ist G-CSF (granulocyte colony stimulating factor). Dieses
Zytokin sorgt zum einen fiir eine verstirkte Expression von Transkriptionsfaktoren, welche die
myeloiden Vorldufer in Richtung Granulozyten differenzieren, zum anderen ist es essentiell fiir die
Freisetzung der Granulozyten aus dem Knochenmark.” Danach zirkulieren sie im Blutstrom, wobei
allerdings der grofite Anteil an neutrophilen Granulozyten im Knochenmark verweilt und nur ein
geringer Teil in der Peripherie zu finden ist. Die Anzahl an Neutrophilen im Blut ist speziesabhidngig.
Beim Menschen machen sie etwa 50—70 % der Leukozyten aus, wohingegen es bei der Maus nur
10-25 % sind.” Dabei ist die gemessene Zirkulationszeit jedoch sehr variabel und abhingig von der
verwendeten Methode. So konnte in ex vivo Studien eine Lebensdauer von 8 h prognostiziert werden,

. s . . . . 30,31
wohingegen bei in vivo Experimenten eine Lebensdauer von iiber 5 Tagen belegt wurde.™

Wihrend einer systemischen Inflammation kommt es zu einem Prozess, der auch als Notfall-
Granulopoese bezeichnet wird: Endothelzellen erkennen PAMPs z.B. iiber TLR4 und sekretieren
verstirkt G-CSF, welches wiederum fiir eine Freisetzung von Neutrophilen aus dem Knochenmark
sorgt. Parallel induziert G-CSF auch die Bildung von Gro-a (CXCL1) durch Endothelzellen. Gro-a
bindet primir an CXCR2 und schwicher an CXCRI1 und sorgt durch Aktivierung verschiedenster
Signalwege fiir eine Migration in den betroffenen Bereich. Die Aktivierung lauft dabei iiber eine G-
Protein-gekoppelte Aktivierung der MAPK und der Produktion von IP3. Neben Gro-a ist IL-8 der
wichtigste Chemoattraktant fiir humane neutrophile Granulozyten. Dieses 6-8 kDa groBle Chemokin

kommt sowohl in monomerer als auch dimerer Form vor und bindet sowohl an CXRC]1 als auch an
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CXCR2, wobei es die Bindung an CXCRI ist, die primir fir Chemotaxis zustindig ist’> ",

Hauptséichlich wird IL-8 iber CXCR1 gebunden und nur zu geringerem Mafie an den CXCR2.

Im Falle einer Entziindung (steril oder unsteril) miissen die Granulozyten zunéchst in das betroffene
Gewebe eindringen konnen, ein Vorgang, der als Leukodiapedese bezeichnet wird. Hierbei handelt es
sich um einen hochkomplexen Prozess, welcher eine Vielzahl beteiligter Proteine sowie Schritte
voraussetzt. Die erste Anndherung und Interaktion der Granulozyten mit dem Endothel erfolgt iiber
Selektine. In Folge einer Aktivierung der Endothelzellen durch z. B. TNF-a, exprimieren diese
verstdrkt E- und P-Selektine und interagieren ihrerseits mit P-Selektin-Glykoprotein-Ligand-1 (PSGL-
1), welcher dann eine Bindung mit L-Selektinen auf Granulozyten eingehen kann.* Nach
anschlieBendem Rollen der Granulozyten entlang des Endothels werden diese verstdrkt gebunden, um
ihnen so im spateren Verlauf die Extravasation zu ermoglichen. Dies geschieht {iber verschiedene
Integrine. Das wichtigste ist CD11a/CD18 (LFA-1), welches mit dem ICAM-1 (intercellular adhesion
molecul 1) am Endothel interagiert und zu einer verstirkten Bindung fiihrt.”® Daraufhin erfolgt die

transendotheliale Migration der Zellen in das betroffene Gewebe (Abb. 3.2).

Selectine . _ SRC-Kinasen
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Abbildung 3.2: Leukodiapedese.

Der Vorgang der Leukodiapedese ist hochkomplex und umfasst verschiedene Schritte. Die erste Anndherung
sowie das Einfangen der Zellen wird iiber Selektine reguliert. Die darauf folgende Bindung der Zellen wird durch
Integrine, insbesondere CD11a und CD18 eingeleitet. Nach der Bindung erfolgt die transendotheliale Migration
in die Zielstruktur. Fiir den gesamten Vorgang sind die unterschiedlichsten Oberflachenproteine notig, da es
andernfalls zu einer fehlerhaften Migration kommt. (Quelle: http://www.wikiwand.com/en/Leukocyte
extravasation, Besucht am 11.09.2018)

Am Entziindungsort sorgen die neutrophilen Granulozyten durch drei unterschiedliche Mechanismen
fiir die Beseitigung der Pathogene: Die Phagozytose, den oxidativen Ausbruch und die NETose. Im

Falle eines Herzinfarktes sekretieren sie verschiedene proteolytische Enzyme und sorgen so fiir den
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Abbau von Matrixtriimmern und verschiedenen Zellbestandteilen und phagozytieren nekrotische

Zellen.

Fiir die Phagozytose ummanteln die Granulozyten die entsprechenden Zielstrukturen, ein Vorgang der
durch Bindung von Opsoninen verbessert werden kann. Das Pathogen wird daraufhin in ein Phagosom
aufgenommen, welches im weiteren Verlauf mit einem Lysosom verschmilzt und ein Phagolysosom
bildet. Aufgrund des sauren pH-Wertes und der lytischen Enzyme, welche in den Lysosomen

vorliegen, kommt es zum Abbau der Pathogene.

Der oxidative Ausbruch beschreibt die Herstellung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie z. B.
Wasserstoffperoxid (H,O,) oder hypochloriger Saure (HOCI). Katalysiert werden diese durch die
NADPH-Oxidase, welche aus einem Sauerstoffmolekiil (O,) ein Superoxidanion (O,’) erzeugt. Dieses
wird dann durch die Superoxiddismutase in H,0, umgewandelt, was wiederum von der
Myeloperoxidase zu HOCI katalysiert wird. Insbesondere HOCI sorgt fiir das Abtdten der

verschiedensten Pathogene, da es mit DNA, Lipiden und auch Proteinen reagiert.”’

Die NETose wurde erst in den letzten Jahren intensiver erforscht und ist wohl der interessanteste
Aspekt der Pathogenabwehr durch Granulozyten. Bei NETs (nuclear extracellular traps) handelt es
sich um DNA-Fasern, die von den Granulozyten ausgeworfen werden und so ein engmaschiges Netz
ausbilden.®® In dieses Netz eingebettet sind groBe Mengen an antimikrobiellen Substanzen, wie z. B.
die neutrophile Elastase, die somit fiir einen schnellen Abbau von eingefangenen Pathogenen sorgen

konnen.”™ Auf die NETose folgt der Zelltod der Granulozyten.*

Kurz nach Migration der Granulozyten folgen Monozyten und Makrophagen in zwei aufeinander
folgenden Wellen."' Die erste Welle ist gekennzeichnet durch Ly6C"-Monozyten sowie MI-
Makrophagen.** Beide zeichnen sich durch einen pro-inflammatorischen Status aus und schiitten
entsprechende Mediatoren wie IL-6 oder TNF-a aus. Auch residente Mastzellen und Gewebemakro-
phagen im Herzen werden nach Infarkt aktiviert. Diese besitzen intrazellulire Depots an pro-

inflammatorischen Mediatoren, welche sie daraufhin ins Gewebe entlassen.

3.1.2 Reparation, Proliferation und Maturation

Der Ubergang zur reparativen und proliferativen Phase wird u.a. durch die infiltrierten neutrophilen

Granulozyten eingeleitet. Diese sezernieren mit der Zeit auch anti-inflammatorische Mediatoren.

Zudem exprimieren apoptotische neutrophile Granulozyten Chemokine und Zytokine sowie so

genannte ,,Iss-mich“-Signale (Phosphatidylserine).”* Dies sorgt fiir die Einwanderung einer zweiten
19



Einleitung

Welle von Monozyten und Makrophagen und einem phénotypischen Wechsel zu Ly6C"**-Monozyten
und M2-Makrophagen, beides Zellltypen, die eine anti-inflammatorische Wirkung aufweisen.*
Sekretiertes GDF-15, ein Mitglied der TGF-B Familie, sorgt fiir den Abbau von Selektinen auf dem
Endothel und verhindert somit das weitere Einwandern von neutrophilen Granulozyten.”” Es kommt
zur Ausschiittung von anti-inflammatorischem TGF-B und IL-10 um die Entziindungsreaktion
einzudimmen.” IL-10 verhindert die Expression pro-inflammatorischer Zytokine in Makrophagen
durch Aktivierung des STAT3-Signalweges.” Als wichtigstes anti-inflammatorisches Zytokin gilt
TGF-B. Es wird auch als der Kernregulator vom Ubergang der Entziindung zur Fibrose angesehen.”
So konnte gezeigt werden, dass ein Ausschalten des TGF-B-Rezeptors in der friihen Phase nach MI zu
einer erhohten Mortalitdt fiihrt, wohingegen eine zelltypspezifische Depletion auf Kardiomyozyten
protektive Eigenschaften aufweist.®”' Kardiomyozyten im Randbereich des Infarktes tragen zum
Abklingen der Inflammation durch Sekretion von Reg-3p bei, welches den anti-inflammatorischen
Status bei Makrophagen fordert.”> Spéter wandern auch vermehrt T-Zellen in den Infarktbereich ein.
Insbesondere die CD4 -T-Helferzellen werden nach Infarkt aktiviert und férdern die Wundheilung, das

Auflésen der Inflammation sowie die Bildung von Narbengewebe.”

Dariiber hinaus spielen in diesem Zusammenhang die Fibroblasten eine wichtige Rolle. Kennzeichnend
fiir die reparative und proliferative Phase ist der Ubergang der Fibroblasten zu Myofibroblasten,
welche Stressfasern und kontraktile Proteine ausbilden.”** Der Ursprung dieser Myofibroblasten ist
bisher noch nicht im Detail geklart. Es wird vermutet, dass sie aus den residenten Fibroblasten im
Herzen hervorgehen. Nach einer anderen Hypothese stammen sie von zirkulierenden Knochenmarks-
vorldufern ab, welche in das Herz einwandern.”>® Auch die Extrazelluldrmatrix (EZM) wird im Laufe
eines Herzinfarktes und der nachfolgenden Heilungsphase mehrfach stark verdndert. So werden die
verschiedenen EZM-Bestandteile im Infarktbereich vorerst phagozytiert und eine provisorische EZM

aus Fibronektin und Fibrin gebildet, an denen die Zellen entlangwandern kénnen.>’

Die letzte Phase des Infarktes ist gekennzeichnet durch ein Abklingen der Entziindungsreaktion sowie
die Narbenbildung und das Ausheilen der Wunde. Die EZM, die zuvor den Zellen als Infiltrationshilfe
diente, wird quervernetzt und bildet das Narbengewebe. Die noch vorhandenen reparativen
Immunzellen werden durch Apoptose eliminiert, was schlieBlich zur Auflosung der

Entziindungsreaktion fiihrt.

Da insbesondere die initialen Prozesse wihrend eines Myokardinfarktes entscheidenden Einfluss auf
die anschlieBende Heilungsphase haben, nimmt im klinischen Alltag vor allem die rasche Diagnose

eines Herzinfarktes sowie dessen Ausmal} eine zentrale Stellung ein, um dann entsprechende
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Therapien einzuleiten. Als Goldstandard hierfiir hat sich in den letzten Jahren die Magnetresonanz-

tomographie (MRT) entwickelt, welche im Folgenden etwas detaillierter beschrieben wird.

3.2 Magnetresonanztechniken

Die Grundlagen fiir alle spiteren Anwendungen wurden im Jahr 1946 von Felix Bloch und Edward
Purcell gelegt: Sie beschrieben damals das Phdnomen der Kernspinresonanz, welche die Basis fiir die
spatere NMR-Spektroskopie (nuclear magnetic resonance) legte. Als Viter der Magnetresonanz-
tomographie gelten Damadian und Lauterbur, welche in den 70er Jahren die Voraussetzungen fiir die

Erzeugung von MR-Bildern schufen.

3.2.1 Einige physikalische Grundlagen

Die Theorie der Kernspinresonanz besagt, dass alle Kerne neben ihrer normalen Bewegung (dem
Kernspin p) im Magnetfeld noch eine Prazessionsbewegung aufweisen. Der Kernspin ist mit dem
magnetischen Kernmoment [y, liber den Proportionalititsfaktor y, das gyromagnetische Moment,

verbunden.’®

Uy =V *D

Kernspin und magnetisches Moment sind gequantelt, so dass bei Anlegen eines externen Magnetfeldes
zwei energetisch unterschiedliche Populationen vorliegen. Die Energieniveaus sind dabei nach der

Boltzmann Verteilung besetzt, wobei gilt:

Nl _yhB()
— = 2mkT
Ny
Mit N; = Kerne im angeregten Zustand; N, = Kerne im Grundzustand; h = Plank’sches

Wirkumsquantum; k = Boltzmann-Konstante; T = Temperatur in Kelvin.

Durch Einstrahlen eines Radiofrequenzpulses von auflen kann man spezifisch Kerne anregen und auf
ein energiereicheres Niveau anheben. Dabei ist die Resonanzfrequenz abhingig von der angelegten

Magnetfeldstirke B, sowie dem gyromagnetischen Moment des entsprechenden Kernes.
w = y * BO

Allerdings ist das Delta zwischen energiearmem und energiereichem Status sehr gering: Nur etwa einer

von 1 Million Kernen befindet sich im energetisch gilinstigeren Zustand, welcher aber die Basis fiir die
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NMR-Messungen bildet. Da das System nach der Anregung bestrebt ist, wieder in den Grundzustand
zurlickzukehren, fallen die Kerne auf das gilinstigere Energieniveau zuriick, indem sie Strahlung
emittieren (Relaxation). Die hierbei abgegebene Energie ist die Messgrofie aller MR-Methoden. Fiir
die Relaxation der Keme werden zwei Mechanismen unterschieden: Spin-Gitter-Relaxation
(Longitudinalrelaxation) und Spin-Spin-Relaxation (Transversalrelaxation). Bei der Spin-Gitter-
Relaxation wird die Energie an das umgebende Medium abgegeben. Die Zeit, die bendtigt wird, bis die
Kerne wieder auf ihrem urspriinglichen Energieniveau sind, wird als T1 bezeichnet. Bei der Spin-Spin-
Relaxation wird die Energie an umgebende Kerne iibertragen. Die Zeit bis die Kerne relaxiert sind,
wird als T2 bezeichnet.”® Weiteren Einfluss auf das Signal hat das chemische Umfeld der zu
messenden Kerne. So lassen sich mittels NMR-Spektroskopie verschiedene chemische Gruppen
differenzieren und analysieren. Einige biologisch relevante Kerne, die fiir die MR-Techniken genutzt
werden kénnen, sind 'H, PC, "°F, *'P.”*®° Der meistverwendete Kern ist jedoch der Wasserstoffkern, da
dieser zum einen die grofite Empfindlichkeit aufweist und zum anderen in biologischen Sytemen mit

Abstand am hédufigsten vorhanden ist.

3.2.2 Magnetresonanztomographie (MRT)

Die Magnetresonanztomographie ermoglicht durch Einsatz eines Gradientensystems zusitzlich eine
dreidimensionale Ortskodierung. Durch das Zuschalten von Gradienten dndert sich die Anregungs-
frequenz der Kerne jeweils geringfiigig, so dass es moglich ist, aus der emittierten Energie
dreidimensionale Abbildungen zu rekonstruieren. Die MRT ist mittlerweile ein Standardverfahren im
Klinikalltag und kommt im Gegensatz zu anderen bildgebenden Verfahren wie SPECT, PET oder CT
ohne ionisierende Strahlung bzw. radioaktive Kerne aus und ist daher schonender fiir den Patienten.®'
Zudem bietet die MRT einen exzellenten Kontrast zwischen verschiedenen Geweben und ermoglicht
den Einsatz unterschiedlicher Mapping-Techniken und auch spektroskopische Untersuchungen.®"*
Allerdings ist die Unterscheidung bestimmter Gewebestrukturen mit normalen Techniken nur

schwierig realisierbar. Daher wurde bereits sehr frith mit der Erforschung und dem Einsatz von

verschiedenen Kontrastmitteln begonnen.

3.2.2.1 Kontrastmittel fiir die MRT
Wie bereits erwihnt, ist der relevanteste Kern fiir die MRT der Wassertoffkern "H. Da der Mensch zu
ca. 80% aus Wasser besteht, ist eine Vielzahl an Wasserstoff vorhanden. Je nach umgebendem

Gewebe, sei es Fett oder Liquor, weisen die Kerne unterschiedliche Relaxationseigenschaften auf und
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fiihren so zu einem verdnderten Kontrast. Die zusétzlich injizierten Kontrastmittel lassen sich grob in

zwei Familien gliedern: Die negativen und die positiven Kontrastmittel.

Negative Kontrastmittel sorgen fiir eine Ausléschung des vorhandenen Signals. Eine wichtige Gruppe
von Vertretern der negativen Kontrastmittel sind die SP1Os (super paramagnetic iron oxide particles).
Dabei handelt es sich um Partikel mit einem Eisenkern. Bei den Messungen sorgt das Eisen fiir die
Ausbildung eines storenden Magnetfeldes, so dass die T2-Zeiten massiv verkiirzt werden, was ein
Ausbleiben der Bildinformation im Bereich des Eisens zur Folge hat. Anwendung finden diese

. . . . 63,64
insbesondere in der Onkologie zur Detektion von Lebertumoren.”

Positive Kontrastmittel sorgen fiir eine Verstirkung des Signals. Wichtigste Vertreter hierbei sind
Gadoliniumchelatkomplexe. Sie fiihren zu einer verkiirzten T1-Zeit, indem sie im stindigen Austausch
mit den umliegenden Protonen des Wassers sind. Anwendungen finden sie u. a. in der Kardiologie zur
Bestimmung der InfarktgroBe nach Herzinfarkt.®>® Da das verletzte Gewebe ein durchlissiges
Endothel besitzt, ssmmelt sich dort das Gadolinium an, fiihrt zu einer verkiirzten T1-Zeit und somit zu
einem Kontrast im Vergleich zum gesunden Gewebe. Hiermit ldsst sich relativ einfach und
patientenschonend das Ausmal eines Herzinfarktes visualisieren. Gadolinium-basierte Kontrastmittel

gehoren damit auch zu den Goldstandards in der Kardiologie.

Die oben genannten Kontrastmittel weisen allerdings, gerade im Hinblick auf die
Inflammationsbildgebung, auch Nachteile auf. So sorgen SPIOs bereits in geringen Konzentrationen
fiir ein groBflachiges Ausloschen von Signalen, was die anatomische Zuordnung enorm erschwert.
Gadoliniumchelatkomplexe weisen eine hohe Sensitivitét auf, jedoch sammeln diese sich unspezifisch
in durchlissigen Bereichen des Endothels an und weisen somit keine Spezifitit auf. Zudem wird der
Einsatz von Gadolinium momentan kontrovers diskutiert. So zeigten sich u. a. Ablagerungen des
Gadoliniums im Gehirn und anderen Organen.”’” Welchen Einfluss dies hat, ist bisher noch nicht
gekldrt. Gerade im Hinblick auf diese letztgenannten Befunde stoBen alternative positive

Kontrastmittel, wie z. B. Perfluorkarbone, auf grof3es Interesse.

33 19F-Magnetresonanz-Bildgebung

3.3.1 Perfluorkarbone
Perfluorkarbone sind Molekiile, in denen alle Wasserstoffatome durch Fluor ersetzt sind und die
sowohl in linearer als auch in zyklischer Form vorkommen kdnnen. Bei sehr kurzer Kettenldnge sind

Perfluorkarbone bei Raumtemperatur gasférmig, bei langerkettigen Verbindungen handelt es sich um
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durchsichtige, geruchlose Fliissigkeiten bis hin zu festen Verbindungen, wie dem Teflon. Diese lassen
sich aufgrund ihres hohen '"F-Gehalts gut mittels ""F-MRT detektieren. Perfluorkarbone weisen einige
Besonderheiten auf, so sind sie z. B. als fluorophil beschrieben, also vorwiegend in Fluor 16slich,
besitzen allerdings eine hohere Tendenz zur Lipophilie als Hydrophilie. Perfluorkarbone kénnen eine
Dichte von bis zu 2 g/ml aufweisen und gelten zudem als chemisch inert und nicht toxisch, was sie fiir
eine in vivo Anwendung préidestiniert. Dabei spielt insbesondere die C—F-Bindung eine wichtige Rolle,
eine der stdrksten Bindungen, welche in der organischen Chemie beschrieben wird. Bisher ist kein
Enzym bekannt, das in der Lage wére, diese Verbindung zu spalten und so die Perfluorkarbone

abzubauen.®®®

Perfluorkarbone wurden bereits in den 50iger Jahren von der ,,Minnesota Mining and Manufacturing™
in groBem MaBstab fiir die industrielle Nutzung hergestellt.”” Produziert wurden iiberwiegend
Perfluoroktansdure (PFOA) und Perfluoroktansulfonsédure (PFOS), beides langkettige lineare
Verbindungen. Anwendung fanden diese u. a. bei der Herstellung von Teflon, der Impréignierung von
Jacken oder auch als Zugabe in Loschschaum. Mittlerweile gibt es eine kontroverse Diskussion
dariiber, inwieweit diese Perfluorkarbone Auswirkungen auf die Gesundheit von Menschen haben
konnen. Ausloser war die Aufnahme von PFOS iiber verunreinigtes Trinkwasser. Eine grofere Studie
(C8 Health Project) konnte allerdings keinen eindeutigen Einfluss auf die Gesundheit darlegen, wobei
dies u. a. auch an der KohortengroBe und der relativ schwierigen Interpretation der Daten lag.”' Auch
bei den zurzeit in der Forschung verwendeten linearen Perfluorkarbonen, wie Perfluoroktylbromid,
konnten bisher keine gesundheitsschiadlichen Auswirkungen nachgewiesen werden und diese sind
unter streng kontrollierten Bedingungen bereits fiir Patienten zugelassen.”””* In den 90er-Jahren war
ihr priméres Anwendungsgebiet als Blutersatzstofte, da sie sehr gut O, binden und CO, 16sen konnen.
Dieses Verhalten, wie fliissiges Gas zu wirken, gehort zu den interessantesten Eigenschaften der
Perfluorkarbone. So konnte in einem eindrucksvollen Experiment gezeigt werden, dass Méuse in
einem GefiB mit oxygenierten Perfluorkarbonen atmen und lingere Zeit iiberleben konnen.”
Mittlerweile finden sie in verschiedenen klinischen Gebieten Anwendung. So werden fliissige
Perfluorkarbone in der Vitreoretinalmedizin eingesetzt, wohingegen fliissige, emulgierte
Perfluorkarbone als Kontrastmittel in der Echokardiographie dienen.”*” Ein weiteres bedeutendes
Anwendungsgebiet bildet die MR-Bildgebung. Hierbei werden sie innerhalb der Oximetrie und der
Inflammationsbildgebung eingesetzt."** Es konnen die verschiedensten Perfluorkarbone genutzt
werden, die gebrauchlichsten sind u. a. Perfluorkronenether, Perfluorzyklohexan und Perfluoroktyl-
bromid (Abb. 3.3). Allerdings stellt fiir eine biologische Anwendung die starke Hydrophobie dieser
Perfluorkarbone ein grofies Problem dar. Daher wurde bereits frithzeitig damit begonnen, Perfluor-

karbone zu emulgieren und so fiir eine biomedizinische Anwendung zu optimieren.
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Perfluorkronenether Perfluorzyklohexan Perfluoroktylbromid
F E e
F
F O/\V F R F
. \/5 - E E F, F R F R F R F
o o F (—F
F F F Br
F F F F F
—F F F F F F F F
F (o] [¢]
’ Ne F F
F F
F FF F

Abbildung 3.3: Ubersicht iiber verschiedene Perfluorkarbone.

Schematische Darstellungen von Perfluorkronenether, Perfluorzyklohexan und Perfluoroktylbromid. Aufgrund
der verschiedenen chemischen Umgebungen der Fluorkerne, besitzen alle drei unterschiedliche '*F-MR-Spektren
und lassen sich so mittels NMR-Spektroskopie oder MRT unterscheiden.

3.3.2 Perfluorkarbon-Nanoemulsionen

3.3.2.1 Nanoemulsionen

Als Alec Douglas Bangham 1964 als erster die Liposome beschrieb, wurden die Vorteile dieses
Modellsystems sehr schnell realisert und fiir weitere Forschungszwecke nutzbar gemacht.®” Liposomen
bestehen aus Phospholipiden, welche sich in wissriger Phase unter geeigneten Bedingungen
(Ultraschall, Extruder) zu einer Lipiddoppelschicht arrangieren. Dabei weisen die hydrophilen
Kopfgruppen zum wiéssrigen Milieu und die lipophilen Schwanzgruppen schirmen sich gegenseitig ab.
Der Vorteil von Liposomen beruht zum einen darauf, dass sie als Modellmembransystem fungieren
konnen, zum anderen stellen sie ein einzigartiges drug delivery system dar.***° Dabei konnen aufgrund
der oben beschriebenen Beschaffenheit von Liposomen sowohl hydrophile als auch hydrophobe

Substanzen in die Lipidschicht eingebaut oder aber auch in der wéssrigen Phase verpackt werden.

Unter einer Emulsion versteht man ein Gemisch zweier normalerweise nicht mischbarer Fliissigkeiten.
Unterschieden werden diese grob in Ol-in-Wasser (o/w) und Wasser-in-Ol (w/0) Emulsionen, wobei
die GroBe der Droplets von wenigen Nanometern bis hin zu einigen Mikrometern reicht. Je geringer
die Tropfchengrofie der Emulsionen, desto transparenter erscheint das Gemisch, da die Lipidpartikel

irgendwann kleiner als die Wellenldnge des Lichts werden (d < A).

Um Komplikationen bei der intravendsen Anwendung von Emulsionen zu vermeiden, diirfen diese
nicht gréBer sein als die kleinsten GefiBe (Kapillare), da dies sonst zu Embolien fiihren kann.” Daher

finden fir medizinische Zwecke vor allem Nanoemulsionen bevorzugt Anwendung. Als
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Nanoemulsionen bezeichnet man {iiblicherweise Emulsionen von einer Tropfchengrofe zwischen 20
und 200 nm. Aufgrund dieser geringen TropfchengroBe handelt es sich bei Nanoemulsionen um
thermodynamisch metastabile Systeme, welche danach streben, die Grenzflichenspannung durch
Verringerung der Phasengrenzfliche zu reduzieren.’”” Die Folge ist eine VergréBerung des Radius iiber

die Zeit.

3.3.2.2 Herstellung von Nanoemulsionen

Essentiell fiir die Herstellung von Nanoemulsionen sind Energie sowie ein Emulgator. Unter einem
Emulgator versteht man ein amphipathisches Molekiil, also ein Molekiil, welches sowohl hydro- als
auch lipophile Eigenschaften aufweist. Standardméfig werden als Emulgatoren fiir Nanoemulsionen
Phospholipide oder Poloxamere verwendet.”>”* Beide Gruppen weisen dabei verschiedene Vor- und
Nachteile auf. So sind Phospholipide sehr preisgiinstig und haben eine sehr gute Biokompatibilitét.
Allerdings sind sie anfillig fiir Hydrolysierungen und Oxidationsprozesse, was Einfluss auf die
Stabilitit nehmen kann. Poloxamere sind Blocke aus Polyethylenglykol-Polypropylenglykol-
Polyethylenglykol und werden im Vergleich zu den Phospholipiden in deutlich héherer Konzentration
gebraucht. Zudem kann es bei einer in vivo Anwendung zur Aktivierung des Komplementsystems

kommen.”

Fiir die Herstellung von Nanoemulsionen konnen verschiedene Methoden eingesetzt werden, welche
mechanischer (high-energy emulsification) oder chemischer (low-energy emulsification) Art sein
konnen.” Zu den mechanischen Methoden zihlt man die Hochdruckhomogenisation, den Ultraschall
und die Mikrofluidizer. Chemische Methoden sind die Phaseninversion sowie die Diffusionsmethode.
Da die innerhalb dieser Arbeit verwendeten Emulsionen alle mittels Hochdruckhomogenisation
hergestellt wurden, wird insbesondere auf dieses Verfahren ndher im Detail eingegangen. Allen
genannten Verfahren ist aber gemein, dass hoher Scherstress sowie Kavitation die Hauptprinzipien der

Partikelruptur sind, welche zur Erzeugung einer gleichformigen Nanoemulsion genutzt wird.

Bei der Hochdruckhomogenisation handelt es sich um eine der praktikabelsten Methoden, um
Emulsionen in groen Mengen anzufertigen. Hierzu wird zunéchst eine so genannte Pra-Emulsion
zubereitet. Dazu werden alle benétigten Lipide und Zusétze zusammengemischt und mit etwas Puffer
voremulgiert, so dass eine grobe Emulsion mit Partikeln im hoheren pm-Bereich entsteht. Diese
werden dann im Hochdruckhomogenisator zu Nanoemulsionen geformt. Der dabei ablaufende Prozess
ist folgender: Die Probe wird in eine Kammer gesaugt und anschlieBend mittels variierbarem

Kolbendruck (ca. 500-2000 bar) durch eine Verengung gepumpt. Da nach dem Prinzip von Bernoulli
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die Summe von hydrostatischem und dynamischem Druck jeweils gleich bleibt, kommt es zu einer
Verringerung des hydrostatischen Druckes, wenn der dynamische Druck in Folge der Verengung
zunimmt. Der hydrostatische Druck fallt bis unter den Dampfdruck des Dispergators, so dass es zur
Kavitation, zur Bildung von Gasbldschen, kommt. Nach der Verengung kommt es wieder zu einem
Abfall des dynamischen Druckes und somit zu einer Zunahme des hydrostatischen Druckes, so dass
die Gasbldschen implodieren. Diese Implosion fiithrt zu intensiven Schockwellen, welche fiir die
Ruptur der groflen Partikel verantwortlich sind. Standardméfig werden Nanoemulsionen bei 5002000

bar und iiber etwa 5—-10 Zyklen hinweg hergestellt (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Uberblick iiber den Herstellungsprozess von Nanoemulsionen.

A) Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs). Die
benoétigten Bestandteile (Phospholipide, Puffer, Perfluorkarbone) werden zusammengemischt, pra-emulgiert und
anschlieBend unter hohem Druck emulgiert. B) Gezeigt ist der in dieser Arbeit zur Herstellung von
Nanoemulsionen verwendete Mikrofluidizer M-110P sowie der allgemeine Prozessierungsweg. Die Probe wird in
einen Kolben gesaugt, welcher den Fliissigkeitsstrom mittels Druck durch eine Verengung presst und so einen
Scherstress bedingt. Es kommt aufgrund fallenden statischen Druckes zur Kavitation. Am Ende der Verengung
sorgt dies fiir die Partikelruptur. Durch zyklisches Durchlaufen dieses Prozesses werden Nanoemulsionen
geformt.
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3.3.2.3 Charakterisierung & Stabilitit von Nanoemulsionen

Eine genaue Charakterisierung der hergestellten Nanoemulsionen ist wichtig, da Unterschiede in der
GroBe oder im C-Potenzial grolen Einfluss auf die spétere in vivo Verteilung haben. Mittels Photonen-
Korrelations-Spektroskopie lassen sich Grofle, GroBenverteilung (Polydispersionsindex) sowie die
oberfldchliche Ladung der Partikel ({-Potenzial) bestimmen. Ein weiteres wichtiges Verfahren ist die
Transmissions-Elektronen-Mikroskopie (TEM), mit der man z. B. die GroBe der Partikel bestimmen
kann, aber auch den Anteil an leeren Liposomen. In dieser Arbeit wurde die Charakterisierung primér

mittels PCS vorgenommen und nur in Einzelféllen auf die Kryo-TEM zuriickgegriffen.

Die Stabilitit von Nanoemulsionen wird im Wesentlichen von Ostwald-Reifung und Koaleszenz
beeinflufit. Bei der Ostwald-Reifung handelt es sich um einen von Willhelm Ostwald Anfang des 19.
Jhd. entdeckten Prozess. Dieser bewirkt, dass es bei einer Dispersion zu einem stéindigen Strom von
Materie von den kleinen Emulsionsteilchen in Richtung der gréBeren kommt, da der Dampfdruck bei
den Kleineren ungleich héher ist als bei den GroBeren. Letztendlich beschreibt es ein Anwachsen
groBerer Emulsionspartikel auf Kosten der Kleineren.”® Die Koaleszenz hingegen ist ein Effekt bei
dem zwei Emulsionen unter Abschniirung kleinerer Liposomen zu einer grofleren Emulsion
verschmelzen. Beide Vorgidnge haben starke Auswirkungen auf die Partikelgrofe und die

GroBenverteilung (Abb. 3.5).

Ostwald Reifung Koaleszenz
i Liposomen
T \
g Verschmolzene
o Emulsionen " .

Abbildung 3.5: Koaleszenz und Ostwald Reifung.

Schematische Darstellung der Ostwald-Reifung (links) sowie der Koaleszenz (rechts). Durch Dampfdruckunter-
schiede kommt es bei der Ostwald-Reifung zu einer Umverteilung der dispergierten Phase von kleineren
Partikeln zu grofleren. Die Koaleszenz hingegen beschreibt das Verschmelzen zweier Emulsionen unter
Abschniirung kleinerer Liposomen. Beide Effekte haben Auswirkung auf die Stabilitdt der Partikel.
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Das AusmaB der Ostwald-Reifung und der Koaleszenz wird u. a. durch das C(-Potential der
Nanoemulsionen beeinflusst. Dieses spiegelt vereinfacht die oberflichliche Ladung der Partikel
wieder. Bei sehr stark negativem (-Potential stoBen sich die Partikel gegenseitig stiarker ab, was die

Koaleszenz verringert.

Bei Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) handelt es sich um Emulsionen, bei denen
Perfluorkarbone als dispergierte Phase und die Lipide als Emulgator dienen. Wie bereits erwédhnt,
wurden PFCs aufgrund ihrer hohen Sauerstoffaffinitit im Rahmen der Entwicklung kiinstlicher
Blutersatzstoffe intensiv erforscht.”’ Allerdings verlor diese Anwendung in den letzten Jahren
zunehmend an Bedeutung, da weitere Funktionen neben der Sauerstoftbindung von den PFCs nicht
erfiillt werden konnten. Ein wichtiges Anwendungsgebiet ist mittlerweile die Inflammationsbildgebung

mittels ’F-MRT.%

3.3.3 Bildgebung von Entziindungsprozessen mittels PFCs und YF-MRT

Nach intravendser Gabe von PFCs werden diese von zirkulierenden, phagozytotisch aktiven
Immunzellen aufgenommen. Im Falle einer Inflammation wandern diese Zellen aus der Blutbahn in
das entziindete Gewebe ein. Da im Korper nahezu keine Fluorverbindungen vorkommen, lédsst sich
dies mittels 'F-MRT hintergrundfrei detektieren und in Kombination mit 'H-MRT anatomisch
zuordnen. Unsere Arbeitsgruppe konnte diese Methode fiir eine Vielzahl verschiedener
Krankheitsbilder adaptieren, um so u. a. Herzinfarkt, Artherosklerose, Hirnschlag oder auch Thromben
nachzuweisen (Abb. 3.6).**®* Die Fluorbildgebung ist somit eine elegante Methode entziindliche

Prozesse nicht-invasiv in vivo darzustellen.

Allerdings ist dieses ,passive Targeting* auf phagozytierende Zellpopulationen beschrénkt. Um einen
tieferen Einblick in die Geschehnisse um den Entziindungsherd zu gewinnen, ist es jedoch von groem
Interesse den oben beschriebenen Ansatz auch zur Visualisierung anderer Immunzellpopulationen (wie
z. B. T- und B-Zellen) einzusetzen. Hierflir ist ein aktives Targeting der PFCs nétig, welches den

Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit bildet.
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Abbildung 3.6: F-Inflammationsbildgebung.

Fiir Bildgebung von Entziindungsprozessen werden perfluorkarbonhaltige Nanoemulsionen (PFCs) intravends
appliziert und zirkulieren im Blutstrom. Dort werden sie von phagozytotisch aktiven Immunzellen aufgenommen
(Blutmonozyten, Makrophagen, neutrophile Granulozyten) und im Falle einer Inflammation wandern diese
Zellen in den Entziindungsbereich ein. Durch hintergrundfreie 'F-MRT lisst sich so die Inflammation darstellen
und durch einen parallel durchgefithrten 'H-MRT anatomisch exakt zuordnen. Flogel et. al nutzten dieses
Konzept als erste zur Visualisierung von entziindlichen Prozessen und wandten es auf eine Vielzahl
verschiedener Krankheitsbilder an, u. a. den Herzinfarkt, die TransplantationsabstoBung, den Hirnschlag oder
auch die Arthritis.

3.3.4 Oberflichenmodifikation von PFCs und aktives Targeting

Um gezielt einzelne Zellfraktionen iiber ein aktives Targeting anzusteuern, miissen verschiedene
Oberflachenmodifikationen an den PFCs vorgenommen werden. Priamisse fiir eine gezielte
Ansteuerung spezifischer Epitope ist zundchst die Abschirmung der Emulsionen gegeniiber

phagozytotisch aktiven Zellen, was iiber eine PEGylierung der Emulsionen gewéhrleistet wird.

3.3.4.1 PEGylierung von PFCs

Als PEGylierung wird der Einbau von Polyethylenglykol in die Hiille der Nanoemulsion bezeichnet.
Das PEG kann wéahrend des Herstellungsprozesses als Lipidkonjugat zu der Pra-Emulsion gegeben
oder auch im Nachhinein {iber eine Cholesterolgruppe in die fertige Emulsion integriert werden.
Hierbei dient die PEGylierung als sterische Barriere und verhindert so ein Binden von Serumproteinen
und die Ausbildung einer Corona. Die PEG-Ketten fungieren dabei wie eine Art Feder. Kommt es zur

Bindung von Serumproteinen an die Nanoemulsionen durch Van-der-Waals- oder andere Krifte,
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werden die PEG-Ketten gestaucht, nehmen Energie auf und geben diese darauthin wieder ab, indem sie
die Serumproteine abstoBen.” Die Flexibilitit der Ketten korreliert dabei mit der Kettendichte.
Ausgedriickt werden kann dies durch die Formel h o< N * ¢, wobei /4 fiir die Linge des Polymers
steht, N fiir den Grad der Polymerisierung, o fiir die Kettendichte und v fiir einen Exponent zwischen 0
und 1, abhéngig von der Loslichkeit. Dieser Effekt tritt allerdings erst ab einer Kettenldnge von 2000
kDa auf, dies entspricht in etwa einer Lénge von 12 nm.” """ Ebenfalls von Bedeutung ist die Menge
des verwendeten PEGs. Bei geringen Konzentrationen befinden sich die PEG-Ketten in der so
genannten ,,Pilz* Konformation (Abb. 3.7), bei der ein GroBteil der Ketten nahe der Partikeloberfliche
angesiedelt ist. Erhoht man die Konzentration gehen die PEG-Ketten in die ,,Biirsten” Konformation
iiber. Hierbei sind die Ketten im Wesentlichen starr nach auBlen ausgerichtet. Ideal ist ein Zustand
zwischen ,,Pilz* und ,,Biirste®, um fiir die optimale Barriere und gleichzeitige Flexibilitit zu sorgen
(Abb. 3.7)." Dabei hat sich gezeigt, dass dieser bei 5-10 mol% erreicht ist, bei hoheren Werten geht
der Effekt der Abschirmung durch eine zu hohe Dichte und dem damit einhergehenden Verlust der

Flexibilitit verloren.'®
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Abbildung 3.7: Einfluss der PEG-Mengen auf den Abschirmungseffekt.

Einfluss der PEG-Dichte auf die Konformation an der Oberfliche von Emulsionen. Ist der Abstand zwischen
zwei einzelnen PEG-Ketten grofler als der doppelte Radius, nimmt die PEG-Kettte eine Pilz-Konformation ein.
Bei Erhohung der Kettendichte verringert sich der Abstand zwischen zwei Ketten unter den doppelten Radius
und die Konformation geht in einen Zwischenbereich zwischen Pilz und Biirste {iber. Bei weiterer Erh6hung der
Kettendichte sind die PEG-Ketten so dicht gepackt, dass ein kompaktes Netzwerk ausgebildet wird und die
sogenannte Biirstenkonformation entsteht. (Modifiziert nach Gopalan et al.)
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3.3.4.2 Aktives Targeting von Zellen

Ein aktives Targeting von Zellen hat zum Ziel, dass im Idealfall nur eine Zellfraktion mit PFCs
markiert und anschlieBend detektiert wird. Dies kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen: Zum
einen konnen Zellen ex vivo mit entsprechenden Kontrastmitteln beladen und anschlieBend re-
implantiert werden oder aber die Kontrastmittelgabe erfolgt direkt in vivo. So wurden u. a. dendritische
Zellen und T-Zellen von Méusen ex vivo mit PFCs beladen und anschlieBend in vivo mittels '’F-MRT
visualisiert.'” ' Am intensivsten wurde bislang das Beladen von humanen dendritischen Zellen
untersucht. Hier wurde nicht nur deren Markierung optimiert, sondern auch eine dadurch bedingte
Anderung in der Viabilitit, der Zytokinproduktion, der Kapazitit der T-Zell-Stimulation und mehrerer
anderer Parameter untersucht.'” Neben den PFCs haben auch andere Kontrastmittel fiir eine ex vivo
Beladung von Immunzellen Verwendung gefunden. So wurden u. a. SPIOs fiir ein
Lymphozytentracking verwendet. Dies wurde durch den Einsatz von Transfektionsreagenzien erreicht,
wie auch durch ein rezeptorvermitteltes Beladen iiber CD11c an dendritische Zellen.'” ™" Uber diese
ersten Versuche hinaus sind mittlerweile auch préklinische Studien durchgefiihrt worden, um z. B. T-
Zellen, natiirliche Killerzellen und auch dendritische Zellen wéhrend einer Tumorerkrankung zu

114-119
verfolgen.

Im Gegensatz zur ex vivo Immunzellbeladung muss fiir einen in vivo Ansatz zunichst die Aufnahme
durch phagozytotisch aktive Zellen verhindert werden, da diese in steter Konkurrenz mit den Zielzellen
stehen. Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, eignet sich eine PEGylierung der Oberfliche zur
Abschirmung der Partikel. AnschlieBend kdnnen die PFCs an die Zielzelle der Wahl dirigiert werden,
was durch Kopplung von Antikérpern, Antikérperfragmenten, Peptiden oder auch Zuckerstrukturen an
die PFC-Oberfliche erreicht werden kann.'* Hierfiir eignet sich der Einbau einer aktiven chemischen
Gruppe in die Emulsion, wie z. B. eine Maleimidgruppe, eine Form der click chemistry."”' Das
Maleimid reagiert sehr spezifisch mit Thiolgruppen, so dass man relativ einfach eine Kopplung mit
vorhandenen Cysteinresten durchfiihren kann. Mit diesem Ansatz sind aber bisher nur sehr wenige in
vivo Anwendungen in der Literatur beschrieben. So wurden spezifische Emulsionen verwendet, um in
Miusen Schidel-Hirn-Traumata nachzuweisen,'” wihrend in einer weiteren Studie durch Kopplung

eines RGD-Peptides an PFCs ein muriner Hirntumor dargestellt werden konnte.'”
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4. Zielsetzung
In den letzten Jahren ist die Fluorbildgebung zunehmend in den Fokus der MR-Bildgebung geriickt.

Fluor kommt im Ko&rper normalerweise nicht vor und ist daher als Kontrastmittel komplett
hintergundfrei. Die bisherige Anwendung ist die Visualisierung von Entziindungsprozessen durch
passives Targeting mittels Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs). Dazu werden PFCs in den
Organismus injiziert, welche darauthin von phagozytotischen Zellen, insbesondere den Monozyten,
aufgenommen werden. Im Falle einer Inflammation wandern diese Zellen zum Ort der Entziindung und
lassen sich durch die Fluorbildgebung hintergrundfrei detektieren. Dadurch 148t sich das Ausmal3 der
Inflammation sehr gut abschitzen, die jeweils beteiligten Immunzellsubtypen kénnen jedoch nicht
identifiziert werden, da es sich um eine rein passive Aufnahme der Partikel in verschiedene zur

Phagozytose beféhigte Zellen handelt.

Ziel dieser Arbeit war es, diese Emulsionen derart zu modifizieren, dass nur eine spezifische
Immmunzellfraktion angesteuert wird und dadurch ein zellspezifischer Nachweis mittels nicht-
invasiver Fluorbildgebung ermoéglicht wird. Dafiir wurde zunichst der Einfluss einer Oberflidchen-
modifikation mit Polyethylenglykol sowie die GroBe der PFCs auf die passive Aufnahme
phagozytotischer Zellen untersucht werden. Darauf aufbauend sollte zum einen durch Verwendung
eines spezifischen Peptids die Bindung der Emulsionen an humane neutrophile Granulozyten
ermoglicht werden. Zum anderen wurde ein synthetisches System etabliert, welches es ermoglicht, eine
beliebige Zellfraktion {iber ein artifizielles GFP-System mit den Emulsionen anzusteuern und dadurch

mittels Fluorbildgebung nachzuweisen.

Das iibergeordnete Ziel der Arbeit war somit, die Basis fiir ein hochspezifisches nicht-invasives

Immunzelltracking mittels ’F-MRT zu etablieren.
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5. Materialien

5.1 Gerite

Gerat

Hersteller

Materialien

Typenbezeichnung

Ohaus Europe (Greifensee,

Analysenwaage Schweiz) PA214
Kern (Balingen, Deutschland) AEJ
F. & M Lautenschlager (Koln,
Autoklav Deutschland) 5169

Chemolumineszenz Imager

Intas (Gottingen, Deutschland)

Intas ECL CHemilum Imager

Durchflusszytometer

BD Biosciences (San Jose, USA)

FACSCANTO Il

BD Biosciences (San Jose, USA)

LSR FORTESSA

Digitalkamera

Olympus (Hamburg,
Deutschland)

F-View, UC30

Bio-Rad Laboratories (Hercules,

BioRad Powerpack HC mit

Gelelektrophoresesysteme USA) Biorad Mini Protean 3 cell
Eppendorf (Hamburg,
Heizblécke Deutschland) Thermomixer compact
Eppendorf (Hamburg,
Deutschland) Thermomixer comfort
Inkubator Thermo Fisher (Rockford, USA) Heracell 150 i
MP Biomedicals (Santa Ana,
Magnetriihrer USA) FastPrep-24

Mikrofluidizer

IKA-Werke (Staufen,
Deutschland)

Ultra Turrax TP 18/10

Mikroskop

Olympus (Hamburg,
Deutschland)

BX 61
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Olympus (Hamburg,
Deutschland)

CKX31

Mikroplatten Reader

Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Infinite M200 Pro

Mikrotiterschittler IKA (Staufen, Deutschland) MTS 2/4
Bruker (Rheinstetten,
MR-Microimagingsystem Deutschland) Mini 0.5

MR-Resonatorspule

Bruker (Rheinstetten,
Deutschland)

30mm-Birdcage

Bruker (Rheinstetten,
Deutschland)

45mm-Quadratur

Bruker (Rheinstetten,

400MHz Bruker AVANCE III

MR-Spektrometer Deutschland) Widebore
Nano-Drop Thermo Fisher (Rockford, USA) NanoDrop2000
pH-Meter Knick (Berlin, Deutschland) 766 Calimatic

Eppendorf (Hamburg,
Pipetten Deutschland) Research
IKA Werke (Staufen,
Plattenschittler Deutschland) MTS 2/4
Olympus (Hamburg,
Polarisationsfilter Deutschland) U-Ant, U-Pot
Rollenmischer CAT (Staufen, Deutschland) RM5

Sterilbank

Labogene (Lynge, Ddnemark)

Scanlaf Mars Pro Cytosafe Class
2

Transblotsystem

BioRad Laboratories (Hercules,
USA)

Transblot turbo transfer system

Scanner

Canon (Krefeld, Deutschland)

Canon LiDE 700F

Vakuum-Absaugsystem

HLC (Pforzheim, Deutschland)

AC 04

Vortexer

VWR International (Darmstadt,
Deutschland)
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neolab (Heidelberg,
Deutschland) Vortex-Genie 2
Zentrifugen Beckman Coulter (Brea, USA) Allegra X-30R
Eppendorf (Hamburg,
Deutschland) 5415R
Thermo Fisher (Rockford, USA) Heraeus Megafuge 16R
Thermo Fisher (Rockford, USA) Heraeus Biofuge Primo P
5.2 Chemikalien & Reagenzien
Bezeichnung Hersteller
Cholesterol-PEG,q00-Maleimid Nanocs (USA)
Cholesterol-PEG,o-Biotin Avantilipids (USA, Alabama)
Colagenase Clostridium histolyticum Serva, (Deutschland, Heidelberg)
DPBS Biofroxx (Deutschland, Einhausen)
DSPE-FITC Avantilipids (USA, Alabama)
DSPE-PEGg00 Avantilipids (USA, Alabama)
DSPE-PEG,qg0-Biotin Avantilipids (USA, Alabama)
DSPE-PEG,g00-Maleimid Avantilipids (USA, Alabama)
DSPE-RhodaminB Avantilipids (USA, Alabama)
FCS Biochrom (Deutschland, Berlin)
Formaldehyd Losung 4% PanReac AppliChem (Deutschland, Darmstadt)
G-CSF R&D System (USA, Minneapolis)
Glutamax Sigma-Aldrich (Deutschland, Darmstadt)
Gro-a R&D System (USA, Minneapolis)
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HEPES

Thermo Fisher (USA, Rockford,)

Histopaque 1077

Sigma-Aldrich (Deutschland, Darmstadt)

Histopaque 1119

Sigma-Aldrich (Deutschland, Darmstadt)

IL-8

R&D System (USA, Minneapolis)

LPS Salmonella typhimurium

Calbiochem (Deutschland, Darmstadt)

Maleimid-PEG,qq0-Biotin

Thermo Fisher (USA, Rockford)

Matrigel Matrix

Corning (USA, Bedford)

MEM NEAA

Thermo Fisher (USA, Rockford)

Natrium Pyruvat

Sigma-Aldrich (Deutschland, Darmstadt)

Penicillin/Streptomycin

Biochrom (Deutschland, Berlin)

Percoll

GE Healthcare (Vereinigtes Konigreich, Little
Chalfont)

Perfluorkronether

ABCR (Deutschland, Karlsruhe)

S75

Nanocs (USA)

Trypsin/EDTA

Gibco (USA, Rockford)

5.3 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

6-Well-Platten

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

12-Well-Platten

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

48-Well-Platten

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

96-Well-Platten

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

15 ml-Falcon

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

50 ml-Falcon

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)
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EASYstrainer 40 um, 70 um, 100 pum

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmdiinster)

Eppendorfgefal (250 pl, 500 pl, 1,5 ml, 2 ml)

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

Erlenmeyerkolben 500 ml

Duran (Deutschland, Wertheim)

Fligelpunktionskaniile 23 g, 27 g

BD Bioscience (Deutschland, Heidelberg)

Glasgefalle 25 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, 500 ml

Duran (Deutschland, Wertheim)

Isofluran Actavis GmbH (Osterreich, Wien)
Klebefolie Bio-Rad (Deutschland, Diisseldorf)
Parafilm Bemis (USA, Wisconsin)

Pipettenspitzen

StarLab (Deutschland, Hamburg)

Skalpell

Feather Safety Razor Co. (Japan, Osaka)

Spritze

Becton Dickinson (USA, New Jersey)

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

Thincert Cell Culture Inserts 24 Well

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmdiinster)

Zeba Spin Columns and Plates, 7 kDa MWCO

Thermo Fisher (Rockford, USA)

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?, 275 cm?

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsm{inster)

Zellkulturschalen 10 cm

Greiner Bio One (Osterreich, Kremsmiinster)

5.4 Antikorper

Spezifitat Fluorochrom Klon Reaktivitat Firma
CD45 APC HI30 Human Biolegend
CD45 PE-Cy7 30-F11 murin BD Biosciences
CD11b PE-Cy7 ICRF44 Human BD Biosciences
CD11b APC M1/70 murin Biolegend
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CD14 PerCP-Cy5.5 M5E2 Human BD Biosciences
CD15 APC HI98 Human BD Biosciences
CD16 APC-Cy7 3G8 Human BD Biosciences
Ly6G PE 1A8 murin BD Biosciences
Ly6C APC-Cy7 AL-21 murin BD Biosciences
MHCII FITC M5/114.15.2 murin Miltenyi Biotec
CD3 V500 500A2 murin BD Biosciences
CD4 PerCP-Cy5.5 RM4-5 murin BD Biosciences
CD8 APC-Cy7 53-6.7 murin BD Biosciences
CD63 PE-Cy7 HSC6 Human eBiosciences
CD66b APC G10F5 Human eBiosciences
CD181 FITC eBio8F1-1-4 Human eBiosciences
CD182 PE eBio58E-C7-F10 Human eBiosciences
5.5 Puffer
Name Zusadtze Konzentrationen
FCS 10 %
Penicilin/Streptomycin 1%
DMEM high glucose Glutamax 1%

MEM NEAA 1%

Natrium-Pyruvat 1%

Ammoniumchlorid 8,29 mg/ml

Lysepuffer flr Erythrozyten
Kaliumhydrogencarbonat 1 mg/ml
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Natrium-EDTA 0,0375 mg/ml
PBS
MACS-Puffer BSA 2%
EDTA 1mM
Na,HPO, 7 mM
Phoshat-Glycerol-Puffer
NaH,PO, 3mM
(pH 7.4)
Glycerol 2,5 vol%

5.6 Verwendete Zelllinien

Zelllinie ATCC Nummer
BaF HB-283™
CHO CCL-61™
COS-7 CRL-1651™
1774 TIB-67™
RAW TIB-71™
5.7 Verwendete Peptide

Bezeichnung Struktur Hersteller
NGl FGPNLTGRW-GGG-FAM Genaxxon
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NG2 DLVTSKLQV-GGG-FAM Genaxxon
NG2 DLVTSKLQV-GKG-FAM Genaxxon
NGC KQLSEMVTD-GGG-FAM Genaxxon
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6. Methoden

6.1 Herstellung, Modifizierung und Charakterisierung von Nanoemulsionen
Die in dieser Arbeit verwendeten Nanoemulsionen wurden zum Teil selbst mittels eines
Microfluidizers (M-110P, LV1) vor Ort oder von unserem Kooperationspartner der AG Schubert der

Pharmazeutischen Technologie und Biopharmazie in Freiburg hergestellt.

Fiir alle Nanoemulsionen gilt, dass die entsprechenden Lipidmengen abgewogen, in einem Becherglas
in Phosphat-Glycerol Puffer aufgenommen und fiir 30 Minuten auf einem Magnetriithrer voremulgiert
wurden. AnschlieBend wurde per Ultraturrax die Emulsion vorhomogenisiert und das Perfluorkarbon
(Perfluoro-15-krone-5-ether) hinzugegeben. Nachdem auf die entsprechende Menge mit Phosphat-
Glycerol Puffer aufgefiillt worden ist, konnte die Emulsion mittels Hochdruckhomogenisation

hergestellt werden. Dabei wurden die Emulsionen durch 5-10 Zyklen bei 1000 bar homogenisiert.

6.1.1 Herstellung verschiedener PFCs

Fiir die Herstellung der PFCs wurden folgende Einwaagen verwendet:

Tabelle 6.1: Zusammensetzung der verschiedenen PFCS:

CpRCs CPEGPRCs 10pRCs IS0pFCs pFCs MalpRCs

Perfluoro-15-
10 % 10 % 20 % 20 % 20 % 20 %
kron-5-ether
Lipoid S75 35 mM 35 mM 35 mM 17,5 mM 3,5 mM 35 mM
DSPE-PEG-FITC
0,01 mol% | 0,01 mol% 0,1 mol% 0,2 mol% 1 mol% 0,01 mol%

DSPE-PEG-Rho
DSPE-PEG2000 - 5 mol% - - - 4,5 mol%
DSPE'PEGMaleimid - - - - - 0,05 mol%
Phosphat-

auf 50 g auf 50 g auf 50 g auf 50 g auf 50 g auf 10 g
Glycerol Puffer
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6.1.2 Modifikation von Nanoemulsionen

Nach der Herstellung der Nanoemulsionen kénnen diese modifiziert werden. So kénnen Lipide in die
Emulsion integriert oder aber auch verschiedene Liganden an reaktive Gruppen gekoppelt werden. Im
Folgenden werden die in dieser Arbeit durchgefiihrten Modifikationen verschiedener Emulsionen

beschrieben.

6.1.2.1 PEGylierung von Nanoemulsionen mittels SPIT

Uber eine PEGylierung wird die Oberfliche der Partikel verindert, was u.a. die Bindung an
Serumproteine unterbindet. PEGylierungen kdnnen iiber DSPE-PEG,y, wéhrend der Herstellung der
PFCs oder auch iiber Cholesterol-PEG,y nach der Herstellung eingebaut werden. Ein Verfahren zur
nachtriglichen Verdnderung der PFCs ist die sog. SPIT = Sterol-basierte post-Insertionstechnik,
welche urspriinglich fiir Liposomen entwickelt wurde. Die SPIT macht sich zu Nutze, dass
Cholesterolgruppen spontan in die Lipidschicht der Nanoemulsionen integrieren und sich somit auch in
vorgefertigte PFCs integrieren lassen. Durch Verwendung von Cholesterol-PEG,gg kann somit eine
PEGylierung von Partikeln durchgefiihrt werden. Dazu werden standardméBig 5 mol% Cholesterol-
PEGyp0 zu der entsprechenden Menge an Emulsion gegeben und diese iiber Nacht bei 20 °C
geschiittelt. Dazu wurde das Cholesterol-PEG,yy in Phosphat-Glycerol Puffer gelost und dann die
entsprechende Menge zur Emulsion hinzugegeben, um iiber Nacht auf dem Schiittler inkubieren zu

koénnen.

6.1.2.2 Integration von GFP in PFCs mittels SPIT

Die SPIT kann auch genutzt werden, um Liganden in die &uflere Lipidschicht von PFCs
einzubringen.'” Dies wurde durch Kopplung von GFP an ein NHS-PEGa-Cholesterol und spitere
Insertion in die Emulsion ermdglicht. Das NHS reagiert mit primdren Aminogruppen, wie sie z. B. in
den Lysinresten des GFPs vorhanden sind. Durch Verwendung eines einfachen molaren Uberschusses
werden statistisch alle GFPs mit einer Cholesterolgruppe versehen. Dazu wird das GFP zusammen mit

dem NHS-PEGjgo-Cholesterol fiir eine Stunde bei 20 °C in PBS/EDTA Puffer pH 8.0 inkubiert.

Um die Chol-PEG,g00-GFP Komplexe in die Lipidschicht der PFCs zu insertieren, werden die

entsprechenden Mengen des Chol-PEG-GFP zu der Emulsion gegeben. Vom Cholesterol werden 5

mol% im Verhiltnis zum Gesamtgehalt des Lipids in den Emulsionen verwendet und dieses iiber

Nacht bei 20 °C inkubiert. Fiir die darauffolgende Reinigung der Emulsionen werden diese bei 2000 g

fiir 20 Minuten zentrifugiert und anschlieBend in PBS/ETDA Puffer pH 8.0 aufgenommen. Dies wird
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3x wiederholt und schlieBlich wird die Emulsion mit Phosphat-Glycerol-Puffer auf das urspriingliche

Volumen aufgefiillt.

6.1.2.3 Kopplung von GFP an "'PFCs

Als weitere Kopplungsmoglichkeit wurden Emulsionen mit einer reaktiven Maleimidgruppe
verwendet. Dies hat den Vorteil, dass man es wihrend des Herstellungsprozesses in die Emulsion
einbringen und bei -80 °C lagern kann. Das Maleimid reagiert mit Sulfhydrylgruppen durch eine
Michael-Reaktion. Das GFP wurde im 10-fachen molaren Unterschuss zu den vorhandenen
Maleimidgruppen auf der Oberflache der Emulsionen eingesetzt. Da das Maleimid stets in einer Menge
von 5 mol% vorliegt, werden 0,5 mol% GFP verwendet. Fiir die Kopplung des GFP wurde dieses
zundchst mithilfe von Trauts Reagenz (2-Iminothiolan) thioliert. Die zyklische Gruppe des Trauts
reagiert mit primiren Aminogruppen unter Offnung des Ringsystems und resultiert damit in einer
reaktiven Sulfhydrylgruppe. Verwendet wurde Trauts Reagenz in einem 50-fachen molaren
Uberschuss zum GFP in 5 mM PBS/EDTA, welches anschlieBend bei 20 °C und 750 rpm fiir eine
Stunde inkubiert wurde. Um iiberschiissiges Trauts zu entfernen, wurde die Probe iiber eine mit

PBS/EDTA Puffer dquilibrierte 7 kDa Entsalzungsséule aufgereinigt.

Thioliertes GFP wurde zu der entsprechenden Menge M'PFCs hinzugegeben und iiber Nacht bei 20 °C
und 750 rpm inkubiert. Die dabei ablaufende Michael-Reaktion sorgt fiir die Verbindung der freien
Sulthydrylgruppe des GFPs mit der Maleimidgruppe der Emulsionen. Zur Reinigung der Emulsionen
werden diese bei 2000 g fiir 30 Minuten zentrifugiert und anschlieBend in PBS/EDTA aufgenommen.
Dieser Vorgang wird insgesamt 3x wiederholt und schlieBlich wird die Emulsion mit Phosphat-

Glycerol-Puffer auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt.

6.1.2.4 Kopplung von Peptiden an M'PFCs

Die Peptide wurden im 5-fachen molaren Unterschuss zu den vorhandenen Maleimidgruppen auf der
Oberfliche der Emulsionen eingesetzt (60 ug pro ml Emulsion). Da alle eingesetzten Peptide mit
einem C-terminalen Cystein ausgestattet sind und dieses eine freie Sulfhydrylgruppe besitzt, konnen
sie direkt an M'PFCs gekoppelt werden. AnschlieBend erfolgt iiber Nacht bei 20 °C und 750 rpm die
Bindung an das Maleimid. Zur Reinigung wurden die Emulsionen in eine 50 kDa Ausschlusséule
gegeben und mit PBS/EDTA mehrmals mittels Zentrifugation bei 2.000 g gewaschen. SchlieBlich
wurden die Emulsionen in dem zu Beginn verwendeten Volumen in Phosphat-Glycerol-Puffer

aufgenommen.
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6.1.3 Charakterisierung von Nanoemulsionen

Nach Herstellung sowie eventueller Modifikation von Nanoemulsionen erfolgt die Charakterisierung
der Partikel. StandardméBig wurden fiir die in dieser Arbeit verwendeten Nanoemulsionen folgende
Charakteristika ermittelt: Grofe (Durchmesser), GroBBenverteilung, (-Potenzial, Fluoreszenzintensitat

sowie Gesamtfluorgehalt.

6.1.3.1 Charakterisierung von Nanoemulsionen mittels PCS

Die Photonenkorrelationsspektroskopie dient der Analyse des hydrodynamischen Durchmessers und
der GroBenverteilung von kolloiddispersen Systemen. Dabei ist es moglich, Partikelgroen von
5-5000 nm zu untersuchen. Messprinzip: In die Probe wird monochromatisches Licht spezifischer
Wellenldnge eingestrahlt. Dabei kommt es durch den Kontakt mit den Partikeln in der Probe zur
Streuung des Lichts. Ein Photomultiplier, welcher im 90° Winkel das Streulicht erfasst, gibt
Riickschluss auf die Grofe der Partikel. Da alle Teilchen der Brownschen Molekularbewegung
unterliegen und diese Bewegung invers mit der Grofe korreliert, kann man durch den
Zusammmenhang des Diffusionkoeffizienten mit der PartikelgroBe, gegeben durch die Stokes-

Einstein-Gleichung, auf die Grofle der Partikel sowie die Groflenverteilung (PDI) riickschlieBen.

Der PDI ist ein dimensionsloser Zahlenwert zwischen 0,0 und 1,0 und beschreibt die Breite der
GroBenverteilung. Werte < 0,1 weisen auf eine monodisperse Verteilung hin. Ein PDI zwischen 0,1
und 0,2 auf eine geringe Dispersitit. Ab Werten zwischen 0,2 und 0,5 spricht man von einer breiten

Dispersitit und bei Werten iiber 0,5-1 von einer sehr breiten Dispersitét.

Fiir die Messungen wurden die Emulsionen 1:100 in Wasser verdiinnt. Gemessen wurden 10 Zyklen a
10 Wiederholungen, woraus der Durchschnittswert der Messung ermittelt wurde. Jede Emulsion wurde

3x gemessen und daraus der Mittelwert gebildet.

Des Weiteren wurde das (-Potenzial der Emulsionen bestimmt. Beim {-Potenzial handelt es sich
vereinfacht um die oberflachliche Ladung von Suspensionspartikeln. Kolloiddisperse Systeme haben in
Suspension stets eine fest gebundene Ionenschicht an der Oberfliche, auch als Helmholtz-
Doppelschicht bezeichnet. Darum lagern sich lose gebundene lonen an, so dass die Nettoladung der
Partikel gleich Null ist. Bei Bewegung durch ein elektrisches Feld geht ein Teil dieser lose gebundenen
Ladung verloren, wodurch nun eine Ladung messbar wird. Werden die Messungen stets im selben
Medium vorgenommen, lassen sich so die oberflachlichen Ladungen der verschiedenen Proben

miteinander vergleichen.
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6.1.3.2 Fluoreszenz- und ’F-Messungen von Nanoemulsionen

Da der Grofiteil der eingesetzen Nanoemulsionen verschiedene Fluorochrome enthilt, sei es durch
Einbau wihrend des Herstellungsprozesses oder durch nachfolgende Modifikation, wurden diese
ebenfalls im Verhiltnis zu der Kontrollemulsion iiberpriift. Dazu wurden 10 pl der Emulsion auf eine
Glasplatte pipettiert und diese in einem IVIS Lumina III gemessen (Anregungszeit: 0,1 sec; binning:
medium; F stop: 2; Anregung: 488/533; Emission: GFP/DisRed; Lampenlevel: high; Hohe: 0,5;
Verzogerung: 0). Fir die Auswertung wurde die MFI verwendet. Fiir jede Probe wurde ein

Dreifachansatz gemessen, aus dem daraufhin ein Mittelwert errechnet wurde.

Die Bestimmung des Fluorgehaltes der Emulsionen erfolgte an einem Bruker 9.4 Tesla AVANCE"
WB Spektrometer. Dazu wurden 10 pl der Emulsionen in EppendorfgefaBe pipettiert und zunichst
mittels 'H-Scans eine 2 mm dicke Schicht, welche durch die Mitte der Emulsion geht, gemessen.
AnschlieBend wurde ein korrespondierender '’F-Scan mit 128 Mittelungen durchgefithrt: '°F
micRARE: TR=2500 ms FOV = 2.56x2.56 cm?, matrix: 32x32, Zeit 5 Minuten. In der nachfolgenden

Analyse der Messungen wurde das Gesamtfluorsignal bestimmt.

6.1.3.3 Einfluss von freien Radikalen auf das Fluoreszenzsignal

Um die Stabilitit der Fluorochrome der Nanoemulsionen unter Einfluss von freien Radikalen zu
priifen, wurde den Emulsionen Wasserstoftperoxid (H,O,) zugesetzt. Es wurden 100 ul der jeweiligen
Emulsion 10 pl 40 %iger H,0,-Losung zugesetzt und {liber einen Zeitraum von 180 Minuten zu
bestimmten Zeitpunkten (0; 5; 15; 45; 90; 180 Minuten) 10 pl Proben abgenommen. Das
Fluoreszenzsignal dieser Probe wurde im IVIS-System gemessen (Anregungszeit: 0,1 sec; binning:
medium; F stop: 2; Anregung: 488/533; Emission: GFP/DisRed; Lampenlevel: high; Hohe: 0,5;
Verzogerung: 0). Als Fluoreszenz-Hintergrundkontrolle wurde den Emulsionen statt 40 %iger H,O,-

Losung 10 ul H,O hinzugegeben.

6.1.3.4 Kryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie

Alle Kryo-TEM-Aufnahmen wurden in Kooperation mit der Pharmazeutischen Technologie und
Biopharmazie von Sabine Barnert an einem EM Leo 912 Q-mega (Carl-Zeiss) vorgenommen. Dazu
wurden die Proben verdiinnt (5-10 mM) und 5 pl dieser Verdiinnung auf einem Kupfergrid in Ethan
schockgefroren. Das Kupfergrid wird in die Kryo Priparationskammer iiberfiihrt und fixiert.
AnschlieBend konnen Bilder mit einer bis zu 300.000-fachen VergroBerung angefertigt werden.
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6.2 Experimente mit kultivierten Zelllinien

Alle Zelllinien wurden zur Kultivierung in 75 cm? Flaschen in DMEM mit 10 % FCS, 1 %
Penicillin/Streptomycin sowie 1 % GlutaMAX in einem Standard-Inkubator bei 37 °C und 10 % CO,
gehalten. Der Medienwechsel erfolgte alle 2-3 Tage. Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von ca.

80 % gesplittet.

6.2.1 Zelluliare Aufnahme von PFCs

6.2.1.1 Durchflusszytometrie

Um die Aufnahme von PFCs in Zellen zu iiberpriifen, wurden verschiedene Zelllinien (CHO, J774,
RAW) zunédchst auf 10 cm Schalen ausplattiert, um sie bis zur Konfluenz wachsen zu lassen.
AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen mit
Trypsin/EDTA abgeldst. Die abgeldsten Zellen wurden bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und die Zellen in frischem DMEM aufgenommen. Daraufhin wurde jeweils 1 ml
DMEM in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und 10 pl der entsprechenden Emulsion hinzugegeben. Fiir die
Zeitkinetik wurden die Zellen bei 37 bzw. 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Zu den beschriebenen
Zeitpunkten wurden 100 pl aus der Probe in 2 ml vorgelegtes eiskaltes PBS iiberfiihrt. Diese wurden
bei 500 g fiir 5 Minuten pelletiert, der Uberstand verworfen und die Zellen erneut in 200 ul MACS-
Puffer aufgenommen. AbschlieBend konnte die Aufnahme der Nanoemulsion anhand von FACS
Messungen {iberpriift werden. Die FACS Messungen wurden entweder an einem FACS CANTO-II
oder einem LSR FORTESSA (Pharmakologie, AG Fischer) vorgenommen. Die Zellkulturzellen
wurden mittels FSC und SSC identifiziert. Analysiert wurde je nach verwendeter Emulsion die FITC-

oder Rhodamin-MFI. Tote Zellen wurden vorher mittels DAPI-Féarbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.2.1.2 "’F-Messungen

Fiir die "F-Messungen wurden die Zellen auf 10 cm Schalen bis zu einer 80 % Konfluenz kultiviert.
Daraufhin wurden 10 ml frisches Medium zu den Zellen hinzugefiigt sowie 50 ul der entsprechenden
Emulsion. Inkubiert wurden die Zellen mit den Emulsionen fiir 24 Stunden bei 37 °C im
Warmeschrank auf dem Schiittler. Am folgenden Tag wurde das Medium vorsichtig abgesaugt sowie
5x mit PBS gewaschen, um sédmtliche {iberschiissigen Emulsionen zu entfernen. Abgeldst wurden die
Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C. Die abgeldsten Zellen wurden bei 500 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurde nach zwei unterschiedlichen

Methoden verfahren:
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Fiir die PFCs vs. ""“PFCs Versuche wurden die Zellen in 250 ul PBS aufgenommen und in PCR-
Rohrchen iiberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation wurden die PCR-R6hrchen in das MRT iiberfiihrt
und gemessen. Dazu wurde per 'H-Scan das Zellpellet anhand einer RARE-Sequenz visualisiert.

AnschlieBend wurde ein horizontaler Fluorscan durch das gesamte Pellet gelegt. Parameter des

Fluorscans: 32x32 Matrix, TR 2500 ms, Mittelungen 256.

Fiir Versuche mit PFCs unterschiedlicher Grofie wurden die Zellen in 1 ml DMEM aufgenommen und
parallel 2 ml Percoll in einem 15 ml Falcon vorbereitet. AnschlieBend wurden die Zellen sehr
vorsichtig auf das Percoll geschichtet und daraufhin bei 500 g fir 20 Minuten bei geringer
Beschleunigung und ohne Bremse zentrifugiert. Danach konnte der Dichtegradient vorsichtig in das
MRT fiberfiihrt werden. Die Zellschicht liel sich anhand eines senkrechten T2-gewichteten RARE-
Scans (RARE Faktor = 64) eindeutig identifizieren. Fiir den Fluorscan wurde eine vertikale 7 mm
dicke Schicht durch das Falcon gelegt. Parameter des Fluorscans: 32x32 Matrix, TR 2500 ms,
Mittelungen 512.Ausgewertet wurde bei beiden Methoden der Gesamtfluorgehalt.

6.2.2 Titrationsreihe verschiedener PEGylierungsmengen mittels SPIT

In der Literatur wird fiir verschiedene Nanopartikel beschrieben, dass eine 5 %ige PEGylierung einen
guten Abschirmungseffekt beziiglich der Aufnahme in Immunzellen erzeuge. Da bei der SPIT-Technik
nicht bekannt ist, wie viele der Cholesterol-PEG,y0y Molekiile in die Lipidschicht insertiert werden,
wurde untersucht, in wieweit eine Erhohung der PEG-Menge zu einer besseren Abschirmung fiihrt.
Um die optimale PEG-Menge bestimmen zu konnen, wurde die Menge an Cholesterol-PEG, titriert.
Cholesterol-PEG,p00 wurde im molaren Verhéltnis zur Gesamtmenge des vorhandenen Lipids im

prozentualen Verhéltnis von 5, 25, 50 und 75 mol% eingesetzt.

Um die zellulire Aufnahme dieser Emulsionen zu iberpriifen, wurden zum einen J774-Zellen
verwendet, als auch aus dem Blut isolierte humane Immunzellen. Dazu wurden 5x10° Zellen in 1 ml
DMEM in einem 15 ml Falcon mit 10 pl der entsprechenden Emulsion bei 37 °C auf dem Schiittler fiir
1 Stunde inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl der Probe in 2 ml eiskaltes PBS {iberfiihrt, bei 500 g
fiir 5 Minuten zentrifugiert und die Probe in 100 pl MACS-Puffer aufgenommen. Analysiert wurden
die Proben an einem LSR FORTESSA. Dazu wurde die MFI des Rhodamins bestimmt.
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6.2.3 Transfektion von CHO-Zellen

6.2.3.1 Transiente Transfektion von CHO-Zellen

Fir transiente Transfektionen der CHO-Zellen wurde zundchst das Medium der 75 cm?
Zellkulturflaschen entfernt und daraufhin 1x mit PBS gewaschen. Zum Ablosen der Zellen wurde 2,5
ml Trypsin hinzugegeben und die Flasche bei 37 °C fiir etwa 10 Minuten im Brutschrank inkubiert.
AnschlieBend wurden 10 ml Kulturmedium zugefiihrt, die Zellen durch Zentrifugation pelletiert und in
2.5 ml Kulturmedium resuspendiert. Je 500 pl der Zellsuspension (ca. 2-2.5x10° CHO-Zellen) wurden

in ein 15 ml Falcon tuiberfiihrt.

Bei jedem Transfektionsansatz wurde das PEI-Max etwa 4:1 im Verhéltnis pl PEI-Max zu pg Plasmid
eingesetzt. Zundchst wurde ein PEIMax-Ansatz 50 pl NaCl (150 mM) mit 6 pg Plasmid-DNA
hergestellt und ein DNA-Ansatz mit 26 ul NaCl und 24 pl PEIMax. Beide Losungen wurden gevortext,
woraufthin der PEIMax-Ansatz sich mit dem DNA-Ansatz vermischte. AnschlieBend wurden die
Proben ca. 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. SchlieBlich wurden die vier
Transfektionsansétze (CIR1/CIR2/CIR3/ctrl) zu den 500 ul der Zellsuspension gegeben und bei 37 °C
fiir eine halbe Stunde inkubiert. Danach wurden weitere 10 ml DMEM hinzugegeben und die Zellen

bis zur Verwendung fiir weitere 48—72 h weiter kultiviert.

6.2.3.2 Herstellung von stabilen CIR1-3 transfizierten CHO-Zellen

Um einen stabilen Einbau der Plasmide in das Genom zu gewéhrleisten, wurde zunéchst die gleiche
Transfektionsmethode wie in 6.2.3.1 beschrieben durchgefiihrt. Zur Selektion der CIR-exprimierenden
Zellen wurde Genistein (G418: 500 pg/ml) zum Medium hinzugegeben. Anschlieend wurde iiber
2-3 Wochen hinweg selektiert. Daraufthin wurden positive Klone gepickt, in eine 6-Well Schale
iiberfithrt, und weiter kultiviert. Nach etwa 2 Monaten wurde die Zugabe von G418 beendet. In
regelméfigen Abstinden wurde die Expression der CIRs mittels Durchflusszytometermessungen

iberpriift.

6.2.4 Expression der Cargo-Internalisationsrezeptoren CIR1-3

6.2.4.1 Durchflusszytometrie
Zunichst wurde das Medium abgesaugt, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und mit 2 ml eines 2,5 mM
EDTA/PBS Puffers fiir ca. 5-10 Minuten inkubiert. Darauthin wurden die Zellen in ein FACS-

Rohrchen iiberfiihrt und bei 350 g fiir 5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen in
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1 ml frischem DMEM resuspendiert und 1 pg/ml GFP hinzugegeben. Die Ansdtze wurden dann
entweder bei 4 oder bei 37 °C fiir 1 Stunde inkubiert. Um das tiberschiissige GFP nach der Inkubation
zu entfernen, wurden die Zellen nochmals bei 350 g fiir 5 Minuten abzentrifugiert, der Uberstand
entfernt und die Proben in 200 pl FACS-Puffer resuspendiert. Um tote Zellen ausschlielen zu koénnen,
wurden zudem 1 pg/ml DAPI zu jedem Ansatz hinzugegeben. Analysiert wurden die Proben an einem

FACS CANTO II hinsichtlich der GFP Fluoreszenz.

6.2.4.2 Western Blot

Fir einen weiteren Transfektionsnachweis wurde ein Western Blot mit transfizierten Zellen
durchgefiihrt. Dieser wurde in Kooperation mit der Biochemie II von Prof. Scheller von Paul Baran
durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen (CIR1, CIR2, CIR3, ctrl) mittels 2,5 mM PBS/EDTA Puffer von
der Platte gelost und bei 350 g pelletiert. Das Pellet wurde in 250 pl Lysepuffer aufgenommen und fiir
60 Minuten bei 4 °C inkubiert. Durch Zentrifugation bei 20.000 g wurden Zelltriimmer entfernt und
der Uberstand als Lysat abgenommen. Fiir die SDS-PAGE wurden jeweils 25 pg des Proteinlysats
reduziert und in die Kammer der SDS-PAGE aufgetragen. Nach erfolgter Auftrennung der Proteine
wurden diese auf eine PVDF-Membran geblottet und die Membran anschliefend mit 5 %igem
Milchpulver in TBS-T fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation des anti-Myc
Antikorpers (1:1000) erfolgte tiber Nacht bei 4 °C in TBS-T mit 5 %igem Milchpulver. Nach 3x
Waschen mit TBS-T wurde die Membran mit einem HRP-gekoppelten Sekundérantikorper (1:5000) in
5 %igem Milchpulver in TBS-T fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Proteine wurden mit

Immobilin Western Chemiluminescent HRP substrate mithilfe eines ChemoCam Imagers detektiert.

6.2.5 Zellassays mit den CIR1-3

6.2.5.1 Aufnahmekinetik von GFP in CIR1-3

Fir die Aufnahmekinetik des GFP in transfizierte CIR1-3 wurden die Zellen mittels 2,5 mM
PBS/EDTA fiir 30 Minuten bei 37 °C abgel6st, darauthin in ein 15 ml Falcon {iberfiihrt und bei 350 g
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml DMEM
aufgenommen. AnschlieBend wurde 1 pg/ml GFP hinzugegeben und zu den gegebenen Zeitpunkten (0,
5, 10, 20, 40, 80 Minuten) 100 pl der Probe entnommen und in 2 ml eiskaltes PBS {iberfiihrt. Die
Proben wurden bei 350 g fiir 5 Minuten abzentrifugiert und anschlieBend in 200 ul MACS Puffer
aufgenommen. Die FACS Messungen wurden an einem FACS CANTO II durchgefiihrt und die MFI
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der Zellen zu den verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Die toten Zellen wurden mittels DAPI-

Féarbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.2.5.2 Aufnahmekinetik von “**PFCs in CIR1-3

CHO-CIR-Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA von der Platte gelost und, nach Entfernen des
Trypsins durch Zentrifugation, in frischem Medium aufgenommen. Dann wurde jeweils 1 ml DMEM
in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt (ca. 5x10° Zellen/ml) und fiir den Start der Zeitkinetik 10 ul ““"PFCs
hinzugegeben. Inkubiert wurden die Zellen bei 37 °C auf dem Schiittler. Zu bestimmten Zeitpunkten
(0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) wurden jeweils 100 ul Probe in 2 ml eiskaltes PBS iiberfiihrt, bei 350 g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 200 ul MACS-Puffer aufgenommen
und an einem LSR FORTESSA analysiert. Gemessen wurde sowohl die Fluoreszenz des GFP, als auch
die des Rhodamins. Fiir die Auswertung wurde die MFI verwendet. Die toten Zellen wurden mittels

DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.2.5.3 Inhibition der “**PFC-Aufnahme durch Priinkubation mit GFP

Fir die Inhibitionsversuche wurden die Zellen, wie zuvor in 6.2.5.2 beschrieben, vorbereitet und in 1
ml DMEM in Falcons bereitgestellt. Diese wurden dann bei 4 °C fir 10 Minuten dquilibriert,
anschliefend wurden 5 pug/ml GFP hinzugegen und fiir weitere 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Danach
wurden 10 pl “**PFCS hinzugegeben und iiber 80 Minuten hinweg bei 37 °C auf dem Schiittler
inkubiert. Zu den spezifischen Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten nach Zugabe der ““"PFCs)
wurden jeweils 100 ul Probe in 2 ml eiskaltes PBS {iberfiihrt. Die Nullwert-Probe wurde nach der 30-
miniitigen Inkubation kurz vor Zugabe der “""PFCs abgenommen. Die Proben wurden anschlieBend
bei 350 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 200 ul
MACS-Puffer aufgenommen und ebenfalls an einem LSR FORTESSA analysiert. Gemessen wurde
sowohl die Fluoreszenz des GFP, als auch die des Rhodamins. Fiir die Auswertung wurde die MFI

verwendet. Die toten Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.2.5.4 Aufnahme von “**PFCs mittels '’F-Messungen

CHO-Zellen wurden, wie zuvor beschrieben, transfiziert und daraufhin auf eine 6-Well Platte
aufgeteilt. Nach 2 Tagen wurde das alte Medium durch 1 ml frisches DMEM ersetzt und die Platte
zunichst bei 4 °C fiir 30 Minuten dquilibriert und anschliefend zu jeweils drei 6-Wells 10 pl ““"PFCs
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bzw. PFCs gegeben. Die Inkubation wurde bei 4 °C fiir 2 Stunden durchgefiihrt, um ein Binden der
Emulsionen an den Rezeptor zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde sehr vorsichtig 5x mit
vorgekiihltem PBS gewaschen, um alle nicht gebundenen Emulsionen zu entfernen. Darauthin wurde
wieder 1 ml DMEM hinzugefiigt, gefolgt von einer 30-miniitigen Inkubation bei 37 °C, um die
Aufnahme der gebundenen Emulsionen zu ermdglichen. Im Anschluss wurden die Zellen mehrfach
gewaschen und mit Trypsin abgelost. Die abgeldsten Zellen wurden bei 500 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und in 150 pl PBS in PCR Réhrchen iiberfiihrt. Spater konnten die Zellpellets mittels
RARE-Scans im MRT dargestellt werden. Fiir die Fluorscans wurde ein horizontaler 2 mm Scan durch
das gesamte Zellpellet gelegt und anschlieBend der Gesamtfluorgehalt bestimmt. Daten des Fluorscans:

32x32 Matrix, TR 2500 ms, Mittelungen 20.000.

Fir die "F-Messungen der CIRI-3 stabil transfizierten Zellen wurde jeweils eine ca. 80 %ige
konfluente 6 cm Schale verwendet. Bei dieser wurde 10 ml frisches Medium zugegeben und 75 pl der
SFPPECs hinzugefiigt. Inkubiert wurden die Zellen bei 37 °C iiber Nacht im Warmeschrank in einer
Feuchtkammer auf einem Schiittler. Am folgenden Tag wurde das Medium vorsichtig abgesaugt und
daraufhin 5x mit PBS gewaschen. Das Ablosen der Zellen erfolgte iiber 5 Minuten hinweg mit Hilfe
von 2 ml Trypsin/EDTA bei 37 °C. Die Zellen wurden in ein 15 ml Falcon {iberfiihrt und bei 500 g fiir
5 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 1 ml frischem DMEM
aufgenommen. Anschlieend wurden die Zellen vorsichtig in einem 15 ml Falcon auf 2 ml Percoll
geschichtet und bei 500 g fiir 20 Minuten bei geringster Beschleunigung und Bremse zentrifugiert. Die
Probe wurde in das MRT iiberfiihrt und gemessen. Die Zellschicht 148t sich Anhand eines RARE-
Scans identifizieren. Fiir den Fluorscan wurde eine vertikale 7 mm Schicht durch das Falcon gelegt.

Daten des Fluorscans: 32x32 Matrix, TR 2500 ms, Mittelungen 512.

6.2.5.5 Ko-Kultur zur Ermittlung der Spezifitiit der “""PFCs

Fiir die Ko-Kultur wurden Immunzellen aus murinem Blut isoliert und zu CIR-exprimierenden Zellen
in insgesamt 1 ml DMEM hinzugegeben. Das Verhiltnis zwischen Immunzellen und CIRs betrug ca.
1:1. AnschlieBend wurden 10 pl “PFCs hinzugefiigt und die Zellen bei 37 °C fiir 1 Stunde auf dem
Schiittler inkubiert. 100 ul der Probe wurden in 2 ml eiskaltes PBS iiberfiihrt und bei 350 g fiir 5
Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 200 pl MACS-Puffer
aufgenommen und an einem LSR FORTESSA analysiert. Gemessen wurde sowohl die Fluoreszenz
des GFP, als auch die des Rhodamins. Fiir die Auswertung wurde die MFI verwendet. Die toten Zellen

wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.
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6.2.6 Immunzytochemische Farbungen der CIR1-3

Fiir immunzytochemische Firbungen der transienten CIRs wurden ca. 1x10° Zellen auf runden
Objekttragern in einem 6-Well in 2 ml DMEM ausplattiert und tiber Nacht anwachsen gelassen. Am
folgenden Tag wurden die Objekttrdger in ein frisches 6-Well mit 1 ml DMEM iiberfiihrt und 1 pug/ml
GFP hinzugegeben. Daraufhin wurden die Zellen bei 37 bzw. 4 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Das
Medium wurde abgesaugt und das iiberschiissige GFP durch 3x Waschen mit PBS entfernt.
AnschlieBBend wurden die Zellen mit 4 %igem PFA fiir 5 Minuten fixiert. Nach 3x Waschen mit PBS
wurde fiir 10 Minten mit 1 pg/ml DAPI in 100 pl MACS-Puffer gefiarbt und darauthin nochmals
gewaschen. Zuletzt wurden die Deckgldschen in Mowiol eingedeckelt und durch konfokale

Mikroskopie (Zeiss LSM 710) untersucht.

Bei den stabilen CIRs erfolgte die Inkubation nur bei 37 °C und statt GFP wurden die Zellen fiir 1
Stunde mit 10 ul der “"PFCs inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen fixiert und mit WGA (1
ug/ml) in 100 ul MACS-Puffer fiir 30 Minuten gefdrbt und danach nochmals mit PBS gewaschen.
Zum Schluss wurden die Proben mit DAPI gefarbt und in Mowiol eingedeckelt.

6.3 Versuche mit primir isolierten Immunzellen

Fiir die Isolation der kompletten Immunzellfraktion wurde das humane Blut in Erythrozytenlysepuffer
aufgenommen (1:2) und 10 Minuten bei RT stehen gelassen. AnschlieBend wurden die Zellen bei
350 g fiir 10 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand abgesaut. Das Pellet wurde erneut in
Erythrozytenlysepuffer aufgenommen. Dies wurde so oft wiederholt bis das Pellet frei von

Erythrozyten war. Das Pellet wurde darauthin in DMEM aufgenommen.

Wurde nicht mit der gesamten Immunzellfraktion gearbeitet, sondern nur mit humanen Granulozyten,
wurden diese mittels Dichtegradient aufgetrennt. Dazu wurde das Blut 1:2 in PBS verdiinnt und in
einem 50 ml Falcon zundchst 10 ml Histopaque 1,119 vorgelegt. Dariiber wurde vorsichtig eine
Schicht aus 10 ml Histopaque 1,077 aufgetragen. Darauf wiederum kam das verdiinnte Blut, woraufhin
dieses bei 500 g fiir 20 Minuten zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde der obere Teil mit den
PBMCs abgesaugt und etwa 10 ml oberhalb des Erythrozytenpellets in ein frisches 50 ml Falcon
iiberfiihrt, auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und bei 350 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgesaugt, das Pellet in 20 ml Erythrozytenlysepuffer aufgenommen und bei Raumtemperatur
fir 10 Minuten stehen gelassen. AnschlieBend folgte eine letzte Zentrifugation bei 350 g fiir 10
Minuten, woraufthin das Pellet in DMEM aufgenommen wurde und die Zellzahl mittels

Durchflusszytometrie bestimmt werden konnte. Dies wurde durch Verwendung einer konstanten
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Flussrate sowie fixen Aufnahmezeit bewerkstelligt. Da bei diesen beiden Parametern das gemessene

Volumen bekannt ist, kann so auf die Zellzahl pro pl zuriickgerechnet werden.

Fiir die Isolation der murinen Immunzellen wurde der Maus unter 1,5% Isofluranbetdubung 500 pl
Pentobarbital und 150 pl Heparin i.p. gespritzt. Nach etwa 10-15 Minuten konnte die Oberhaut der
Maus von caudal nach apikal, und danach die Bauchdecke entlang der /inea alba gedffnet werden. Die
Organe wurden zur Seite geschoben und somit die vena cava freigelegt. Dann wurde mittels einer
Fliigelpunktionskaniile (23 g) das Blut entnommen. Das Blut wurde fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur in 5 ml Erythrozytenlysepuffer inkubiert und darauthin bei 350 g fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Immunzellen wurden, sofern nétig, nochmals in
Erythrozytenlysepuffer aufgenommen. War das Immunzellpellet erythrozytenfrei wurde es in MACS-

Puffer aufgenommen.

6.3.1 Aufnahmekinetik von Nanoemulsionen durch murine Immunzellen

Die isolierten murinen Immunzellen wurden in 2 ml MACS-Puffer aufgenommen und auf 2 15 ml
Falcon aufgeteilt. Zu jedem wurden 10 pl der entsprechenden Emulsion hinzupipettiert (*"PFCs bzw.
RhoPEGPECs) und dann bei 37 oder 4 °C iiber 80 Minuten hinweg inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten
(0; 5; 105 20; 40; 80 Minuten) wurden 100 pl Probe in 2 ml eiskaltes PBS iiberfiihrt und bei 500 g fiir 5
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 ul MACS-Puffer
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Zellen an einem LSR FORTESSA gemessen. Fiir die

Durchflusszytometermessungen wurde standardméBig folgendes Gatingschema verwendet:
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Abbildung 6.1: Schema der Durchflusszytometrie fiir die Mausversuche.

Murine Immunzellen wurden mittels CD45 identifiziert und durch CD11b in myeloide und lymphoide Zellen
unterteilt. Die myeloiden Zellen wurden anhand von Ly6G und LyC ndher charakterisiert. Die lymphoiden durch
Verwendung von MHCII, CD4 und CD8.

Die Immunzellen wurden mithilfe eines CD45-Antikorpers angefarbt. Davon ausgehend wurden zum
einen die CD11b" ausgewihlt und diese durch Verwendung von Ly6G und Ly6C in neutrophile
Granulozyten (CD45", CD11b", Ly6G") sowie reparativen (CD45", CD11b’, Ly6G’, Ly6C™) und
inflammatorischen (CD45", CD11b", Ly6G", Ly6C"") Monozyten unterteilt. Zum anderen konnte durch
Auswihlen der CD11b" Population unter Verwendung eines MHCII sowie CD4 und CD8 Antikorpers,
auf die B-Zellen (CD45", CD11b’, MHCII"), die T-Helferzellen (CD45°, CD11b’, CD4") sowie die
cytotoxischen T-Zellen (CD45", CD11b’, CD8") geschlossen werden.

6.3.2 Peptid Assays

6.3.2.1 Funktionalitiitstest von Peptiden auf Immunzellen verschiedener Spezies
Die zelluldre Bindung verschiedener Peptide (NG1, NG2, NGC) wurde an Immunzellen verschiedener

Spezies iiberpriift. Alle verwendeten Blutproben wurden mit Erythrozytenlysepuffer inkubiert, um so
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die Immunzellen zu isolieren. AnschlieBend wurden ca. 1x10° Zellen in einem 96-Well ausplattiert und
1 pg/ml des entsprechenden Peptids hinzupipettiert. Inkubiert wurden die Zellen bei 4 °C im
Kiihlschrank fiir 30 Minuten. Die Proben wurden 2x mit PBS gewaschen und an einem FACS CANTO
II hinsichtlich ihrer FITC-Fluoreszenz analysiert. Immunzellen wurden anhand passender FSC/SSC
Einstellungen identifiziert. Tote Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) von der Analyse

ausgeschlossen.

6.3.2.2 Bindungskapazitit von NG2 an Granulozyten von Gesunden und nach MI

Beim Vergleich der Bindung des Peptides an Blutproben Gesunder und Proben von Patienten nach
einem Myokardinfarkt wurden die Granulozyten mittels Dichtegradient isoliert. AnschlieBend wurden
1x10° Granulozyten in ein 96-Well iiberfiihrt und mit den Peptiden (1 pg/ml) fiir 30 Minuten bei 4
bzw. 37 °C inkubiert. Dies wurde stets als Dreifachansatz durchgefiihrt. Nach einmaligem Waschen
mit PBS wurden die Proben hinsichtlich ihrer MFI und Anzahl positiver Zellen fiir das Peptid an einem
FACS CANTO II analysiert. Tote Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.3.2.3 Peptidbindung nach Aktivierung durch LPS

Um den Unterschied in der Bindungskapazitit vor und nach Aktivierung zu iiberpriifen, wurden 1x10°
isolierte Immunzellen in 1 ml DMEM mit 1 ug/ml LPS inkubiert. Als Kontrolle wurden die Zellen
ohne LPS inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen 3x gewaschen und in ein 96-Well
iberfiihrt. Anschlieend wurden die Zellen fiir 30 Minuten bei 4 °C mit den Peptiden (1 pg/ml)
inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die MFI an einem FACS CANTO II bestimmt. Tote Zellen
wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.3.2.4 Internalisierungsnachweis von NG2 mittels Kopplung an pH-Rodo

Um die Internalisierung des NG2-Peptides nachzuweisen, wurde das Peptid an pH-Rodo gekoppelt.
Dieser Farbstoff besitzt die Eigenschaft in saurem Millieu stirker zu fluoreszieren und dient daher als
Nachweis fiir eine Aufnahme in saure Lysosome. Verwendet wurde pH-Rodo mit einer
Maleimidgruppe, welches iiber das freie Cystein in den Peptiden an diese gekoppelt werden konnte.
Beide wurden in einem molaren Verhaltnis von 1:1 verwendet. Dazu wurden 100 ug des NG2 mit 55
ng des pH-Rodos iiber Nacht bei 20 °C auf dem Schiittler inkubiert. Es wurden 5x10° Granulozyten in
5 ml DMEM zundchst 30 Minuten bei 4 und 37 °C vorinkubiert und anschlieBend 5 ul des
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hergestellten NG2-pH-Rodo hinzugegeben. Nach 20, 40 und 60 Minuten wurde jeweils eine 100 pl
Probe in 2 ml eiskaltes PBS {iberfiihrt, gewaschen und anschlieend in 100 pl MACS Puffer mit 1
pg/ml DAPI aufgenommen. Quantifiziert wurde die FITC- und Rhodaminfluoreszenz an einem LSR

FORTESSA.

6.3.2.5 Identifikation des Bindepartners von NG2

Die Identifikation des Bindepartners von NG2 wurde in Kooperation mit der Firma
DualsystemsBiotech durchgefiihrt. Diese haben mit dem [ligand-receptor-capturing eine Methode
entwickelt, unbekannte Bindepartner auf Zellen zu identifizieren. Die Methode beruht auf dem
TriCeps™, welches aus drei unterschiedlichen funktionellen Gruppen besteht. Zum einen ein NHS zur
Kopplung des Liganden an das TriCeps'". Weiterhin besitzt es fiir eine verstirkte Bindung an das
Zielprotein eine Hydrazidgruppe. Fiir die spitere Aufreinigung ist zudem eine Biotingruppe enthalten.
Fiir den Versuch wurden zwei unterschiedliche NG2-Peptide verwendet. Zum einen das standardméBig
in dieser Arbeit verwendete NG2-Peptid mit einem GGG-Spacer, zum anderen ein Peptid mit einem
GKG-Spacer. Das zusitzliche Lysin wurde fiir eine weitere primére Aminogruppe eingebaut, um die
Kopplungseffizienz an das TriCeps™ zu erhohen. Als Negativkontrolle wurde Transferrin an das
TriCeps™ gekoppelt. Die Kopplung sowie die darauf folgende Inkubation mit den Zellen erfolgte nach

Herstellerangaben.

6.3.3 NC2PFCs Assays

6.3.3.1 Aufnahmekinetik von "*’PFCs durch humane Immunzellen

Um die Aufnahme der Y’PFCs in humane Granulozyten zu untersuchen, wurden isolierte humane
Immunzellen verwendet und diese in DMEM aufgenommen. Danach wurde jeweils 1 ml (ca 1x10°
Zellen) in ein 15 ml Falcon iiberfithrt und 10 pl der entsprechenden Emulsion hinzupipettiert. Nach
spezifischen Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) wurde 100 pl der Probe abgenommen und in 2
ml eiskaltes PBS iiberfiihrt. Dieses wurde bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und anschlieend in
200 pul MACS-Puffer aufgenommen. Dann wurden die Proben hinsichtlich ihrer Rhodaminfluoreszenz
an einem LSR FORTESSA analysiert. Tote Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml)

ausgeschlossen.
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6.3.3.2 Inhibition der Aufnahme durch NG2-Priinkubation

Fiir den Inhibitionsassay wurden die Proben, wie in 6.3.3.1 beschrieben, vorbereitet. Die in 15 ml
Falcon tiberfiihrten Immunzellen wurden bei 4 °C dquilibriert, 15 Minuten spater wurden 5 pg/ml NG2
hinzugegeben und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden 10 pl der N**PFCs
beigefiigt und die Proben bei 37 °C inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80
Minuten) wurden 100 pl der Probe entnommen und in 2 ml eiskaltes PBS tiiberfiihrt. Diese wurde bei
500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und anschlieBend in 200 ul MACS-Puffer aufgenommen. Dann
wurden die Proben hinsichtlich ihrer Rhodaminfluoreszenz an einem LSR FORTESSA analysiert. Tote
Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.3.3.3 Aufnahmenachweis von Y“*PFCs mittels '’F Messungen

Fiir die "’F-Messungen der Granulozyten wurden aus jeweils 10 ml Blut die Immunzellen mittels
Erythrozytenlyse gewonnen und in 10 ml DMEM aufgenommen. Dann wurden 75 pl der N**PFCs
bzw. N9“PFCs hinzupipettiert und iiber Nacht fiir ca. 15 Stunden bei 37 °C auf einer 6 cm Schale auf
dem Schiittler inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Immunzellen vorsichtig in ein 15 ml Falcon
iiberfiihrt und bei 500 g 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10
ml PBS aufgenommen und erneut abzentrifugiert. Dies wurde insgesamt 5x wiederholt. Danach
wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen und vorsichtig auf 2 ml Percoll in einem 15 ml Falcon
geschichtet. Daraufthin wurden die Zellen bei 500 g fiir 20 Minuten bei nicht vorhandener
Beschleunigung und Bremse zentrifugiert und das Falcon danach in das MRT {iberfiihrt und gemessen.
Des Weiteren wurden gesunde Proben und Proben nach Myokardinfarkt mittels '°F Bildgebung
verglichen. Dazu wurden die Granulozyten mittels Dichtezentrifugation isoliert und anschlieend
5x10° Granulozyten fiir die Versuche verwendet. Inkubiert wurden die Proben fiir 5 Stunden mit 10
ul/ml N*PFCs bzw. "“PFCs bei 37 °C auf dem Schiittler. Nach der Inkubation wurden die Zellen bei
500 g fir 5 Minuten zentrifugiert und anschliefend 5x mit 5 ml PBS gewaschen. Final wurden die
Zellen auf einen Percoll geschichtet und nach 20-miniitiger Zentrifugation bei 500 g in das MRT
iberfiihrt und gemessen. Die Zellschicht 146t sich anhand eines RARE-Scans eindeutig identifizieren.
Fiir den Fluorscan wurde eine vertikale 7 mm Schicht durch das Falcon gelegt. Daten des Fluorscans:
32x32 Matrix, TR 2500 ms, Mittelungen 512. Ausgewertet wurde der Gesamtfluorgehalt oder das
SNR.
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6.3.3.4 ROS-Assay nach Inkubation mit N>PFCs

Fiir den ROS-Assay wurden ca. 1x10” isolierte humane Immunzellen in einem 15 ml Falcon verwendet
und 1 pg/ml Peptid bzw. 10 pl/ml Emulsion hinzupipettiert. Nach 1, 3, 6 und 24 Stunden wurden 500
ul abgenommen und bei 350 g fiir 10 Minuten runterzentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
bei -80 °C fiir eine spitere Analyse eingefroren. Die Messungen der ROS-Menge wurden in

Kooperation mit Prof. Engel in Essen vorgenommen.

6.3.3.5 Messung von Aktivititsmarkern nach ““*PFC-Inkubation

Zusitzlich zum ROS-Assay wurden verschiedene Aktivititsmarker gemessen. Dazu wurden 1x10°
Granulozyten fiir 1 Stunde in 1 ml DMEM mit 10 pl Y**PFCs inkubiert bzw. nur in DMEM. Als
Positivkontrolle wurden die Zellen in 1 pg/ml LPS in 1 ml DMEM fiir 1 Stunde inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 2x mit 1 ml PBS gewaschen und jeweils 1x10° in 96-Wells iiberfiihrt.
Dann folgte eine 30-miniitige Farbung mit CD11b (1:100), CD63 (1:100) und CD66b (1:100) bei 4 °C.

Nach erneutem Waschen wurde die MFI gemessen und mit der Negativkontrolle verglichen.

6.3.3.6 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Die Immunzfluoreszenz-Farbungen wurden nach Messung der Aufnahmekinetik mit der restlichen
Probe durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen auf einen Poly-L-Lysin-Objekttriger pipettiert, welcher
vorher mit Nagellack umrandet wurde. Dann wurden die Zellen bei 37 °C etwa 1 Stunde lang gelagert,
bis sich die Zellen abgesetzt hatten. Die Probe wurde 2x mit PBS gewaschen und anschlieBBend fiir 5
Minuten mit 4 %igem PFA fixiert. Darauthin wurde nochmals mit PBS gewaschen und mit DAPI (1
ul/ml) in MACS-Puffer fiir 20 Minuten im Dunkeln gefarbt. Nach erneutem Waschen wurden die
Proben mit Mowiol eingedeckelt und bis zur Analyse an einem Laser Scanning Microscope bei 4 °C

gelagert.

6.3.4 Vergleich der Endozytose von gesunden und Infarktpatienten

Um die Phagozytosekapazitit der Granulozyten von Gesunden und Patienten nach einem
Myokardinfarkt zu untersuchen, wurden zwei unterschiedliche Ansédtze durchgefiihrt. Fiir den einen
wurde ein standardmifig eingesetzter Phagozytoseassay verwendet, welcher iiber die Aufnahme von

Dextranpartikeln gemessen wird. Fiir den anderen wurden “"PFCs verwendet.
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6.3.4.1 Endozytosemessung mittels Dextranpartikel

Um die Endozytosekapazitit neutrophiler Granulozyten zu ermitteln, wurden diese mit pH Rodo-
konjugierten Dextranpartikeln inkubiert. Diese besitzen die Eigenschaft mit sinkendem pH stérker zu
fluoreszieren und konnen daher als Nachweis fiir eine Aufnahme in endosomale oder lysosomale
Strukturen dienen. Fiir den Assay wurden 1x10° isolierte Granulozyten mit 1 ml PBS gewaschen und
anschlieBend in 1 ml PBS mit 50 pg/ml Dextranpartikeln resuspendiert. Inkubiert wurden die Proben
bei 37 °C auf dem Schiittler. Zu den spezifischen Zeitpunkten (0; 10; 20; 30 Minuten) wurden 100 ul
Proben abgenommen und in eiskaltes PBS iiberfiihrt. Nach 2x Waschen wurden die Proben in 200 ul
MACS-Puffer mit 1 pg/ml DAPI resuspendiert und an einem FACS CANTO II beziiglich ihrer

Dextranpartikelaufnahme analysiert.

6.3.4.2 Endozytosemessung mittels PFCs

Der Endozytoseassay mit den “"PFCs wurde mit 1x10° isolierten Granulozyten durchgefiihrt. Diese
wurden in 1 ml DMEM resuspendiert, woraufhin 10 ul der “"PFCs hinzugegeben wurde. Inkubiert
wurden die Proben iiber 80 Minuten hinweg bei 37 °C auf dem Schiittler. Zu den entsprechenden
Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) wurden 50 ul Proben abgenommen und in eiskaltes PBS
iiberfithrt. Nach 2x Waschen wurden die Zellen in 200 pl MACS-Puffer mit 1 pg/ml DAPI
aufgenommen und die Aufnahme der Partikel an einem FACS CANTO II bestimmt.

6.3.5 Migrationsuntersuchungen

6.3.5.1 Migrationsassay von humanen Granulozyten

Um die migratorischen Eigenschaften von Granulozyten Gesunder und Infarktpatienten zu vergleichen,
wurde ein standardisierter Migrationsassay durchgefiihrt. Verwendet wurden dazu die ThinCert™
Einsédtze von Greiner Bio One fiir 24-Well Platten mit einer Porengrofle von 3 um. Es wurden jeweils
100.000 frisch isolierte Granulozyten in 200 pl DMEM in die obere Kammer pipettiert und in der
unteren Chemokine inverschiedene Verdiinnungsgraden getestet. Verwendet wurde IL-8 (10, 50 und
100 ng/ml) in 350 ul DMEM bzw. als Negativkontrolle Medium ohne Chemokin. Die Platten wurden
fir 1 bzw. 3 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, anschlieBend wurde das
Medium aus dem 24-Well in ein FACS-Roéhrchen iiberfiihrt, bei 350 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und
in 200 ul MACS-Puffer aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durchflusszytometrisch,
indem bei konstanter Flussrate 30 Sekunden lang akquiriert und daraus die Gesamtzahl an
Granulozyten berechnet wurde.
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6.3.5.2 Einfluss von ““*PFCs auf die Migration von neutrophilen Granulozyten

Um die Aufnahme der "**PFCs auf zentrale Funktionseigenschaften der neutrophilen Granulozyten zu
iiberpriifen, wurde nachfolgend die Migration der Zellen untersucht. Dazu wurden 1x10° und 1x10°
isolierte Granulozyten fiir 1 Stunde bei 37 °C mit 10 ul N*PFCs inkubiert und anschlieBend mehrmals
mit PBS gewaschen. Als Kontrolle wurden Zellen ohne N*PFCs inkubiert. Danach wurden die Zellen
in 200 ul DMEM in die ThinCert™ Migrationskammern iiberfiihrt und als Chemokin 100 ng/ml IL-8
in 350 pl in der unteren Kammer verwendet. Die Zellen wurden daraufhin fiir 1 Stunde bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurde der untere Teil der Kammerfliissigkeit abgenommen und

die Zahl der migrierten Granulozyten mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

6.3.5.3 CXCR1 und CXCR?2 Expression auf neutrophilen Granulozyten

Zentrale Rezeptoren fiir IL-8 sind CXCR1 und CXCR2. Daher wurde die Oberflachenexpression
dieser beiden Rezeptoren auf Granulozyten gesunder Donoren und Patienten nach einem STEMI
bestimmt. Dazu wurden 1x10° isolierte Granulozyten in ein 96-Well iiberfiihrt und mit CXCR1 bzw.
CXCR2 (beide 1:100) fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen 3x mit 200
pl  MACS-Puffer gewaschen und final in 100 pl MACS-Puffer aufgenommen. Die
Oberflachenexpression wurde durchflusszytometrisch an einem FACS CANTO II bestimmt. Tote

Zellen wurden anhand von DAPI (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.3.5.4 ELISA von ERK1/ERK2

Um die CXCR1 und CXCR2 nachgeschaltete Signalkaskade in neutrophilen Granulozyten zu
untersuchen, wurde ein ELISA (enzyme linked immunosorbend assay) gegen phosphoryliertes ERK1
und ERK2 durchgefiihrt. Verwendet wurde dafiir das ELISA Kit von Invitrogen ThermoFisher
Scientific. Es wurde nach den Herstellerangaben im Kit verfahren. Verwendet wurde das Zellpellet von
1x10° Granulozyten, welches in 150 pl Zelllysepuffer resuspendiert und 10 Minuten auf Eis gelagert
wurde. Nach anschlieBender Zentrifugation bei 20.000 g und 4 °C wurde der Uberstand fiir den ELISA
verwendet. Es wurden sowohl Proben von gesunden als auch von Patienten nach einem

Myokardinfarkt untersucht.
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6.4 Tierversuche in der Maus

6.4.1 Auswaschkinetik von Nanoemulsionen iiber 24 Stunden aus Blut, Leber und Milz
Fiir die Auswaschkinetik wurden mannliche C57BL/6 Méuse (25-30 Gramm; 12—14 Wochen) mittels
1,5 % Isofluran narkotisiert und auf einer Wiarmeplatte bei 37 °C gelagert. Fiir die intravenose
Injektion wurde der Schwanz einige Minuten angewérmt, woraufhin 250 pl der '®PFCs, "°PFCs bzw.
*OPECs injiziert wurden. Dann wurde zu entsprechenden Zeitpunkten (1; 3; 6; 24 Stunden) das
Fluorsignal im Blut, in der Leber sowie in der Milz gemessen. Dazu wurde die Maus wieder mittels 1,5
% Isofluran narkotisiert und in den Probenkopf iiberfiihrt. Die Maus wurde so im Probenkopf
arrangiert, dass sowohl die Leber als auch die Milz im Messbereich lagen. Orientiert wurde sich an
RARE- bzw. fiir die Blutmessungen an FLASH-Scans. Fiir die Leber- und Milz-Messungen wurden
horizontale Schnitte von caudal nach apikal von der untersten Niere bis etwa zur Lunge gelegt. Fiir die
Blutmessung wurde ein FLASH-Scan, bestehend aus 5 Schichten, oberhalb der linken Niere {iber die
vena cava gelegt. Fiir die Fluormessungen wurden ortskorrespondierende Scans verwendet. Daten der
Fluorscans fiir Milz und Leber: 32x32 Matrix, TR 2500 ms, Mittelungen 128. Daten der Fluorscans fiir
Blut: 32x32 Matrix, TR 25 ms, Mittelungen 375. Ausgewertet wurde der Gesamtfluorgehalt.

6.4.2 Matrigel als mildes Inflammationsmodell

Das Matrigelmodell dient als Inflammationsmodell und wurde ebenfalls an méannlichen C57BL/6
durchgefiihrt. Dazu wurde Matrigel bei 4 °C langsam aufgetaut und mit 1 pg/ul LPS versetzt. Fiir die
Implantation des Matrigels wurde die Maus mittels 1,5 % Isofluran narkotisiert und auf einer
Wirmeplatte arrangiert. Das Nackenfell wurde abrasiert und 50 pl Matrigel subcutan in den Nacken

injiziert. Bis zum Aufwachen wurde die Maus unter einer Warmelampe gehalten.

6.4.2.1 Akkumulierung von Nanoemulsionen im Matrigel

Die Akkumulation von Nanoemulsionen im Matrigel wurde jeweils 24 Stunden nach dem Injizieren
gemessen. Die Injektion der Emulsionen sowie das Arrangieren der Maus im Probenkopf wurde wie in
6.4.1 beschrieben durchgefiihrt. Das Matrigel konnte anhand von RARE-Sequenzen je nach Verteilung
in vivo in 5-9 Schichten deutlich sichtbar gemacht werden. AnschlieBend wurde ein
ortskorrespondierender Fluorscan durchgefiihrt. Daten des Fluorscan: 32x32 Matrix, TR 2500 ms,

Mittelungen 512. Ausgewertet wurde der Gesamtfluorgehalt.
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6.4.2.2 Durchflusszytometrische Messungen der isolierten Zellen aus dem Matrigel

Fiir eine nachfolgende detaillierte Untersuchung wurde das Matrigel aus der Maus herausprépariert.
Dazu wurde die Maus mittels cervikaler Dislokation getdtet und anschlieBend das freipréparierte
Matrigel fiir 30 Minuten in Collagenaseldsung bei 37 °C inkubiert. Die Probe wurde {iber ein 40 pm
Zellfilter gegeben und 3x mit 1 ml PBS gewaschen. Parallel wurde ein Mastermix fiir die Farbung der
Zellen angesetzt. Geférbt wurde gegen CD45, CD11b sowie Ly6G. Nach Zentrifugieren der Probe bei
500 g fiir 5 Minuten wurde diese in 200 ul MACS Puffer aufgenommen und jeweils 100 pl davon in
ein 96-Well iiberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfung des Uberstandes wurde die eine
Probe als Kontrolle in 100 ul MACS-Puffer, die Andere in 100 ul Mastermix aufgenommen. Geféarbt
wurde fiir 30 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank. Final wurden die Proben 2x gewaschen und an einem

LSR FORTESSA analysiert. Tote Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 ug/ml) ausgeschlossen.

6.4.2.3 Isolation der Zellen aus dem Matrigel und anschlielende ex vivo Inkubation

Fiir die ex vivo Messungen der migrierten Zellen wurde das Matrigel wie beschrieben implantiert und
24 Stunden spiter die Zellen aus dem Matrigel iiber einen Collagenaseverdau isoliert. Die isolierten
Immunzellen wurden in 3 ml DMEM aufgenommen und darauthin zu je 1 ml in 15 ml Falcon
aufgeteilt. AnschlieBend wurden 10 pl der entsprechenden Emulsion hinzugefiigt und diese bei 37 °C
auf dem Schiittler inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten (0, 5, 10, 20, 40, 80 Minuten) wurden 50 ul
Probe entnommen und in 2 ml eiskaltes PBS {iberfiihrt. Die Proben wurden 2x gewaschen und
anschliefend fiir 20 Minuten bei 4 °C gegen CD45 (1:400) und CD11b (1:400) gefarbt. Nach erneutem
2x Waschen wurden die Proben an einem LSR FORTESSA auf ihre Rhodaminfluoreszenz hin
analysiert. Tote Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 pug/ml) ausgeschlossen.

6.4.2.4 In vivo Detektion von BaF-CIR-Zellen innerhalb eines Matrigel

Fiir die in vivo Detektion der stabil exprimierenden BaF-CIR2 und BaF-CIR3 Zellen wurde das
Matrigel wie in 6.4.2 beschrieben implantiert. Zusitzlich zum LPS wurden dem Matrigel 5x10° BaF-
CIR2 bzw. BaF-CIR3 Zellen zugefiigt und in den Nacken implantiert. AnschlieBend wurden 100 pl der
SFPPECs iiber die Schwanzvene injiziert und 24 Stunden spiter wurde das Fluorsignal, wie in 6.4.2.1
beschrieben, gemessen. Daten des Fluorscan: FOV: 2,56 x 2,56 cm?; matrix 64 x 64; 9 Schichten; 1
mm Schichtdicke; 256 Mittelungen.
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6.4.3 Aufnahme von PFCs unterschiedlicher Grofle durch murine Immunzellen in vivo

Fiir die Aufnahme der PFCs unterschiedlicher Grof3e wurden erneut mannliche C57BL/6 Mause (25—
30 Gramm; 12—-14 Wochen) wie oben beschrieben narkotisiert und auf einer Warmeplatte bei 37 °C
gelagert. Fiir die intravendse Injektion wurde der Schwanz einige Minuten angewarmt, worauthin 250
ul der PFCs injiziert wurden. Nach 1 Stunde wurde sowohl Heparin als auch Pentobarbital i. p.
verabreicht. Nach etwa 10-15 Minuten konnte die Oberhaut der Maus von caudal nach apikal und
danach die Bauchdecke entlang der linea alba gedffnet werden. Die Organe wurden zur Seite
geschoben und somit die vena cava freigelegt. Dann wurde mittels einer Fliigelpunktionskaniile (23g)
das Blut entnommen, in 5 ml Erythrozytenlysepuffer fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und daraufhin bei 350 g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Immunzellen wurden gegebenenfalls nochmals in Erythrozytenlysepuffer aufgenommen. Zur
Charakterisierung der unterschiedlichen Immunzellpopulationen wurde sowohl CD45 (1:400) als auch
CD11b (1:400) fiir 20 Minuten bei 4 °C im Kiihlschrank gefarbt. Nach 2x Waschen wurden die Zellen
an einem LSR FORTESSA hinsichtlich ihrer Rhodaminfluoreszenz analysiert. Tote Zellen wurden

mittels DAPI-Féarbung (1 pg/ml) ausgeschlossen.

6.5 Statistische Auswertung
Alle Auswertungen statistischer Art sowie Darstellung der Graphen wurden mit Origin 8.6

durchgefiihrt.
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7. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, ein aktives Targeting von Immunzellpopulationen mittels nicht invasiver '°F-
Magnetresonanztomographie (‘’F-MRT) zu realisieren. Dazu sollten Perfluorkarbon-Nanoemulsionen
(PFCs) derart modifiziert werden, dass diese gezielt Immunzellen ansteuern und von diesen
aufgenommen werden, so dass anschlieBend diese Zellpopulation durch '"F-MRT hochspezifisch

visualisiert werden kann.

Da herkémmliche PFCs von Monozyten und Makrophagen sehr effizient aufgenommen werden,
musste zunédchst diese Art der Aufnahme unterbunden werden, um anschlieBend ein spezifisches
Targeting bestimmter Zellen zu ermdglichen. Neben der Oberflichenbeschaffenheit iibt auch die GroBe
der Partikel einen entscheidenden Einfluss auf die zellulédre Aufnahme aus. Daher wurde im ersten Teil
der Arbeit der Effekt einer PEGylierung der Partikeloberfliche sowie der Grofe der PFCs auf die

zelluldre Aufnahme in vitro, ex vivo und in vivo untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein aktives Targeting humaner neutrophiler Granulozyten anhand
von Ligandenkopplung an PFCs entwickelt sowie tiberpriift, ob sich dieses System fiir ein Tracking
von neutrophilen Granulozyten nach einem Myokardinfarkt eignet. Des Weiteren wurde ein
kiinstliches Targeting-System aufgebaut, welches auf einem GFP-gesteuerten Cargo-Internalisierungs-
RezeptorSystem basiert. Dies soll ein spezifisches Targeting unterschiedlichster Zellen ermdglichen

sowie das Ansteuern von Zellen, die keine starke endozytotische Aktivitdt besitzen.

7.1 Einfluss von Grofie und Oberflichenbeschaffenheit auf die zellulare

Aufnahme von PFCs

7.1.1 PEGylierung der PFC-Oberfliche

In der Literatur ist die PEGylierung als eines der Standardverfahren beschrieben, um Partikeln einen so
genannten ,,stealth-effect’ zu verleihen.'” Dabei handelt es sich um das Abschirmen der Partikel vor
phagozytotisch aktiven Zellen, insbesondere den Monozyten und neutrophilen Granulozyten. Die
PEGylierung ist fiir viele Molekiile und Nanopartikel intensiv untersucht worden, allerdings gibt es
bisher keine systematische Untersuchung iiber den Effekt einer PEGylierung von PFCs auf die

zellulire Aufnahme.'®'?+1?7

Dazu erfolgte zundchst die Herstellung und Charakterisierung
Fluoreszenz-markierter PFCs mit und ohne PEGylierung. Als Fluoreszenzfarbstoffe wurden

Carboxyfluorescein (Cfl) und/oder Rhodamin (Rho) eingesetzt.
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7.1.1.1 Charakterisierung von PFCs und "*“PFCs

Nach Herstellung von “"PFCs und “"**PFCs (siehe 6.1.1 Herstellung verschiedener PFCswurden
diese zunidchst hinsichtlich GroBe, GroBenverteilung, C-Potenzial, Fluoreszenz und F_-Gehalt
charakterisiert: Zum einen wurde per Photonen-Korrelations-Spektroskopie die Gréfle in Nanometer,
die Grofenverteilung der Partikel (Polydispersionsindex, PDI) sowie das {-Potenzial bestimmt (siche
6.1.3 Charakterisierung von Nanoemulsionen). Dabei zeigten sich zwischen beiden Emulsionen
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 7.1, obere Reihe). Wie zu erwarten, waren “"PFCs kleiner und
zeichneten sich durch ein etwas niedrigeres {-Potenzial aus als “""E“PFCs. Des Weiteren wurde die
mittlere Fluoreszenzintensitit sowie der '’F-Gehalt miteinander verglichen (Abb. 7.1, obere Reihe).
Wihrend der '"F-Gehalt beider Emulsionen schr #hnlich war, wiesen “""*SPECs gegeniiber den

“"PECs eine verringerte Fluoreszenz auf.
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Abbildung 7.1: Charakterisierung der PFCs und "““PFCs.

In der oberen Reihe sind von links nach rechts die von den “"PFCs mittels PCS-Messung ermittelte GroBe
(“"PFCs: 9242,5 nm; “"PESPFCs: 959+16,4 nm), GroBenverteilung (“"PFCs: 0,08+0; “"PEPF(Cs:
0,087+0,015) sowie das (-Potenzial (“"PFCs: -17,91+2,7 mV; “"EOPECs: -17,27+1,6 mV) gezeigt.
Desweiteren sind die ermittelte Fluoreszenz (CﬂPFCs: 2,35+0,55; “VPEGPECs: 1,61+0,37) sowie der
Gesamtfluorgehalt (CﬂPFCS: 4,04+0,85; CPEGPRCg: 4,140,53) dargestellt. In der unteren Reihe sind von links
nach rechts die von den ""PFCs mittels PCS-Messung ermittelte GréBe (""PFCs: 87,3+7,3 nm; """*“PFCs:
84,6+2,8 nm), GroBenverteilung (*"PFCs: 0,1+0,01; *"PESPFCs: 0,083+0,006) sowie das {-Potenzial
(*™PECs: -18,9+1,86 mV; ""PEPECs: -16,44+0,8 mV), die Fluoreszenz (\"PFCs: 2,8+0,17; *""ESPECs:
2,47+0,18) sowie der Gesamtfluorgehalt (\"PFCs: 2,87+0,4; ""PESPECs: 2,8+0,54) dargestellt. n=3 + SD fiir
alle Messungen.

66



Ergebnisse

In nachfolgenden Versuchen wurden die von unseren Kooperationspartnern in Freiburg hergestellten
RiepECs und *'FPEFOPFCs analysiert. Auch diese wurden zundchst mittels Photon-Korrelations-
Spektroskopie hinsichtlich ihrer physikalischen Eigenschaften untersucht. Weder bei GroBe, noch bei
GroBenverteilung oder (-Potenzial konnten signifikante Unterschiede zwischen PFCs und
RhoPEGpECs festgestellt werden. Die "™PFCs waren etwas grofer als die "““PFCs und der PDI fiel
etwas hdher aus. Beim {-Potenzial ergab sich ein etwas niedrigerer Wert bei den "PFCs. Auch bei der
Messung der Fluoreszenz sowie der Messung des Gesamtfluorgehaltes lieBen sich nur geringfiigige
Unterschiede ausmachen. Die Fluoreszenz war bei den "™PFCs gegeniiber den ""*°PFCs nur

minimal stdrker. Das Gleiche gilt fiir den Gesamtfluorgehalt (Abb. 7.1, untere Reihe).

Um auszuschlieBen, dass vorhandene leere Liposomen die Ergebnisse der Photon-Korrelations-
Spektroskopie verfalschen, wurden zusédtzlich Kryo-TEM-Aufnahmen (Kryo-Transmissions-Elektro-
nen-Mikroskopie) von den ""PFCs in Kooperation mit der Pharmazeutischen Technologie und
Biopharmazie in Freiburg von Wolfgang Krdmer durchgefiihrt (siche 6.1.3.4 Kryo-Transmissions-
Elektronenmikroskopie). Da sich hier die PFCs visuell klar von leeren Liposomen unterscheiden lassen
(Liposomen hellgrau, PFCs dunkelgrau), 146t sich anhand der Kryo-TEM-Aufnahmen leicht der
Liposomenanteil der Emulsion bestimmen. Wie in Abbildung 7.2 zu sehen, ist sowohl bei den *™PFCs
als auch bei den "™"*“PFCs nur ein sehr geringer Anteil an Liposomen zu erkennen (Abb. 7.2, unten;

roter Pfeil).

Rhochs Rho/PEGPch

Abbildung 7.2: Kryo-TEM Aufnahmen von *"PFCs und *""*“PFCs.

Kryo-TEM (Kryo-Transmissions-Elektronen-Mikroskopie) Aufnahmen der *"PFCs und """"SPFCs. Diese
zeigen nur einen geringen Anteil an Liposomen (rote Pfeile), sowohl bei den "™PFCs als auch bei den
RhoPEGPECs (Aufnahmen von W. Krimer, Freiburg).
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7.1.1.2 Der Effekt einer PFC-PEGylierung auf deren Aufnahme durch kultivierte Zelllinien

Im néchsten Schritt wurde in verschiedenen Zellkulturlinien untersucht, inwieweit die PEGylierung der
PFCs Einflu auf die Aufnahme durch phagozytierende Zellen in vitro hat. Hierzu wurden eine
Fibroblastenzelllinie (CHO; als nichtphagozytosekompetente Kontrollzelllinie) sowie zwei unter-
schiedliche Makrophagenlinien (RAW264.7, J774.2) fir 24 Stunden mit den verschiedenen
Emulsionen inkubiert (siche 6.2.1). Diese Experimente wurden bei zwei verschiedenen Temperaturen
durchgefiihrt, um zwischen passiver Adhision (4 °C) und aktiver, energieabhéngiger Phagozytose
(37 °C) unterscheiden zu kénnen. AnschlieBend wurde zu bestimmten Zeitpunkten die Aufnahme der
Emulsionspartikel durchflusszytometrisch untersucht. Um zu iiberpriifen, ob die zelluldre Aufnahme
der PFCs auch von der Konzentration abhéngig ist, wurden die Zellen einer geringen (10 pl/ml) und

einer hohen Konzentration (125 pl/ml) ausgesetzt.

Wie vorauszusehen, wies die Fibroblastenzelllinie CHO insgesamt nur eine sehr schwache Aufnahme
gegeniiber allen Emulsionen auf. Bei 37 °C wurden “"PFCs zwar nahezu kontinuierlich iiber 80
Minuten aufgenommen, aber es kam nur zu einem sehr leichten Anstieg der MFI (mean fluorescence
intensity), bis nach 24 Stunden das Signal leicht abfiel. Bei Inkubation der CHO-Zellen mit “"PFCs bei
4 °C war das Anfangssignal noch schwécher als bei 37 °C und stagnierte danach im Wesentlichen. Erst
nach 24 Stunden zeigte sich ein geringer Anstieg in der Signalstirke. “""**PFCs wiesen bei beiden
Temperaturen ein dhnliches Verhalten auf: Initial ein geringer Wert, welcher iiber 80 Minuten

stagnierte und schlieSlich nach 24 Stunden geringfiigig anstieg (Abbildung 7.3 A, oben).

Die Makrophagenlinie J774 zeigte erwartungsgemdll insgesamt eine deutlich stdrkere zelluldre
Aufnahme der “"PFCs als die CHO-Zellen. Die Inkubation bei 37 °C fiihrte insbesondere in den ersten
5 Minuten zu einer erheblichen Zunahme der MFI, welche zunéchst weiter anstieg, dann jedoch spéter
wieder langsam absank. Allerdings liel sich nach 24 Stunden ein deutlicher Abfall der MFI
verzeichnen. Wie absehbar, zeigten die “"PFCs bei 4 °C insgesamt deutlich geringere MFI-Werte.
Auch hier konnte in den ersten 5 Minuten der stiarkste Anstieg der MFI gemessen werden, die iiber die
Zeit kontinuierlich anwuchs und nach 80 Minuten in etwa das gleiche Niveau erreichte wie bei 37 °C.
Allerdings lie sich hier auch noch ein Anstieg nach 24 Stunden beobachten. Demgegeniiber fiihrte die
PEGylierung der “"PFCs zu einer massiven Hemmung der PFC-Aufnahme durch die J774
Makrophagen iiber den gesamten Boebachtungszeitraum: Hier waren iiber die ersten 80 Minuten
hinweg nur sehr geringe Fluoreszenzsignale auszumachen und erst nach 24 Stunden war ein gelinder

Anstieg in der MFI meBbar (Abbildung 7.3 A, Mitte).

Die zweite Makrophagenlinie RAW zeigte eine noch stirkere PFC-Aufnahme als die J774-Zellen. Eine

Inkubation der “"PFCs bei 37 °C fiihrte zu einem starken, kontinuierlich iiber 80 Minuten
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ansteigendem Fluoreszenzsignal, welches erst nach 24 Stunden erheblich abfiel. Inkubation bei 4 °C
ergab dhnliche Ergebnisse: Auch hier kam es {iber 80 Minuten hinweg zu einem kontinuierlichen
Anstieg, wenn auch in geringerem MalBe als bei 37 °C. Nach 24 Stunden lieB sich jedoch noch ein
weiterer Anstieg des Signals verzeichnen. Ebenso ergab sich fiir die PEGylierten “"PFCs ein deutlich
schwicheres Fluoreszenzsignal, welches iiber den gesamten Messzeitraum nahezu stagnierte und nur

nach 24 Stunden geringfligig anstieg (Abbildung 7.3 A, unten).
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Abbildung 7.3: Zellulire Aufnahmekinetik der “"PFCs und “"**“PFCs.

A) Zellulire Aufnahme der “"PFCs und “""F°PFCs durch CHO-, J774- und RAW-Zellen bei geringer
Partikelkonzentration (10 pl/ml). Untersucht wurde die Aufnahmekinetik iiber 24 Stunden von “TPECs bei 37 °C
(rot), bei 4 °C (blau) und von “"PE°PFCs bei 37 °C (grau). B) Aufnahme der PFCs durch die unterschiedlichen
Zelllinien bei hoher Partikelkonzentration (125 pl/ml). Insgesamt lassen sich dhnliche Verldaufe wie bei der
geringen Konzentration beobachten, allerdings liegen die MFI deutlich hoher. Im Histogramm sind exemplarisch
die Daten des 80-Minuten-Wertes dargestellt. n=3 £ SD fiir alle Messungen.

Die Verwendung der hoheren PFC-Konzentration (125 pl/ml bei 37 °C) ergab éhnliche Ergebnisse wie
bei der geringen Konzentration, nur lag die MFI insgesamt deutlich hoher. Insbesondere bei den beiden
Makrophagenzelllinien konnte ein sehr starker Anstieg der MFI iiber die 80 Minuten hinweg
beobachtet werden und der abschirmende Effekt der PEGylierung trat hier noch deutlicher zu Tage
(Abbildung 7.3 B).
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Neben den Carboxyfluorescein-markierten Emulsionen wurden exemplarisch auch Rhodamin-
markierte Emulsionen fiir die in vitro Studien verwendet, um zu iiberpriifen, ob das Fluorochrom einen
Einfluss auf die zellulire Aufnahme hat. Hierfiir wurden nur die geringen Konzentrationen an ""PFCs
und *"PFSPECs bei 37 °C eingesetzt. Wie bereits zuvor bei den Carboxyfluorescein-markierten
Emulsionen wurde die Aufnahme der *™PFCs und """*°PFCs in CHO-Fibroblasten sowie in J774-
und RAW-Makrophagen durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei wurden im Wesentlichen die
Ergebnisse aus den vorherigen Versuchen bestitigt (Abbildung 7.4 A).

Fiir die CHO-Zellen zeigte sich wiederum nur eine geringe Aufnahme fiir beide Emulsionen, wobei die
Signale der “™PFCs stets etwas stirker waren als die der “"F*°PFCs (Abb. 7.4 A, oben).
Demgegeniiber konnte in J774-Zellen bei Inkubation mit " PFCs bereits initial ein starker Anstieg der
MEFI beobachtet werden, welche dann im Folgenden nochmals leicht anstieg und nach 24 Stunden
leicht absackte. Auch hier fiihrte eine PEGylierung nur zu einer sehr geringen PFC-Aufnahme — selbst
nach 24 Stunden war nur ein duflerst geringer Anstieg der MFI messbar (Abbildung 7.4 A, mittig).
Ahnlich wie bei den Cfl-Experimenten zeigten RAW-Makrophagen die stiirkste Aufnahmekapazitit fiir
RPECs mit einem kontinuierlichen Anstieg iiber 80 Minuten, aber einer deutlichen Abnahme der MFI
nach 24 Stunden. Im Vergleich dazu konnte bei Inkubation mit ™ *°PFCs kaum ein Signal detektiert

werden. Erst nach 24 Stunden war ein geringer Zuwachs der MFI messbar (Abbildung 7.4 A, unten).

Um zu tiberpriifen, ob sich der starke Effekt der PEGylierung auf die zelluldre Aufnahme auch mittels
PYE-MRT darstellen lisst, wurden zudem MRT-Messungen von CHO-, J774- und RAW-Zellen nach
24-stiindiger Inkubation mit “"PFCs bzw. “"PPSPECs durchgefiihrt, um den Gesamtfluorgehalt zu
bestimmen (Abbildung 7.4 B). Wie bereits zuvor auch in den durchflusszytometrischen Messungen
konnten bei CHO-Zellen keine klaren Unterschiede zwischen “"PFCs und “"""PFCs beobachtet
werden. Demgegeniiber fiihrte die Inkubation mit “"PFCs sowohl in J774- als auch RAW-Zellen zu
einem deutlich hoheren Fluorsignal als bei Inkubation mit “""*“PFCs. Wie auBerdem zu erkennen ist,
stieg der Fluorgehalt von CHO- liber J774- bis hin zu RAW-Zellen immer mehr an. Auch dies deckt

sich mit den zuvor erzielten Ergebnissen der Durchflusszytometrie (Abbildung 7.4 B).
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Abbildung 7.4: Zellulire Aufnahmekinetik von ""PFCs und *""*“PFCs.

A) Gezeigt sind durchflusszytometrische Analysen von CHO (oben), RAW (mitte) und J774 (unten), die mit
RpECs (schwarze Linie) bzw. ""PF°PFCs (graue Linie) inkubiert wurden. Im Histogramm sind exemplarisch
die Daten des 80-Minuten-Wertes dargestellt. n=3 + SD fiir alle Messungen. B) ’F-MRT-Messungen von CHO-,
J774-, und RAW-Zellen nach 24 Stunden Inkubation mit “"PFCs oder “"PE°PFCs. Unter den Graphen ist
beispielhaft eine Fluormessung dargestellt. n=3-4 + SD fiir alle Messungen. ** = p<0,01.

7.1.1.3 Der Effekt einer PFC-PEGylierung auf ex vivo isolierte murine Immunzellen

Nachdem die Funktionalitdt der PEGylierung zur Verminderung der Aufnahme durch Zellen in in vitro
Experimenten nachgewiesen werden konnte, wurde als néchstes untersucht, ob dies auch fiir priméar
isolierte murine Immunzellen der Fall ist. Hierfiir wurde die Aufnahme von “"PFCs und “"**“PFCs in
neutrophile Granulozyten, klassische und nicht-klassische Monozyten, B-Zellen sowie zytotoxische T-
Zellen und T-Helferzellen untersucht. Erneut wurde die Aufnahme der Emulsionen iiber 80 Minuten
durchflusszytometrisch analysiert (siche 6.3.1). Da die zellulire Aufnahme von Nanopartikeln
malgeblich tiber die Proteincorona bestimmt wird, welche sich bei der Zirkulation der Partikel im Blut
um die Nanopartikel bildet,'* wurde die Aufnahme der “TPECs und “"PE°PFCs in Vollblut untersucht,
um den in vivo Bedingungen moglichst nahe zu kommen. Erneut wurden die Zellen mit den
Emulsionen sowohl bei 37 °C als auch bei 4 °C inkubiert, um Aufnahme und passive Adhdsion der
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Emulsionen an die Zelloberfliche unterscheiden zu konnen. AnschlieBend wurden zu definierten
Zeitpunkten Proben entnommen, die Immunzellen isoliert und hinsichtlich ihrer Aufnahmekinetik
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Abbildung 7.5 A
zusammengefasst. Fiir die statistische Auswertung wurde zusétzlich die AUC (area under the curve)
ermittelt, also die Menge an Partikeln, welche iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (80 Minuten)

aufgenommen wurden (Abb. 7.5 B).
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Abbildung 7.5: Zellulire Aufnahme von “"PFCs und ““**“PFCs von murinen Immunzellen in Vollblut.

Dargestellt ist die Aufnahme von “"PFCs bei 37 °C (rot), bei 4 °C (blau) sowie der “""*SPFCs bei 37 °C (grau)
durch murine Immunzellen, welche mittels Durchflusszytometrie analysiert wurde. Im Histogramm sind
exemplarisch die Daten des 80-Minuten-Wertes dargestellt. Die Balkendiagramme zeigen die AUC-Werte der
einzelnen Immunzellsubklassen. n = 4-6 + SD fiir alle Messungen. * = p<0,05; ** = p<0,01.
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Wie hieraus ersichtlich, zeigten zum einen neutrophile Granulozyten, klassische sowie nicht-klassische
Monozyten und zum anderen B-, T-Helfer- sowie zytotoxische T-Zellen vergleichbare Aufnahme-
muster fiir die unterschiedlichen Emulsionen. Bei den phagozytotischen Zellen fiihrte die Inkubation
mit “"PFCs bei 37 °C erwartungsgemiB zu einer kontinuierlichen Zunahme der MFI iiber 80 Minuten,
wohingegen Exposition bei 4 °C als auch PEGylierung die PFC-Aufnahme nahezu vollig unterband.
Demgegeniiber war bei T- und B-Zellen selbst bei 37 °C nahezu keine Inkorporation von “"PFCs zu

beobachten. Interessanterweise wurden hier die niedrigsten Aufnahmewerte fiir “V"*PECs detektiert.

Um zu untersuchen, inwieweit die im Vollblut vorhandenen Plasmaproteine durch Coronabildung um
die Nanoemulsionen Einfluss auf deren Aufnahme nehmen, wurden die Immunzellen im néichsten
Schritt mit “"PFCs oder “""*°PFCs in einem Protein-reduzierten Puffer inkubiert. Hierfiir wurde
MACS-Puffer verwendet, der nur BSA als Zusatz und somit einen deutlich verringerten Anteil an
Plasmaproteinen enthélt. Ahnlich wie zuvor im Vollblut wurden die isolierten Immunzellen iiber einen
Zeitraum von 80 Minuten bei 37 °C inkubiert, zu definierten Zeitpunkten Proben entnommen und die

Aufnahme der Emulsionen in die Zellen durchflusszytometrisch bestimmt.

Bei Betrachtung der erhaltenen Ergebnisse in Abbildung 7.6 féllt insgesamt auf, dass die Reduktion der
Plasmaproteine bei allen Zelltypen zu einem starken Anstieg der Partikelaufnahme in der initialen
Inkubationsphase fiihrte, die danach aber nicht mehr weiter zunahm und zum Teil sogar von einem
Abfall der MFI begleitet war (sieche hierzu néchstes Kapitel). Bemerkenswerterweise wurde unter
diesen Bedingungen ebenfalls eine deutliche PFC-Aufnahme durch B- und T-Zellen beobachtet.
Offenbar gibt es im Blut Bestandteile, die zu einer Dampfung der initialen Aufnahme bzw. zu deren
vollstdindiger Hemmung bei bestimmten Zelltypen fiihren. Nichtsdestotrotz konnte auch bei
reduziertem Proteingehalt im Puffer die Partikelinkorporation durch PEGylierung der PFCs in allen
Zelltypen massiv reduziert werden (Abbildung 7.6).

Zusammengenommen zeigen die bisherigen Ergebnisse somit, dass die PEGylierung der PFC-
Oberfliche unter allen untersuchten Bedingungen und in jedem verwendeten Zelltypus zu einer

erheblich Reduktion der PFC-Aufnahme fiihrt.
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Abbildung 7.6: Zellulire Aufnahme von “"PFCs und ““"*“PFCs von murinen Immunzellen in MACS-
Puffer.

Gezeigt ist die Aufnahme von “"PFCs (schwarz) bzw ""PSPFCs (grau) durch verschiedene murine
Immunzellsubtypen iiber einen Zeitraum von 80 Minuten in Vollblut (A) bzw. in MACS-Puffer (B). Im
Histogramm sind exemplarisch die Daten des 80-Minuten-Wertes dargestellt. n=3 + SD fiir alle Messungen.

7.1.1.4 Abnahme des Fluoreszenzsignals von PFCs nach Internalisierung

Eine interessante, nicht erwartete Nebenbeobachtung bei den bisherigen durchflusszytometrischen
Messungen war die in einigen Experimenten registrierte Abnahme des zelluldren PFC-
Fluoreszenzsignals iiber die Zeit (Abb. 7.3, 7.4 und 7.6). Dieser Effekt trat insbesondere bei “"PFCs
nach 24-stiindiger Inkubation auf (Abb. 7.3), war aber auch bei "PFCs (Abb. 7.4) und deutlich
kiirzeren Inkubationsintervallen festzustellen (Abb. 7.6). Ein moglicher Grund fiir diese Signal-
abnahme kann in der Exposition der Fluorochrome gegeniiber freien Radikalen liegen, die iiber den
Inkubationszeitraum in der Zelle gebildet wurden. Daher wurde im néchsten Schritt die Stabilitdt des
Cfl- und des Rho-Signals in den PFCs gegen freie Radikale iiberpriift. Dazu wurde als Radikalstarter
20 %iges H,0, zu den Emulsionen (“"PECs; “"PE°PFCs; " PECs; *""E°PFCs) hinzugefiigt (10 ul zu
100 pl Emulsion — 2 % H,0,) und diese bei 37 °C inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten wurden
Proben abgenommen und die Fluoreszenz mittels IVIS (in vivo imaging system) bestimmt (siche

6.1.3.3 Finfluss von freien Radikalen auf das Fluoreszenzsignal). Die gemessenen Fluoreszenzwerte
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wurden jeweils auf die Startwerte bezogen, welche vor Zugabe des H,O, (bzw. H,O als Kontrolle)

aufgenommen wurden.

Wie aus Abbildung 7.7 hervorgeht, kam es nach Zugabe von H,0, zu “"PFCs zu einer steten Abnahme
von deren Fluoreszenz, bis nach 3 Stunden nur noch ca. 25 % der Ausgangsfluoreszenz vorhanden
waren. Hingegen fiihrte die Zugabe von H,O nur zu einer initialen Abnahme der Fluoreszenz von
“IpFCs. Ahnliche Effekte wurden bei ““PF°PFCs beobachtet. Demgegeniiber erwies sich die
Fluoreszenz von ""PFCs bzw. """*PFCs erheblich robuster gegen die Zugabe von H,0,. Hier
schwankte die MFI um den Ausgangswert und im Vergleich zur Zugabe von H,O zeigte sich
insbesondere in der initialen Phase ein nahezu deckungsgleicher Verlauf mit nur geringfiigigem

Verlust an Fluoreszenzsignal.
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Abbildung 7.7: Einfluss von H,0, auf das Fluoreszenzsignal von PFCs.

Gemessen wurde der Einfluss von H,0, auf das Fluoreszenzsignal von PFCs. Dies wurde durch repetitive
Messungen der Fluoreszenz durchgefiihrt. Fiir die graphische Darstellung wurden alle Messpunkte auf den
Startwert normiert. In den H,O-Kontrollen (graue Linie) konnte nur ein leichter Riickgang in der Fluoreszenz

beobachtet werden. n=3 + SD fiir alle Messungen.

Diese Befunde reflektieren die beobachteten Unterschiede in der MFI nach Aufnahme von “PFCs

bzw. ®PFCs durch J774- und RAW-Zellen (Abb. 7.3+7.4), die bereits eine deutlich hohere
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Suszeptibilitit der “"PFCs zum Verlust der Fluoreszenz nahe legten. Zusammengefasst zeigen diese
Ergebnisse, dass es in Abghdngigkeit vom Fluorophor selbst bei relativ mildem oxidativen Stress
bereits zu einer starken ,Ausbleichung* der Fluoreszenz kommen kann. Dementsprechend ist die oben
beschriebene MFI-Abnahme nach PFC-Internaliserung iiber die Zeit sehr wahrscheinlich auf die
oxidative Zerstorung der Fluoreszenzstruktur in den Lysosomen zuriickzufiihren (siehe hierzu auch

7.1.2.4).

7.1.2 Modulation der Partikelgrof3e

Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass eine Verdnderung der PFC-Partikel-
oberfliche durch PEGylierung die Aufnahme in allen Zelltypen erheblich reduziert. Wie bereits
erwihnt, spielt nicht nur die Oberfldchenbeschaffenheit eine entscheidende Rolle fiir die Aufnahme,
sondern auch die Grofle der verwendeten Emulsion. Daher wurde im nichsten Abschnitt der Einfluss

unterschiedlicher PFC-Durchmesser auf die Aufnahmeeigenschaften der Zellen untersucht.

7.1.2.1 Charakterisierung von PFCs und "“°PFCs unterschiedlicher GroBe

Die Grofle der Emulsionen spielt insbesondere fiir den Mechanismus der Partikelaufnahme in die Zelle
eine wichtige Rolle; da groBenabhidngig unterschiedliche zelluldre Internalisierungswege aktiviert
werden, wie z. B. Phagozytose oder Pinozytose.'” Daher wurden, wie in 6.1.1 Herstellung
verschiedener PFCs beschrieben, Partikel von unterschiedlichem Durchmesser hergestellt. Dies kann
einfach durch Variation des Lipidgehaltes erreicht werden, da mit Verminderung des Emulgators, bei
gleichbleibender Menge an Dispergant, aufgrund des Verhéltnisses von Oberfliche zu Volumen,
Partikel mit groBerem Durchmesser entstehen."”” Dementsprechend wurden PFCs hergestellt, die 20 %
PFCE und 35, 17,5 oder 3,5 mM Lipid enthielten, was zu PartikelgroBen von ca. 100, 150 und 250 nm
fiihrte (siche Abbildung 7.8). Im Rahmen dieser GréBenexperimente sollte auch untersucht werden, ob
der ,stealth-effekt’ einer PEGylierung durch die unterschiedlichen Durchmesser beeinflusst wird. Dazu
wurden diese Partikel iiber Sterol-basierte Post-Insertion (SPIT; 6.1.2.1) mit 5 mol% Cholesterol-
PEGsgp-Methoxyl PEGyliert. Der Einfachheit halber wurden die unterschiedlichen Partikel
anschlieBend nach ihrer niherungsweisen GroBe benannt (‘“’PFCs, "’PFCs, *°PFCs) sowie die
PEGylierte Form jeweils zusitzlich mit einem PEG gekennzeichnet ('°""®°PFCs, '*"PESPECs,
SOPEGPECs). Fiir fluoreszenzbasierte Messungen wurden in die Oberfliche aller Emulsionen zusitzlich

Rhodamin eingefiigt.
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SPIT bezeichnet ein Verfahren, welches sich den spontanen Einbau von Cholesterol in die Lipidhiille
der Emulsionen zunutze macht. Durch Funktionalisierung des Cholesterols mit verschiedenen
Liganden, in diesem Fall einer PEG-Kette, lassen sich sehr einfach und schonend Modifizierungen an
den Emulsionen vornehmen. Der Vorteil dieses Verfahrens ist, dass keine neuen Emulsionenchargen
hergestellt werden miissen und diese daher besser mit den entsprechenden nicht-PEGylierten PFCs
vergleichbar sind. Zunéichst wurden von allen Partikeln mittels PCS der Durchmesser, die
GroBlenverteilung, das ¢-Potenzial sowie, anhand von Fluoreszenz- und MRT-Messungen, die MFI
sowie das '’F-Signal bestimmt. Wie in Abbildung 7.8 zu erkennen, geht die GroBenzunahme mit einem

erhohten PDI und einem negativeren {-Potenzial einher. Interessanterweise fiihrte die PEGylierung bei
allen, aber insbesondere bei den kleineren Partikeln (100+150 nm), zu einem noch negativeren -

Potenzial. Die Fluoreszenzmessungen zeigten bei den *°PFCs erhchte Werte, wohingegen hier der "°F-
Gehalt etwas verringert war. Alles in allem sind aber die verschieden groflen Emulsionen hinsichtlich

GroBe, GroBenverteilung, -Potenzial, Fluoreszenz sowie F-Gehalt durchaus vergleichbar.
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Abbildung 7.8: Charakterisierung der PFCs unterschiedlicher Durchmesser.

Oben: Uber PCS-Messungen wurden die GroBe, GroBenverteilung sowie das C-Potenzial der Emulsionen
gemessen. Unten: Des Weiteren sind die MFI und der Fluorgehalt dargestellt. n=3 £ SD fiir alle Messungen.
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7.1.2.2 Einfluss von Durchmesser und PEGylierung auf die zelluldre PFC-Aufnahme in vitro
Zunéchst wurde die zellulire Aufnahme der hergestellten Emulsionen in vitro — wiederum anhand
CHO-, J774- und RAW-Zellen — iiber einen Zeitraum von 80 Minuten durchflusszytometrisch
untersucht. Da die Fluoreszenzintensititen der Emulsionen unterschiedlich waren, wurden die MFI-
Werte der Zellen auf die zuvor gemessenen Fluoreszenzwerte der Emulsionen normiert. In Abbildung
7.9 sind sowohl die einzelnen Kinetiken (oben) als auch die AUC (unten) aus diesen Experimenten
zusammengestellt. Wie insbesondere aus der unteren Darstellung ersichtlich ist, ergab sich fiir alle
Zelltypen ein einheitliches Bild. Je groBer die Partikel, desto starker wurden sie aufgenommen — dies
gilt insbesondere fiir die *°PFCs. Zwischen den Zelllinien wurden #dhnliche Unterschiede wie zuvor
beobachtet: Die beiden Makrophagenlinien J774 und RAW zeigten durchweg und fiir alle PFC-Groflen
eine deutlich hohere Partikelinkorporation als die CHO-Fibroblasten.
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Abbildung 7.9: Zelluliire Aufnahme von Emulsionen unterschiedlicher Durchmesser in vitro.

Obere Reihe: Durchflusszytometrische Analyse der zelluliren Aufnahme von PFCs mit 100 nm, 150 nm und
250 nm Durchmesser durch CHO-, J774- und RAW-Zellen. Die Fluoreszenzsignale der Zellen wurden auf die
Fluoreszenzwerte der Emulsionen normiert. n = 3 + SD fiir alle Messpunkte. Untere Reihe: Auswertung der

AUC von obiger Aufnahmekinetik (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).
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Im nédchsten Schritt wurden auch die PEGylierten PFCs unterschiedlicher Grofie in die Analyse
miteinbezogen. Obwohl fiir alle Zelltypen und fiir alle PFC-GroBen die Aufnahme durch PEG-
Insertion zumindest tendenziell reduziert werden konnte (Abb. 7.10), ist extrem auffillig, dass die
Unterschiede zwischen PFCs und "™°PFCs gerade im Hinblick auf die groBeren Emulsionen bei

weitem nicht so ausgeprigt waren wie zuvor (vergleiche Abb. 7.9).
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Abbildung 7.10: Zellulire Aufnahme von PEGylierten Emulsionen unterschiedlicher Durchmesser in vitro.

Mittels Durchflusszytometrie bestimmte Aufnahmekinetiken von PFCs (durchgingige Linie) und "““PFCs
(gestrichelte Linie) unterschiedlicher Durchmessser auf CHO-, J774- und RAW-Zellkulturlinien. Darstellung der
AUC zeigt in allen Fillen die stirkste Aufnahme bei den 20pPECs und nur geringen Einfluss der PEGylierung auf

die Signalstirke. n=3 £ SD fiir alle Messpunkte (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).
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Ein Grund hierfiir kdnnte in der PEGylierungsart liegen, da diese Partikel nicht persynthetisch mittels
DSPE-PEG;0, sondern postsynthetisch durch Cholesterol-PEGyg PEGyliert wurden. Daher wurde im
nichsten Schritt eine Titrationsreihe mit verschiedenen PEGylierungsmengen (5 mol%, 25 mol%, 50
mol%, 75 mol%) durchgefiihrt und die zellulire Aufnahme der Partikel durch J774-Zellen sowie
humane Immunzellen iiberpriift. Dazu wurden zunichst die entsprechenden Mengen an Cholesterol-
PEGjp0 mit den jeweiligen PFCs (IOOPF Cs, 150pE Cs, 20pp Cs) iiber Nacht inkubiert. Fiir die
Uberpriifung der Aufnahme wurden die Emulsionen dann fiir 1 Stunde mit den J774-Zellen bzw.
Blutmonozyten bei 37 °C inkubiert und anschliefend die MFI durchflusszytometrisch bestimmt. Wie
in Abbildung 7.11 zu erkennen, wirkte sich der PEGylierungsgrad auf die PFC-Aufnahme fiir die drei
untersuchten Partikelgroen und beide Zelltypen vergleichbar aus. In allen Experimenten fiel die MFI
bei zunehmender Konzentration an PEG (5 mol%, 25 mol%, 50 mol%) kontinuierlich ab und erst ab 75

mol% PEGylierung schwichte sich dieser Effekt ab.
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Abbildung 7.11: Titrationsreihe der PEGylierung von Emulsionen unterschiedlichen Durchmessers.

Durchflusszytometrische Messungen der Aufnahme verschieden stark PEGylierter PFCS in J774-Zellen und
humane Monozyten. n = 3 + SD fiir alle Messpunkte.

Im nédchsten Schritt sollte iiberpriift werden, ob sich dieser Effekt auf die zellulire PFC-Aufnahme
auch mittels '"F-MRT nachweisen lisst. Dazu wurden J774-Zellen 24 Stunden mit den PFCs
unterschiedlicher GroBe (jeweils mit 5 bzw. 75 mol% PEG) inkubiert, sorgfiltig gewaschen um freie
PFCs zu entfernen, mittels Dichtegradient aufgetrennt und anschlieBend der '"F-Gehalt im MRT
gemessen. In Abbildung 7.12 sind links MRT-Bilder von 15-ml-Falconréhrchen dargestellt, bei denen
das '"H-Signal in Grautonen und das iiberlagerte '’F-Signal in den Zellen in gelb/rot dargestellt ist. Die
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Ficoll-Phase im unteren Teil des Rohrchens ist deutlich dunkler als die liberschichtete wéssrige Phase.
Die Zellen befinden sich jeweils an der Grenze zwischen Ficoll- und wissriger Phase, auf der auch die
"F-Signale zu registrieren sind. Wie klar zu erkennen, sind die erhaltenen Ergebnisse absolut
konsistent zu obigen Fluoreszenz-Daten. Auch hier zeigte sich ein groflenabhiangiger Anstieg der PFC-

Aufnahme, die mit zunehmendem PEGylierungsgrad massiv reduziert werden konnte.
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Abbildung 7.12: Zellulire Aufnahme von PFCs und "°PFCs unterschiedlichen Durchmessers in vitro.

Dargestellt sind die Messungen von J774-Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit PFCs unterschiedlicher
GrofBe sowie unterschiedlicher PEGylierungsmenge. Es konnte mit steigender Menge an PEG eine verringertes
Signal in den Zellen gemessen werden. n=3 + SD fiir alle Messpunkte (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).

Insgesamt demonstrieren diese Ergebnisse eindeutig, dass der ,stealth-effekt’ durch Erhohung der

PEG-Konzentration auf der PFC-Oberflache stark verbessert werden kann.

7.1.2.3 Untersuchung der PFC-Aufnahme durch humane Immunzellen ex vivo

Zum Abschluss dieser Untersuchungsreihe wurden die an den immortalisierten Zelllinien in vitro
beobachteten Grofleneffekte noch an primidren humanen Immunzellen ex vivo iiberpriift. Da in den
vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, dass die mittels SPIT PEGylierten Emulsionen bei
Verwendung von 75 mol% die starksten Abschirmungseffekte aufweisen, wurden die Immunzellen in

den nachfolgenden Experimenten mit 75 mol% PEGylierten PFCs inkubiert.
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Wie in Abbildung 7.13 dargestellt, ergab sich auch fiir die humanen Zellpopulationen ein &hnliches
Bild wie zuvor. In allen Zelltypen erfolgte eine erhohte PFC-Aufnahme mit ansteigender Partikelgrofe,
die durch PEGylierung jeweils signifikant gehemmt werden konnte. Interessanterweise wurde auch
hier zum Teil ein transienter Verlauf des MFI-Signal beobachtet — insbesondere bei den Granulozyten.
Da diese Zellpopulation iiber ein effizientes Katalysesystem von Oxidationsprozessen verfiigt, ist
dieser Effekt sicherlich wiederum auf die Zerstérung der fluorophoren Strukturen nach Internaliserung

ins Lysosom zuriickzufiihren.
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Abbildung 7.13: Zelluliire Aufnahme von PEGylierten Emulsionen unterschiedlicher Durchmesser ex vivo.

Gezeigt ist die Aufnahme von PFCs und "“°PFCs unterschiedlicher GroBe in humane Immunzellen. Es kann mit
steigender GrofBe ein Zuwachs an Signal in sémtlichen Immunzellfraktionen festgestellt werden. Ebenso mindert
eine 75 mol% PEGylierung in allen Féllen das Signal deutlich. Die Achsen weisen zwischen den Grdflen
unterschiedliche Skalierungen auf. n =3 £ SD fiir alle Messpunkte (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001).
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Insgesamt demonstrieren diese Ergebnisse jedoch eindeutig, dass die zelluldre PFC-Aufnahme umso
stirker ausfallt, je groBer die Partikel sind und der ,stealth-effekt* durch Erhéhung der PEG-
Konzentration auf der PFC-Oberfliche stark verbessert werden kann (zumindest in den hier

untersuchten Groflen- und Konzentrationsbereichen).

7.1.2.4 Auswirkung der PFC-Modifikation auf Inflammationsbildgebung und Gewebeverteilung
in vivo

Nach den detaillierten Untersuchungen in Zellkultur bzw. an isolierten Immunzellen wurden die
modifizierten PFCs in einem letzten Schritt hinsichtlich ihres in vivo Verhaltens charakterisiert. Von
besonderem Interesse war dabei ihre Eignung fiir die Enziindungsbildgebung mittels '’F-MRT, aber

auch ihre Ausscheidungs- und Aufnahmekinetik aus dem Blut bzw. ins retikuloendotheliale System.

Als einfaches Entziindungsmodell wurde das in unserer Arbeitgruppe entwickelte Matrigel/LPS-
System verwendet. Hierfiir wird fliissiges Matrigel mit LPS dotiert und in den Nacken einer Maus
injiziert, wo es bei Korpertemperatur ein kompaktes LPS-Depot bildet, was innerhalb von 24 Stunden
insbesondere zur Rekrutierung neutrophiler Granulozyten fiihrt.”' Dementsprechend wurden 24
Stunden nach Implantation des Matrigels die verschiedenen PFCs in separaten Experimenten
intravends injiziert und die Mause nach weiteren 24 Stunden 'H/'’F-MRT Messungen unterworfen.
Das implantierte Matrigel lisst sich anhand T2-gewichteter 'H-MR-Bilder leicht als helle Struktur im
Nackenbereich der Maus identifizieren (Abbildung 7.14 A+B). In anatomisch korrespondierenden '°F-
MR-Bildern konnten dann deutliche '°F-Signale in und um das Matrigel herum detektiert werden, die
aber hier tliberraschenderweise mit zunehmender GroBe der PFCs abnahmen und auch nur geringfiigig

durch PEGylierung reduziert wurden (Abbildung 7.14 B+C).

Zur Klérung dieser unerwarteten Ergebnisse wurde zunéchst in parallel durchgefiihrten Experimenten
die Halbwertszeiten der verschiedenen PFCs im Blut sowie ihre Einwaschkinetiken in Milz und Leber
untersucht. Hierfiir wurden den Méusen die entsprechenden Emulsionen (wOPF Cs, 150pE Cs, 250PFCS)
intravenos verabreicht und anschlieBend das '’F-Signal in Blut, Leber und Milz zu bestimmten
Zeitpunkten nach Injektion (1, 3, 6, 24 Stunden) quantifiziert (Abbildung 7.14, D). Dabei zeigte sich,
dass die PFCs mit zunehmender Gréf3e deutlich schneller aus dem Blutstrom eliminiert werden und
dementsprechend frither in Leber und Milz akkumulieren. Bereits zum ersten Messzeitpunkt (1 Stunde
nach PFC-Gabe) fand sich im Blut fiir *°PFCs nur ca. % des ’F-Signals verglichen mit dem fiir die

'"pECs und parallel dazu jeweils doppelt so viel in den beiden retikuloendothelialen Organen.
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Offenbar ist die verstirkte Kompetition von Leber und Milz um die PFC-Aufnahme eine unerwiinschte

Begleiterscheinung bei VergroBerung des Partikeldurchmessers.
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Abbildung 7.14: In vivo Aufnahme von PFCs mit unterschiedlichem Durchmesser.

A + B) '"H/F-MRT der Entziindung im Matrigel/LPS Modell. 50 pl Matrigel mit 50 ug LPS wurde subkutan in
den Nackenbereich von Méusen injiziert, um eine lokale Entziindungsreaktion auszulésen. Nach 24 Stunden
wurden PFCs mit unterschiedlichem Durchmesser i.v. injiziert und weitere 24 Stunden 'H/'’F-MRT-Messungen
durchgefiihrt. Das implantierte Matrigel lisst sich deutlich als helle Struktur in der T2-gewichteten 'H-MRT
darstellen (links, sagitalles Bild; gelber Pfeil). Die Bestimmung des F-Signals im Matrigel erfolgte aus axialen
Schichten iiber den kompletten Matrigelbereich. n=3 + SD fiir alle Messpunkte. C) Auswertung der AUC (area
under the curve) der "F-Messungen im Matrigel nach Injektionen der PFCs unterschiedlicher GroBe. Erkennbar
ist die mit der Grofenzunahme einhergehende Abnahme des F-Signals, unabhingig von einer PEGylierung.
n=3 £ SD fiir alle Messpunkte. D) Ein- und Auswaschkinetiken der PFCs unterschiedlicher Grof3e. Erkennbar ist
die Abnahme des '’F-Signals iiber die 24 Stunden hinweg aus dem Blut, wobei dies mit zunehmender GroBe
umso schneller von statten geht. Parallel dazu kommt es zu einem Einwaschen in Leber und Milz. Hier weisen
die '"°PFCs deutlich geringere Signale auf als *’PFCs und *°PFCs. n=3 + SD fiir alle Messpunkte.
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Um zu iiberpriifen, ob dabei iiberhaupt noch eine effektive Immunzellbeladung erfolgt, wurden die
Y0pECs, °PFCs bzw. *°PFCs erneut intravends injiziert, nach 1 Stunde Blutproben entnommen und
die Aufnahme in Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Wie aus Abbildung 7.15 A ersichtlich, ergab sich dabei im Wesentlichen das bereits
bekannte Bild: Mit steigendem Durchmesser der Emulsionen geht auch in vivo eine verstirkte PFC-
Aufnahme in alle untersuchten Immunzellfraktionen einher, fithrt aber nicht zur Anreicherung der

PFCs in einer bestimmten Zellart.

Im nichsten Schritt wurde die PFC-Beladung der in das Matrigel eingewanderten Zellen untersucht.
Hierfiir wurden die implantierten Matrigele aus den Méusen herauspripariert, die Zellen aus dem
Matrigel isoliert (siche 6.4.2.3) und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Um den zuvor
beschriebenen Verlust des Fluoreszenzsignals (7.1.1.4) moglichst gering zu halten, wurden die
Matrigele bereits 12 Stunden nach Injektion der verschiedenen Emulsion entnommen. Da zu diesem
Zeitpunkt hauptsédchlich neutrophile Granulozyten in das Matrigel einwandern, wurde auch nur diese
Immunzellfraktion untersucht. Allerdings waren die dabei detektierten MFI-Werte trotz des fritheren
Explantationszeitpunktes extrem niedrig und es lieBen sich zwischen den verschiedenen Emulsions-
groBBen keine deutlichen Unterschiede ausmachen (Abb. 7.15 B). Um auszuschlieBen, dass bereits in
das Matrigel infiltrierte Granulozyten ein anderes Verhalten hinsichtlich der PFC-Aufnahme
aufweisen, wurden zudem Granulozyten aus dem Matrigel isoliert, ex vivo mit den PFCs
unterschiedlichen Durchmessers inkubiert und deren Aufnahmekinetik iiber 80 Minuten
durchflusszytometrisch ermittelt (Abbildung 7.15 C). Dabei ergaben sich jedoch ganz dhnliche

Zeitverliufe wie in Abb. 13 links mit der stirksten Aufnahme von *°PFCs.

Zusammengefasst zeigen diese Experimente, dass unter in vivo Bedingungen die VergroBerung des
Partikeldurchmessers von einer verstarkten Kompetition zwischen Immun- und anderen Zelltypen (z.
B. in Milz und Leber) um die PFC-Aufnahme begleitet wird. Es erfolgt zwar dennoch eine Beladung
der zirkulierenden Immunzellen, aber das hierfiir zu Verfiigung stehende Zeitfenster wird duch die
verkiirzte Verweilzeit der groBeren Partikel im Blut deutlich reduziert. Ob dies auch zugleich der
Grund fir die geringere PFC-Akkumulation im Entziindungsherd (Abb. 7.14 B+C) ist, miissen

weiterfiihrende Untersuchungen zeigen.
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Abbildung 7.15: In vivo und ex vivo Aufnahme von PFCs durch Immunzellen im Matrigel/LPS-Modell.

A) In vivo Aufnahme von PFCs mit unterschiedlichem Durchmesser in murine Immunzellen aus dem Blut. Die
Zellen wurden 1 Stunde nach Injektion aus den Méiusen isoliert und anschlieBend durchflusszytometrisch
untersucht. Bei allen drei Immunzellfraktionen konnte mit steigender Grofie eine Zunahme im Fluoreszenzsignal
festgestellt werden; n=3 + SD. B) Matrigel mit 50 pg LPS wurde s.c. implantiert, 24 Stunden spéter PFCs
injiziert und nach weiteren 12 Stunden das Matrigel entnommen, die Zellen isoliert und durchflusszytometrisch
beziiglich der PFC-Aufnahme untersucht. Die Daten sind MW+SD fiir n=4. C) Isolation von neutrophilen
Granulozyten aus dem Matrigel und anschlieBende ex vivo Inkubation mit den entsprechenden PFCs iiber 80
Minuten. Die Zellen wurden anschlieend durchflusszytometrisch analysiert (links). Links: Zeitkinetik, rechts:

AUC (area under the curve); MW=SD, n=>5 fiir alle Messpunkte.
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7.2 Markierung bestimmter Zellpopulationen iiber das aktive Targeting von PFCs
Nachdem im ersten Teil der Arbeit kritische Determinanten der PFC-Aufnahme untersucht worden
sind, behandelt der zweite Teil das aktive Targeting von distinkten Zellpopulationen. Das bislang
iibliche Zelltargeting iiber Antikérper wirft oftmals Probleme auf, da hierdurch Immunreaktionen
hervorgerufen werden konnen und nur in seltenen Fillen bindet ein Antikoérper ausschlieBlich eine
einzige Zellpopulation. Oftmals ist das Antigen auf mehreren verschiedenen Zelltypen in
unterschiedlich starker Expression vorhanden, was die Spezifitit deutlich vermindert und die
Interpretation der Daten erschwert. Um diese Schwierigkeiten zu minimieren, wurden zwei alternative
Systeme etabliert: Zum einen wurde mittels eines Peptids das spezifische Targeting von humanen
Granulozyten untersucht. Zum anderen wurde ein synthetisches Rezeptorsystem entwickelt, welches

iiber GFP spezifisch Zellen ansteuern kann.

7.2.1 Aktives Targeting von humanen neutrophilen Granulozyten

In einem ersten Ansatz sollte zundchst ein spezifisches Targeting fiir neutrophile Granulozyten
etabliert werden. Neutrophile Granulozyten spielen insbesondere in der akuten Phase des
Myokardinfarkts eine entscheidende Rolle, wobei sie in diesem initialen Stadium den spéteren
Heilungsverlauf mafgeblich mitbestimmen. Daher wire es sowohl fiir die Grundlagenforschung als
auch die klinische Diagnostik von groBem Interesse das Infiltrations- und Migrationsverhalten dieser
Zellpopulation in der Frithphase nach Myokardinfarkt zu verfolgen."**'** Zur spezifischen Ansteuerug
der neutrophilen Granulozyten haben wir auf Peptide zuriickgegriffen, deren Sequenz 1991 von
Mazzucchelli et al. mittels eines Phagendisplays identifiziert wurden."”* Peptide haben den Vorteil,
dass sie sehr klein sind und aufgrund des fehlenden F.-Teils, wie es bei Antikorpern der Fall ist, zu
keiner Komplementaktivierung fiihren. Fiir unsere Zwecke haben wir dieses Peptid zusétzlich mit
einem N-terminalen Carboxyfluorescein fiir fluoreszenzbasierte Messungen sowie einem C-terminalen

Cystein fiir Kopplungsreaktionen ergénzt (Abbildung 7.16).
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A) B)
Cystein fiir Kopplungsreaktionen

NG1l: FAM-FGPNLTGRW-GGG-C
NG2: FAM — DLVTSKLQV -GGG - C

NGC: FAM-KQLSEMVTD-GGG-C
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Abbildung 7.16: Ubersicht iiber die verwendeten Peptide.

C

A) Schematische Darstellung des NG2-Peptides, welches fiir das aktive Targeting der humanen neutrophilen
Granulozyten verwendet wurde. Dargestellt ist das eingefiigte Carboxyfluorescein fiir durchflusszytometrischen
Analysen, die eigentliche Peptidsequenz, eine Linkersequenz bestehend aus drei Glycinen und einem Cystein fiir
Kopplungsreaktionen. B) Auflistung der verwendeten Peptide mit der genauen Peptidsequenz.

7.2.1.1 Bindung von NG2 an neutrophile Granulozyten

In einem ersten Schritt wurde tiberpriift, ob die vorgenommene Modifikation an den Peptidsequenzen
deren Bindungseigenschaften an neutrophile Granulozyten beeinflusst. Dafiir wurden isolierte
Immunzellen fiir 30 Minuten mit 1 pg/ml des entsprechenden Peptides bei 4 °C inkubiert und nach 2x
Waschen die Bindung des Peptides an die verschiedenen Immunzellfraktionen (Granulozyten,
Lymphozyten, Monozyten) durchflusszytometrisch analysiert. Dies wurde sowohl an humanen
Blutproben, als auch an Proben von Maus, Ratte und Schwein durchgefiihrt. Drei verschiedene Peptide
wurden verwendet: NG1, welches nach Stand der Literatur an alle neutrophilen Granulozyten binden
sollte; NG2, welches eine Subpopulation der neutrophilen Granulozyten binden sollte und schlie8lich
NGC als Kontrollpeptid."** Abbildung 7.17 zeigt zusammenfassend die Daten, die fiir die humanen
Proben gewonnen wurden. Im Histogramm sind in schwarz ungefarbte Zellen dargestellt, in grau die
mit dem jeweiligen Peptid inkubierten Zellen. Wie klar ersichtlich, konnte bei Verwendung von NG1
bei keiner der groBen Leukozytenpopulationen (Granulozyten, Monozyten, Lymphozyten) ecine
Bindung ausgemacht werden (Abbildung 7.17, obere Reihe). Bei Inkubation mit NG2 zeigte sich bei
einem Teil der Granulozyten ein starkes Signal, bei den Monozyten und Lymphozyten konnte
hingegen kein Signal ausgemacht werden (Abbildung 7.17, mittlere Reihe). NGC fiihrte bei Inkubation
mit humanen Immunzellen zu keiner Bindung, weder bei den Granulozyten, noch bei den Monozyten
oder Lymphozyten (Abbildung 7.17, untere Reihe). Bei Untersuchung anderer Spezies (Maus,

Schwein, Ratte) konnte fiir keines der Peptide bei keiner Immunzellfraktion ein Signal ausgemacht
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werden (Daten nicht gezeigt). Somit bindet nur NG2 an ca. 50-60% der humanen neutrophilen
Granulozyten, wihrend NG1 offenbar duch Modifikation der Aminoséuresequenz seine

Bindungseigenschaften fiir diese Zellpopulation verloren hat.
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Abbildung 7.17: Spezifititstest der Peptide fiir humane Granulozyten.
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Die Spezifitit der Peptide hinsichtlich humaner neutrophiler Granulozyten wurde mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Verwendet wurden drei unterschiedliche Peptide. NG1 sollte alle Granulozyten binden, weist aber
nach der Modifizierung keine Spezifitdt mehr auf. NG2 sollte eine Teilpopulation der Granulozyten binden, was
hier auch beobachtet werden konnte. Als Kontrolle wurde ein Peptid mit fast denselben Aminosduren aber
permutierter Sequenz verwendet, welches ebenfalls keine Bindung gegeniiber den Leukozyten aufweist; n=3—6 +
SD fiir alle Messpunkte.

7.2.1.1.1 Bindungsnachweis von NG2 an humane Granulozyten nach Myokardinfarkt
Im Zuge einer Immunzellaktivierung kommt es zu einer deutlich verdnderten Oberfldchenexpression
von Rezeptoren, die Einfluss auf die Bindungseigenschaften von NG2 nehmen kann. Daher wurde

daraufhin die Bindung des NG2 in Blutproben von Patienten 12-24 Stunden nach einem ST-
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Hebungsinfarkt (STEMI = ST-elevated myocardial infarction) untersucht, der bekanntermalen zu
einer massiven Aktivierung von Immunzellen fiihrt. Dabei konnte ein mehr als doppelt so starkes
Fluoreszenzsignal als in gesunden Kontrollen detektiert werden (Abbildung 7.18 A).
Interessanterweise wurde bei der absoluten Zellzahl, die positiv fiir das Peptid ist, kein Unterschied
zwischen gesunden und Myokardinfarktproben festgestellt. Bei beiden Gruppen banden ca. 50% der
Granulozyten das Peptid (Abbildung 7.18 B).

Um zu untermauern, dass die verstirkte Bindung des Peptids an Granulozyten von Infarktpatienten auf
deren Aktivierung zuriickzufiihren ist, wurden in separaten Experimenten Granulozyten von gesunden
Probanden mit 1 pg/ml LPS fiir 1 Stunde bei 37 °C aktiviert und anschlieend mit 1 pg/ml des Peptids
inkubiert. Als Kontrolle dienten Granulozyten desselben Donors ohne LPS-Aktivierung. Anschlie3end
wurde die MFI und die Anzahl positiver Zellen fiir das Peptid durchflusszytometrisch analysiert.
Normiert man die MFI der mit LPS aktivierten Granulozyten auf die Kontrollgranulozyten, zeigt sich
im Mittel eine Erhohung der MFI um 1,5 (Abbildung 7.18 C) — also vom Ausmal deutlich unter dem
STEMI-Eftekt.
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Abbildung 7.18: Bindung der Peptide an neutrophile Granulozyten von gesunden und STEMI Patienten.

Die Bindung des NG2 Peptids wurde auf humanen neutrophilen Granulozyten gesunder Donoren und Patienten
nach einem STEMI (ST-elevated myocardial infarction) tiberpriift. A) Bei der MFT ldsst sich ein Anstieg nach
Myokardinfarkt messen; n=6-9 + SD fiir alle Messpunkte. B) Hingegen konnte bei der Anzahl positiver Zellen
fir das Peptid kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen ausgemacht werden; n=6-9 + SD fiir alle
Messpunkte. C) Aktiviert man Granulozyten gesunder Donoren fiir 1 Stunde bei 37 °C mit 1 pg/ml LPS und
misst anschlieend die MFI, zeigt sich eine um etwa 1,5 erhohte MFI im Vergleich zu Granulozyten desselben
Donors ohne LPS; n=6 + SD fiir alle Messpunkte; *** = p<0,001.

7.2.1.1.2 Internalisierungsnachweis von NG2 in humane Granulozyten nach STEMI
Ein wichtiges Kriterium fiir ein aktives Targeting von Zellen ist die nachfolgende Internalisierung des

Rezeptors, um so sicherzustellen, dass die cingesetzten Kontrastmittel in die Zelle aufgenommen
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werden und nicht im Laufe der Zeit durch die Scherkdfte im Blut wieder abgelost werden. Daher
wurde nach dem Nachweis der Bindung zusitzlich noch die Internalisierung der Peptide {iberpriift.
Dazu wurde das NG2-Peptid an einen Farbstoff gekoppelt (nH-Rodo Red), dessen Fluoreszenz mit
sinkendem pH-Wert stark zunimmt (siehe 6.3.2.4), um zu verfolgen, ob eine Aufnahme in saure
Membrankompartimente, wie Endosom oder Lysosom, und somit eine Internalisierung erfolgt. Hierzu
wurden isolierte Granulozyten von STEMI-Patienten zunichst bei 4° und 37 °C fiir 30 Minuten
vorinkubiert, das NG2-pH-Rodo hinzugefiigt und in definierten Zeitabstinden die MFI
durchflusszytometrisch ermittelt. Wie aus Abbildung 7.19 A ersichtlich ist, konnte bei 37 °C ein
kontinuierlich zunehmendes Signal iiber die 60 Minuten ausgemacht werden (durchgingige Linie),
wohingegen bei 4 °C nur ein leichter, initialer Anstieg der MFI zu verzeichnen war, die darauthin eher
dazu tendierte leicht abzunehmen (gestrichelte Linie). Die Bestimmung der area-under-the-curve
macht die Unterschiede zwischen der 4 und 37 °C Inkubation noch deutlicher und ergab signifikant
mehr Signal bei 37 °C (Abbildung 7.19 B), was eindeutig fiir eine energiecabhingige Internaliserung

des gesamten Konstrukts spricht.
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Abbildung 7.19: Internalisierungsnachweis mittels pH-Rodo Farbung.

A) Aufnahmekinetik von NG2, gekoppelt an pH-Rodo, in humane neutrophile Granulozyten bei 4 °C und 37 °C.
Es lasst sich ein linearer Anstieg bei 37 °C verzeichnen (durchgezogene Linie), wohingegen bei der 4 °C
Kontrolle nur initial ein schwacher Signalanstieg beobachtet wird (gestrichelte Linie). B) Die Auswertung der
AUC zeigt signifikante Unterschiede zwischen der 4° und 37 °C Aufnahme der Peptide; n=9 + SD fiir alle
Messpunkte; *** = p<(0,001

7.2.1.2 Identifizierung des Bindepartners von NG2

Wie bereits erwéhnt, bindet das NG2 nur an ca. 50 % der Granulozyten, unabhéngig, ob es sich um das
Blut gesunder Probanden oder Proben nach einem Myokardinfarkt handelt. Um diese Subpopulation
niher zu charakteriseren, sollte im nichsten Schritt der Bindepartner des Peptids auf diesen Zellen
identifiziert werden. Herfiir wurde ein kommerzielles Verfahren verwendet, das Liganden-Rezeptor-
Targeting (LRC), das speziell dazu entwickelt wurde, um unbekannte Rezeptoren von Peptiden,
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Antikérpern oder dhnlichen Strukturen auf Zellen zu identifizieren. Kernelement ist das TriCeps™™, das
aus einer NHS-, einer Hydrazid- und einer Biotin-Gruppe besteht. Die NHS-Gruppe dient zur
Verbindung des Peptids iiber ein primdres Amin (Abbildung 7.20 A). Bei Inkubation der Zellen mit
dem gebildeten Komplex, bindet neben dem eigentlichen Peptid auch die Hydrazidgruppe und sorgt fiir
eine verstirkte Assoziation an die Oberflachenproteine. Nach anschlieBender Zelllyse lassen sich die
gebundenen Proteine iiber die Biotingruppe aufreinigen und durch Massenspektrometrie (MS)
analysieren. Neben dem NG2-Peptid wurde noch ein weiteres Peptid mit gleicher Sequenz verwendet,
bei dem aber in der Linkerregion eines der drei Glycine gegen ein Lysin ausgetauscht wurde (GGG
bzw. GKG). Dieses beeinhaltet eine freie Aminogruppe und soll so die Kopplungseffizienz an das
TriCeps™ erhohen. Als Negativkontrolle wurde statt der Peptide Transferrin an das TriCeps™
gebunden. Die analysierten MS-Daten sind in Abbildung 7.20 B in Form eines volcano plot dargestellt,
wobei auf der X-Achse die Anreicherung der identifizierten Proteine und auf der Y-Achse der p-Wert
des jeweiligen Proteins angegeben ist. Dabei konnte fiir beide Peptide CD177 als wahrscheinlichster
Bindekandidat identifiziert werden. Demgegeniiber konnte bei einem Vergleich beider Peptide kein

Protein erkannt werden (Abbildung 7.20 B rechts).

Um CD177 als Bindepartner des NG2 zu validieren, wurden darauthin humane neutrophile
Granulozyten sowohl mit dem Peptid, als auch mit einem CD177-Antikorper fiir 30 Minuten bei 4 °C
inkubiert und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie untersucht. Alle NG2'-Granulozyten zeigten
auch eine Farbung gegen CD177, wohingegen die NG2'-Population dementsprechend kein CD177-
Signal aufwies. Als weitere Kontrolle wurde Blut von einem Spender verwendet, von dem bekannt
war, dass dessen Granulozyten kein NG2 binden. Hier konnte ebenfalls keine Bindung des CD177-
Antikorpers festgestellt werden (Abbildung 7.20 C).
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Abbildung 7.20: Identifikation des NG2-Bindepartners auf humanen neutrophilen Granulozyten.

A) Die Identifikation des Bindepartners von NG2 wurde in Kooperation mit DualsystemsBiotech vorgenommen.
Die Peptide (NG2 mit GGG Spacer; NG2 mit GKG Spacer) wurden iiber eine NHS-Gruppe an TriCeps ™
gekoppelt und anschlieBend mit isolierten humanen Granulozyten inkubiert. Das Hydrazid des TriCeps™ sorgt
fiir eine verstirkte Bindung an die Oberflachenproteine. AnschlieBend kann die Probe iiber die Biotingruppe des
TriCeps™ aufgereinigt und die potenziellen Bindepartner mittels Massenspektrometrie (MS) identifiziert
werden. B) Gezeigt sind die MS-Analysen in einem volcano plot. Die Anreicherung der Proteine ist auf der X-
Achse angegeben, die p-Werte der angereicherten Proteine auf der Y-Achse. Es wurden beide Peptide mit der
Transferrinkontrolle verglichen, wobei sich als wahrscheinlichster Kandidat CD177 ergab. Beim Vergleich der
beiden Peptide miteinander konnte kein einziges Protein identifiziert werden. C) Zur Validierung der MS-Daten
wurden durchflusszytometrische Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden humane neutrophile Granulozyten mit
NG2 und einem CD177 Antikdrper bei 4 °C fiir 30 Minuten inkubiert und anschlieBend gemessen. Dabei konnte
bei der NG2'-Population auch eine CD177-Expression gemessen werden, wohingegen bei der NG2-Population
auch kein CD177 zu messen war. Bei Verwendung eines Donors ohne Peptidbindung konnte ebenfalls keine
CD177-Expression festgestellt werden.
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7.2.1.3 Herstellung und Charakterisierung von ~“*PFCs

Da das eigentliche Ziel des Zelltargetings die Detektion mittels '’F-MRT ist, wurde im néchsten Schritt
NG2, sowie als Kontrollpeptid NGC an M'PFCs gekoppelt (siche 6.1.2.4). Wie oben dargestellt (Abb.
7.16) wurden die Peptide mit einem Cystein ausgestattet, dessen freie Sulthydrylgruppe unter Reaktion
mit Maleimid zur Kopplung an die Emulsion genutzt wurde. Die anschlieende Charakterisierung der
gebildeten N“*PFCs und N9“PFCs ergab vergleichbare GroBen und GroBenverteilungen auch im
Hinblick auf ungekoppelte M*PFCs (Abbildung 7.21). Das -Potenzial nahm bei beiden Peptid-
gekoppelten Emulsionen im Vergleich zu den Ausgangs-PFCs leicht ab. Wie anhand der IVIS
Messungen zu erkennen ist, kam es nach Kopplung und Aufreinigung der "““PFCs und N*PFCs nur zu
einem leichten Verlust des Rhodaminsignals, dafiir aber — aufgrund der iiber die Petide eingefiihrten
Cfl-Gruppe — erwartungsgemdll zu einem deutlich erhdhten FITC-Signal. Auch beim Fluorgehalt

konnte zwischen den N*PFCs und Y““PFCs kein groBer Unterschied ausgemacht werden.
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Abbildung 7.21: Charakterisierung der ~“*PFCs und “““PFCs.

Charakterisierung der MaAPECs, sowie der N?PFCs und N°°PFCs: Gemessen wurde die MFI, der Fluorgehalt,
sowie Durchmesser, GroBenverteilung und das {-Potenzials; n=6 + SD fiir alle Messpunkte.

Zur Bestimmung des Liposomenanteils wurden erneut in Kooperation mit Wolfgang Kramer
(Pharmazeutische Technologie Freiburg) Kryo-TEM-Aufnahmen von N“PFCs und N°’PFCs erstellt.
Wie bereits in 7.1.1.1 dargestellt, lassen sich hier leere Liposomen leicht von Emulsionspartikeln
unterschieden (Liposomen hell, Emulsionen dunkel), wodurch auf den Verunreinigungsgrad
riickgeschlossen werden kann. Wie in Abbildung 7.22 zu erkennen, konnten sowohl in der "““PFCs als

auch der "**PFCs nur ein sehr geringer Anteil an Liposomen ausgemacht werden (rote Pfeile).
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Abbildung 7.22: Kryo-TEM-Aufnahmen der ~*“PFCs und ~“*PFCs.

Es konnte nur ein sehr geringer Anteil an Liposomen in beiden Préparationen festgestellt werden (rote Pfeile).

7.2.1.4 Aufnahme der “*PFCs in humane neutrophile Granulozyten
Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass das freie Peptid NG2 spezifisch einen Teil
der humanen neutrophilen Granulozyten bindet und darauthin internalisiert wird. Im Folgenden wurde

nun die Bindung und Aufnahme von Y*PFCs in humane Granulozyten untersucht.

7.2.1.4.1 Nachweis der Aufnahme von “**PFCs mittels Durchflusszytometrie

Zunichst wurde die Aufnahmekinetik der N**PFCs in frisch isolierte Immunzellen mittels Durchfluss-
zytometrie bestimmt (siehe 6.3.3.1): Die Zellen wurden dafiir in 1 ml DMEM mit 10 pl der “**PFCs
oder N9“PFCs bei 4 bzw. 37 °C inkubiert und anschlieBend zu definierten Zeitpunkten die Rhodamin-
bzw. FITC-Fluoreszenz in Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten bestimmt.
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Abbildung 7.23: Aufnahme von “**PFCs in humane neutrophile Granulozyten.

A) Durchflusszytometrische Analysen der Aufnahmekinetik von "-PFCs und "*“PFCs in humane neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten. Die Immunzellen wurden mittels Erythrozytenlyse isoliert und
anschlieBend mit den N*PFCs bei 37 °C (rot) bzw. 4 °C (blau) und mit den N*“PFCs bei 37 °C (grau) iiber 80
Minuten hinweg inkubiert, wobei zu bestimmten Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) eine Probe
abgenommen und die Aufnahme der Emulsionen durchflusszytometrisch analysiert wurde. B) Auswertung der
AUC (Area-under-the-curve). Dabei lassen sich deutliche Unterschiede zwischen den Granulozyten inkubiert mit
den N*PFCs bei 37 °C sowie 4 °C ausmachen. Ebenso zeigen sich starke Unterschiede bei Verwendung der

NGCPECs. Zudem zeigen die Granulozyten deutlich mehr Signal bei der N““PFC-Inkubation verglichen mit den
Monozyten; n=8-9 + SD fiir die 37 °C Messungen; n=3 + SD fiir die 4 °C Messungen; * = p<0.05; ** = p<0,01.

Erhoffterweise fiihrte dabei die Inkubation von neutrophilen Granulozyten mit "“*PFCs bei 37 °C zu
einer starken Partikelaufnahme, wie aus der asymptotischen Steigerung des FITC-Signals und des eher

linear zunehmenden Rhodamin-Signals zu erkennen ist. Demgegeniiber resultierte die Exposition
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dieser Zellen bei 4 °C zwar in einer initialen Oberflaichenbindung (deutliche FITC-Zunahme), die aber
keine nennenswerten Internaliserung zur Folge hatte (stabiles FITC- und Rhodamin-Signal im weiteren
Beobachtungszeitraum; Abb. 7. 23, links). Auch die Inkubation mit NGCPECs bewirkte ganz dhnliche
Effekte wie N“*PFCs bei 4 °C, sowohl beim FITC als auch beim Rhodamin, die auf keine substantielle
Inkorporation dieser Kontrollemulsion hindeutete. Im Vergleich dazu zeigten Monozyten (Abb. 7.23,
Mitte) eine deutlich langsamere und auch geringere Aufnahme von N*PECs bei 37 °C, die etwa ein
Drittel des Granulozytenwerts entsprach und sich durch Temperatursenkung auf 4 °C fast vollig
unterdriicken lieB. Da N“PFCs ein fast deckungsgleiches Aufnahmemuster wie "*-PFCs bei 37 °C
aufwiesen, ist die Partikelinkorporation hier in beiden Fillen offenbar auf unspezifische Phagozytose
durch die Monozyten zuriickzufiihren. Demgegeniiber war bei Lymphozyten fiir alle Emulsionen bei

beiden Temperaturen nur eine marginale Aufnahme zu beobachten (Abb. 7.23, rechts).

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die oben beschriebene stirkere Bindung des NG2 an
Granulozyten von Patienten nach Myokardinfarkt (Abb. 7.18), auch zu einer erhdhten Aufnahme von
NG2pECs fijhrt. Hierzu wurden wiederum Immunzellen von STEMI-Patienten mit denen gesunder
Probanden verglichen. Wie aus Abbildung 7.24 ersichtlich ist, zeigten die Granulozyten der STEMI-
Patienten bei Inkubation mit "**PFCs eine nahezu lineare Zunahme der MFI (blaue Linie), die die
Werte gesunder Spender (rote Linie) zu jedem Zeitpunkt deutlich iiberstieg und am Ende fast um
Faktor 3 hoher war. Hingegen konnte bei Verwendung der "“PFCs in beiden Gruppen so gut wie
keine PFC-Internalisierung detektiert werden (blau/rot gestrichelte Linien). Auch hier lie3 sich bei den
Monozyten eine gewisse Aufnahme von ““*PFCs und “°“PFCs beobachten, die zum einen aber
deutlich geringer war als bei den Granulozyten und zum anderen in beiden Gruppen dhnlich ausfiel,
d.h. dass der Infarkt zu diesem frithen Zeitpunkt (12-24 Stunden post STEMI) offenbar noch keine
Auswirkungen auf die Phagozytoseigenschaften der Monozyten hat. Lymphozyten schlielich zeigten
fiir alle PFCs extrem geringe Fluoreszenzsignale, sowohl von gesunden Spendern als auch von

Infarktpatienten.
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Abbildung 7.24: Vergleich von gesunden und STEMI-Blutproben beziiglich der Aufnahme von N**PFCs.

Aufnahme von N*PFCs und N“PFCs von neutrophilen Granulozyten aus dem Blut von gesunden Spendern und
von Patienten 12-24 Stunden nach STEMI (ST-elevated myocardial infarction). Isolierte Immunzellen wurden
mit N9?PFCs bzw. N“PFCs bei 37 °C iiber 80 Minuten hinweg inkubiert, wobei zu definierten Zeitpunkten (0, 5,
10, 20, 40, 80 Minuten) Proben abgenommen und die Aufnahme der Emulsionen in die Zellen
durchflusszytometrisch ermittelt wurde. Bei STEMI ist eine deutlich stirkere Aufnahme der N“’PFCs im
Vergleich zu den gesunden Proben, bei den Kontrollemulsionen hingegen kein Unterschied erkennbar. Auch die
anderen Leukozytenpopulationen zeigen keine Unterschiede zwischen gesund und STEMI (Daten nicht gezeigt);
n gesund = 8-9, n STEMI = 5-7; * = p<0,05.

7.2.1.4.2 Endozytoseeigenschaften von Granulozyten gesunder Probanden und STEMI-Patienten
Um auszuschlieBen, dass die verstirkte Aufnahme der N**PFCs nach STEMI lediglich auf eine erhohte
Endozytosekapazitdt infolge einer Aktivierung der neutrophilen Granulozyten durch den Infarkt
zurlickzufithren ist, wurde zudem ein Phagozytoseassay mit gesunden und STEMI-Blutproben
durchgefiihrt (Abbildung 7.25, obere Reihe). Dazu wurden isolierte Granulozyten mit normalen ,nicht-
getargeteten® “"PFCs inkubiert und deren passive Aufnahme iiber die Zeit durchflusszytometrisch
iiberpriift (siche 6.3.4.1). Dabei konnte sowohl bei gesunden als auch bei STEMI-Proben ein
kontinuierlicher Anstieg der MFI {iber die 80 Minuten hinweg festgestellt werden, wobei sich
allerdings keine Unterschiede in der Aufnahme der nicht-spezifischen PFCs durch die jeweiligen

Granulozyten ergaben.

Dariiber hinaus wurde noch ein standardisierter Endozytoseassay unter Verwendung von FITC-
konjugierter Dextranpartikel mit 10.000 kD — dies entspricht etwa 1,5 nm — durchgefiihrt."”>** Hierfiir
wurden 1x10° isolierte Granulozyten in 1 ml PBS mit 50 pg/ml Dextranpartikel iiber 30 Minuten
inkubiert und nach jeweils 10 Minuten die MFI bestimmt (Abbildung 7.25, untere Reihe). Auch bei
diesem Assay zeigten die Proben von gesunden Probanden und STEMI-Patienten sehr dhnliche

Aufnahmekinetiken. Beide steigen iiber die 30 Minuten hinweg kontinuierlich an, wobei der Anstieg in
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den ersten 10 Minuten am stirksten ausfillt. Die Bestimmung der AUC ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen fiir die Endozytose der Dextranpartikeln, wenngleich die STEMI-

Proben einen tendenziell hoheren Wert aufweisen.
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Abbildung 7.25: Kein Unterschied in der Endozytose zwischen Gesunden und STEMI.

A) Links dargestellt sind die verwendeten “"PFCs mit den FITC-konjugierten Lipiden (gelbe Punkte). Mittig ist
ein Vergleich von gesunden Proben und Proben von Patienten 12-24 Stunden nach STEMI beziiglich der
Aufnahme von “"PFCs gezeigt. Die Zellen wurden iiber 80 Minuten hinweg mit den Partikeln inkubiert und zu
bestimmten Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) wurden Proben entnommen und die MFI
durchflusszytometrisch bestimmt. Dabei ldsst sich bei Auswertung der AUC (rechts) kein Unterschied zwischen
den gesunden Proben und den von STEMI (ST-elevated myocardial infarction) Patienten ausmachen. B) Links
sind schematisch die eingesetzten FITC-konjugierten 10.000 kDa Dextranpartikel gezeigt. In der Mitte ist die
Aufnahme der Dextranpartikel in die Granulozyten gesunder Probanden und STEMI-Patienten iiber einen
Zeitraum von 30 Minuten hinweg gezeigt. Dafiir wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten (0; 10; 20; 30
Minuten) Proben entnommen und diese durchflusszytometrisch untersucht. Bei der Auswertung der AUC (rechts)
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden, auch wenn hier die
STEMI Proben etwas erhohte Werte aufweisen; n=5 = SD fiir A) und n=4 £ SD fiir B).

7.2.1.4.3 Inhibition der Aufnahme durch Vorinkubation mit NG2
Im néchsten Schritt wurde ein Inhibitionsexperiment durchgefiihrt (siehe 6.3.3.2), um nachzuweisen,
dass die Aufnahme der “*PFCs durch humane Granulozyten im Wesentlichen durch die Bindung des

NG2-Peptid vermittelt wird. Dazu wurden die Granulozyten zur Blockade der NG2-Bindestellen 30
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Minuten bei 4 °C mit einem Uberschuss an NG2 (5 pg/ml) inkubiert. AnschlieBend wurden N**PFCs
hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 80 Minuten bei 37 °C inkubiert. Zu definierten Zeitpunkten (0;
5; 10; 20; 40; 80 Minuten) wurden Proben abgenommen und die Aufnahme der Emulsionen in die
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Zur Kontrolle wurden Zellen ohne Peptid bei 4 °C

vorinkubiert und anschlieBend die Aufnahme der Emulsionen bestimmt.
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Abbildung 7.26: Hemmung der “**PFC-Aufnahme durch Vorinkubation mit NG2.

Humane neutrophile Granulozyten wurden mit 5 pg/ml NG2 bei 4 °C fir 30 Minuten vorinkubiert und
anschlieBend bei 37 °C mit 10 pl N?PFCs inkubiert. Die Aufnahme der Emulsion wurde iiber einen Zeitraum
von 80 Minuten untersucht, wobei zu definierten Zeitpunkten (0; 5; 10; 20; 40; 80 Minuten) eine Probe
abgenommen und die Aufnahme der N“*PFCs durchflusszytometrisch bestimmt wurde; n=3-4 + SD fiir alle
Messpunkte; *** = p<0,001

In Abbildung 7.26 sind jeweils das Rhodamin-Signal der Emulsion ohne vorherige Peptidinkubation
(rote durchgezogene Linie) bzw. nach Vorinkubation mit NG2 (gestrichelte Linie) zu sehen. Wie klar
zu erkennen, wurde das Rhodamin-Signal in den Granulozyten durch die Vorinkubation deutlich
vermindert. Die Auswertung der AUC belegt die deutliche Hemmung der N**PFC-Aufnahme durch
NG2-Vorinkubation, was klar fiir die NG2-Abhéngigkeit der Partikelinternaliserung spricht.

7.2.1.4.4 Mikroskopische Aufnahmen von Granulozyten nach “**PFC- oder “*“PFC-Inkubation

Um die Integritdit der Emulsionspartikel nach deren Inkorporation zu iiberpriifen, wurden
mikroskopische Aufnahmen von neutrophilen Granulozyten durchgefiihrt, welche mit "**PFCs bzw.
NGCPECs inkubiert worden sind. Bei Verwendung der "*PFCs lieB sich hierbei eine deutliche Firbung
der neutrophilen Granulozyten sowohl im Rhodamin-, als auch im FITC-Kanal erkennen (Abb. 7.27

oben) mit Kolokalisation von FITC- und Rhodaminsignal (gelber Pfeil).
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Emulsion Peptid Uberlagerung

Abbildung 7.27: Mikroskopische Aufnahmen von Granulozyten nach Internalisation von Y**PFCs und
NGC
PFCs.

Neutrophile Granulozyten wurden mit den "*PFCs bzw. N*“PFCs inkubiert, anschlieBend gewaschen, fixiert und
eingedeckelt. Das NG2-/NGC-Peptid enthélt FITC und die Lipidhiille der PFCs Rhodamin um die Partikel iiber
Fluoreszenzmikroskopie sichtbar zu machen. Die Zellkerne sind mittels DAPI (blau) dargestellt. Bei den
NGZPECs lassen sich punktuelle FITC-positive Vesikel in den Zellen erkennen, die ebenfalls Rhodamin-Signal
enthalten (gelber Pfeil). Neutrophile, die mit NGCPECs inkubiert wurden, zeigen weder FITC- noch Rhodamin-
Signal.

Allerdings weisen nicht alle Zellen Fluoreszenzfarbungen auf, was im FEinklang mit obigen
Expressionsstudien steht (Abb. 7.17), die zeigten dass nur etwa 50-60% der Granulozyten NG2
exprimieren. In den Zellen, welche mit den N*“PECs behandelt wurden, lieB sich hingegen nur eine

Hintergrundférbung erkennen (Abb. 7.27 unten).

7.2.1.4.5 Nachweis der "*’PFC-Aufnahme mittels "F-MRT

Nachdem die Spezifitit des NG2-Peptides und die Internalisation von “N°’PFCs in neutrophile
Granulozyten demonstriert werden konnte, sollte nun iiberpriift werden, inwieweit es moglich ist, dies
auch mittels ’F-MRT zu visualisieren. Hierfiir wurden Immunzellen von gesunden Probanden isoliert
und anschlieBend in zwei gleiche Fraktionen aufgeteilt. Der eine Teil wurde iiber Nacht mit N**PFCs,
der andere mit der Kontrollemulsion (N*“PFCs) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen,
iiber Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt und im MRT gemessen. Wie zuvor lielen sich die

Zellschichten innerhalb des Dichtegradienten durch T2-gewichtete 'H-MRT sichtbar machen und im
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ortskorrespondierenden '"F-MRT-Bild konnte bei Inkubation mit N“*PFCs ein starkes Fluorsignal
detektiert werden, wohingegen fiir N““PFCs nur ein schwaches Signal erkennbar war (Abb. 7.28 A).
Letzteres ist sicherlich im Wesentlichen auf die Anwesenheit der Monozyten in der Immunzellfraktion
zuriickzufiihren. Dennoch ergab die Auswertung des Gesamtfluorgehaltes ein signifikant erhdhtes 'F-

Signal in den N“*PFC-Proben.

Zellen —
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Abbildung 7.28: "’F-Bildgebung von neutrophilen Granulozyten.

A) Isolierte Immunzellen wurden iiber Nacht mit N*PFCs bzw. Y“PFCs inkubiert und am folgenden Tag nach
mehrmaligem Waschen iiber einen Dichtegradienten aufgetrennt. Durch eine T2-gewichtete RARE-Sequenz lésst
sich im MRT die Zellschicht darstellen. Das '°F-Signal wurde durch eine '’F-RARE-Sequenz visualisiert und
lasst sich eindeutig in den Granulozyten erkennen. Rechts: Quantitative Auswertung des '°F-Signals; MW + SD
von n=6 fiir alle Messpunkte; ** = p<0,01 B) Isolierte neutrophile Granulozyten von Gesunden oder Patienten
mit STEMI (ST-elevated myocardial infarction) (5x10°) wurden mit N“*PFCs fiir 5 Stunden inkubiert, freie PECs
durch Waschen entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen iiber einen Dichtegradienten aufgetrennt und im MRT
untersucht. Neutrophile Granulozyten aus STEMI-Patienten zeigten dort im Schnitt ein mehr als doppelt so
starkes Signal wie die gesunden. SNR gesund: 1,3+0,63; SNR STEMI: 4,08+1,04. n=5-6 £ SD fiir alle
Messpunkte; ** = p<0,01.
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Daraufhin sollte im nichsten Schritt untersucht werden, ob sich auch die mittels Durchflusszytometrie
beobachtete stirkere Bindung des NG2 bzw. der N“PFCs nach Myokardinfarkt mit '’F-MRT
bestitigen ldsst. Dazu wurden hier isolierte Granulozyten (5x10°) von gesunden Probanden und
STEMI-Patienten fir 5 Stunden mit ““’PFCs inkubiert, nach anschlieBendem Waschen mittels
Dichtegradient aufgetrennt und in den MRT {iberfiihrt. Wie in Abbildung 7.28 B klar zu sehen, wiesen
Granulozyten von STEMI-Patienten ein deutlich stirkeres g -Signal auf, als es bei den Gesunden der
Fall ist. Die quantitative Auswertung zeigte einen mehr als doppelt so hohen Fluorgehalt in
Granulozyten nach Infarkt im Vergleich zur Kontrolle, was sich in guter Ubereinstimung mit den zuvor

erhaltenen Fluoreszenzdaten befindet (Abb. 7.24).

7.2.1.5 Einfluss von NG2 auf Vitalitat und Aktivitit humaner Granulozyten

Um auszuschlieBen, dass die Bindung der N*PFCs an CD177 bzw. deren anschlieBende Interna-
lisierung die Zielzelle durch Induktion von Signalkaskaden beeinflusst, wurden danach die
Auswirkungen der N“PFCs auf Zellvitalitit und/oder -aktivitit iiberpriift. Dazu wurde die Ober-
flaichenexpression verschiedener Aktivierungsmarker (CD11b, CD63 und CD66b), die Freisetzung von

ROS sowie die Migration neutrophiler Granulozyten mit und ohne N**PFCs verglichen.

Fiir Ersteres wurden isolierte Granulozyten 1 Stunde mit "’PFCs inkubiert, als Positivkontrolle mit 1
pug/ml LPS stimuliert und als Negativkontrolle nur in DMEM inkubiert. Nach 1x Waschen wurden die
entsprechenden Féarbungen durchgefiihrt, anschlieBend durchflusszytometrisch die MFI bestimmt und
jeweils auf die Negativkontrolle normiert. Dabei konnte bei Inkubation mit Y**PFCs fiir keinen der drei
Marker eine Verdnderung im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet werden (Abbildung 7.29 A).
Demgegeniiber fiihrte die Positivkontrolle LPS zur Expressionserhhung aller Marker, wobei lediglich

fiir CD63 nicht das Signifikanzniveau erreicht wurde.

Die Analyse der ROS-Produktion wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Engel
(Abteilung fiir Immundynamik, Essen) durchgefiihrt. Dazu wurden isolierte Granulozyten iiber 24
Stunden hinweg in DMEM mit NG2, NG2pECs, NGC, N“PECs und, als Kontrolle, ohne alles inkubiert
und nach 1, 3, 6 und 24 Stunden Proben aus dem Uberstand entnommen. Wie aus Abbildung 7.29 B
ersichtlich ist, konnte in keinem der Ansdtze im Vergleich zur Kontrolle (schwarze Linie) eine erhohte

ROS-Produktion ausgemacht werden. Bei allen wurde ein Wert von ca. 1500 nM ermittelt.
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Abbildung 7.29: Y*PFCs induzieren keine Aktivierung von neutrophilen Granulozyten.

A) Oberflachenexpression von CD11b, CD63 und CD66b nach Inkubation der Granulozyten in reinem DMEM,
mit “*PFCs (10 pl/ml) und mit LPS (1 pg/ml). Die Fluoreszenzwerte wurden auf die Negativkontrolle normiert;
n=8 = SD fiir alle Messpunkte; * = p<0,05; *** = p<0,001. B) ROS-Assay zur Uberpriifung der Aktivitit von
neutrophilen Granulozyten nach Inkubation mit NG2, NGC bzw. als Kontrolle nur in DMEM. Wie zu erkennen,
konnte bei beiden Peptiden eine dhnliche Menge an reaktiven Sauerstoffspezies iiber die 24 Stunden hinweg
gemessen werden wie in der Kontrolle. C) ROS-Assay zur Uberpriifung der Aktivitit von neutrophilen
Granulozyten nach Inkubation mit NG2PFCS, NGCPFCS, bzw. als Kontrolle nur in DMEM. Wie zu erkennen,
konnte bei beiden Emulsionen eine dhnliche Menge an reaktiven Sauerstoffspezies iiber die 24 Stunden hinweg
gemessen werden wie in der Kontrolle; n=3 + SD fiir alle Messpunkte.

Zur Uberpriifung, ob eine Beladung mit den Emulsionen die Migration der Granulozyten verindert,
wurden Granulozyten zundchst in unterschiedlicher Zelldichte fiir 1 Stunde mit "**PFCs in DMEM
inkubiert (bzw. als Kontrolle nur in DMEM). Nach ausgiebigem Waschen wurden die Zellen fiir 1
Stunde in Migrationskammern mit Thincert-Einsédtzen (Porendicke 3 pum) und 100 ng/ml IL-8 als
Chemoattraktant'**'*' eingebracht. Danach wurde der Anteil an migrierten Granulozyten durchfluss-
zytometrisch ermittelt. Wie in Abbildung 7.30 zu erkennen, konnte kein nennenswerter Effekt der
NGPECs auf die Anzahl migrierter Zellen ausgemacht werden. Unabhingig von der Zelldichte

migrierten sowohl mit, als auch ohne PFC-Beladung im Schnitt 25-30 % der Granulozyten.
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Abbildung 7.30: Einfluss der PFC-Beladung auf die Migration von Granulozyten bei unterschiedlicher
Zelldichte.

Dargestellt ist der Einfluss einer Vorbehandlung mit den N*PFCs auf die IL8-vermittelte Migration von humanen
neutrophilen Granulozyten. Humane Granulozyten wurden 1 Stunde mit “**PFCs bzw. als Kontrolle nur in
DMEM inkubiert. AnschlieBen wurde die Migration der Zellen in einer Transwell-Kammer untersucht. Um zu
iiberpriifen, ob die Zelldichte Einfluss nimmt, wurden zudem einmal 1x10° bzw. 1x10° Granulozyten fiir den
Migrationsassay eingesetzt; n=4 + SD fiir alle Messpunkte.

7.2.1.6 Einfluss des STEMI auf die Chemotaxis neutrophiler Granulozyten

Zum Abschluss dieses Themenkomplexes wurde noch untersucht, inwieweit STEMI die Eigenschaften
der neutrophilen Granulozyten verdndert. Da einer der wichtigsten Aufgaben von Granulozyten das
rasche Einwandern in inflammatorische Bereiche ist, um dort eventuelle Pathogene zu beseitigen,”>°
wurden zundchst die Migrationseigenschaften von Granulozyten gesunder Probanden mit denen von

STEMI-Patienten verglichen.

7.2.1.6.1 Migrationsassay

Hierfiir wurde der gleiche Versuchsautbau wie im vorherigen Kapitel beschrieben verwendet, nur dass
drei unterschiedliche Konzentrationen des Chemokins IL-8 eingesetzt wurden (10 ng/ml, 50 ng/ml, 100
ng/ml). Zudem wurde der Anteil an migrierten Granulozyten zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (1
und 3 Stunden) ermittelt. In Abbildung 7.32 sind die aus diesen Experimenten erhaltenen Daten
zusammengefasst. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Chemokin-induzierte Migration der
Granulozyten nach STEMI in jederlei Hinsicht deutlich stiarker ausfiel als im Normalfall — sowohl in
Abhéangigkeit von IL-8-Konzentration und als auch iiber die Zeit (Abbildung 7.31 A+B): Zu jedem
Messzeitpunkt und Chemokinspiegel war die Migrationsantwort in der STEMI-Gruppe mindestens

doppelt so hoch wie bei gesunden Probanden.
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Abbildung 7.31: Migration von neutrophilen Granulozyten.

Migration von neutrophilen Granulozyten aus gesunden Spendern und von Patienten 12-24 Stunden nach einem
Myokardinfarkt mit ST-Strecken-Hebung (STEMI). Ermittelt wurde der Anteil an migrierten Granulozyten nach
1 und 3 Stunden durch die Filtermembran in Abhéngigkeit unterschiedlicher IL-8-Konzentrationen. Es wurden
jeweils 1x10° Zellen eingesetzt. n=6—7 + SD fiir alle Messpunkte; * = p<0,05.

7.2.1.6.2 Expression von CXCR1/2

Da die obigen Ergebnisse eindeutig belegen, dass Granulozyten von Infarktpatienten verstarkt auf [L-8
reagieren, wurde im Folgenden die Oberflaichenexpression der beiden Rezeptoren fiir IL-8 iiberpriift.
Dabei handelt es sich um CXCR1 oder CXCR2, wobei die primére IL-8-Bindung an CXCRI1 erfolgt,
welcher dann im Wesentlichen fiir die Induktion der Chemotaxis verantwortlich ist.*>* Zur
Expressionsanalyse wurden isolierte Granulozyten fiir 30 Minuten bei 4 °C mit den entsprechenden
Antikorpern inkubiert und anschlieBend durchflusszytometrisch untersucht. Aus diesen Messungen
ergab sich eine signifikant erhohte Oberflachenexpression von CXCR1 und eine tendenziell erhdhte
Expression von CXCR2 auf Granulozyten von Patienten nach einem Myokardinfarkt gegeniiber

gesunden Spendern (Abbildung 7.32 A+B).

Zusitzlich wurde die daran nachgeschaltete Signalkaskade beider Rezeptoren untersucht. Bei CXCR1
und CXCR2 handelt es sich in beiden Fallen um GPCRs (g-protein coupled receptors), woraufhin nach
Aktivierung die Gg-Untereinheit iiber PKA die MAPK aktiviert, was am Ende in einer
Phosphorylierung von ERK1/ERK2 resultiert. Die Gy, -Untereinheit sorgt dabei zum einen iiber IP3
fiir eine Degranulation und zum anderen iiber die PKC auch fiir phosphoryliertes ERK1/ERK?2. Daher
wurde als readout zur Aktivierung dieser Kaskade der Gehalt an phosphoryliertem ERK1/ERK2 im
Lysat von Granulozyten gesunder Probanden und Patienten nach Myokardinfarkt mittels ELISA
miteinander verglichen (siehe 6.3.5.2). Dabei konnte tatséchlich festgestellt werden, dass Granulozyten

nach einem STEMI im Vergleich zu gesunden Donoren eine massiv erhohte Menge an
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phosphoryliertem ERK1/ERK2 aufwiesen (Abbildung 7.32 C), was klar fiir eine bedeutende Rolle
dieses Signalwegs bei der Migration der Granulozyten nach Myokardinfarkt spricht.
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Abbildung 7.32: Untersuchung der migrationsabhingigen Rezeptorexpression sowie Signalkaskade.

A + B) Oberflachenexpression von CXCR1 und CXCR2 auf Granulozyten von gesunden Donoren sowie
Patienten nach einem Myokardinfarkt. Es konnte eine signifikant erhohte Oberflichenexpression des CXCR1 und
eine tendenziell erhohte Oberflichenexpression des CXCR2 bei den Granulozyten nach Myokardinfarkt
gegeniiber den gesunden Spendern festgestellt werden. n = 4-7 = SD fiir alle Messpunkte C) Angabe der Menge
an gemessenem phosphoryliertem pERK1 und pERK2 im Lysat von Granulozyten Gesunder und
Myokardinfarktpatienten. Wie zu erkennen, konnte eine signifikant erhdhte Menge an pERK1/pERK2 bei den
Infarktpatienten festgestellt werden, verglichen mit den Gesunden; n=7-8 + SD fiir alle Messpunkte; * = p<0,05;.
**% = p<0,001.
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7.2.2 Aufbau und Etablierung eines Cargo-Internaliserungs-Rezeptor-Systems (CIR)

In parallelen Untersuchungen wurde ein vollig alternativer Ansatz fiir ein aktives Targeting von
Immunzellen mithilfe eines artifiziellen Cargo-Internalisierungs-Rezeptor-Systems (CIR) etabliert
(Abbildung 7.33). Die CIRs wurden in Kooperation mit Mitarbeitern der AG von Prof. Dr. Scheller im
Institut fir Biochemie und Molekularbiologie II der Heinrich-Heine-Universitédt Diisseldorf hergestellt.
CIRs bestehen extrazellulidr aus einem GFP-Nanobody, welcher hochspezifisch an GFP bindet'*.
Darauf folgt ein kurzer Spacer, welcher in die Transmembrandomdnen (TMDs) iibergeht und
schlieBlich eine kurze intrazelluldr vorliegende C-terminale Doméne (CTD). Insgesamt wurden drei
CIRs generiert, die unterschiedliche TMDs und CTDs aufweisen. CIR1 besitzt die TMD und CTD des
humanen IL-6 Rezeptors, welcher keine bekannten Internalisierungsmotive aufweist. CIR2 besteht aus
der TMD des IL-6 Rezeptors und der CTD des Mannoserezeptors Endo180, der durch unterschiedliche
endozytotische Motive charakterisiert ist. Er weist sowohl dihydrophobische als auch Tyrosin-basierte
(FEGARY) Motive auf. In CIR3 findet sich TMD und CTD des FCyRIla Rezeptors, der zwar keine
klassischen Internalisierungsmotive aufweist, dafiir aber Tyrosin-aktivierte Motive (ITAMs) beinhaltet,

welche fiir die phagozytotischen Eigenschaften des FCyRIIa Rezeptors verantwortlich sind.'*'*

CIR1 CIR2 CIR3

GFP-Nanobody extrazellular

{ { intrazellular

ILGR Endo180 FcyRIIA

[ 1Myc-Tag B |L6-Rezeptor O Endozytisches Motiv
Il GFP-Nanobody I FcyRII @ Tyrosin aktiviertes Motiv (TAM)

Abbildung 7.33: Aufbau der verschiedenen Cargo Internalization Rezeptoren.

Ubersicht iiber den Aufbau der drei unterschiedlichen CIRs. Alle CIRs besitzen extrazellulir einen GFP-
Nanobody sowie einen Myc-Tag. Uber eine kurze Linkersequenz sind diese durch eine IL-6R (CIR1+2) bzw.
FCyRIIa (CIR3) Transmembranrezeptordomédne in der Membran verankert. Intrazellular weisen alle drei
unterschiedliche Dominen und somit Internalisierungsmotive auf. Der CIR1, mit einer humanen IL-6
Rezeptordoméne, besitzt keine klassischen Internalisierungsmotive. Der CIR2, mit der CTD des
Mannoserezeptors Endo180, weist unterschiedliche endozytotische Motive, wie z. B. dihydrophobische oder
auch Tyrosin-basierte (FEGARY) auf. Der CIR3, bestehend aus der FCyRIla-Rezeptordomine, weist keine
klassischen Internalisierungsmotive auf, dafiir aber Tyrosin-aktivierte Motive (ITAMs)
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Im Folgenden sollten diese CIRs genutzt werden, um Zellen, die einen der oben beschriebenen
Rezeptoren exprimieren, mithilfe von GFP-gekoppelten PFCs (“""PFCs) spezifisch mittels '’F-MRT zu
visualisieen. Das dahinterstehende Konzept ist dabei, dass nach Bindung des GFPs an den GFP-
Nanobody des Rezeptors (Abbildung 7.34 (1)), die Internalisierung des Rezeptors eingeleitet wird
(Abbildung 7.34 (2)) und die “""PFCs in die Zellen aufgenommen werden (Abbildung 7.34 (3)).
AnschlieBend kann das Perfluorkarbon mittels '"F-MRT dargestellt werden. Da diese Rezeptoren
vollkommen synthetisch sind und GFP normalerweise von keiner vorhandenen Oberflachenstruktur
gebunden wird, ist dies ein hochspezifisches System, um Zellen mittels “"PFCs anzusteuern und
sichtbar zu machen. Zudem ist der Ansatz multimodal einsetzbar, da das GFP fir

Fluoreszenzmessungen und die PFCs fiir die ’F-MRT genutzt werden kénnen.

®
GFPPFCs gl ) JE
T ) #O)n  »
B \@/'s‘!e‘ &:O:i Extrazellularraum

Abbildung 7.34: Schematische Ubersicht der Funktion der CIRs.

Dargestellt ist die Funktionsweise der CIRs. (1) Zellen mit dem Rezeptor werden mit SFPPECs inkubiert,
woraufhin das GFP an den GFP-Nanobody des Rezeptors bindet. (2) Dies sorgt fiir die Internalisierung des
Rezeptors - und damit auch des GFPs samt Emulsion - in die Zelle. (3) Die Aufnahme erfolgt vermutlich
zunidchst in ein Endosom, welches im spateren Verlauf mit einem Lysosom zu einem Endolysosom verschmilzt.
(Bilder modifiziert nach Servier Medical Art)
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7.2.2.1 Expression der CIRs

Um zunéchst zu iiberpriifen, ob die CIRs auf Zellen exprimiert werden und sie auf der Zelloberflidche
GFP binden, wurden CHO-Zellen zunéchst transient mit der cDNA fiir CIR1-3 mittels Lipofektion
transfiziert (sieche 6.2.3.1 Transiente Transfektion von CHO-Zellen), 48 Stunden danach mit GFP
inkubiert und anschlieBend die Bindung des GFP durchflusszytometrisch analysiert. Dabei ergab sich
eine Transfektionsrate von maximal 20 % (Abbildung 7.35). Im néichsten Schritt wurde eine GFP-
Aufnahmekinetik iiber 80 Minuten durchgefiihrt (siche 6.2.5.1 Aufnahmekinetik von GFP in CIR1-3).
Dazu wurden die transient transfizierten Zellen abgeldst und in Suspension mit 1 pg/ml GFP inkubiert.
Zu bestimmten Zeitpunkten wurde eine Probe entnommen, gewaschen und die MFI der Zellen
durchflusszytometrisch bestimmt. Wihrend CIR1 iiber die kompletten 80 Minuten eine sehr geringe
GFP-Bindung zeigte, kann man beim CIR2 insbesondere in den ersten 20 Minuten einen deutlichen
Anstieg des Signals messen, ab dann steigt die MFI bis zum 80-Minuten-Wert nur noch langsam an.
CIR3 zeigt insgesamt die stirkste Bindung. Dabei ist bereis initial ein sehr starkes Signal zu erkennen,

wonach auch hier das Signal nur noch langsam zunimmt (Abbildung 7.35 B).
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Abbildung 7.35: Bindung von GFP an transient transfizierte CHO-Zellen.

A) Prozentualer Anteil der mittels Lipofektion mit der cDNA von CIR1-3 transfizierten CHO-Zellen, die den
jeweiligen Rezeptor exprimieren. Die Zellen wurden 30 Minuten bei 4 °C mit 1 pg/ml GFP inkubiert und
anschlieBend der Anteil an GFP'-Zellen bestimmt. Die Transfektionsraten sind insgesamt sehr gering und die des
CIRI liegt nochmals deutlich unter der des CIR2 und des CIR3. n=4-5 + SD fiir alle Messpunkte. B)
Aufnahmekinetik von GFP in transient transfizierten CIR-Zellen. Wie zu erkennen, nimmt das Signal innerhalb
der ersten 5 Minuten zu und verbleibt danach fast auf demselben Niveau. Dabei konnte von CIR1 iiber CIR2
nach CIR3 jeweils ein Zuwachs an Signal festgestellt werden. n=3-5 + SD fiir alle Messpunkte. C)
Exemplarische Histogramme der transient transfizierten Zellen: Dunkelgrau = untransfizierte Zellen, hellgrau =
transfizierte Zellen, die beide mit 1 pg/ml GFP fiir 80 Minuten bei 4 °C inkubiert wurden.
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Da die Transfektionsraten der verschiedenen CIRs recht gering und sehr variabel waren, wurden
darauthin stabil transfizierte CHO-Linien fiir jeden CIR hergestellt (siche 6.2.3.2 Herstellung von
stabilen CIR1-3 transfizierten CHO-Zellen). Die Herstellung der stabilen CHO-Linien erfolgte mittels
Lipofektion, Antibiotikaselektion mit Genistein und anschlieBendem Picken der Zellen. Nach deren
Anwachsen wurde die Expression der CIRs mittels Durchflusszytometrie und Western Blot {iberpriift.
Fiir die durchflusszytometrischen Messungen wurden die Zellen abgelost, fiir 30 Minuten mit 1 pg/ml
GFP bei 37 °C inkubiert und danach der Anteil an GFP'-Zellen bestimmt. Wie in den Histogrammen
aus Abbildung 7.36 A erkennbar ist, exprimierten nun nahezu alle Zellen der jeweiligen Klone den
entsprechenden Rezeptor (graue Histogramme), wohingegen nicht-transfizierte Kontrollzellen

erwartungsgemal keine Bindung des GFP zeigten (schwarze Histogramme).
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Abbildung 7.36: Nachweis der stabilen Transfektion von CIR1-3 in CHO-Zellen.

A) Exemplarische Histogramme der stabil CIR-transfizierten CHO-CIR1-3-Zellen (grau) und untransfizierten
Kontrollzellen (schwarz). Die Zellen wurden 30 Minuten bei 4 °C mit 1 pg/ml GFP in MACS-Puffer inkubiert
und anschlieBend der Anteil an GFP'-Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt B) Anteil GFP-positiver
Zellen nach stabiler Transfektion der CHO Zellen (CIR1: 82,7 £2,8 %; CIR2: 99,5+0,05 %; CIR3: 96,8 +0,2
%). C) Zum Vergleich des Gesamt-CIR-Gehaltes wurde, in Kooperation mit der Biochemie und
Molekularbiologie II von Paul Baran, ein Western Blot gegen den Myc-Tag der CIRs durchgefiihrt. Es zeigte sich
eine vergleichbare Gesamtproteinmenge an CIR1 und CIR2, wohingegen CIR3 starker exprimiert wird.
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In den Histogrammen fallt auf, dass der ,Shifi‘ des GFP-Signals fiir die jeweiligen CIRs verschieden
stark ausgeprigt ist, was auf eine unterschiedliche Oberflichenexpression der einzelnen CIRs
hindeutet. Daher wurde zusitzlich auf Proteinebene untersucht, ob dies auf eine divergierende
Expressionen der CIRs in den stabil transfizierten CHO-Zellen zuriickzufiihren ist. Dies wurde in
Kooperation mit Paul Baran aus dem Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie II durchgefiihrt.
Hier konnte gezeigt werden, dass CIR1 und CIR2 vergleichbare Expressionniveaus aufwiesen,
wahrend CIR3 deutlich stirker exprimiert wurde (Abb. 7.36 C). Die unterschiedlichen
Oberflachenexpressionprofile sind demnach offenbar zum Teil auch noch durch differentiellen

Transport des Rezeptors auf die Zelloberfliche bedingt.

7.2.2.2 Herstellung und Charakterisierung von “""PFCs

Da die Funktionalitit der CIRs sowohl in transienten als auch stabilen Linien demonstriert werden
konnte, wurde im néchsten Schritt das GFP in PFCs mittels SPIT integriert, um eine Detektion der
CIR"-Zellen mittels '’F-MRT zu ermdglichen. Bei der SPIT handelt es sich, wie im vorherigen Kapitel
bereits dargelegt, um eine Sterol-basierte post Insertionstechnik,'” die hier auch fiir das Einbringen des
GFP in die Emulsionen genutzt wurde. Dazu wurde das GFP an einen Cholesterol-PEG-NHS-Anker
iiber primidre Aminogruppen gekoppelt. Das N-Hydroxysuccinimid (NHS) reagiert dabei unter
Abspaltung von H,O mit primédren Aminogruppen und fiihrt so zu einer stabilen Bindung des GFP an
an die PEG-Einheit. AnschlieBend wurde das gesamte Konstrukt zu der vorgefertigten Emulsion
hinzugefiigt, worauthin die Cholesterolgruppe spontan in die Lipidmembran der Emulsion integriert
(liber Nacht bei 20 °C) und so ein stabiler Einbau des GFPs in die Emulsion erfolgt (siche 6.1.2.2).
Nach Herstellung der Emulsion wurde die GroBe, GroBenverteilung sowie das (-Potenzial im
Vergleich zu ungekoppelten Emulsionen mittels Photonen-Korrelationsspektroskopie ermittelt, wie
auch die MFI bestimmt (Abbildung 7.37 obere Reihe). Wie zu erkennen, sind die “""PFCs (griine
Balken), verglichen mit ungekoppelten Emulsionen (graue Balken) etwas grofler, der PDI ist etwas
hoher und das (-Potenzial ist leicht positiver. Erwartungsgemal lassen sich deutliche Unterschiede in

der Fluoreszenz beobachten, da nun das GFP in die Emulsion integriert wurde.

Der Cholesterolanker gewahrleistet allerdings nur eine relativ lockere Bindung des GFPs an die
Lipidschicht der Emulsionen. Daher besteht die Gefahr, dass bei Internalisierung der “""PFCs durch
die CIRs das GFP aus der Lipidhiille herausgezogen wird und die PFC-Fracht an der Zelloberflache
abgestreift wird. Daher wurde alternativ noch eine Kopplung iiber eine kovalent an die Lipidimembran
gebundene Maleimidgruppe vorgenommen. Dafiir wurde das GFP zundchst mittels Traut‘s Reagenz

thioliert, um so eine freie Sulthydrylgruppe an das GFP einzubringen. Die Kopplung an die Emulsion
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erfolgte dann durch Michael-Reaktion des Maleimid mit der eingefiihrten Sulthydrylgruppe. Diese
Emulsionen wurden zusétzlich mit einem Rhodamin-gekoppeltem Lipid ausgestattet, um nach einem
moglichen Abscheren des GFPs das Schicksal der PFCs tiiber diese zweite Fluoreszenzmarkierung
verfolgen zu kénnen. Nach Kopplung des GFP ergab sich auch hier eine leichte GréBenzunahme der
Partikel bei geringfiigiger Anderung des PDI (Abbildung 7.37). Interessanterweise war diesmal das
Einfiihren des GFPs von einem deutlich negativeren (-Potenzial begleitet. Zudem fiihrte die Kopplung
und Aufreinigung der Emulsionen zu einem deutlichen Verlust an Rhodaminfluoreszenz (im

Diagramm Emulsion).
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Abbildung 7.37: Charakterisierung der “**PFCs.

Obere Reihe: Charakterisierung der “"PFCs mittels PCS und Fluoreszenzmessungen im Vergleich zu PFCs vor
der GFP-Kopplung. Dabei lasst sich ein Zuwachs in der GroBe (PFCs: 122,6+3,1 nm; GFPPRCs: 135,8+9,9 nm),
aber auch in der GroBenverteilung (PFCs: 0,07+0,007; GFPPR(Cs: 0,15%0,05) ausmachen, wohingegen das -
Potenzial (PFCs: -42,9+£6,8 mV; GFPPR(Cs: -38,6+5,7 mV) nur geringfiigig abnimmt. Auflerdem lasst sich klar
die eingefithrte GFP-Fluoreszenz detektieren; n=3 + SD fiir alle PCS- und Fluoreszenzmessungen. Untere
Reihe: Charakterisicrung der “""PFCs, welche mittels Kopplung an MalpECs hergestellt wurden. Die
erfolgreiche Kopplung wurde anhand von Fluoreszenzmessungen bestitigt. Nach der Kopplung und Reinigung
ist eine Abnahme in der Rhodaminfluoreszenz (MalPFCs: 23,7%£3.4; GFPPE(Cs: 7,07£0,25) und eine Zunahme in
der GFP-Fluoreszenz (MalPFCs: 1,05+0,14; GFPPECs: 20,8+1,16) zu beobachten. Zudem wurde die Grofie
(MalPFCs: 101,6+3,2 nm; “"PFCs: 119,8+4,8 nm), die GroBenverteilung (MalPFCs: 0,0840,01; ““PPFCs:
0,082+0,012), sowie das {-Potenzial (MalPFCs: -12,494£3,7 mV; GFPPE(Cs: -245+1,11 mV) bestimmt; n=3 £
SD fiir alle Messpunkte.

Um auszuschlieBen, dass bei der Herstellung ein unerwiinscht hoher Anteil leerer Liposomen
entstanden ist, filhrte unser Kooperationspartner Wolfgang Krdmer aus Freiburg (Pharmazeutische

Technologie und Biopharmazie) noch zusitzlich Kryo-TEM-Aufnahmen der ““"PFCs vor und nach
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Kopplung durch. Wie in Abbildung 7.38 gezeigt, konnte jedoch sowohl vor und auch nach der

Kopplung nur ein sehr geringer Anteil an Liposomen ausgemacht werden (rote Pfeile).

Kryo-TEM

Abbildung 7.38: Kryo-TEM Aufnahmen der “**PFCs.

Gezeigt sind Kryo-TEM-Aufnahmen der Emulsionen vor und nach Kopplung des GFP an ¥PFCs. Liposomen
lassen sich in der Pradparation anhand der griaulichen Féarbung erkennen, wohingegen die Emulsionen dunkel
gefarbt sind. In beiden Priparationen konnte nur ein geringer Anteil an Liposomen festgestellt werden. Die
Aufnahmen wurden in Kooperation mit der pharmazeutischen Technologie und Biopharmazie in Freiburg von
Wolfgang Kramer hergestellt.

7.2.2.3 Bindung und Internalisierung von “**PFCs
Nach Herstellung und Charakterisierung der “"PFCs wurde die Aufnahme durch die unterschiedlichen
CIRs untersucht, um zu kldren, welcher CIR sich am besten fiir ein aktives Targeting von Zellen

eignet.
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7.2.2.3.1 F-MRT-Messungen
Da das primire Ziel die Entwicklung eines Zelltyp-spezifischen Tageting-System fiir die '’F-MRT war,

sollte als erstes die Aufnahme der “"PFCs in CIR"-Zellen durch diese Technik iiberpriift werden. Dazu
wurden im Folgenden transient transfizierte CIR1-3-Zellen sowie untransfizierte Zellen als Kontrolle
mit den “PFCs bei 4 °C 4 Stunden vorinkubiert und anschlieBend freie “"PFCs durch Waschen
entfernt. Zur Internalisierung der gebundenen Partikel wurden die Zellen darauthin fiir 1 Stunde bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen abgelost, in ein PCR-R6hrchen iiberfiihrt und das
"F-Signal der Zellen gemessen. Dabei zeigte sich ausgehend von der Kontrolle zu CIR1, CIR2 und
CIR3 ein zunchmend stirkeres '’F-Signal (Abbildung 7.39 A). Zusitzlich wurden
Fluoreszenzmessungen von den Zellpellets mittels IVIS durchgefiihrt. Auch dabei konnte ein, von der
Kontrolle ausgehendes, von CIR1-3 zunehmend stirker werdendes Signal beobachet werden
(Abbildung 7.39 B). In beiden Féllen (Fluor- und Fluoreszenzmessungen) erreichten die Unterschiede
fir CIR2 und CIR3 das Signifikanzniveau, wobei diese interessanterweise bei den '"F-MRT-

Messungen deutlich starker ausgeprégt waren.
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Abbildung 7.39: Darstellung der transient transfizierten Zellen mittels '’F-MRT und IVIS.

Ctl CIR1 CIR2 CIR3

A) "F-MRT-Messungen der Zellpellets wurden jeweils auf eine Kontrolle normiert, welche mit PECs ohne GFP
inkubiert wurden. Deutlich ldsst sich die Zunahme des Signals vom CIR1 bis zum CIR3 ausmachen. CIR2 und
CIR3 zeigen signifikant mehr Signal gegeniiber der Kontrolle (Ctrl:1,07£2,46; CIR1: 4,66+4,28; CIR2: 6,4+
3,1; CIR3: 11,1£5,37); n=7-8 + SD fiir alle Messpunkte. ** = p<0,01. B) Fluoreszenzmessung der Zellpellets im
IVIS. Alle Messungen wurden auf die Kontrolle (Zellen ohne Rezeptor) normiert. Das Fluoreszenzsignal steigt
von CIR1 bis CIR3 immer weiter an, wobei die CIR2 und CIR3, wie auch bei den 19F—Messungen, signifikant
mehr Signal aufweisen als die Kontrolle (CIR1: 1,26+0,45; CIR2: 1,344+0,32; CIR3: 24+0,61); n=7-8 + SD fiir
alle Messpunkte. * = p<0,05.
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In weiteren Experimenten wurde zudem die Aufnahme von “""PFCs in stabil exprimierenden CIR1-3-
Zellen mittels "’F-MRT untersucht. CIR"-Zellen sowie untransfizierte Zellen als Kontrolle wurden mit
SFPPECs iiber Nacht inkubiert, anschlieBend intensiv gewaschen und abgeldst (siehe 6.2.5.4 Aufnahme
von “PPFCs mittels '’F-Messungen). Danach wurden die Zellen auf einem Dichtegradienten
aufgetragen und direkt ins MRT {iberfiihrt. In Abbildung 7.40 sind links Fotos der Zentrifugenréhrchen
dargestellt, in denen sich die Zellschicht als weille Phase (gelber Pfeil) zwischen Percoll und PBS
erkennen ldsst. In den T2-gewichteten 'H-MRT-Bildern stellt sich die Percoll-Phase dunkel dar,
wihrend die wissrige Phase hell erscheint. Die Zellschicht grenzt sich davon deutlich als dunkelgraue
Linie ab. Im korrespondierenden '’F-MRT-Bild lasst sich klar das Fluorsignal in den Zellen ausmachen
(Abbildung 7.40 A). Wiahrend in den CHO-Zellen ohne Rezeptor nur ein geringes Hintergrundsignal
messbar war, sind unter CIR-Expression deutliche '"F-Signale detektierbar. Die Quantfizierung des
Gesamtfluorgehalts in den Zellen ergab ausgehend von der Kontrolle iiber CIR1, CIR3 und CIR2 eine
zunehmend stirkere PFC-Aufnahme. Ahnlich wie bei den transient transfizierten Zellen sind nur die

Werte fiir CIR1 nicht signifikant unterschiedlich im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 7.40 B).
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Abbildung 7.40: Visualisierung von CIR-exprimierenden CHO-Zellen mittels ’F-Bildgebung:

A) CHO- und CHO-CIR1-3-Zellen wurden mit “""PFCs inkubiert und iiber einen Percoll-Gradienten
aufgereinigt. Links sind die Fotos der 15-ml-Falcons zu sehen, in denen die Zellschicht als weile Schicht
zwischen der Percoll- und der PBS-Phase liegt. Durch RARE-Sequenzen lésst sich das Zellpellet im '"H-Scan sehr
gut im MRT visualisieren. Dabei grenzt es sich als schwarze Linie zwischen den Phasen ab. Durch
ortskorrespondierende Fluorscans kann man daraufhin das Fluorsignal in den Zellen bestimmen. Durch
Uberlagerung des 'H- und ""F-Bildes lasst sich der Fluorgehalt den jeweiligen Zellen zuordnen. B) Auswertung
des Gesamtfluorgehaltes in den verschiedenen Zellen. Der Gesamtfluorgehalt steigt ausgehend von der Kontrolle
iiber CIR1 und CIR3 bis CIR2 immer weiter an. CIR2 und CIR3 zeigen signifikant mehr Fluorgehalt im
Vergleich zur Kontrolle; n=6 + SD fiir alle Messpunkte. ** = p<0,01; *** = p<0,001.
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7.2.2.3.2 Durchflusszytometrische Messungen
Nach der durch "F-MRT gezeigten Inkorporation der ““"PFCs in CIR'-Zellen, wurde als nichstes

deren Aufnahmekinetik mittels Durchflusszytometrie untersucht. Dabei wurde sowohl das
Fluoreszenzsignal des GFP als auch das der Emulsion (Rhodamin) gemessen. Hierfiir wurden stabil
transfizierte Zellen mit “"PFCs bei 37 °C inkubiert und zu definierten Zeitpunkten die Fluoreszenz
bestimmt. Wie in Abbildung 7.41 zu erkennen ist, zeigte CIR1 in den ersten 5 Minuten ein starkes
MFI-Signal, welches dann iiber die Zeit nicht mehr allzu sehr zunahm. Dabei ist der Zeitverlauf fiir
GFP und Rhodamin stets sehr vergleichbar. Auch bei CIR2 war initial ein hoher Wert beobachtbar,
woraufhin das Signal zwar langsamer, aber stetig, liber die 80 Minuten anstieg. Auch hier sind die
Signale des GFP und der Emulsion fast deckungsgleich. CIR3 zeigte ein dhnliches Verhalten wie
CIR1, allerdings waren die gemessenen Werte deutlich hoher. Bereits initial konnte ein starker Anstieg
detektiert werden, welcher dann iiber die Zeit stagnierte. In Schwarz sind jeweils die mit “"PFCs

inkubierten nicht-transfizierten CHO-Zellen als Kontrolle dargestellt. Dabei konnte weder beim GFP,

noch beim Rhodamin ein Signal festgestellt werden.
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Abbildung 7.41: Aufnahmekinetik von “**PFCs in stabile CHO-CIR1-3-Zellen.

Aufnahmekinetik der ““"PFCs von stabil exprimierenden CIR"-Zellen. Gemessen wurde sowohl das Signal des
GFPs (obere Reihe), als auch das Rhodamin der Emulsion (untere Reihe). Die Verldufe der GFP- und Rhodamin-
Messung sind dabei stets vergleichbar und unterscheiden sich nur in der Starke des Signals. n=3-5 = SD fiir alle

Messpunkte.
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7.2.2.3.3 Immunzytochemie
Die bislang erhobenen Daten zeigen eine klare Akkumulation von ““"PFCs in CIR"-Zellen. Um auch

tatsdchlich die Internalisierung der Partikel unter CIR-Expression nachzuweisen und eine nur
oberflachliche Bindung auszuschlieBen, wurden zusammen mit Dr. Sebastian Temme aus unserem
Institut immunzytochemische Farbungen angefertigt. Dazu wurden die mit den unterschiedlichen
Rezeptoren transient transfizierten Zellen mit GFP sowohl bei 4 °C als auch bei 37 °C inkubiert. Wie
in Abbildung 7.42 zu erkennen, lieB3 sich bei 4 °C eine homogene Bindung des GFP an die Oberfliche
der Zellen beobachten. Hingegen zeigten sich bei 37 °C einzelne punktuelle Anfarbungen innerhalb der
Zelle, welche klar fiir eine Internalisierung des GFP sprechen (Abbildung 7.42). Dies konnte in dieser

Form bei allen drei unterschiedlichen Rezeptoren nachgewiesen werden.

Abbildung 7.42: Immunzytochemische Firbungen der transient transfizierten COS-7 Zellen.

Transient transfizierte COS-7-Zellen, welche mit 1 pg/ml GFP bei 4 bzw. 37 °C inkubiert wurden. Die Zellkerne
wurden mittels DAPI markiert (blau). Bei 4 °C Inkubation lédsst sich eine kontinuierliche Farbung der kompletten
Zelloberflache erkennen. Hingegegen erfolgt bei 37 °C eine schwichere Férbung der Zelloberfliche und
stattdessen punktuelle Anfirbungen, die auf eine Internalisierung des GFPs hindeuten. Der Mafstabsbalken
entspricht 10 pm.
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In weiteren Experimenten wurde die Integritit der “"PFCs Emulsion nach Internalisierung iiberpriift.
Hierbei wurde zusitzlich die Zelloberfliche mittels WGA (wheat germ agglutinin) gefarbt und die
Rhodaminfluoreszenz der Emulsion mit in die Analyse einbezogen. Abbildung 7.43 zeigt eindeutig fiir
alle drei CIRs im Rhodaminkanal punktuelle Anfirbungen im Bereich des Zytoplasmas und die
hiufige Kolokalisation dieses Signals mit GFP spricht klar fiir die Integritdt der Emulsion nach der

Internaliserung.

Rhodamine

Abbildung 7.43: Immunzytochemische Firbungen der stabil transfizierten CHO-CIR1 — 3 Zellen.

Immunzytochemische Firbungen der stabilen CIR'- Linien. Die Zellkerne sind mit DAPI, die Zellmembran mit
WGA angefdrbt. Bei allen Ansétzen lassen sich deutlich die Farbungen durch Emulsion (Rhodamin) und GFP
erkennen. Diese sind hdufig (gelbe Pfeile) und befinden sich im Zytoplasma der Zellen. Der MaBstabsbalken
entspricht 10 um.

7.2.2.4 Kompetitionsexperimente

Um die Spezifitit der “"PFCs fir die CIRs detaillierter zu untersuchen, wurden zusitzlich
Kompetitionsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurden die Rezeptoren zundchst mit einem Uberschuss
an GFP (5 ug/ml) bei 4 °C abgesittigt, woraufhin im zweiten Schritt die Zellen, wie zuvor mit den
SFPPECs, bei 37 °C inkubiert wurden. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Proben abgenommen und

die Aufnahme der “""PFCs durchflusszytometrisch im Rhodaminkanal untersucht (Abbildung 7.44).
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Ohne Préinkubation lie§ sich dabei fiir alle CIRs ein ganz dhnlicher Verlauf der Fluoreszenzsignals
beobachten wie zuvor schon in Abbildung 7.42. Demgegeniiber zeigte sich bei Vorinkubation mit
freiem GFP eine massive Abnahme der Rhodaminsignale insbesondere fiir die beiden
,aufnahmeaktiven‘ CIR2+3 (Abbildung 7.44). Offenbar fiihrt die Priinkubation zu einer nahezu
volligen Blockade der CIR-Bindungsstellen, so dass keine “"PFCs mehr andocken und auch nicht
internalisert werden konnen. Dies legt den Schluss nahe, dass zumindest {iber den gewéhlten

Beobachtungszeitraum kein relevantes Rezeptorrecycling erfolgt.
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Abbildung 7.44: Priinkubation der CHO-CIR1-3-Zellen mit GFP.

Um die Spezifitit der “""PFCs fiir die Rezeptoren detaillierter zu untersuchen, wurden Kompetitionsexperimente
durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen zunédchst bei 4 °C mit 5 pg/ml GFP vorinkubiert, um Bindestellen
abzusittigen. AnschlieBend wurden diese mit den ““"PFCs inkubiert. Deutlich zu erkennen ist die Reduktion des
Rhodaminsignals, insbesondere bei CIR2 und CIR3; n=3 + SD fiir alle Messpunkte (unterschiedliche
Skalierungen fiir CIR1-3).

7.2.2.5 Aufnahme von “**PFCs in einer Ko-Kultur von CIR*-Zellen und murinen Immunzellen
Im nichsten Schritt sollte untersucht werden, ob CIR'-Zellen erfolgreich mit auf Phagozytose
spezialisierten Zelltypen um die Aufnahme der ““"PFCs konkurrieren konnen, was eine entscheidende
Voraussetzung fiir eine Ubertragung des CIR-Ansatzes von in vitro auf in vivo Bedingungen in zelltyp-
spezifischen CIR'-Miusen ist. Herfiir wurden stabil transfizierte CIR"-Zellen mit Mausimmunzellen
ko-kultiviert, mit ““"PFCs inkubiert und anschlieBend das Rhodaminsignal in den einzelnen
Zellfraktionen (CIR’, Monozyten, Granulozyten, Lymphozyten) durchflusszytometrisch bestimmt
(siehe 6.2.5.5 Ko-Kultur zur Ermittlung der Spezifitit der ).

Murine Immunzellen und CHO-CIR"-Zellen lieBen sich durch Firbung mit CD45 und anhand des
FSC/SSC-Musters einfach unterscheiden (Abbildung 7.45): CHO-Zellen exprimieren kein CD45 und
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sind zudem im FSC/SSC deutlich groBer (lila Zellpopulation). Aus Abbildung 7.45 lésst sich erkennen,
dass die lymphoiden Zellen erwartungsgemdll so gut wie keine, die myeloiden Zellen hingegen
deutliche Rhodaminsignale aufwiesen. Bemerkenswerterweise konnte aber in den CIR2"- und CIR3"-
Zellen ein um ein vielfach stérkeres Signal ausgemacht werden als in den myeloiden Zellen der Maus.
Die Ergebnisse aus diesen Kompetitionsexperimenten legen daher den Schluss nahe, dass CIR "-Zellen
auch in vivo in Konkurrenz mit phagozytosekompetenten Zellen spezifisch mit “"PFCs angesteuert

werden konnen.
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Abbildung 7.45: Ko-Kultur von CIR und murinen Immunzellen.

Gezeigt ist die Aufnahme von “""PFCs in Ko-Kultur von stabilen CIR"-CHO-Zellen und murinen Immunzellen.
Die murinen Immunzellen und CHO/CIR Zellen lassen sich mittels FSC/SSC-Gating deutlich voneinander
abgrenzen. Zudem wurden die Immunzellen mittels eines CD45-Antikérpers nachgewiesen. Bei der Auswertung
des Fluoreszenzgehaltes wird die stirkere Aufnahme der “"*PFCs durch die CIR2 und CIR3 deutlich. Selbst die
Monozyten (CD11b") weisen, verglichen mit den CIR"-Zellen, geringe Werte auf.

7.2.2.6 In vivo Detektion von CIR-Zellen innerhalb eines Matrigel/LPS-Inflammationsmodells

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich CIR"-Zellen im Prinzip auch in Gegenwart phagozytischer
Immunzellen mit “"PFCs markieren lassen, wurde das Gesamtkonzept final noch einer Uberpriifung
in vivo unterzogen. Dazu wurde erneut das bereits beschriebene Matrigel/LPS-Modell verwendet.
Hierbei wurden dem Matrigel neben LPS zusitzlich 5x10° CIR2"- bzw. CIR?-Zellen zugemischt und
anschlieBend subkutan implantiert. Nach intravendser Injektion der “"*PFCs wurde das Fluorsignal im
Bereich des Matrigels gemessen. In Abbildung 7.46 ist beispielhaft eine der Matrigelmessungen
gezeigt. Mittels "H-MRT lieB sich wie zuvor das Matrigel eindeutig im Nacken der Maus identifizieren
und die ortskorrespondierenden '"F-MRT-Bilder zeigten ein klares Fluorsignal im Randbereich des

Gels. Die LPS-induzierte Entziindung fiihrt offenbar vor allem in der Randzone des Matrigels zu einer
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Offnung der endothelialen Barriere, so dass bevorzugt die dort befindlichen CIR"-Zellen die “"PFCs
aus dem Blutstrom aufnechmen konnen. Die beobachteten '*F-Muster sind im Einklang mit
vorhergehenden Untersuchungen in diesem Modell (siche auch Abb. 7.14) und demonstrieren

eindeutig die Aufnahme von “""PFCs durch CIR"-Zellen in vivo.

Gehirn

:

Wirbelsaule

Abbildung 7.46: In vivo Detektion von CIR-exprimierenden BaF3-Zellen.

BaF3-CIR2"- und BaF3-CIR3"-Zellen (5x10% wurden in 50 ul Matrigel eingebettet und s. c. in den Nacken der
Maus appliziert. Nach i. v. Injektion von 100 pl ““*PFCs wurde das Matrigel mittels 'H-MRT identifiziert und
iiber 9 Schichten a 1 mm komplett dargestellt. AnschlieBend wurden ortskorrespondierende '’F-MRT-Bilder
aufgenommen. Durch Uberlagerung beider Scans lisst sich so das Fluorsignal in und um das Matrigel
ausmachen.
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8. Diskussion

In den letzten Jahren ist zunehmend klarer geworden, dass inflammatorische Prozesse bei einer
Vielzahl von Erkrankungen eine wichtige Rolle spielen. So konnten z. B. Morbus Alzheimer,
Fettleibigkeit oder auch Schizophrenie mit chronischen Entziindungen in Verbindung gebracht

147-150
werden,

aber auch in der akuten Phase nach einem Myokardinfarkt prigen die infiltrierenden
Immunzellen in entscheidender Weise den anschlieBenden Heilungsverlauf.*"">'"'** Um iiber ein
Tracking individueller Immunzellpopulationen Krankheitsverldufe detaillierter zu charakterisieren und
mogliche neue Therapieansitze zu identifizieren, riicken daher moderne Verfahren zur molekularen
Bildgebung immer mehr in den Vordergrund des Interesses. Im Zentrum vieler Untersuchungen steht
dabei die Ansteuerung einzelner Zelltypen zur spezifischen Beladung mit Kontrastmitteln — ein solches
aktives Targeting wére iiber die Diagnostik hinaus auch fiir therapeutische Zwecke extrem niitzlich, z.

B. in der Onkologie zur aktiven Ansteuerung und Vernichtung von Krebszellen.'**'*

Im Fokus dieser Arbeit stand das aktive Targeting von Immunzellen durch Perfluorkarbon-Nanoemul-
sionen (PFCs), um deren Schicksal mittels kombinierter 'H/"’F-MRT in vivo verfolgen zu konnen.
PFCs wurden 2008 erstmalig gezielt fiir die Inflammationsbildgebung verwendet und seitdem in einer
Vielzahl an inflammatorisch-assoziierte Krankheitsbilder, wie den Herzinfarkt, Artherosklerose oder
auch einen Schlaganfall experimentell erprobt.®***'** Dafiir werden PFCs in den Blutstrom injiziert,
wo sie insbesondere von Monozyten/Makrophagen aufgenommen werden. Im Falle einer Inflammation
wandern diese Zellen zum Entziindungsherd, woraufhin sie mittels 'F-MRT hochspezifisch
visualisiert werden konnen. Dadurch lassen sich die Zellen am Ort des Geschehens nachweisen und
somit der inflammatorische Hot Spot hintergrundfrei darstellen. Ein Nachteil dieser Methode besteht
allerdings darin, dass nicht eine spezifische Immunzellklasse sondern die Gesamtheit aller
phagozytotisch aktiven Zellen detektiert wird. Dies sind zwar groBtenteils die Monozyten/Makro-
phagen, jedoch konnte auch unter bestimmten Bedingungen bei neutrophilen Granulozyten und
epicardium-derived cells (EPDCs) eine PFC-Aufnahme nachgewiesen werden.""'"** Dementsprechend
kann zwar der Entziindungsherd identifiziert werden, aber weitergehende Informationen, ob dort
vorwiegend Granuloyzten, M1- oder M2-Makrophagen oder sogar T-Zellen infiltriert sind, lassen sich
mit dieser Technik nicht erfassen. Da die verschiedenen Immunzelltypen die nachfolgende
Heilungsphase jedoch in unterschiedlicher Weise beeinflussen kdnnen, war das Ziel dieser Arbeit ein
zellspezifisches PFC-Targeting zu etablieren, um die Art der Entziindung besser mittels '’F-MRT
einschétzen zu konnen und hiermit moglicherweise eine Prognose liber den weiteren Heilungsverlauf

zu erhalten.
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8.1 Einfluss von Grofie und Oberflichenbeschaffenheit auf die zellulire

Aufnahme von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen

Um die Inflammationsbildgebung mithilfe von "’F-MRT auf eine zellspezifischere Basis zu stellen und
dadurch eine bevorzugte Beladung individueller Immunzellpopulationen zu erreichen, wurde zunéchst
untersucht, wie eine gezielte Verdnderung der PFC-Oberfliche deren ,passive‘ Aufnahme durch
phagozytierende Zellen moduliert. Dazu wurde zum einen eine PEGylierung der Emulsionsoberflache

vorgenommen, zum anderen wurde die Grofe der Emulsionspartikel verédndert.

8.1.1 PEGylierung der PFC-Oberfliche reduziert die zellulire Assoziation

Bereits in den friihen 90er-Jahren zeigten Blume und Cevc, dass das Einbringen von Poly-Ethylen-
Glycol (PEG) in Emulsionen deutlich bessere Abschirmungseffekte aufweist, als das damals noch
verwendete Gangliosid GM1."”""* Das Polymer kann in unterschiedlicher Kettenlinge eingesetzt

werden, jedoch zeigen sich deutliche Abschirmungseffekte erst ab 2000 kDa.”” !

Die PEGylierung von “"PFCs bzw. ""™PFCs fiihrte zu keinen wesentlichen Anderungen der Emulsions-
eigenschaften hinsichtlich Partikeldurchmesser und GroBenverteilung, wie die Charakterisierung
anhand von PCS (Photonen-Korrelations-Spektroskopie) ergab. Signifikante Verdnderungen konnten
lediglich im (-Potential ausgemacht werden, was zu erwarten war, da die PEGylierung fiir eine
neutralere Oberfliche der Emulsion sorgt und somit die starke negative oberfldchliche Ladung
abschwicht.' Dementsprechend lassen sich die Anderungen im (-Potential nutzen, um auf den
erfolgreichen Einbau der PEG-Ketten in die Emulsion riickzuschlieBen. Allerdings hat die PCS den
methodischen Nachteil, dass die Partikeleigenschaften tiber die Brechung von Licht an den Emulsions-
teilchen berechnet werden. Diese Art der Bestimmung kann, durch bei der Emulsionsherstellung
entstandene Liposomenv verfalscht werden, da diese zum einen kein Kontrastmittel enthalten und zum
anderen deutlich kleiner als die Emulsionspartikel sind. Um den Liposomenanteil innerhalb der
Préparationen zu bestimmen, wurden daher zusétzliche Kryo-TEM-Analysen (Kryo-Transmissions-
elektronenmikroskopie) durchgefiihrt. Hier erscheinen Emulsionspartikel aufgrund des PFC-Kerns
dunkel, die leeren Liposomen jedoch hell. Erfreulicherweise konnte mit dieser Methode eindeutig
nachgewiesen werden, dass der Anteil an Liposomen minimal und daher der Einfluss auf die

Groflenmessung sehr gering ist.

Um die Auswirkungen der PEGylierung auf die zellulire PFC-Aufnahme zu bestimmen, wurde die
Inkorporation der verschiedenen Emulsionen zunichst in vitro an CHO-Fibroblasten sowie J774- und

RAW-Makrophagen untersucht. Bei Inkubation mit nicht-PEGylierten PFCs konnte bei den
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Makrophagenlinien RAW und J774 eine starke Internalisierung der PFCs nachgewiesen werden. Dies
entspricht den Erwartungen, da beide Zelllinien phagozytotische Eigenschaften besitzen. Im Gegensatz
dazu ergab sich fir CHO-Fibroblasten eine nur geringe, aber messbare PFC-Aufnahme. Da
Fibroblasten keine phagozytotisch aktiven Zellen sind, werden die PFCs hier vermutlich {iber einen
anderen Endozytoseweg aufgenommen. Ahnliche Beobachtungen wurden bereits bei primér isolierten

Fibroblasten beschrieben.'®!

Interessanterweise konnte insbesondere bei den beiden Makrophagenlinien nach 24-stiindiger PFC-
Inkubation bei 37 °C ein starker Riickgang des Fluoreszenzsignals beobachtet werden, hingegen zeigt
sich bei Inkubation bei 4 °C eine stete Zunahme des Signals. Dies kann hdchstwahrscheinlich durch
einen Abbau der Fluorochrome erkléart werden. Bei 37 °C werden die Partikel in die Zelle internalisiert,
wohingegen bei 4 °C nur eine oberflichliche Bindung, aber keine Internalisierung erfolgt. Wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, sorgen reaktive Sauerstoffspezies, in diesem Fall H,O,, fiir eine
stetige Minderung der Fluoreszenz, was auf eine oxidative Zerstorung der Fluorochrome zuriickgefiihrt
werden kann. Diese Annahme wird zusitzlich durch Vergleich der "F-MRT- mit den
Durchflusszytometer-Messungen nach 24-stiindiger Inkubation gestiitzt: Bei allen drei Zelllinien
konnte in den '"F-MRT-Bildern ein deutlich stirkeres Fluorsignal fiir die PFCs im Vergleich zu den
PESPECs ausgemacht werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den Durchflusszytometer-Messungen
zu diesem Zeitpunkt mehr Signal bei den "““PFCs als bei den PFCs. Der Perfluorkronenether ist im
Vergleich zu den Fluorochromen ein inertes Molekiil. Einmal in die Zelle aufgenommen, verbleibt es
dort und es sind bisher keine chemischen Abbauprozesse beschrieben, welche die Perfluorkarbone

68162 Somit ist dies ein klarer Hinweis darauf, dass insbesondere das

abbauen konnen.
Carboxyfluorescein {iber ldngere Zeit instabil ist. Offenbar setzt der Verlust der Fluoreszenz hier sogar
schon deutlich friiher ein, da in den durchflusszytometrischen Messungen bereits nach 20-40 Minuten
ein Riickgang in der Fluoreszenz zu beobachten ist. Somit sind fiir lingere Versuchsansitze andere
Fluorochrome, wie z. B. das Rhodamin vorzuziehen, wobei auch bei diesem iiber 24 Stunden hinweg

ein signifikanter Verlust im Fluoreszenzsignal zu verzeichnen ist.

Wie erhofft, ergab sich bei den Experimenten mit ""°PFCs in allen drei Zelllinien eine starke
Reduktion der Partikelaufnahme im Vergeich zu den normalen PFCs. Der genaue Mechanismus, wie
dieser PEG-Effekt zustande kommt, ist noch nicht vollstindig geklirt, doch gibt es hierfiir
verschiedene Hypothesen: Ein wichtiger Faktor stellt sicherlich die Verdnderung des {-Potential durch
den Einbau des PEG in Lipidoberfldche der Emulsionen dar. Sowohl ein negatives als auch positives (-
Potential fithren zu einer verstirkten Aufnahme durch Zellen, wohingegen neutrale Werte diese
verringern.'”® Zudem wird durch eine PEGylierung der Emulsionen auch die Bindung von

Serumproteinen an die Nanopartikel und somit die Ausbildung einer Proteincorona vermindert. Dabei
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fungieren die PEG-Ketten wie eine Art Feder. Falls eine Bindung von Proteinen erfolgt, wird die PEG-
Kette gestaucht — die dabei aufgenommene Energie wird anschlieBend durch AbstoBung des Protein
wieder abgegeben.” Dementsprechend kommt die PEG-Abschirmung erst ab einer bestimmten Menge
an inkorporiertem PEG zum Tragen. Bei zu geringem PEG-Gehalt sind die einzelnen PEG-Ketten zu
weit voneinander entfernt, um diesen AbstoBungseftekt zu erbringen, was als mushroom conformation
bezeichnet wird. Ist die PEG-Menge jedoch zu hoch, geht die Flexibilitdt der einzelnen Ketten durch
die zu hohe Dichte an PEG verloren, wofiir der Term brush conformation verwendet wird.'”” Die
optimale AbstoBungskonformation wird bei 5 mol% PEG erreicht — ein Zustand der zwischen

99-101

mushroom und brush liegt und eine ideale Kombination von Grundstarre und geniigender

Flexibilitit aufweist.

Des Weiteren fiihrt die PEGylierung auch zur Ausbildung einer Hydrathiille, die die Bindung von
Serumproteinen erschwert.'™* Zu dieser Form der Proteine werden u. a. C3-, C4- und C5- sowie C-
reaktives Protein oder auch Fibronektin gezihlt.'*® Bis auf Fibronektin handelt es sich bei allen um
Akute-Phase-Proteine, welche nach einer Entziindung hochreguliert werden und an Pathogene binden.
Insbesondere C5a, also die aktivierte Form des CS5, ist hochpotent und der bindende Rezeptor ist

195 Allerdings ist

zwischen 0,5-3x10°-fach auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten vorhanden.
die Phase, in der es zur Ausbildung der Proteincorona kommt, nur rudimentér erforscht und gerade im
Hinblick auf PFCs gibt es bislang keine systematischen Untersuchungen hierzu. Die aktuell
vorherrschende Meinung ist, dass sich innerhalb kurzer Zeit eine hard Corona ausbildet, indem
zundchst Proteine mit hoher Affinitit binden. Um diese herum binden weitere Proteine mit geringerer
Affinitdt und bilden die soft Corona. Diese ist zusitzlich im stindigen Austausch mit umgebenden

166,167

Proteinen. , was es sehr schwierig macht, die Proteine der soft Corona zu charakterisieren.

Welcher dieser Effekte letztlich fiir die verringerte ""“PFC-Aufnahme verantwortlich ist, miissen
weitere Untersuchungen kldren — sehr wahrscheinlich werden aber alle oben diskutierten Mechanismen
zusammen fiir die sichtbaren Abschirmungseffekte sorgen. Die hier beobachteten Auswirkungen der
PEGylierung auf die zellulire PFC-Aufnahme sind im Wesentlichen in guter Ubereinstimmung mit
PEG-Studien zur Aufnahme von Liposomen sowohl in vitro fir J774-Makrophagen als auch ex vivo
fiir humane Monozyten.”'®® Ahnliche Effekte konnten bei SPIOs (super paramagnetic iron oxide
particles) beobachtet werden, bei denen es sich um kleine Nanopartikel (<100 nm) mit einem
Eisenkern handelt, welche in der MR-Bildgebung fiir einen Negativkontrast sorgen — auch bei diesen

Partikeln fiihrte eine PEGylierung zu einer verringerten SPIO-Aufnahme in J774-Makrophagen.'®

Die an den immortalisierte Zelllinien in vitro erhaltenen Ergebnisse konnten anschlieBend an priméren

murinen Immunzellen ex vivo bestitigt werden. Wie angestrebt, fihrte die PEGylierung zu einer
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massiven Reduktion der PFC-Inkorporation durch neutrophile Granulozyten, klassische und nicht-
klassische Monozyten. Da insbesondere die zirkulierenden Immunzellen in direktem Kontakt mit
Serumproteinen stehen, wurden hier zusdtzliche Untersuchungen durchgefiihrt, um den Effekt der
damit verbundenen Coronabildung auf die PFC-Aufnahme zu adressieren. Interessanterweise ergab
sich dabei bei Inkubation in Vollblut eine deutlich langsamere Aufnahmekinetik als in Protein-

reduziertem MACS-Puffer.

Hierfiir kann es verschiedene Erkldrungen geben: Zum einen ist im ersten Fall das Verhéltnis von
Immunzelle zu PFC-Partikel deutlich geringer, da im Vollblut eine Vielzahl anderer Zellen
(Erythrozyten, Thrombozyten) vorhanden sind, die zumindest durch passive Adhédsion die effektive,
freie PFC-Konzentration herabsetzen. Zum anderen ist denkbar, dass im Vollblut Serumproteine
vorhanden sind, die die PFC-Aufnahme verzdgern, indem sie zu einer Modifikation der sard Corona
fihren, fiir die sich in den letzten Jahren zunehmend herauskristalliert hat, dass sie — neben
Partikelladung und Grofe — eine Schliisselrolle fiir die Partikelaufnahme in die Zelle spielt. So konnte
z. B. gezeigt werden, dass sich die sard Corona von Siliciumdioxid- und Polystyrol-Nanoemulsionen
deutlich voneinander unterscheiden'”’ und dass auf der anderen Seite die Verwendung von
hitzeinaktiviertem Serum die zellulire Partikelaufnahme drastisch verindert.'”” Offenbar ist die
Ausbildung der hard Corona so komplex, dass man im Prinzip fiir jede Emulsion die bindenden
Proteinfraktionen bestimmen miisste, da selbst geringfiigige Anderungen der Oberflichenbeschaf-
fenheit Einfluss auf die Coronabildung nehmen konnen. Erstaunlicherweise ist die initiale PFC-
Aufnahme bei Inkubation in MACS-Puffer relativ hoch, obwohl dort nur BSA als Proteinzusatz sowie
EDTA als Komplexbildner vorhanden sind. In diesem Zusammenhang konnte bereits durch
Messungen des {-Potential vor und nach Inkubation mit BSA gezeigt werden, dass dieses spontan an

171

Gold-Nanopartikel bindet.”” Allerdings ist nicht bekannt, ob BSA auch die Aufnahme der Nano-
partikel in Zellen fordert — da BSA das {-Potential senkt und somit die Bindung an Zellen verringert,
wire eher das Gegenteil zu erwarten.'”' Zur Klirung dieser zum Teil iiberraschenden Befunde bieten

sich weiterfithrende Experimente mit Puffern ohne jeglichen Proteinzusatz an.

Zusammengefasst zeigen diese Untersuchungen eindeutig, dass sich die Aufnahme der PFCs durch
Immunzellen mittels PEGylierung der Partikeloberfldche substantiell reduzieren lédsst. Bislang gab es
hierfiir lediglich indirekte Evidenz: In zahlreichen Studien wird zwar eine verldngerte
Bluthalbwertszeit von PEGylierten Nanopartikeln in vivo beschrieben; es wurde jedoch nicht gezeigt,
dass diese verlingerte Halbwertszeit auch tatsdchlich durch eine verminderte Immunzell-Aufnahme
bedingt ist und nicht hauptsiachlich durch eine verringerte Aufnahme durch Leber und Milz zustande

124,126,127,157,172
kommt.
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8.1.2 Einfluss der Partikelgrofie auf die zelluliire Aufnahme von PFCs

Alle Aufnahmeprozesse in die Zelle werden unter dem Uberbegriff Endozytose zusammengefasst,
welche grob in Pinozytose und Phagozytose unterteilt wird. Letztere wird erst ab einer PartikelgroBe
von ca. 250 nm Durchmesser stimuliert und weiBt die hochste Aufnahmekapazitit auf.'” Die
Pinozytose wird wiederum in Makropinozytose, Clathrin-abhéngige, Clathrin-unabhingige sowie
Caveolae-abhingige Endozytose untergliedert. Wann welcher dieser Wege aktiviert wird, ist bisher
nicht im Detail erklért, jedoch spielt unter anderem auch hier die Partikelgrof3e eine wichtige Rolle fiir
den Aktivierungsweg. So handelt es sich bei Caveolae um etwa 50-100 nm grof3e
Membraneinstiilpungen, welche auf Fibroblasten, Endothelzellen oder auch glatter Muskulatur, aber
interessanterweise nicht auf Leukozyten vorzufinden sind. Ein negatives (-Potenzial fordet die
Aufnahme von Partikeln iiber Caveolae und fiihrt zu deren Lokalisation in Caveosomen.'’*""” Sowohl
bei der Clathrin-abhidngigen als auch Clathrin-unabhéngigen Endozytose handelt es sich um etwa
150 nm groBe Membranabschniirungen, wohingegen bei der Makropinozytose, dhnlich wie bei der
Phagozytose, grofBere Partikel aufgenommen werden, bis hin zu mehreren Mikrometern. Die
Makropinozytose spielt insbesondere bei der Aufnahme von Zelldebris, Viren und Bakterien eine
Rolle, ist aber vermutlich fiir die Aufnahme von Nanopartikeln von untergeordneter Bedeutung.'”*'*!

Eine Ubersicht der unterschiedlichen Endozytosewege ist in Abbildung 8.1 gegeben.
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Abbildung 8.1: Uberblick iiber die unterschiedlichen Endozytosewege in die Zelle.

Grob gegliedert wird die Endozytose in Phagozytose und Pinozytose. Die Pinozytose wiederum teilt sich auf in
Makropinozytose, Clathrin-abhdngige sowie Clathrin-unabhéngige Endozytose und die Caveolae. Diese
wiederum konnen wieder in unterschiedliche Untergruppen, je nach beteiligtem Proteinkomplex, untergliedert
werden. (Modifiziert nach Mayor und Pagano)
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Um zu tberpriifen, wie der Durchmesser der PFCs deren zellulire Aufnahme beeinflusst, wurden
Emulsionen mit unterschiedlicher Menge an Lipid hergestellt (35 mM; 17,5 mM; 3,5 mM). Dabei ging
die Verringerung des Lipidgehaltes erwartungsgemif3 mit einer Erhohung der Partikeldurchmesser
einher. Zusétzlich wurden alle Emulsionen mittels SPIT (Sterol-basierte post-Insertionstechnik) mit 5
mol% Cholesterol-PEG,y PEGyliert, wonach sich {iberraschenderweise deutlich negative (-Potenziale
einstellten. Wie bereits oben diskutiert, wiirde man eher erwarten, dass die PEGylierung zu einer
neutraleren Oberflichenladung fiihrt. Es ist zwar bekannt, dass Cholesterol die Rigiditit der Membran

182-184

erhoht sowie auch die Membranpermeabilitdt reduziert, jedoch sind keine Studien bekannt,

welche nahelegen, dass Cholesterol auch nachweislich einen Effekt auf das {-Potenzial ausiibt.

Die Aufnahme dieser Emulsionen wurde zundchst in den auch zuvor verwendeten Zellkulturlinien
untersucht. Dabei konnte generell mit steigendem Durchmesser der Emulsionen eine stérkere
Partikelaufnahme in die Zellen beobachtet werden. Dies liegt hochstwahrscheinlich daran, dass, je
nach Grofle der Partikel, unterschiedliche Endozytosewege aktiviert werden. Partikel um die 100 nm
werden vermutlich iiber Clathrin-abhingige oder Clathrin-unabhéngige Endozytose internalisiert, wie
bereits fiir PLA-PEG- (Poly-lactide-co-Polyethyleneglycol) als auch PLGA-Partikel (Poly-lactide-co-
glycolide) beschrieben wurde.'*'® PFCs mit einer GroBe von 150 nm werden aufgrund des geringen
GroBenunterschieds mutmaBlich ebenfalls durch Clathrin-abhéngige Endozytose internalisiert, was
erkldren konnte, warum die Aufnahmeunterschiede zwischen diesen beiden GréBen nicht besonders
ausgeprigt waren. Demgegeniiber ist bei den *’PFCs davon auszugehen, dass diese Partikel iiber
Phagozytose aufgenommen werden, was durch die massive und schlagartige Internalisierung in diesem

Fall untermauert wird.

Die hier fiir die PFCs beobachteten Effekte stehen im Einklang mit fritheren Befunden fiir andere
Nanopartikeln. Bereits 1986 konnten Pratten und Loyd zeigen, dass Polystyrol-Emulsionen mit
steigendem Partikeldurchmesser verstdrkt in Peritonealmakrophagen von Ratten aufgenommen
werden.'®” Ahnliche Effekte wurden sowohl fiir die Liposomen-Aufnahme in Alveolarmakrophagen als
auch deren Ablagerung in artherosklerotische Liasionen beschrieben.'™ ' Um den tatsichlichen
Endozytoseweg der PFCs in die Zellen zu kldren, kénnte man Endozytosehemmer verwenden und
anschlieBend die Aufnahme bestimmen. Chlorpromazin ist ein Hemmer der Clathrin-abhingigen
Endozytose, ebenso wie kaliumfreier Puffer.'”"'”* Fiir die Clathrin-unabhiingige Endozytose bietet sich
sowohl Methyl-B-cyclodextrin als auch Genistein an.'”*'** Allerdings bestehen hierfiir z.T. starke
Vorbehalte, da die eingesetzten Endozytosehemmer je nach Zelle unterschiedlich wirken und daher

immer auf den verwendeten Zelltyp optimiert werden miissen.'”
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Auch bei den Untersuchungen zur groBenabhingigen PFC-Internalisierung konnte durch PEGylierung
fiir jeden Durchmesser und in allen Zelllinien die Aufnahme reduziert werden, wobei allerdings das
Ausmal dieses Effekts deutlich geringer ausfiel als im vorherigen Kapitel. Dies ist sehr wahrscheinlich
darauf zuriickzufiihren, dass hier das {-Potenzial nur einen geringen Unterschied zwischen PFC- und
PEGpRC-Emulsionen aufwies, was wiederum in der Art und Weise begriindet sein konnte, mit der die
PEGylierung vorgenommen wurde: Die PEGylierung tiber die SPIT setzt einen spontanen Einbau der
Cholesterolgruppen in die Emulsion voraus, jedoch wurde nicht tberpriift, wie effizient dieser Einbau
erfolgt. Eine anschlieend durchgefiihrte Titrationsreihe mit unterschiedlichen Mengen an Cholesterol-
PEGy ergab kontinuierlich verbesserte Abschirmungseffekte bis zu einem PEG-Gehalts von
75 mol%, wobei unklar ist, ob wirklich die gesamte Menge des PEG in die Emulsion integriert. Daher
wire es wunschenswert, den tatsdchlichen PEG-Gehalt der Emulsion zu bestimmen. Hierfur stehen fir
zukiinftige Untersuchungen verschiedene Methoden zu Verfiigung: Altere Verfahren beinhalten den
Einsatz von NeBlers bzw. Dragendorffs Reagenz. Bei ersterem wird alkalische Kaliumtetraiodo-
mercuratldsung zur Detektion verwendet, bei letzterem handelt es sich um eine aus der Forensik
stammenden Methodik, welche sich zur absoluten Quantifizierung des PEG eignet."”*"’ Mittels

Bariumionen lésst sich sogar der DSPE-PEG-Gehalt in Liposomen quantifizieren.'*®

SchlieBlich wurde das Verhalten der unterschiedlichen Emulsionen unter in vivo Bedingungen in der
Maus untersucht. Dabei stand zum einen der Einfluss der PartikelgroBBe auf die Inflammations-
bildgebung als auch auf die Biodistribution der PFCs im Vordergrund des Interesses, da fiir andere
Nanopartikelsysteme bereits gezeigt wurde, dass der Partikeldurchmesser entscheidenden Einfluss auf
die Gewebeverteilung hat. Fiir Mikrosphdren ist bekannt, dass Partikel kleiner 5000 Dalton (dies

 und Partikel unter

entspricht etwa 1 nm) direkt iiber das renale System ausgeschieden werden'
200 nm zudem deutlich langsamer aus dem Blutkreislauf entfernt werden als Partikel groBer als
200 nm."” Nach Injektion in den Blutstrom, werden diese binnen Minuten vom MPS (mononuklesre

200202 \obei sich kleinere

Phagozytose System) erkannt und von Leber und Milz aufgenommen,
Partikel (<150 nm) verstérkt im Knochenmark ansammeln, wohingegen grofere Partikel (>250 nm)

primir in Leber und Milz akkumulieren.*”

Diese Befunde konnten in der vorliegenden Arbeit im Wesentlichen auch fiir die PFCs bestétigt
werden. Nach intravenoser PEC-Gabe ergaben repetitive '’F-MRT-Messungen, dass sich die Bluthalb-
wertszeit mit steigender PFC-GroBe deutlich verkiirzt: Bei *°PFCs lieB sich bereits nach 1 Stunde
kaum noch Signal im Blut ausmachen. Demgegeniiber wiesen die beiden groBeren PFCs (‘*’PFCs,
20pg Cs) eine deutlich starkere Akkumulation in Leber und Milz auf, was sich mit der Annahme deckt,
dass groBere Partikel schneller vom MPS erkannt und daher auch effektiver aus dem Blutkreislauf

entfernt werden.'”’
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Bei diesen Untersuchungen konnte des Weiteren nachgewiesen werden, dass auch in vivo die
Aufnahme der PFC-Partikel durch Immunzellen mit steigendem Durchmesser zunimmt. Allerdings
zeigte sich bei Verwendung des Matrigel-Inflammationsmodells in der '’F-MRT Bildgebung uner-
wartet ein komplett anderes Ergebnis: Hier wurde mit steigendem Durchmesser der Emulsionspartikel
weniger '°F-Signal im Matrigel detektiert. Dariiber hinaus konnte nach Isolation der Immunzellen aus
dem Matrigel so gut wie kein Fluoreszenzsignal festgestellt werden. Wenn diese allerdings nach der
Isolation mit den Partikeln inkubiert wurden, stellte sich das gewohnte Bild ein: Mit steigendem
Durchmesser der Partikel ging eine stirkere PFC-Aufnahme einher, was bestitigt, dass die Zellen per

se nicht in ihrem normalen Aufnahmeverhalten kompromittiert waren.

Diese — auf den ersten Blick iiberraschenden — Ergebnisse sind hochstwahrscheinlich auf zwei unter-
schiedliche Ursachen zuriickzufiihren: Die Isolation der Immunzellen aus dem Matrigel and die
anschlieBende Analyse des Fluoreszenzsignals erfolgte erst 12 Stunden nach Applikation der PFCs —
ein Zeitraum, bei dem in der Zellkultur bereits der Abbau der Fluorophore festzustellen war. Dieser
Effekt scheint offenbar unter in vivo Bedingungen noch erheblich stirker zum Tragen zu kommen, was
zusitzlich durch die Beobachtung gestiitzt wird, dass bereits 1 Stunde nach intravendser Gabe im
Vergleich zu den in vitro Untersuchungen nur ein extrem schwaches Fluoreszenzsignal fiir die

Immunzellen beobachtet werden konnte (~ Faktor 100 geringer, Abb. 7.15).

Demgegeniiber beleuchtet das mit steigender PartikelgroBe abnehmende '*F-Signal im Matrigel/LPS-
Depot ein wichtiges Problem, welches sich generell bei der in vivo Inflammationsbildgebung stellt: Die
unspezifische Akkumulation des Kontrastmittels im Entziindungsherd durch den EPR-Effekt
(enhanced permeability and retention). Im betroffenen Areal fiihren Entziindungen immer zu einer
erhohten Durchlissigkeit des Endothels, um z.B. den Immunzellen die Einwanderung in den
inflammatorischen Bereich zu ermdglichen.”**** Gleichzeitig bedingt dieses 16chrige Endothel aber
auch, dass Kontrastmittel aus dem Blutstrom in das Interstitium diffundieren konnen und sich so im
tiefer liegenden Gewebe ansammeln. Dort verbleiben sie und werden nur sehr langsam wieder
ausgewaschen, was als EPR-Effekt bezeichnet wird. Dementsprechend kann bei Detektion eines '’F-
Signals nicht zweifelsfrei zwischen einwandernden, mit PFCs beladenen Immmunzellen und freien
Partikeln im Interstitium unterschieden werden. Der Riickgang des '’F-Signals mit steigender
Partikelgrofe deutet darauf hin, dass die passive Deposition der PFCs abnimmt, da die Emulsionen zu
grof} sind, um durch das Endothel zu diffundieren. Bisherige Untersuchungen zu dieser Thematik
beschrénkten sich nur auf wesentlich kleinere Nanopartikelsysteme. Interessanterweise wurde bei
Steigerung des Molekulargewichts von 10* auf 10° (entspricht in etwa 4-7 nm) eine Zunahme des EPR-
Effekts beobachtet.”*® Des Weiteren wurde in einer Tumorstudie die stirkere Signalausléschung durch

SPIOs im Bereich von 20-40 nm auf einen Anstieg des EPR-Effekts zuriickgefiihrt.**” Literaturdaten zu
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Nanopartikeln in der hier verwendeten Grdofe sind bislang nicht verfiigbar, daher ist durchaus denkbar,
dass der Effekt wieder abnimmt, wenn die Partikel- die Porengr6fe im Endothel tiberschreitet. Dies gilt
insbesondere fiir den in dieser Arbeit artifiziell erzeugten Entziindungsherd, der ein relatives mildes
Inflammationsmodell darstellt, wohingegen ein Tumor vermutlich deutlich stirkere Effekte auf das

Endothel ausiibt und daher auch zu groBeren Lochern fiihrt.

Insgesamt legen diese Ergebnisse den Schluss nahe, dass sich — zumindest in dem hier untersuchten
GroBenbereich — mit zunehmender PartikelgroBe die zelluldre PFC-Aufnahme steigern und zugleich
der EPR-Effekt reduzieren lasst. Weiterfithrende Untersuchungen miissen zeigen, ob sich dies in
physiologisch relevanteren Entziindungsmodellen bestdtigt. Zur Abgrenzung des EPR-Effektes
konnten dabei frithere Messzeitpunkte nach PFC-Injektion herangezogen werden. Da der EPR-Effekt
auf reiner Diffusion beruht, sollte in der initialen Phase nach PFC-Gabe (z. B. nach 1 Stunde) bereits
der Grofteil der Emulsionen im Inflammationsbereich vorliegen und der anschlieBende Zuwachs im

F-Signal (z. B. nach 24 Stunden) die Infiltration PEC-beladener Immunzellen widerspiegeln.

8.2 Detektion spezifischer Zellpopulationen iiber das aktive Targeting von PFCs

Nachdem im ersten Teil der Arbeit gezeigt werden konnte, dass iiber Verdnderung der PFC-
Oberflacheneigenschaften (PEGylierung) bzw. der Partikelgrofe deren zellulire Aufnahme ganz
allgemein verringert bzw. erhoht werdem kann, sollte im zweiten Teil dieser Arbeit ein aktives PFC-
Targeting an individuelle Zellpopulationen etabliert werden. Hierfiir wird ein hochspezifischer Ligand
bendtigt, wobei normale Antikorper oft den Nachteil haben, dass ihr Epitop auf unterschiedlichen
Zelltypen vorhanden ist. Zudem kann der Fc-Teil des Antikorpers zur Komplementaktivierung
fihren.”” Eine Alternative zu Antikorpern sind Antikorperfragmente, single-chain Antikorper oder
Nanobodies. Sie alle haben den Vorteil, dass sie deutlich kleiner sind und zudem zu keiner Aktivierung
des Komplementsystems fiihren.”** "' Insbesondere bei den Nanobodies handelt es sich um eine sehr
interessante Alternative zu herkommlichen Antikérpern, da diese aus einer monomeren variablen
Doméne bestehen und daher nur ein Molekulargewicht von ca. 1015 kDa aufweisen.”'**"> Dariiber
hinaus eignen sich auch kleine Peptide fiir spezifische Targetingansétze. Allerdings ist die Affinitét
zum Antigen héufig geringer als bei Antikdrpern. Peptide konnen in linearer oder auch zyklischer
Struktur vorliegen, wobei die lineare Form weniger anfillig gegeniiber chemischen Modifikationen

ist.>'*
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8.2.1 Aktives Targeting von humanen Granulozyten

Der erste Abschnitt dieses Kapitels beschiftigt sich mit dem aktiven Targeting von humanen
neutrophilen Granulozyten. Hierfiir wurden als spezifische Liganden Peptide verwendet, deren
Sequenz bereits 1999 mittels eines Phagendisplays identifiziert wurden."?* Peptide haben gegeniiber
normalen Antikdrpern den Vorteil, dass siec nur ein Epitop binden und nicht wie polyklonale
Antikorper unterschiedliche Bindungsepitope aufweisen. Zudem lassen sie sich sehr einfach
modifizieren, was in dieser Arbeit genutzt wurde, um die eingesetzten Peptide fiir Fluoreszenz-
messungen N-Terminal mit einem Carboxyfluorescein auszustatten. Des Weiteren wurde hinter einem
Triple-Glycin-Spacer ein zusétzliches Cystein eingebaut, dessen freie Sulthydrylgruppe fiir

Kopplungsreaktion genutzt werden kann.

In durchflusszytometrischen Messungen konnte nach den oben beschriebenen Modifikationen die
Bindung von NG2 an eine Teilpopulation der Granulozyten bestétigt werden, wohingegen NG1 nicht,
wie beschrieben, an alle Granulozyten bindet. Moglicherweise weist das abgewandelte NG1 eine
verdanderte Tertidrstruktur auf, so dass keine Bindung mehr an die Granulozyten erfolgt. Zudem muss
beriicksichtigt werden, dass fiir die NG1 Aminosduresequenz eine Bindung an die humane U937-

Monozytenlinie beschrieben wurde."**

Dementspechend wire selbst bei gegebener Funktionalitdt des
Peptids fraglich, ob nicht auch eine Bindung an Blutmonozyten erfolgt und somit keine reine Spezifitat
fiir Granulozyten gegeben ist. NG2 hingegen bindet trotz der chemischen Modifikationen etwa 50 %
der humanen Granulozyten. Zudem konnte durch den FEinsatz von pH-Rodo-markiertem NG2
nachgewiesen werden, dass das Peptid nicht nur an Granulozyten bindet sondern auch von diesen
internalisiert wird. Dies spielt fiir das angestrebte aktive Targeting eine entscheidende Rolle, da die
Internalisierung des NG2 eine Pramisse dafiir ist, dass spiter auch die an das Peptid gekoppelten

Kontrastmittel in die Zellen aufgenommen werden kénnen.

Als Bindepartner fiir das NG2 konnte mittels Ligand-Receptor-Capturing CD177 identifiziert werden.
Interessanterweise wurden in der Sequenz des NG2 Homologien zu Integrinen ausgemacht,
insbesondere den darin enthaltenen Asparagin- und Leucin-Abschnitten, was sich mit Literaturdaten
zur Assoziation von CD177 mit B2-Integrinen, insbesondere Mac-1, deckt.”’**'" Die genaue Funktion
von CD177 ist noch unklar, aber es wurde u. a. gezeigt, dass es fiir eine Oberflaichenexponierung der
Serin-Protein-Protease (PR3) sorgt. Dies hat zur Folge, dass ausschlieBlich CD177" Granulozyten eine
Oberflichenexpression dieser Protease aufweisen.”’® In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert,
dass CD177" Granulozyten in vitro besser durch eine Schicht von HUVEC-Zellen migrieren,*"® !

wobei PR3 vermutlich eine entscheidende Rolle zukommt, da Serin-Protease-Inhibitoren fiir eine

verringerte Migration sorgen.””' Allerdings konnte in vivo keine verstirkte Migration von CD177"
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Granulozyten in inflammatorische Bereiche nachgewiesen werden und auch bei CD177-defizienten

Miusen konnte kein Einfluss auf die Migration der Granulozyten beobachtet werden.*'”-****

Um festzustellen, ob sich mithilfe des identifizierten Peptids unter pathologischen Bedingungen
Verdnderungen im Granulozytenprofil nachweisen lassen, wurden zunéchst Blutproben gesunder
Donoren bzw. Patienten nach einem Myokardinfarkt mit NG2 inkubiert. Dabei ergab sich der
spannende Befund, dass sowohl bei 4 °C als auch bei 37 °C eine stirkere Bindung des NG2 an die
Proben der Myokardinfarktpatienten erfolgt. Da das Verhéltnis zwischen 4 ° und 37 °C in beiden
Gruppen gleich blieb, liegt der Schluss nahe, dass CD177 nach Infarkt verstirkt exprimiert oder zur
Oberflédche transportiert wird, es jedoch zu keiner vermehrten Internalisierung des Rezeptors kommt.
In separaten Experimenten konnte auch nach Stimulation von Granulozyten gesunder Spender mit LPS
eine verstirkte Bindung des NG2 beobachtet werden. Dies ist insoweit bedeutsam, da es sich bei einem
Myokardinfarkt um eine sterile Inflammation handelt, durch LPS jedoch eine nicht-sterile Inflam-
mation getriggert wird und sich daher die beiden Konditionen in ihrer Immunantwort deutlich
unterscheiden. Zudem fiel bei Charakterisierung der NG2""-Granulozyten die NG2"-Population durch
eine geringere Expression von CD14 auf. Dieses Protein bildet zusammen mit TLR4 den Rezeptor fiir
LPS** und wird im Sinne einer positiven Riickkopplungsschleife in Gegenwart von LPS verstirkt an
die Zelloberfliche transportiert.”” In diesem Zusammenhang wire es interessant nachzupriifen, ob eine
Behandlung mit LPS auch bei neutrophilen Granulozyten von STEMI-Patienten zu einer erhéhten

Bindung von NG?2 fiihrt.

Auch nach Kopplung des NG2 an PFCs blieb die Spezifitat des Peptidbindung erhalten: Inkubation
von Granulozyten mit N**PFCs fiihrte zu einer starken Internalisierung, wohingegen PFCs mit einem
Kontrollpeptid kaum aufgenommen wurden. Des Weiteren konnten die verstirkte Affinitdt der
Granulozyten von STEMI-Patienten fiir das Peptid ebenso fir "“*PFCs bestitigt werden. Auch in
Gegenwart von Monozyten wurden die N**PFCs bevorzugt von Granulozyten augenommen. Dies ist
insbesondere fiir spitere Fluormessungen vorteilhaft, da Granulozyten im humanen System deutlich
hdufiger vertreten sind als Monozyten und somit zu einem vielfach stirkeren Fluorsignal fiihren.
Gegebenenfalls liee sich die Aufnahme durch Monozyten mit einem hoheren Anteil an PEG noch
weiter vermindern, was allerdings auch die Targetingeffizienz an die Granulozyten beeinflussen konnte
— ein solcher Effekt wurde beim aktiven Targeting von HUVECs mittels eines RGD-Peptides
beobachtet: Hier war die Ratio aus Targeting- und Kontrol-Emulsion bei geringen PEG-Mengen am
hochsten und nahm mit steigendem PEG-Anteil ab.'” Eine Alternative wire die Kopplung von CD47

an die Emulsionen. CD47 ist als ein ,,don’t eat me* Signal fiir Monozyten beschrieben und verhindert
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226

die Phagozytose.”™ Moglicherweise konnte die Kombination aus PEGylierung und CDA47 fiir die

besten Abschirmungseffekte sorgen und damit die Spezifitit noch weiter erhohen.

Die Spezifitit des Ansatzes wurde weiterhin anhand eines Inhibitionsassays getestet. Interessan-
terweise wird durch Vorinkubation mit einer hohen Menge an Peptid auch die Aufnahme durch
Monozyten reduziert, obwohl das Peptid keinerlei Spezifitit gegeniiber Monozyten aufweist und daher
auch keinen Einfluss auf die Aufnahme der Emulsionen haben sollte. Hier spielen offenbar andere,
unspezifische endozytotische Aufnahmewege eine Rolle. Aufgrund der geringen Grof3e der Peptide ist
eine Aufnahme durch Caveolae-abhidngige Pinozytose denkbar. Wie dies aber im Weiteren die
Aufnahme der Y?PFCs inhibiert, ist vollig unklar. Unter Umstinden sind die Monozyten durch das

Peptid bereits so stark abgeséttigt, dass die Phagozytose eingeschriankt wird.

Um auszuschliefen, dass die Bindung von NG2 in einer Stimulation der Zellen und der Aktivierung
von Signalkaskaden resultiert, wurde die Expression verschiedener Oberfldchenaktivititsmarker
(CD11b, CD63, CD66b) iiberpriift sowie ein ROS-Assay durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Positiv-
kontrolle LPS, fiihrte die Inkubation mit “**PFCs zu keinerlei Verinderungen bei CD11b, CD63 und
CD66b. Hier muss einschrinkend angemerkt werden, dass die Messungen nach nur 1 Stunde
Exposition erfolgten und Langzeiteffekte nicht ausgeschlossen werden konnen. Auf der anderen Seite
konnten in den ROS-Assays auch iiber 24 Stunden hinweg keine signifikanten Unterschiede zu

Kontrollbedingungen beobachtet werden.

Da Granulozyten zu den ersten Zellen gehoren, die in inflammatorische Bereiche einwandern und dort

%26 wurde in einem weiteren Schritt untersucht, ob deren

Zelltrimmer und Matrixbestandteile entfernen,
migratorisches Verhalten durch die Markierung mit “’PFCs beeinflusst wird. Mithilfe eines
Migrationsassays konnte jedoch gezeigt werden, dass die Bindung und Inkorporation der N**PFCs
keinen signifikanten Einfluss auf die Migration der Granulozyten nimmt. Allerdings wurde auch hier
der Assay nur iiber eine Stunde und bei einer Emulsionskonzentration vorgenommen. Weitere
Analysen miissen kldren, ob moglicherweise zu bestimmten Zeitpunkten bzw. Stoffmengen eine
Sattigung einsetzt und dies sich dann auf die Migration auswirkt. Zumindest decken sich die Ergebisse

aus den Migrations- und Aktivierungsassays, da eine verringerte Migration auch durch eine

verminderte Expression von Oberflichenmarkern wie CD11b gekennzeichnet wire.

Interessanterweise wurden bei den Migrationsstudien fiir Granulozyten von STEMI-Patienten eine
deutlich stirkerer Chemotaxis gegeniiber IL-8 als bei Zellen von gesunden Probanden beobachtet. 1L-8
ist eines der wichtigsten Chemokine fiir neutrophile Granulozyten und kann sowohl an CXCRI1 als

auch CXCR2 binden. CXCR?2 ist primér fiir die Freisetzung der Granulozyten aus dem Knochenmark
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verantwortlich, wohingegen die Signaltransduktion tiber CXCR1 mit dem Migrationsverhalten der
Zellen in Verbindung steht.”*>* Mittels Oberflichenexpressionsstudien konnte gezeigt werden, dass
sowohl der CXCRI, als auch der CXCR2 verstirkt auf Granulozyten von Patienten nach einem
Myokardinfarkt vorkommt. In dlteren studien konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu anderen
GPCRs sowohl CXCR1 als auch CXCR2 nach Bindung eines Liganden nicht internalisiert werden und
es somit auch zu keinen starken Anderungen in der Oberflichenexpression kommen sollte.””” Dies
stiitzt die These, dass es nach einem Myokardinfarkt zu einer verstarkten Expression der beiden
Rezeptoren kommt. Die von IL-8 ausgeloste Signalkaskade fiihrt letztendlich zur Phosphorylierung der
MAPK ERKI1/ERK2, wobei bemerkenswert ist, dass bei den Granuloyzten von STEMI-Patienten
bereits eine deutliche erhohte Phosphorylierung von ERK1/ERK2 verzeichnet wurde, bevor die Zellen
mit IL-8 in Kontakt kamen. Offenbar ist hier nach Infarkt eine Voraktivierung oder eine Art Priming
erfolgt, da sich neutrophile Granulozyten in der Peripherie normalerweise in einem inaktiven Status
befinden, um vor ungewollter Aktivitit dieses Zelltyps zu schiitzen.”® Zur effektiven Bekidmpfung
eindringender Pathogene oder eines Entziindungsherds, miissen die Granulozyten daher zunéchst
geprimed, also gegeniiber Aktivierungsmarkern sensibilisiert werden.”” ' Dieses Priming kann iiber
verschiedene Stimuli geschehen z. B. durch proinflammatorische Cytokine, Chemokine oder auch
DAMPs. So reichen bereits einige Sekunden Kontakt zu ATP aus, um Granulozyten vorzuaktivieren.
Alternativ konnen auch Stimuli wie LPS oder GM-CSF f{iber einen lingeren Zeitraum hinweg fiir das
Priming der Zellen sorgen.”*>**® Allerdings senkt eine Vorbehandlung mit GM-CSF die Chemotaxis
neutrophiler Granulozyten gegeniiber IL-8 deutlich herab — werden hingegen IL-8 und GM-CSF
zusammen als Chemoattraktant verwendet, steigert dies die Migration im Vergleich zu IL-8 als
alleinigem Stimulus.”’ Da bei den Granulozyten von STEMI-Patienten eine erhohte Migration
gegeniiber IL-8 festzustellen war, kann also GM-CSF als Priming ausgeschlossen werden. Da es nach
Myokardinfarkt zum Absterben von Zellen und damit zur Freisetzung von ATP kommt, stellt
insbesondere dieses Molekiil einen wahrscheinlichen Primingfaktor dar. Zur weiteren Klarung dieser
Frage miissten Blutproben gesunder Donoren und Patienten nach einem Myokardinfarkt systematisch

hinsichtlich der Plasmaspiegel verschiedener Chemokine und anderer Stimuli untersucht werden.

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass sich mithilfe von NG2pRCg spezifisch CD177"
Granulozyten mittels '’F-MRT sichtbar machen lassen, ohne dass die Zellen in ihrem normalen
Phénotyp beeinflusst werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Granulozyten von STEMI-
Patienten eine erhohte Affintit zu N’PFCs und gleichzeitig eine deutlich stirkerer Chemotaxis

gegeniiber IL-8 als Zellen von gesunden Probanden aufweisen.
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8.2.2 Aufbau und Etablierung eines Cargo Internalization Rezeptor (CIR) Systems

Beim Cargo-Internalisierungs-Rezeptorsystem (CIR) handelt es sich um drei artifizielle Rezeptoren,
welche extrazelluldr identisch aufgebaut sind, aber unterschiedliche intrazellulire Doménen und
Internalisierungsmotive besitzen. Der extrazellulire Bereich besteht aus einem GFP-Nanobody,
welcher hochspezifisch GFP bindet.'* Dadurch sollen GFP-gekoppelte PFCs spezifisch an CIR-
exprimierende Zellen dirigiert werden, worauthin anschlieend die Internalisierung erfolgt und diese

Zellen so mittels "’F-MRT visualisiert werden konnen (Abb. 8.2).

Abbildung 8.2: Hypothetische Funktion der CIR.

(D CIR-exprimierende Zellen werden mit “"*PFCs inkubiert, woraufhin das GFP der Emulsion an den GFP-
Nanobody des Rezeptors bindet. (2) Durch die Bindung des GFP wird die Internalisierung des Rezeptors
eingeleitet. (3) Die Aufnahme erfolgt vermutlich klassisch in endosomale/lysosomale Strukturen der Zelle.
(Bilder modifiziert nach Servier Medical Art)

Nach zelluldrer Transfektion mit CIR1-3 wurde zunéchst der Einbau der CIRs sowie deren Funktion
mittels Western Blot, Durchflusszytometrie und Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Dabei
zeigte sich nur in CIR"-Zellen eine spezifische Aufnahme des GFP, wohingegen in Kontrollzellen
keinerlei Bindung und Internaliserung erfolgte. Da CIR1 nur eine CTD des IL-6 Rezeptors besitzt und
dieser keine bekannten Internalisierungsmotive aufweist, wurde hier erwartungsgemal nur ein geringes
GFP-Signal detektiert.'* Dabei handelt es sich vermutlich groBtenteils um oberflichlich gebundenes

GFP, da aufgrund des Fehlens spezifischer Internalisierungsmotive die Aufnahme erheblich
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ineffizienter verlduft als bei CIR2 oder CIR3. Demgegeniiber ist CIR2 mit der CTD des Mannose-
Rezeptors Endo180 ausgestattet und verfiigt damit sowohl iiber ein dihydrophobisches als auch ein
FEGARY -Internalisierungsmotiv. Die Internalisierung des Endo180 erfolgt innerhalb weniger Minuten
in Abhingigkeit von Kollagen.'*® In Abwesenheit von Kollagen findet ein stindiges Recycling des
Endo180 zwischen Plasmamembran und endosomalen Strukturen statt.”*® Sobald Kollagen gebunden
hat, wird dieses Recycling unterbunden und es findet eine Verschmelzung mit lysosomalen Strukturen

statt.”’

Da das GFP vorwiegend in endosomalen Strukturen detektiert wurde, ist denkbar, dass das
Recycling zur Plasmamembran auch durch die Bindung von GFP unterbunden und dann ebenso eine
Verschmelzung mit lysosomalen Strukturen eingeleitet wird. Dies deckt sich auch mit dem Befund,
dass GFP in den Immunfluoreszenz-Mikroskopiebildern oftmals in vesikuldren Strukturen in der Nihe
des Zellkerns gefunden wurde. Im Unterschied dazu weist der CIR3 die CTD des FCyRIla-Rezeptors
auf. Durch die hierin enthaltenen ITAMs kommt es bei diesem zu einer phagozytotischen Aufnahme
des Rezeptors samt GFP und darauf folgend zur Phagolysosomenbildung.'*** Bemerkenswerterweise
sind mit dem FCyRIla-Rezeptor transfizierte Zellen sogar in der Lage Erythrozyten zu

phagozytieren.”*' Aufgrund dieser ausgeprigten Phagozytoseeigenschaften ist wahrscheinlich beim

CIR3 auch initial das stirkste GFP-Signal auszumachen.

Fiir die Visualiserung der CIR"-Zellen mittels "F-MRT wurde das GFP dann mit der PFC-Cargo
gekoppelt. Mit den hergestellten ““"PFCs konnten sowohl transiente, als auch stabil transfizierte
CIR1-3"-Zellen visualisiert werden konnen. Gerade die Detektion der transient transfizierten Zellen ist
ein kritischer Punkt, da hier — dhnlich wie bei einer spateren in vivo Anwendung — nur ein geringer
Anteil an Zellen die Rezeptoren exprimieren. Allerdings demonstrierten die in vitro Versuche, dass
selbst in einer Mischpopulation mit ca. 10 % transfizierten Zellen eine erfolgreiche Darstellung mit
PF-MRT mbglich ist. Interessanterweise wurde bei den stabil transfizierten Zellen fiir CIR2 die
stiarkste “"PFC-Aufnahme beobachtet. Fiir CIR3 wurde zwar initial eine starke Bindung und
Aufnahme detektiert, die aber dann nicht weiter zunahm. Dies ist mdglicherweise darauf
zurlickzufiithren, dass beim CIR3 das Recycling des Rezeptors zur Plasmamembran weniger effizient
ausfallt. Demgegeniiber verlduft die Internalisierung tiber CIR2 deutlich langsamer, aber dafiir wird der
Rezeptor anschlieBend wieder auf der Zelloberfliche prdsentiert, so dass es zu einem stetigen
Recycling zur Plasmamembran und erneuter Bindung sowie Aufnahme von ““"PFCs kommen kann.
Die Idealform des Rezeptors wire also eine Kombination aus CIR2+3: FEin Rezeptor mit
phagozytotischen Eigenschaften, welcher nach jedem Internalisierungsvorgang schnell wieder zur

Plasmamembran transportiert wird.

. . . . . . . . . . GFP
Um vor einer in vivo Anwendung zu {iberpriifen, inwieweit eine unspezifische Aufnahme der = PFCs

durch phagozytierende Zelltypen, insbesondere den Blutmonozyten, erfolgt, wurde eine Ko-Kultur mit
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murinen Immunzellen und CIR"-Zellen angesetzt und die Inkorporation der “""PFCs in die einzelnen
Zellfraktionen untersucht. Dabei zeigte sich deutlich, dass CIR"-Zellen die “""PFCs deutlich stirker
aufnehmen als es murine Monozyten oder auch Granulozyten tun. Final konnte unter Verwendung des
Matrigel/LPS-Modells gezeigt werden, dass auch eine Detektion von CIR -Zellen in der Maus durch
aktives Targeting iiber “""PFCs mittels '’F-MRT in vivo moglich ist.

Die Besonderheit des CIR-Systems ist, dass der Carrier unabhingig vom Liganden ist. Dement-
sprechend ist es ebenso moglich verschiedene Wachstumsfaktoren oder Medikamente iiber dieses
System hochspezifisch in eine bestimmte Gruppe von Zellen -einzuschleusen. Auch die
unterschiedlichen CTDs sind variabel, einzig der extrazellulire GFP-Nanobody wird benétigt. Insofern
koénnen unterschiedliche CTDs eingesetzt werden, je nachdem welcher Endozytosepfad oder welches
intrazelluldre Ziel gerade gewiinscht ist. Dies kann z. B. fiir polarisierte Zellen, wie Endothelzellen,
ausgenutzt werden: Da hier nur die apikale Seite dem Blutstrom zugewandt ist, ist es wichtig, den
Rezeptor in diese Richtung zu dirigieren. Hierfiir wire die CTD des IL-11R gut geeignet, die sowohl
den Transport zur apikalen Seite initiiert als auch endozytotisch aufgenommen wird.”** Eine weitere
Verwendungsmoglichkeit dieses System wire es, bestimmte Strukturen oder Zellen mit GFP zu

markieren, um CIR"-Zellen an diese Ziele zu dirigieren.

Fiir die Zukunft ist geplant, eine transgene Maus zu generieren, welche ubiquitir den CIR2 exprimiert
(Abb. 8.2). Durch Verpaarung dieser Maus mit spezifischen Cre-deleter Méusen lieBe sich der
Rezeptor speziell auf einer gewiinschten Zellpopulation exprimieren, um diese dann mittels ““"PFCs
hochspezifisch anzusteuern. Eine interessanter Kandidat hierfiir waren T-Zellen, die ansonsten fiir
Bildgebungszwecke schwierig zu markieren sind, da sie keine aktiven phagozytotischen Eigenschaften
aufweisen. In der Literatur sind zwar bereits Ansétze fiir ein aktives T-Zell-Targeting beschrieben,
jedoch sind diese weit von einer in vivo Anwendung entfernt und auch nicht fiir die Fluorbildgebung

ausgelegt.””

Zusammengefasst konnte mit den CIRs ein artifizielles Rezeptorsystem etabliert werden, dass dazu
geeignet ist, “"PFCs auch an Zellen ohne phagozytotische Eigenschaften zu dirigieren und diese
hochspezifisch mittels '’F-MRT darzustellen. Unter Verwendung zelltypspezifischer CIR -Miuse stellt
dieser Ansatz somit eine neue Bildgebungsplattform zur Visualierung individueller Zellpopulationen

dar.
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CIR2 - Plasmid Transgene Maus GFPPEC-Injektion O T- Zellen
AT A
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Abbildung 8.3: Strategie fiir ein zellspezifisches Targeting in vivo.

Der CIR2 soll in den Rosa Locus von Méusen integriert werden, so dass dieser ubiquitir exprimiert wird. Durch
Kreuzung mit bestimmten Cre-deleter Mausen lésst sich so der Rezeptor auf einer spezifischen Zellpopulation
exprimieren. Dadurch lieBen sich diese Zellen hochspezifisch mittels '"/F MRT in vivo detektieren. (Bilder
modifiziert nach Servier Medical Art)

8.3 Ausblick

Eine wichtige Erkenntnis aus dieser Arbeit ist, dass es sich fiir zukiinftige in vivo Targetingstrategien
anbietet, Emulsionen mit groBeren Partikeln zu verwenden. Diese werden zum einen stérker von der
Zielzelle aufgenommen, zum anderen ldsst sich dadurch die unspezifische Akkumulation des
Kontrastmittels im Entziindungsherd durch den EPR-Effekt minimieren. Somit kann durch
Kombination der in Kapitel 8.2 beschriebenen aktiven Targetingansdtze mit einem groBerem
Durchmesser der Partikel die Spezifitit des in vivo Targeting sicherlich noch deutlich verbessert

werden.

Die beiden vorgestellten Targetingansitze konnen auf sehr unterschiedliche Weise eingesetzt werden.
Mit den CIRs liegt ein System vor, welches insbesondere fiir die Grundlagenforschung von grofem
Interesse ist. Durch Verwendung CIR'-Mausstimme kann der Rezeptor auf einer einzigen
Zellpopulation exprimiert werden, was es ermdglicht, die Migration und den Anteil individueller

Immunzellen in den unterschiedlichsten Krankheitsmodellen nicht-invasiv zu messen.

Bei dem Neutrophilentargeting liegt ein sehr translationaler Ansatz vor, der duch Kombination von
NG2 mit beliebigen Kontrastmitteln im klinischen Bereich auch fiir andere Bildgebungsmodalititen
genutzt werden konnte. Allerdings kommt der entsprechende Rezeptor (CD177) auch auf neutrophilen
Granulozyten von Méusen vor, was bei Identifikation eines geeigneten Peptids auch murine Studien
mit diesem Targetingansatz erlauben wiirde. Es ist zwar bekannt, dass das murine CD177 eine 50%ige

Homologie zum humanen aufweift, jedoch nicht, ob es auch vergleichbare Funktionen ausiibt.
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9. Zusammenfassung

Innerhalb dieser Arbeit sollte ein aktives Targeting von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) zur
Visualisierung spezifischer Zelltypen mittels nicht-invasiver ’F-MRT etabliert werden. Die '’F-MRT
hat den Vorteil, das Fluor normalerweise nicht im Organismus vorkommt und somit als komplett
hintergrundfreies Kontrastmittel dienen kann. Bisher finden PFCs fiir die passive Detektion von
entziindlichen Prozessen Verwendung. Dazu werden PFCs intravends in den Organismus injiziert, wo
sie darauthin von phagozytotisch aktiven Zellen, insbesondere den Blutmonozyten, aufgenommen
werden. Im Falle einer Entziindung migrieren diese Zellen in den entziindeten Bereich und kénnen so
mittels "’F-MRT visualisiert werden. Da hier keine spezifische Immunzellfraktion, sondern alle zur
Phagozytose befahigten Zellen mit den PFCs beladen werden, handelt es sich um ein rein passives

Targeting.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Eigenschaften der PFCs fiir ein aktives Targeting optimiert.
Hierzu wurden zum einen der Einfluss einer PEGylierung als auch der Grofie von PFCs auf deren
zelluldre Internalisierung untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sich fiir ein aktives Targeting

insbesondere groe PFCs > 250 nm mit einem hohen PEG-Anteil eignen.

Darauf aufbauend wurde im zweiten Teil dieser Arbeit die Basis fiir das aktive Targeting von
individuellen Zellpopulationen mittels Liganden-gekoppelter PFCs gelegt. Zum einen wurde ein
Targeting von humanen neutrophilen Granulozyten iiber ein spezifisches Peptid (NG2) etabliert.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass dieses Peptid an eine Subpopulation (ca. 50%) von humanen
neutrophilen Granulozyten bindet, die CD177 exprimiert und dieses im Zuge eines Myokardinfarktes
hochreguliert. Durch Kopplung des NG2 an PFCs ("“’PFCs) war es schlieBlich moglich, diese

Subpopulation von Granulozyten eindeutig mittels '’F-MRT zu visualisieren.

Zum anderen wurde ein artifizielles Rezeptorsystem (CIR, Cargo-Internalisierungs-Rezeptor) etabliert,
welches iiber einen GFP-Nanobody hochspezifisch GFP bindet. Durch Kopplung von GFP an PFCs
(“""PFCs) lassen sich dadurch CIR"-Zellen unverwechselbar mittels '’F-MRT nachweisen, da nach
Bindung des GFP an den Rezeptor, dieser samt ““"PFCs internalisiert wird und somit das Fluor in der
Zelle akkumuliert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass selbst in einer Ko-Kultur aus CIR-Zellen und
Immunzellen, erstere eine vielfach hohere Affinitit fiir die “"PFCs aufweisen. Des Weiteren konnte
final die in vivo Tauglichkeit dieses Ansatzes innerhalb eines milden Inflammationsmodells

demonstriert werden.
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10. Abstract

The present work aimed at establishing an active targeting of perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs)
for visualization of specific cell types by non-invasive '’F MRI (magnetic resonance imaging). "°F
MRI has a sensitivity close to '"H MRI, but offers the benefit that fluorine is nearly absent from
biological tissue and thus, fluorine-containing compounds can serve as MRI contrast agents completely
free of endogenous background signals. So far, PFCs have been exploited for detection of
inflammatory processes taking advantage of the avid uptake of intravenously injected PFCs by
phagocytic immune cells, in particular monocytes and macrophages. These PFC-loaded cells migrate
into the inflamed area and, subsequently, can readily be detected by '°F MRI. Importantly, the fluorine-
based contrast agent does not interfere with anatomical 'H images and merging of 'H and "F data
enables the precise localization of the inflammatory hot spot. Although monocytes and macrophages
are the cell types which are predominantly loaded with PFCs, under certain circumstances other

phagocytic cells can be labelled with PFCs.

The first part of this work focused on optimizing the physicochemical properties of PFCs for an active
targeting. To this end, it was systematically investigated how PEGylation and size of PFCs impact on
their cellular internalization and it was found that large PFCs (> 250 nm) with a high amount of

PEGylation should be particularly suited for the specific targeting of individual cells.

In the second part, individual cell populations were targeted using ligand-coupled PFCs. On the one
hand, a specific peptide (NG2) was utilized for directing PFCs to a subpopulation of human neutrophil
granulocytes (approximately 50% of the entire population). The receptor for NG2 was identified by
mass spectroscopy to be CD177. By coupling of NG2 to PFCs ("**PFCs), it was possible to
specifically label and visualize this neutrophil subpopulation by '’F MRI. Interestingly, it was also
found that binding of NG2 and labelling with N**PFCs is strongly enhanced in neutrophils isolated

from patients after myocardial infarction.

On the other hand, a cargo internalization receptor system (CIR) was established which is based on
synthetic cell surface receptors composed of a GFP nanobody, parts of the IL6 receptor, and three
different transmembrane/cytoplasmic domains that determine the endocytic properties of the respective
CIR. All CIRs displayed a highly specific GFP binding and coupling GFP to PFCs (“""PFCs) enabled
the detection of CIR" cells by '’F MRI. The CIR/“**PEC complexes are rapidly internalized from the
cell surface into the endosomal system which ensures trapping of the contrast cargo within the cell type
of interest. Moreover, CIR" cells were able to outcompete even phagocytic immune cells for “"PFC

binding, indicating that this system is suitable for the in vivo tracking of specific CIR" cell types.
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